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RESUMEN

La hipermenorrea es un trastorno en el sangrado menstrual, caracterizado por un volumen
mayor a 80mL cada mes, este signo puede deberse a varias causas, sin embargo lo estudiado
en la investigacion fue en relacion a la enfermedad de von Willebrand (EVW), una
coagulopatia congénita que se caracteriza por la disminucion del factor de von Willebrand
lo cual evita una pronta formacion del codgulo. La relacion de la hipermenorrea con la
enfermedad de von Willebrand es desconocida y a su vez poco tratada, sin embargo, a
medida que pasa el tiempo las personas que presentan este signo deciden acudir al
consultorio médico con el fin de conocer la razén del sangrado menstrual abundante Aungue
el diagnostico de laboratorio es muy limitado en nuestro pais, es de suma importancia aplicar
algoritmos diagndsticos con pruebas de tamizaje (tiempo de tromboplastina parcial activada,
contaje de plaquetas, visualizacion de frotis sanguineos, factor VIII y factor de von
Willebrand) que nos ayuden a la identificacion temprana de la EVW, para evitar a tiempo,
que la calidad de vida en adolescentes sufra un impacto en su calidad de vida. Por lo tanto,
este estudio tuvo como objetivo principal el determinar la EVW por medio de la deficiencia
del factor de von Willebrand, en pacientes que padecen de hipermenorrea, las mismas que
son atendidas en los Centros Medicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana.
Metodologia: El estudio fue descriptivo y transversal; el analisis de datos corresponde a una
estadistica descriptiva béasica y se realizo la correlacion de variables con el cuestionario
aplicado a las pacientes por medio del disefio experimental y chi cuadrado. Se procesaron
113 muestras de sangre total y de plasma citratado de pacientes con un intervalo de edad de
10 a 19 afios en el periodo de diciembre del 2020 a enero del 2021, el analisis se realiz6 por
pruebas de coagulometria de luz dispersa (TTPay FVIII) y turbidimetria mejorada en latex
(FYW:AQ) en el equipo SYSMEX CA-600, mientras que el contaje de plaquetas se realizo
por método manual en camara de Neubauer. Resultados: Las muestras procesadas fueron
n=113, detectadas n=14 muestras (12%) con deficiencia de FvW:Ag y n=5 muestras (4,42%)
con disminucién de factor VI1I1. Al realizar el calculo de radio en relacion a FVI11:C/FVW:Ag
de 5 adolescentes que presentaron el FVIII disminuido, se obtuvo un resultado positivo para
ser posibles portadoras de hemofilia o una coagulopatia que deberia ser estudiada, al ser los

resultados menores a <0.7. Al relacionar a las n=14 muestras con deficiencia de FvW:Ag
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con otros signos como: epistaxis, hematomas, sangrado en pequefias heridas y cirugias
evaluados en el cuestionario que cada paciente lleno, se determind que n=3 (21,4%)
presentaron signos severos adicionales a la hipermenorrea, n=8 (57,14%) presentaron signos
moderado adicionales a la hipermenorrea y n=3 (21,4%) fueron adolescentes que no
presentaron ningun otro signo aparte de la hipermenorrea que las caracterizaba. Conclusion:
Los resultados del estudio demostraron que existio una clara relacion de la hipermenorrea
con resultados positivos al déficit de FvW:Ag. La relacion de las pruebas de laboratorio
determind la deficiencia de FVIII y FYW:Ag de coagulacion en unién a pruebas generales
como tiempos alargados de TTP, siendo todos correlacionados con los signos reflejados en

los cuestionarios que se aplicaron en base a disefio experimental.

Palabras claves: hipermenorrea, coagulopatia, enfermedad de von Willebrand, factor VIIlI,

factor de von Willebrand.
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ABSTRACT

Hypermenorrhea is a menstrual bleeding disorder, classified by a volume greater than 80mL
each month, this sign may be due to several causes, however the one studied was in relation
to von Willebrand's disease (VWD), a congenital coagulopathy that is characterized by the
decrease in von Willebrand factor which prevents early clot formation. The relationship of
hypermenorrhea with von Willebrand's disease is unknown and in turn little treated,
however, as time goes by, people with this sign decide to go to the doctor's office in order
to know the reason for heavy menstrual bleeding. Although laboratory diagnosis is very
limited in our country, it is extremely important to apply diagnostic algorithms with
screening tests (activated partial thromboplastin time, platelet count, visualization of blood
smears, factor VIII and von Willebrand factor) that help us to the early identification of
VWD, in order to avoid an impact on the quality of life in adolescents. Therefore, this study's
main objective was to determine VWD by means of von Willebrand factor deficiency, in
patients suffering from hypermenorrhea, the same who are treated in the Specialized
Medical Centers of the Ecuadorian Red Cross. Methodology: The study was descriptive,
cross-sectional; the data analysis corresponds to basic descriptive statistics and the
correlation of variables was carried out with the questionnaire applied to the patients by
means of experimental design and chi square. 113 whole blood samples and 113 citrated
plasma samples were processed from patients in an age range of 10 to 19 years in the period
from December 2020 to January 2021, the analysis was performed in scattered light
coagulometry tests (APTT and FVIII) and improved latex turbidimetry (VWF: Ag) in the
SYSMEX CA-600 equipment, while the platelet count was carried out by manual method
in a Neubauer chamber. Results: The processed samples were n = 113, of which n- =14
samples (12%) with VWF: Ag deficiency and n = 5 samples (4.42%) with decreased factor
VIl were detected. When calculating the radius in relation to FVIII: C / VWF: Ag of 5
adolescents who presented decreased FVIII, a positive result was obtained to be possible
carriers of hemophilia as these results were less than <0.7. When relating the n = 14 samples

with VWEF: Ag deficiency with other signs such as: epistaxis, hematomas, bleeding in small
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wounds and surgeries, it was determined that n = 3 (21.4%) had severe signs in addition to
hypermenorrhea, n = 8 (57.14%) presented moderate signs in addition to hypermenorrhea
and n = 3 (21.4%) were adolescents who did not present any other sign apart from the
hypermenorrhea that characterized them. Conclusion: The results of the study showed that
there was a clear relationship between hypermenorrhea and positive results for VWF: Ag
deficiency. The relationship of the laboratory tests determined the deficiency of FVIII and
VWEF: Ag of clotting in conjunction with general tests such as times elongated TTP, all being
correlated with the signs reflected in the questionnaires that were applied based on

experimental design.

Key words: hypermenorrhea, coagulopathy, von Willebrand disease, factor VIII, von
Willebrand factor.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

La hipermenorrea es un trastorno que lo presentan las mujeres y adolescentes en edad
fértil durante su periodo menstrual y es caracterizado por ser un sangrado abundante
mayor a 80mL y puede durar 7 0 mas dias, signo que alterara la calidad de vida en sentido
social y fisico. El sangrado menstrual abundante se ha vuelto una de las causas
principales para que las adolescentes visiten al médico especialista (Hapangama &
Bulmer, 2016). La frecuencia de hipermenorrea en adolescentes es de aproximadamente
el 20%, por ello es sumamente importante investigar las causas que lo provoguen en
especial cuando trata de una coagulopatia. La enfermedad de von Willebrand (EVW) es
conocida como una de las coagulopatias congénitas mas comunes y se caracteriza por
afectar al 1% de la poblacion mundial; la pueden padecer hombres y mujeres. Esta
enfermedad se caracteriza por una deficiencia de una glicoproteina llamada factor de
von Willebrand (FvW) ligada al endotelio y a las plaquetas para facilitar la adhesion y
agregacion plaquetaria durante la hemostasia primaria para que asi exista la formacion
pronta de un coagulo frente a lesiones, y sirve como proteina transportadora del factor
VI de la coagulacion (FMH, 2012; Govorov et al., 2016). Los signos recurrentes de
epistaxis, gingivorragias, hematomas e hipermenorrea, son caracteristicos de presentar
la enfermedad, sin embargo se ha evaluado a lo largo del tiempo que la deficiencia del
FVW puede no encontrarse manifestada en las personas y por ello requieren de un
diagnostico adecuado (Seravalli et al., 2013). En contexto cientifico y a nivel mundial,
el 93% de personas que tienen EVW, van a presentar hipermenorrea, lo que conlleva a
que se realice una serie de investigaciones para su diagnéstico y tratamiento temprano
en adolescentes diagnosticadas y sus familias, con el fin de capacitar en base al manejo
de la enfermedad, planificacion familiar y procedimientos quirargicos futuros(Jacobson,
Vesely, Koch, Campbell, & O’Brien, 2018). (Hapangama & Bulmer, 2016).

En el estudio se realizaron pruebas de rutina como el tiempo de tromboplastina parcial
activada prueba la cual mide en segundos la capacidad que tienen los factores de

coagulacién en formar un coadgulo frente a alguna lesion ; contaje de plaquetas que
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permitio conocer cual es la cantidad por milimetro cubico de sangre total,
adicionalmente, el realizar pruebas de cuantificacion de factores como el FVIII ayudan
al investigador a diferenciar de otra posible coagulopatia, siendo la cuantificacion del
FVW: Ag una prueba de laboratorio base de diagnostico, la cual cuantifica al FvW

circulante en plasma(C & Martinuzzo M, 2012).

Los estudios referentes a hipermenorrea asociada a EVW en nuestra poblacion son muy
limitados. Las estadisticas a nivel nacional, afio 2016 solo indican 89 pacientes con EVW,
que no fueron clasificados entre hombres y mujeres ; es por ello que el objetivo del
presente estudio fue determinar la EVW en adolescentes con hipermenorrea que acuden
a los Centros Médicos especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana durante el primer
trimestre del afio 2020 (MSP,2017).
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1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, la enfermedad de von Willebrand es considerada como un trastorno
hemorragico hereditario; su prevalencia varia en cada pais dependiendo del grupo
poblacional y se estima que puede ir del 1% al 40% (FMH, 2020). La enfermedad se
asocia con mutaciones en el cromosoma 12 y se transmite de manera autosémica, es
decir heredada a hombres y mujeres. Las mujeres pueden presentar otras complicaciones
como son un sangrado menstrual abundante, anemia, hemorragias durante el embarazo,
parto y posparto, lo que puede poner en riesgo la vida de la paciente (Govorov et al.,
2016).

Las causas de hipermenorrea pueden ser diferentes, entre ellas de origen ginecoldgico
(miomas uterinos, quistes ovaricos), hipotalamo— hipofisiaro- ovario (padecimientos
hormonales), ciclos anovulatorios en primeros afios de vida menstrual y coagulopatias.
La relacion existente entre la hipermenorrea y las coagulopatias corresponde, entre las
mas comunes, a las portadoras de hemofilia (deficiencia de proteina VIII o IX de
coagulacién) y a mujeres que presentan la enfermedad de von Willebrand (deficiencia
de Factor de von Willebrand) (Gupta & Saxena, 2018).

Segun el estudio de Seravalli (2013) la prevalencia de sangrados uterinos anormales fue
de 13.3 al 15% en adolescentes que han sido atendidas en el servicio de pediatria del
hospital de la Universidad de Careggi en Florencia, Italia, las mismas relacionadas con
enfermedad de von Willebrand, se concluye que para la eleccion de un tratamiento
adecuado se requiere de un diagndstico oportuno que facilite la eleccion terapéutica, y
mejore la calidad de vida de las mujeres afectadas, que ademas presentan anemia por

deficiencia de hierro, depresion y ansiedad(Seravalli et al., 2013).

Parte del tratamiento para las pacientes que presentan la EVW es la administracion de
terapia hormonal que permite al factor de von Willebrand estabilizarse y mantenerse

dentro del intervalo de referencia (70%-150%) (Teresa Alvarez Roman H, 2016).

En el Ecuador no existen datos estadisticos acerca de la hipermenorrea y su asociacion

con la EVW, unicamente se encontré un registro del afio 2016 con el reporte de 89 casos
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de EVW en el pais, sin especificar edad u otro dato que lleve a relacionar la
hipermenorrea con la EVW(MSP, 2017). Lopez y colaboradores en una revision
bibliogréafica sobre trastornos hemorragicos en mujeres que presentan hipermenorrea en
poblaciones latinoamericanas, destaca que el 13% de mujeres en edad feértil presenta
sangrado uterino anormal relacionado con enfermedad de von Willebrand (Francisco &
Achard Arturo, 2017).

En los centros de atencion médica, especificamente en las consultas ginecologicas el
personal médico sigue un protocolo para el diagnostico y seguimiento con la finalidad
de conocer la causa de la hipermenorrea en las adolescentes. Entre los examenes de
laboratorio solicitan los tiempos de coagulacion para descartar alguna alteracion de este
tipo y se realizan otras pruebas de laboratorio ademas de pruebas de imagen para llegar
o confirmar un diagndstico, pero es posible inadvertir la presencia de un trastorno de
hemostasia primaria como sucede en la EvW, al no cuantificar la funcionalidad del factor
de von Willebrand y la actividad del factor VIII; o ademas, las pacientes con
hipermenorrea sin diagndstico de causa ginecologica u hormonal, reciben tratamiento
hormonal similar al indicado para causas ginecoldgicas, lo que puede enmascarar el

trastorno hemorragico.

Ante esta situacion surge la necesidad de conocer si la hipermenorrea esta asociada a un
desorden hemorragico, que requiere de pruebas de factor VIII y antigeno del factor de
von Willebrand para llegar al grupo poblacional de adolescentes sin diagndstico; por lo
que se planted la siguiente interrogante: ¢ Cual es la frecuencia de la enfermedad de von
Willebrand en mujeres adolescentes que presentan hipermenorrea y que acuden a los

Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja en la ciudad de Quito?
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1.2. JUSTIFICACION

A nivel mundial la enfermedad de von Willebrand (EvW) se presenta alrededor del 1%
de la poblacién, dependiendo del grupo poblacional estudiado; en mujeres con
hipermenorrea la frecuencia de EVW es del 8 al 13% (Woods, Blanco, Kempfer, Paiva,
y Bermejo, 2016).

En la enfermedad de von Willebrand (EvVW), los pacientes presentan signos
caracteristicos de sangrado como: hematomas, gingivorragias, hemorragia prolongada
de la mucosa del tracto gastrointestinal y otros sangrados espontaneos dependiendo de
la severidad de la enfermedad. En las mujeres se evidencia sangrado menstrual
abundante (hipermenorrea), y en este grupo poblacional el diagndstico y tratamiento

oportuno son de suma importancia para mejorar la calidad de vida. (Lin y Chang, 2016).

El diagndstico correcto de EVW en mujeres se basa en el historial de hemorragias y su
relacion con las pruebas basicas de laboratorio como: contaje de plaquetas, tiempo
parcial de tromboplastina activada, y pruebas de laboratorio especificas para la
enfermedad como la actividad del factor VIII y la cuantificaciéon de la actividad del

antigeno de von Willebrand (Simionescu et al., 2017).

En la investigacion realizada por Hacioglu y colab. (2016), se determiné la frecuencia
de anomalias hemorragicas en mujeres con menorragia y su efecto sobre la calidad de
vida; el estudio fue realizado en una muestra de 90 mujeres con menorragia previamente
evaluadas; se encontro el 40% de trastornos hemorragicos que fueron clasificados de la
siguiente manera: 11.1% diagnosticados con EvW, el 2,2% solamente presentaron
disminucion en la cuantificacion de actividad de factor de von Willebrand vy el 26.7%
presentaron desdrdenes de la funcion plaquetaria, se confirmé que una de las causas mas

importantes de la hipermenorrea es la EVW.

En la atencion médica, la basqueda de la causa que provoca la hipermenorrea suele
enfocarse principalmente en el desequilibrio hormonal, la presencia de fibromas uterinos
0 el uso de cierto tipo de medicamento, por lo que se solicita la cuantificacion de niveles
hormonales, quimica de rutina y exdmenes de imagen, de tal manera que la sospecha de
un trastorno hemorragico queda para etapas posteriores y los signos de hemorragia se
ven ocultos por el tratamiento hormonal. De acuerdo con lo descrito por Gupta y Saxena

(2018), es importante pensar que la hipermenorrea puede deberse a un trastorno
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hemorragico, principalmente cuando sucede en el periodo fértil de la mujer, esto eleva
la morbilidad materna y més cuando se trata de la EVW.

En este contexto juega un papel muy importante el laboratorio clinico, ya que la
cuantificacion del factor V111 y del antigeno de von Willebrand se vuelven herramientas
indispensables para el diagnostico de esta enfermedad (Simionescu et al., 2017). Entre
las pruebas diagnosticas béasicas se realizan: biometria hematica (para conocer el
hematocrito y el contaje de plaquetas), antigeno de von Willebrand, y tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa). Las pruebas especificas, ademéas de las
indicadas anteriormente son:,prueba de cofactor a la ristocetina y factor de vW unida al
colageno, pruebas de adhesién y agregacion plaquetaria (PFA-100, PFA-200), pruebas
de biologia molecular para detectar la mutacion especifica y la deteccion de los
multimeros por medio de electroforesis que ayudan a diferenciar entre los tres tipos y
cuatro subtipos de la enfermedad. (Federacion Mundial de Hemofilia, 2012).

La falta de investigaciones en nuestro medio que clarifiquen la presencia de la
enfermedad de von Willebrand en mujeres con hipermenorrea y especificamente en
mujeres adolescentes (10 a 19 afios) es una de las razones para realizar este trabajo a
través de pruebas de laboratorio que estan al alcance en el pais, de esta manera identificar
a las mujeres adolescentes con trastornos hemorragicos con riesgo de complicaciones en
el futuro. Los resultados que se obtengan de este estudio ayudaran al personal médico
de los Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana para el diagndstico
oportuno, seguimiento y control de las pacientes asi como prevenir complicaciones, 1o
que beneficiara al grupo de adolescentes, aportando a su diagndéstico y la oportunidad de

mejorar su calidad de vida.

A nivel del personal del laboratorio, servira para evidenciar la importancia de las pruebas
de hemostasia y su implementacion en los laboratorios clinicos, para apoyar a los

médicos ginecologos a corroborar la impresion diagndstica.

Los resultados obtenidos en el estudio se sumaran a los datos del proyecto realizado a
nivel nacional sobre el diagnostico de Enfermedad de von Willebrand “Determinacion
de la Enfermedad de von Willebrand en personas con trastornos hemorragicos en ocho
provincias del Ecuador”, investigacion que esté siendo financiada por la PUCE, Facultad

de Medicina, Carrera de Bioquimica Clinica.
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1.3.0BJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Determinar la prevalencia de la enfermedad congeénita de von Willebrand (EVW) en
adolescentes con hipermenorrea atendidas en los Centros Médicos Especializados de la Cruz

Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito, 2020.

1.3.2. Objetivos especificos
-ldentificar los cambios producidos en las pruebas de laboratorio de rutina (plaguetas y
tiempo de tromboplastina parcial activado) y pruebas especificas que determinan la
patologia (Cuantificacion de factor VIII y antigeno de von Willebrand) que se asocien a la
EVW en adolescentes con hipermenorrea atendidas en los Centros Médicos Especializados

de la Cruz Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito.

- Establecer la presencia de signos y sintomas de la enfermedad de von Willebrand en
adolescentes con hipermenorrea atendidas en los Centros Médicos Especializados de la Cruz
Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito, de acuerdo con la informacién obtenida en el

cuestionario.

-Relacionar la severidad de los signos y sintomas asociados al cuestionario aplicado a las
adolescentes con hipermenorrea atendidas en los Centros Médicos Especializados de la Cruz
Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito.

1.4 HIPOTESIS DEL ESTUDIO

HO: La hipermenorrea no es un indicador significativo en las adolescentes que presentan
la EVW.

H1: La hipermenorrea es un indicador significativo en las adolescentes que presentan la
EVW.
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CAPITULO I
2. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTES

La hipermenorrea es un trastorno ginecoldgico que se puede presentar por multiples causas,
este trastorno hace referencia a periodos menstruales regulares con sangrado excesivo de un
volumen aproximadamente de 80 mL que se presenta aparentemente de 5 a 7 dias en mujeres
en edad fértil, existiendo una prevalencia de alrededor de 20% de adolescentes que padecen
de este tipo de sangrado uterino disfuncional, el cual se puede manifestar por distintas causas
(Serret, Hernandez, Cardenas y Villasiset al., 2012).

La identificacién de mujeres adolescentes con hipermenorrea asociada a coagulopatia se
realiza a partir de algoritmos que han sido establecidos por la Federacion Mundial de
Hemofilia y deben ser usados por cada laboratorio especializado en hematologia para

determinar si las pacientes presentan trastornos hemorragicos(FMH, 2012) .

En el estudio realizado por Diaz y colab. (2014) en 131 adolescentes del Hospital del Nifios
en Texas, el 32% presentaron disminucion del FvW y recomendaron realizar una evaluacion
sistematica en este grupo de pacientes. Khamees en el mismo afio realiz6 una investigacion
en 673 adolescentes (de 10 a 17 afios) que presentaron hipermenorrea, y report6 un 10% con
EVW y el 90% restante con trastornos ginecol6gicos que debian ser encaminados a una

evaluacion y que reciban el tratamiento adecuado (Khamees, O’Brien y Klima, 2014).

En el afio 2015 otros investigadores estudian de manera retrospectiva los desérdenes
hemorragicos en 50 adolescentes y encuentran que el 10% (n=5) presentan EVW, 2 casos
con parpura trompocitopénica inmune y un caso que padecia Sindrome de Bernard Soulier:
concluyen que la frecuencia de sangrados anormales es muy comdn hoy en dia en las

adolescentes (Karaman et al., 2015).

Torres y colaboradores (2016), evaluaron la incidencia de desordenes hemorragicos en una
poblacién adolescente chilena de 46 adolescentes con varios tipos de sangrados anormales,
el 37.5% (17 pacientes) de los casos presentaron EVW, y concluyeron que son muy pocas
las adolescentes que buscan ayuda médica previo a presentar problemas asociados a la

hipermenorrea(Torres et al., 2017).
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En el afio 2016 uno de los estudios realizado por Hacioglu, report6 que de 90 adolescentes,
el 11.1% de ellas presentaron EVW, los factores de riesgo como antecedentes familiares,
mutaciones y polimorfismos en el cromosoma 12 correspondieron al 2,2% vy las que
presentaron desdrdenes en la funcionalidad de plaquetas fue del 26,7%. Se concluyo que los
sangrados anormales de carécter hereditario podrian tener una relacion muy alta con la
calidad de vida de las personas que lo presentan, y estos pueden ser controlados siempre y
cuando los estudios diagndsticos realizados en los laboratorios sean los pertinentes para la
deteccién de la enfermedad , lo que permite que los especialistas proporcionen un
tratamiento adecuado(Hacioglu, Karabulut, Sari, & Keskin, 2016). En el estudio
retrospectivo realizado en el afio 2018 por Jacobson y colaboradores con 23 888 historias
clinicas de mujeres , determinaron que el 24% (n=5 733) padecian de EvVW, siendo esta
coagulopatia una de las mas comunes presentadas en mujeres con hipermenorrea (Jacobson
etal., 2018).

En el Congreso del Consorcio Europeo de Hemofilia en el afio 2019, realizado en Alemania,
se expuso en base a encuestas realizadas a mujeres de paises europeos, las distintas
problematicas que presenta la mujer al ser diagnosticada con una coagulopatia entre ellas
la EVW; los resultados determinaron que del 40 al 70% de ellas, presentaron un riesgo
potencial de hemorragias al final del embarazo y parto y por tanto una afectacion en su
calidad de vida (EHC, 2019).

Actualmente a nivel nacional, no existen datos estadisticos de estudios observacionales con
pacientes que presenten hipermenorrea asociadas a EVW, sin embargo Lopez y
colaboradores en el afio 2017 en una revision bibliografica sobre trastornos hemorragicos en
mujeres que presentan hipermenorrea en poblaciones latinoamericanas, destaca que el 13%
de mujeres en edad fértil presenta sangrado uterino anormal relacionado con enfermedad de
von Willebrand(Francisco & Achard Arturo, 2017).
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2.2. MARCO TEORICO
2.2.1 Molécula de von Willebrand.
2.2.1.1 Genética.

El gen del factor de von Willebrand se encuentra en el brazo corto (p) del cromosoma 12,
sin embargo, con el tiempo y las nuevas técnicas de secuenciacion se ha encontrado un
pseudogen localizado en el cromosoma 22, este pseudogen es de caracter inactivo debido a
la gran cantidad de codones stop que presenta en su secuencia codificadora, por ello, el
analisis del polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccién es complicado de
realizar (Batlle, 2014).

El gen se expresa en las células endoteliales y megacariocitos formando puentes disulfuro
en las terminaciones carboxiterminales con el fin de formar dimeros para asi atravesar el
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, estos dimeros formados se almacenan en forma
de cuerpos llamados Weibel Palade dentro del endotelio y en los granulos alfa de los
megacariocitos productores de plaquetas (Mexicana de Cirugia & México Hernandez-
Zamora, 2015).

2.2.1.2 Subunidad del Factor de von Willebrand.

El FVW presenta una estructura tetrapeptidica de arginina, glicina, asparagina y serina, este
complejo facilita la adhesion plaquetaria al endotelio debido a que presentan gran cantidad
de lugares glicosilados en la molécula, proporcionando asi los hidratos de carbono en un
18.7% del peso, que le protegen de la accidn de las enzimas proteoliticas. La estructura final
de la molécula es proporcionada por una alta cantidad de cisteina que interactia en los
puentes disulfuro presentes en la misma, y que permite la interaccion con el colageno del
endotelio, heparina y los receptores plagquetarios de las glicoproteinas (Gplb y Gp Ilb/I11a)
(Batlle, 2014).
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Gréfico 1

Gen y transcripcion de la proteina de von Willebrand.
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Nota: esta figura nos indica el comportamiento molecular de la EVW. Fuente: Hernandez,
et.al, 2016)

2.2.2 Hipermenorrea.

La hipermenorrea es un trastorno ginecoldgico que se puede presentar por multiples causas,
este trastorno hace referencia a periodos menstruales regulares con sangrado excesivo de un
volumen aproximadamente de 80 mL que se presenta aparentemente de 5 a 7 dias en mujeres

en edad fértil (Serret, Herndndez, Cardenas y Villasiset al., 2012).

La identificacion de hipermenorrea es un método no invasivo que guiara al médico a conocer
sus posibles causas por medio de la historia clinica de la paciente que incluye: inicio de la
menarca, duracion de cada ciclo, posibles alteraciones en el mismo y antecedentes que

relacionen la presencia de la hipermenorrea (Achard y Lopez, 2017).

Esta evaluacion se realiza en conjunto con la paciente y el médico, utilizando un patron
menstrual que permite a la paciente sefialar el dia de comienzo y fin de su periodo, y también
sefiala el grado de saturacion del producto sanitario que utilizd. Despues se da un puntaje y
se realiza un célculo que indicara si la paciente presenta o no hipermenorrea. Este contaje se
interpreta de tal manera que, si la paciente completa 100 puntos o sobrepasa los 100 puntos,

el médico tratante indicara la presencia de hipermenorrea (Achard y Lépez, 2017).
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2.2.2.1 Identificacion de hipermenorrea en toalla.

El patron menstrual hace referencia al uso de productos sanitarios como identificacion
principal de hipermenorrea, el uso de toallas sanitarias corresponde a uno de los productos
mas utilizados en el mercado. Se toma en cuenta tamafio y capacidad del producto. Se
asignan puntos a las distintas formas de flujo menstrual, correspondiendo a: flujo ligero que
se presente en el producto (1 punto), flujo moderado que se presente en el producto (5
puntos), flujo abundante que empapa el producto (20 puntos), presenta codgulos pequefios
(1 punto) y si presenta coagulos grandes (5 puntos), tomando en cuenta que el total de puntos
debe ser 100 o sobrepasar de los 100 para determinar una hipermenorrea (Achard y Lopez,
2017).

Gréfico 2.

Pictograma de sangrado en compresas
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Nota: esta figura nos indica la calificacion y puntaje a aplicar en pacientes con hipemenorrea

y que usan toallas higiénicas. Fuente: (Lopez, 2017)
2.2.2.2 ldentificacion de hipermenorrea en tampon.

El tampon al ser otro producto de uso comun en las mujeres, ha obligado a que se establezcan
parametros para determinar hipermenorrea de acuerdo con la presencia del flujo sanguineo
presente en el tampon, asi: 1 punto para flujo ligero, 5 puntos para flujo moderado, 10 puntos
para flujo abundante definido como tal cuando el tampdn se encuentra empapado con el flujo
menstrual, ademas si presenta coagulos pequefios 1 punto y si son grandes, corresponde a 5
puntos. Para determinar una hipermenorrea el total debe ser 100 o mas puntos (Achard y
Lopez, 2017).
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Gréfico 3

Pictograma de sangrado en tampén

78

PRESENCIA COAGULOS

Nota: esta figura nos indica la calificacion y puntaje a aplicar en pacientes con hipomenorrea

y que usan tampoén. Fuente: (Lépez, 2017)
2.2.3. Enfermedad de von Willebrand.

La EVW es un trastorno de coagulacion debido a la deficiencia de la proteina que favorece
a la agregacion de las plaquetas llamada factor de von Willebrand (FvW), esto provocara
que al lesionarse un vaso sanguineo no se forme el tapon primario adecuadamente y por lo
tanto demore en coagular y la hemorragia demore mas en detenerse (Martinuzzo y Duboscq,
2012).

La enfermedad de von Willebrand es de tipo hereditario, es decir los genes de la enfermedad
se transmiten de padre o madre a hijo o hija. La EVW tipo 1 y 2 se heredan de manera
dominante y EVW de tipo 3 se hereda de manera recesiva (World Federation of Haemophilia,
2020; Martinuzzo y Duboscq, 2012).

2.2.3.1 Enfermedad de von Willebrand asociada a hipermenorrea.

La EVW asociada a hipermenorrea se evidencia en mujeres en edad fértil al momento que
tienen su menarca. Se conoce a la menstruacion como el proceso fisiolégico normal en la
mujer cuando el évulo no es fecundado, lo que provoca que el endometrio desprenda la capa
principal que recubre la cavidad del utero provocando el sangrado normal a través de la

cavidad vaginal (Diaz, et al., 2014).

Los procesos hemorragicos siempre seran mediados por los factores de coagulacion y las

plaquetas los cuales evitaran que se produzca sangrados extendidos y excesivos, en este caso
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la asociacion con la EVW corresponde a la falta y alteraciones cualitativas de FVvW que no
permite que las plaquetas se adhieran a la pared de los vasos sanguineos del endometrio y
que las plaquetas se agreguen provocando la union entre ellas para evitar el sangrado por un

tiempo prolongado (Diaz, et al., 2014).
2.2.3.2 Signos y sintomas en mujeres con enfermedad de von Willebrand.

Los signos y sintomas de la EVW dependen del tipo o subtipos que presente la persona sea
este EVW 1, 2 (2A, 2B, 2N, 2M) y 3. Cada uno de estos tipos se diferencian Gnicamente por
los resultados de las pruebas diagnosticas que se obtengan, sin embargo, mediante biologia
molecular se puede analizar la clase de mutacion que existe. Las adolescentes con la
enfermedad pueden presentar hematomas que aparecen espontaneamente en el cuerpo o por
golpes provocados, sangrado extendido y excesivo en cortes o lesiones dependiendo la
gravedad y profundidad de las mismas, gingivorragias, epistaxis que resultan ser frecuentes
y complicadas de detener, hipermenorrea y segun la severidad de la enfermedad también
pueden presentarse sangrados a nivel gastrointestinal o renal siendo estos riesgosos para la
salud del paciente con EvW (Diaz, et al., 2014).

2.2.4 Pruebas de laboratorio para el diagnostico de Enfermedad de von Willebrand.
2.2.4.1 Prueba que mide la actividad de factor VIII.

El factor VIII, llamado también globulina antihemofilica A, factor antihemofilico A y su
actividad coagulante es una de las pruebas realizadas para el diagndstico de EVW; si la
proteina se encuentra disminuida ayudara al diagnostico de hemofilia A. Dependiendo del
porcentaje de actividad que se obtenga, se clasifica en hemofilia leve, moderada y severa.
En la EVW se puede detectar una disminucion leve o cantidad normal del factor VIII en
todos los tipos a excepcion del subtipo 2N vy tipo 3 el cual reflejara valores muy disminuidos
de este factor (Joseleg, 2012). EI FvW actuara como proteina de proteccion hacia el Factor
VI, impidiendo la degradacion y permitiendo la estabilidad para que actie como activador
del factor X conocido como factor Stuart Prower y que actta en la formacion de fibrina
dentro de la via comun de la coagulacién, como se observa en la Figura 4 (Ministerio de
Saludo Publica, 2016).
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Gréfico 4

Complejo FYW-FVIII

Sitio de union de la Sitio de union de la
membrana plaquetaria. membrana plaquetaria.

Se une a GPIb/IX Se une a GPIIb/I1Ia
N !/}/

{ \

= —
VvWF:Ag vWF "l Fvin f> Sitio activo
800.000-20.000.000 Da | 260.000 Da del Factor VIII
f |

@
FVIII:Ag

Sitio de union
al colageno

Nota: Esta figura nos indica la actividad en conjunto y estructura del complejo del factor
V111 de coagulacion con el factor de von Willebrand. Fuente: (Rodak, 2017)

2.2.4.2 Cofactor de la Ristocetina

La prueba de cofactor de la ristocetina mide la actividad del factor de von Willebrand en la
agregacion y adhesion plaquetaria en presencia de ristocetina; esta prueba se basa en la
agregometria con un método inmunoturbidimétrico el cual se dirige al punto de union de las
plaquetas en la glicoproteina Ib, siendo el sitio de recepcion del FVW esta se une a particulas
de latex el momento en que tiene contacto con el anticuerpo monoclonal especifico, sus
valores normales corresponden a 50-150%, considerado un valor patolégico menor al 50%

(Martinuzzo y Duboscq, 2012).
2.2.4.3 Pruebas cuantitativas de factor de von Willebrand.

La deteccion del antigeno de von Willebrand (vW: Ag) cuantifica la concentracion de esta
proteina presente en el organismo, en base a la reaccion inmunologica antigeno — anticuerpo
(Jiménez, Ortiz y Béjar, 2012). EI método mas utilizado para la cuantificacién de FVW:Ag
es el método de ELISA de tipo sanduche en el cual los anticuerpos especificos para FvW
humano se encuentran estabilizados en las placas de microELISA, en esta prueba se
detectara la concentracion de antigeno gue se encuentra en la muestra de plasma citratado

del paciente (Stufano, Baronciani, y Peyvandi, 2017).
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

Adhesion plaquetaria: Accion de las plaquetas de unirse al coldgeno del vaso sanguineo

lesionado por medio de glicoproteinas Ib/IX y detener el sangrado (Bermejo, 2017).

Agregacion plaquetaria: Accion de las plaquetas de unirse entre ellas por medio de
glicoproteinas Ilb/Illa a través de la formacion de pseuddopodos en las mismas (Bermejo,
2017).

Adolescente: periodo de crecimiento y desarrollo humano que se produe después de la nifiez
y antes de ser adulto, entre los 10 a 19 afios (OMS, 2019).

Coagulacién: Proceso en el que participan proteinas de coagulacion Ilamadas factores y en
conjunto con las plaquetas permiten la formacién de un coagulo frente a lesiones o rupturas

de vasos sanguineos (Martinuzzo M, 2017).

Coagulopatia: Enfermedad caracterizada por presentar deficiencia o alteraciones

cualitativas de factores de coagulacion (Merchan, Alvez y Sanches, 2017).

Disfuncién plaquetaria: Disminucion de la actividad plaquetaria debido a deficiencia de
glicoproteinas de membrana que impiden la adhesién y agregacion de las mismas,

provocando sangrados anormales y espontaneos (Dalmau, 2013).

Endometrio: Tejido de aspecto mucoso que tiene por funcion recubrir la cavidad uterina,

el cual puede variar conforme el ciclo menstrual (Achard y Lopez, 2017).

Factor de von Willebrand: Proteina que se forma en el endotelio y megacariocitos que
permite la adhesion de las plaquetas al vaso sanguineo lesionado y la agregacion entre

plaguetas (Genetic and Rare Diseases, 2014).

Factor VIII: Denominado globulina antihemofilica, factor antihemofilico A. Es una
proteina de coagulacion que se responsabiliza de la division del factor X que se activa por
el factor IX (Roman ,2016).

Hemostasia: Equilibrio entre hemorragia y coagulacion frente a lesiones del vaso

sanguineo, donde actlan plaquetas y proteinas de coagulacion (Martinuzzo M, 2017).

Hemostasia primaria: Proceso el cual ocurre apenas se presenta la lesion y actdan las
plaquetas sobre la pared vascular con el fin de detener el sangrado inmediato (Martinuzzo
M, 2017).
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Hemostasia secundaria: Es un proceso conjunto con la hemostasia primaria, donde acttian
los factores o proteinas de coagulacion en cascada con el fin de formar los polimeros de
fibrina (Martinuzzo M, 2017).

Hipermenorrea: Término relacionado con el sangrado anormal durante el periodo

menstrual con un flujo mayor a 80mL durante 7 dias 0 méas (Hapangama & Bulmer, 2016).

Menstruacion: Proceso fisiolégico en mujeres en edad fértil, en el cual se desprende la capa
mucosa de la cavidad uterina al no existir fecundacion, proceso que se presenta en un

promedio de cada 25 a 30 dias (Hapangama & Bulmer, 2016).

Plaqueta: Fragmento celular perteneciente al citoplasma del megacariocito, encargadas de
actuar en los procesos de hemostasia para generar un proceso de coagulacion frente a

lesiones vasculares (Bermejo, 2017).
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CAPITULO 11l

3.1.MARCO METODOLOGICO
3.1.1. Disefio del estudio.
El estudio es de tipo observacional, descriptivo y transversal; descriptivo, porque se centra
en el estudio de los resultados de pruebas de laboratorio y presencia de signos y sintomas
que presentan las adolescentes sin intervenir o modificar su condicién y transversal porque
las pruebas de laboratorio y la aplicacion de la encuesta se realizara en un inico momento

durante el tiempo de la investigacion.

3.1.2. Poblacion

La poblacion estd conformada por las adolescentes con hipermenorrea atendidas en los
Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana-Cruz vital en el primer
cuatrimestre del afio 2020 en la ciudad de Quito.

3.1.3. Muestra

Frente a una probabilidad de éxito del 8% encontrada por Karaman en el afio 2015 en
adolescentes que presenten desdrdenes hemostaticos, con un nivel de confianza del 95%
(z=1.96) y un error del 5%, se calcula un tamafio muestral de 113 adolescentes con
hipermenorrea, las mismas que son atendidas en los Centros Médicos Especializados de la

Cruz Roja Ecuatoriana.

3.1.4. Tamafo muestra

Formula de poblacion infinita

Donde
n = tamafo de muestra
. Zf_axpxq Z o?: (1.96)? para un nivel del confianza
n= d—z del 95%
2 p: proporcidén esperada, el 8%
n = 1.967x 0.08x 0.92 qg: 1-p, en este caso (1-0,08=0,92)
0.052 d: precision, del 5%
n=113
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3.1.5. Seleccion de muestra

3.1.5.1.Criterios de inclusién

Adolescentes entre 10-19 afios de edad que presentan hipermenorrea determinada
por un puntaje de méas de 80 en el pictograma.

Adolescentes atendidas en el Centro Médico Especializado de la Cruz Roja en el
primer trimestre del afio 2020.

Adolescentes con hipermenorrea sin causa confirmada.

Adolescentes adolescentes mayores de edad con hipermenorrea que libre y
voluntariamente  deseen  participar en el estudio y firmen el
consentimiento/asentimiento informado.

Adolescentes adolescentes menores de edad con hipermenorrea que libre y
voluntariamente deseen participar en el estudio y firmen asentimiento informado

ademas de sus representantes legales firmen el consentimiento informado.

3.1.5.2.Criterios de exclusion

Adolescentes embarazadas con antecedentes de hipermenorrea.

Adolescentes con tratamiento hormonal (anticonceptivos con estrogenos).
Adolescentes que hayan realizado actividad fisica 24 horas previas a la toma de
muestra sanguinea.

Adolescentes que se encuentren con administracion de antiagregantes,
anticoagulantes, antifibrinoliticos y anticonceptivos.

Pacientes mayores de edad que no firmen el documento de consentimiento
informado.

Pacientes menores de edad cuyos representantes no firmen el documento de

consentimiento/asentimiento informado.

Tabla 1

Operacionalizacién de variables
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3.1.6. Operacionalizacion de variables

Objetivos

Analizar los resultados de las pruebas de
laboratorio béasicas para trastornos de la
coagulacién en las adolescentes con

hipermenorrea.

Establecer la presencia de signos y sintomas
de la enfermedad de von Willebrand en el
grupo de mujeres adolescentes con
hipermenorrea de acuerdo con la informacién
obtenida en las encuestas, relacionado con

diagnéstico de laboratorio.

Relacionar la severidad de los signos y
sintomas asociados al cuestionario con la
EvW.

Variable
Contaje de

plaquetas

TTPa

FvW:Ag

FVIII

Enfermeda
d de von
Willebrand

Hipermeno

rrea

Definicion Conceptual

Cantidad de plaquetas en mililitro de

sangre del paciente

Prueba de laboratorio que evalla la via

intrinseca de la coagulacion.

Prueba de laboratorio que detecta la

concentracion de FvW libre circulacion.

Prueba de laboratorio que detecta el
porcentaje de la actividad de la proteina
(FVII) que se encuentra en libre en
circulacion.

Enfermedad causada por la deficiencia de
factor de von Willebrand que evita la

adhesion y agregacion plaquetaria.

Mujeres que durante su periodo menstrual
presenten un volumen mayor a 80mL en su
flujo.

Dimensién

Trombopenia: plaquetas < 150000/mm?

En intervalos de referencia:150000/mm?®— 450
000 mm?)

Trombocitosis: plaquetas > 450.000 mm?®
Disminuido: TTP <25 seg.

Rango de referencia: TTP 25 — 35 seg.
Prolongado TTP >35 seg

Disminuido: FvW: Ag <50%.
Rango de referencia: FYW:Ag 50% - 150%

Disminuido: FVIII <50%
Rango de referencia: FVI11 50% - 150%

-Presencia

-Ausencia

Toalla — Tampoén
1 punto — flujo ligero
5 puntos- flujo moderado
20 puntos — flujo abundante (toalla empapada) /

10 puntos (tampdén empapado).
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Indicador

Frecuencia
absoluta
Frecuencia

relativa(%)

Frecuencia
absoluta
Frecuencia

relativa (%)

Frecuencia
absoluta

Frecuencia
relativa (%)
Frecuencia
absoluta

Frecuencia

relativa (%)

Frecuencia
absoluta
Frecuencia

relativa (%)

Cuantitativa

Tipo de Escala de Técnica
variable medicion
Cualitativa Ordinal De laboratorio
(técnica manual)
Cualitativa Ordinal De laboratorio
(coagulometria)
Cualitativa Nominal De laboratorio
(turbidimetria
con latex)
Cualitativa Nominal De laboratorio
(coagulometria)
Cualitativa Ordinal Observacion
. Pictograma — »
Discreta . Observacion
puntaje.

Instrumento

Registro en la

hoja trabajo

Registro de
resultados del

equipo

Registro de
resultados del

equipo

Registro de
resultados del

equipo

Datos de
Encuesta.
Registro de
resultados de

laboratorio

Datos de
Encuesta
Registro de

resultados



Nota: La tabla presenta todas las variables a estudiar y a correlacionar. Fuente:
(Bohdrquez, 2020)

3.2. FASES METODOLOGICAS
3.2.1. Solicitudes, autorizaciones y aprobaciones

Reunion: Se realiz6 una reunion con el médico especialista en hematologia, de los Centros
Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana-Cruz Vital que atiende a las
adolescentes con problemas de hipermenorrea, con el fin de plantear la necesidad de realizar
un estudio sobre los trastornos hemorragicos en adolescentes con hipermenorrea y la
importancia que tiene el mismo, ademas de solicitar su colaboracion. EI médico de dicho
Centro demostrd interés y aceptd participar y facilitar el contacto con las adolescentes que
presenten hipermenorrea y cumplan con los criterios de inclusion y decidan participar libre

y voluntariamente en el estudio (Anexo 1).

Aprobacion en la Unidad Académica: Presentacion del plan de trabajo de titulacion a la
Unidad de Titulacién de la Carrera de Bioguimica Clinica de la PUCE el cual fue aprobado

con éxito.

Autorizacion Facultad de Medicina y Coordinacion de Bioquimica Clinica: Se obtuvo
el permiso para el uso del laboratorio de Hematologia, del equipo coagulémetro Sysmex

CA600 y de la ultracongeladora para almacenamiento de muestras.

Aprobacion y autorizacidon: Aprobacion del protocolo de investigacién por parte del
Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos — Universidad Tecnolégica Equinoccial
(CEISH-UTE) y de autorizacion por parte de la Direccién Nacional de Inteligencia en Salud
del Ministerio de Salud Publica (DIS-MSP)(Anexo 2) (Anexo 3).

3.2.2. Convocatoria y consentimiento/asentimiento informado

El personal médico del Centro Médico Especializado de la Cruz Roja Ecuatoriana atiende a
pacientes que padecen de hipermenorrea, por tal razén se hizo un Illamado colectivo a las
pacientes y a sus representantes mediante afiches que fueron colocados en las instalaciones
del centro médico. Las personas interesadas fueron Ilamadas a una reunién para dar a

conocer el estudio expuesto por la investigadora principal (Anexo 4).

En la reunién la investigadora principal explico a las pacientes y a sus representantes legales

los detalles del proyecto y la importancia de su participacion, la necesidad de obtener una
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muestra de sangre por puncion venosa en dos tubos para recoleccion y las molestias que
podria ocasionar, responder a una encuesta que proporcionara informacion sobre signos y
medicacion, y asegurar la confidencialidad de la informacion como uno de sus principales

derechos frente al uso exclusivo de las muestras biologicas para este estudio(CIOMS, 2016).

A las personas interesadas, la investigadora principal fue la encargada de proporcionar el
documento de consentimiento/asentimiento informado para su lectura , el mismo que fue
Ilenado en ese mismo momento y si era necesario las pacientes se los llevaban a su domicilio,
este documento contiene datos personales de las pacientes, por ello, estos al ser de caracter
fisico fueron almacenados en una carpeta bajo custodia de la directora del proyecto, cabe
recalcar que este fue el Gnico documento que propiciaron los datos completos de las
participantes, mientras que el resto de los documentos y base de datos se manejaron con el
cddigo asignado a cada una de las pacientes. En caso de que las pacientes no se encuentren
en la facultad de leerlo, escogieron a un testigo de entera confianza los mismos que no podian
encontrarse involucrados directa o indirectamente con el estudio. Adicionalmente se
solventaron dudas o preguntas en caso de presentarse. Las pacientes que estuvieron de
acuerdo y desearon participar en el estudio se les solicité que libre y voluntariamente firmen
el consentimiento informado en caso de ser mayor de edad o el asentimiento informado en
caso de ser menor de edad, ademas de la firma de los representantes legales; en el caso de
no saber leer ni escribir y de desear participar en el estudio, un testigo firmo el documento
de la aceptacion a participar en la investigacién de manera libre y voluntaria y que se le ha
leido el consentimiento y se han contestado todas las preguntas y dudas (Anexo 5).

3.2.3. Aplicacion de cuestionario y seleccion de pacientes

La aplicacion del documento de consentimiento informado es un deber para la investigadora
principal y un derecho para las personas que deseen participar en este estudio (CIOMS),
2016). Las pacientes previamente identificadas por su médico tratante con hipermenorrea
sin causa confirmada se les solicitd que firmen libre y voluntariamente (y sus representantes
legales o testigo de ser el caso), el consentimiento/asentimiento informado, ademas de llenar
un cuestionario el mismo que fue disefiado metodoldgicamente en el que se realiz6 un disefio
de experimento adecuado para obtencién de datos sobre los signos que presentan las
pacientes y para establecer si cumplen los criterios de inclusion requeridos para el estudio,

en esta ocasion se realizé una ponderacion a las preguntas de relevancia para correlacionar
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la hipermenorrea en conjunto con otros signos que nos permita reconocer la severidad de la

EVW en estas pacientes (Anexo 6) (Anexo 7).

Con la finalidad de asegurar la confidencialidad de la informacion se asigné un cédigo
alfanumérico a cada participante en reemplazo de los identificadores (nombres y apellidos
completos) y se elabor6 una lista en formato electrénico (computadora de la directora y flash
memory) y fisico, que relaciona el codigo con el identificador. El formato electronico tiene
clave de acceso y tanto este como el fisico se encuentra bajo custodia de la directora de la
investigacion y pudieron ser utilizadas por la investigadora (estudiante) previa autorizacion

de la directora del estudio.

A las pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion, se les entregd un instructivo
en el que se incluye el dia y hora de toma de muestra sanguinea y, las condiciones

preanaliticas que debe cumplir (Anexo 8).
3.2.4. Toma de muestras

Toma de muestra: Las pacientes que cumplieron los criterios de inclusion acudieron a los
Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana-Cruz Vital, Av. La Prensa y
Papallacta (Matriz) para la toma de muestra sanguinea, procedimiento que fue realizado por
la investigadora principal en hora y fecha establecida. Este procedimiento tuvo como fin
obtener muestras sanguineas para la cuantificacion de plaquetas, factores y tiempos de

coagulacién para cumplir con los objetivos propuestos.

Para la toma de muestra se siguid el protocolo para extraccion venosa basado en la Norma
CLSI GP 41 A 6, “Procedures For The Collection Of Diagnostic Blood Specimens By

Venipuncture” (Anexo 9).

El procedimiento que se realiz6 en la paciente no requeria ayunas y la paciente no debia

haber realizado ejercicio el dia anterior y fue el siguiente para ambas muestras:

- Identificacion de la paciente.

- Utilizar equipo de bioseguridad (traje de bioseguridad, bata desechable, visor, guantes).
-Desinfeccion con amonio cuaternario en superficies que el paciente tuvo posible contacto.
-Desinfeccion del torniquete y colocacion del mismo al paciente.

- Seleccidn del sitio de venopuncion y desinfeccion de dicha area con alcohol al 70%.
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- Puncionar la vena y recolectar dos muestras sanguineas detalladas de la siguiente manera:
muestra sanguinea recolectada en tubo al vacio, de vidrio, con anticoagulante citrato de
sodio a una concentracion de 3.2% en relacion 1:9 (tapa celeste), para un volumen
aproximado de 5 mL que serviran para las pruebas de coagulacion y una muestra sanguinea
recolectada en tubo de polipropileno al vacio, con anticoagulante EDTA K2
(Etilendiaminotetracético dipotasico) (tapa lila), para un volumen aproximado de 3 mL
utilizado para el contaje plaquetario ( en ambos casos los tubos seran agitados de 5 a 8 veces

para evitar hemolisis de la muestra) — retirar el torniquete.

- Retirar aguja de venopuncién y realizar una leve presion con algodon seco y estéril para

detener el flujo de sangre.
-Desechar la aguja de venopuncidn en el recipiente de cortopunzantes.
-Aconsejar al paciente que repose 5 minutos después de terminado el procedimiento.

El procedimiento a seguir para la toma de muestra respet6 las normas de bioseguridad y
calidad, ademas, se llend una lista de chequeo acerca de condiciones de la muestra (Anexo
10).

Para prevenir el sangrado en el lugar de venopuncién se solicité a la paciente no realizar
fuerza con el brazo en el que se realizo la extraccidén sanguinea y tanto para prevenir el
sangrado o la presencia de un pequefio hematoma, se le sugirié que mantenga un algodén

con ligera presion sobre el sitio de puncion durante 5 minutos sin doblar el brazo.

Los tubos de recoleccion de sangre fueron identificados de acuerdo con el cddigo
alfanumeérico asignado a cada paciente, con la finalidad de asegurar la confidencialidad y

anonimizar la muestra.

Todo el material utilizado en la toma de muestra se descartd respetando las normas de
bioseguridad y los procedimientos establecidos para el efecto en el “Reglamento para la

gestion integral de los residuos y desechos generados en los establecimientos de salud”,

Acuerdo Ministerial 0323-2019, del MSP.
3.2.5. Transporte y pretratamiento de las muestras sanguineas

Las muestras y datos obtenidos fueron custodiados por la investigadora principal hacia el
laboratorio de Hematologia de la Carrera de Bioquimica Clinica de la PUCE,
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inmediatamente después de la toma de muestras sanguineas al grupo convocado, para lo cual
se utilizaron cajas térmicas y se mantuvieron de 4-8°C con ayuda de geles refrigerantes y se
las transporto en automovil propio. EI embalaje se realizé de acuerdo con lo establecido en
los “Lineamientos técnicos para el manejo muestras biologicas y quimicas” Acuerdo
Ministerial 084-2017. (Anexo 11). El tiempo entre la toma, el pretratamiento y la
congelacién del plasma citratado no excedieron las 4 horas.

Una vez en el laboratorio, las muestras con anticoagulante citrato de sodio fueron
homogenizadas y centrifugadas a una velocidad entre 3 200 a 3500 rpm por 15 minutos con
el fin de disponer de un plasma pobre en plaquetas; inmediatamente fue separado el plasma
en crioviales, identificados con el cddigo asignado y la fecha de la toma de muestra, y
reposaron en ultracongeladora -80°C hasta su procesamiento siendo estas custodiadas por la

directora del proyecto Mtr. Marcela Mardones en la PUCE.
3.2.6. Materiales, reactivos y equipo
Equipo:

e -Coagulometro Sysmex CA 600, posee dos técnicas: coagulometria de luz dispersa
y turbidimetria mejorada en latex.

e -Bafio maria con medio de transferencia de temperatura de agua.

e -Centrifuga de rotor fijo, preparativa y de sobremesa que alcanza hasta las 8000 rpm.

e -Ultracongeladora vertical sobre ruedas con temperatura interna de -72 a -80°C.

e -Pipetas semiautomaticas (10 uL, 100 uL y 1000 uL), previa calibracion.

e -Cémara de Neubauer, con dos divisiones cuadriculadas para facilitar el contaje de
plaquetas en medios liquidos.

e -Microscopio de campo claro, posee 4 objetivos con sistema de lente concavo y

convexo para la apreciacion de plaquetas en la cAmara de Neubauer.
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Materiales para toma de muestra sanguinea:

e Agujas 21G y 23G, marca NIPRO para capsula vacutainer.

e Capsula vacutainer de plastico.

e Algodon.

e Curitas.

e Tubos al vacio para extraccion sanguinea con anticoagulante, citrato de sodio/ 5 mL
y tubos con EDTA K2 /3 mL.

Materiales para el analisis:

e Puntas plésticas para pipetas automaticas (10 uL, 100 uL y 1000 uL).
e Tubos plasticos, 12 x 75mm para realizar las diluciones.
e Microtubos plasticos de 1.5 ml.

e Gradillas de pléasticas.

Reactivos:

e ACTIN Cefalosporina activada, SIEMENS.
e Reactivo de von Willebrand, SIEMENS.
e Plasma deficiente en FVIII, control patolégico SIEMENS.
e Solucion cloruro de calcio, SIEMENS.
e Solucion salina, preparada en el laboratorio.
e Plasma control normal y patologico, BIORAD “Lypocheck” para coagulacion.
e Reactivo Reese Ecker.
3.2.7. Procedimiento

Procesamiento de muestras: Las muestras de plasmay sangre total, fueron preparadas para
su procesamiento (Anexo 12). Una vez listas, se realiz6 el contaje de plaquetas en sangre
total por método manual en cdmara de Neubauer y la cuantificacion de TTP, FVIIIl y
FVW:Ag en el equipo SIEMENS CA-600.

Almacenamiento de plasmas: las muestras de plasma una vez procesadas, se conservaron
a una temperatura -80°C de 4 meses, para repetir algin anélisis de ser necesario, luego de
este periodo fueron eliminadas. Se debe recalcar que las muestras fueron utilizadas

Unicamente para el presente estudio y no se realizaron otras pruebas adicionales al igual de
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las muestras de sangre total que fueron conservadas de 2 a 8 °C por una semana en caso de
ser necesario repetir el contaje de plaquetas.

Eliminacion de muestras bioldgicas: cumplido el tiempo establecido de almacenamiento
de los plasmas en congelacion y de acuerdo con el Reglamento para el manejo de desechos
infecciosos de la Red de Servicios de Salud en el Ecuador del afio 2016 basado en la OMS,
las muestras fueron descongeladas y colocadas en un recipiente con hipoclorito de sodio al
0,01% durante 30 minutos para inactivacion de agentes bioldgicos, posteriormente se

vertieron en el lavamanos con corriente de agua para desecharlas(Ver Anexo 13).

Desecho de material: Todo material cortopunzante contaminado con fluidos biologicos fue
desechado en envases de plastico boca angosta o recipientes llamados “guardian”. Todo
aquel objeto que haya sido contaminado con liquidos biolégicos sera colocado en fundas de
color rojo y etiquetada de acuerdo con lo establecido en el reglamento para manejo de
desechos infecciosos; los desechos comunes (sin contaminacion de liquidos biologicos)

seran desechados en fundas de color negro (Anexo 14).
3.2.8. Resultados, interpretacion y reporte

El informe de resultados de los andlisis por el laboratorio de cada paciente fue reportado y
entregado al personal médico por la investigadora principal a medida que finalizare el
procesamiento de cada una de las muestras, es decir que, al terminar de procesar las muestras
de las pacientes el resultado fue inmediato para evitar el paso del tiempo en caso de existir
la coagulopatia y asi esta pueda ser tratada con eficacia y eficiencia por el personal médico,
esta informacién fue proporcionada a las participantes mediante una cita médica que fue
solicitada por el personal médico. Cabe resaltar que los resultados fueron entregados al

personal médico en formato fisico y en sobre cerrado (Anexo 15).

Al finalizar el estudio, y una vez compartido el resultado a las pacientes, se realizara una
reunion con el personal de salud de los Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja
Ecuatoriana con la finalidad de socializar los resultados individuales, resultados generales
(analisis estadistico) y conclusiones del estudio. Ademas se entregara tanto al CEISH-UTE
como al MSP el informe final de la investigacion.
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3.2.9. Control de calidad

Control de calidad TTP: Se utilizan controles internos con plasma normal y plasma
patoldgico adquiridos en la casa comercial SIEMENS para el equipo Sysmex CA 600 siendo
establecidos y calibrados los intervalos de referencia de estos al ser medidos al iniciar cada
ciclo de ensayo, para determinar valores patologicos y valores normales de controles de
calidad, llevando asi la grafica de Levey Jennings para evaluar el comportamiento de cada

control en los desvios estandar (Anexo 16)(Tabla 2 y 3)( Gréfico 5).
Tabla 2

Control de calidad control normal

Control 1 lote: 78491 caducidad:

31/08/2021

1 25,9
2 24,0
3 25,8
4 25,6

Nota: Resultados obtenidos frente al control de calidad de TTP con control normal.
Fuente. (Bohorquez, 2021).

Tabla 3

Control de calidad control patol6gico

Control 1 lote: 78492 caducidad:

31/08/2021

1 93,2
2 96,3
3 84,4
4 83,3

Nota: Resultados obtenidos frente al control de calidad de TTP con control patoldgico
Fuente. (Bohorquez, 2021).
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Gréafico 5

Control de calidad prueba TTP

Control de Calidad TTPa
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0,0
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Procesamiento

Nota: El control normal y patoldgico nos indica la capacidad del equipo de leer estos

valores. Fuente: (Bohorquez, 2021).

Control de calidad FYW: Agy FVIII: Se utilizan controles internos con controles internos
“1 y 2” llamados asi por su nivel de control (normal y patolégico) adquiridos en la casa
comercial BIORAD adecuado para el equipo Sysmex CA 600 siendo establecidos y
calibrados llevando asi la gréafica de Levey Jennings para evaluar el comportamiento de cada
control en los desvios estandar (Anexo 16) (Tabla 4 y 5) (Gréafico6y 7)

Tabla 4

Control calidad FVIII

Fecha 27/12/2020
Segundos % FVII

95,3 11,8
83,4 23,5
73,0 47,0
64,2 94,0
58,3 141,0
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Nota: Esta figura indica la capacidad del equipo de reflejar resultados frente a cualquier
concentracion y su resultado es en segundos. Fuente: (Bohdérquez, 2021)

Grafico 6

Control calidad FVIII

% FVIII

150
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50
0

50 60 70 80 90 100
-50

Nota: Esta figura indica la capacidad del equipo de reflejar resultados frente a cualquier
concentracion. Fuente: (Bohorquez, 2021).

Tabla 5

Control calidad FVW: Ag

Fecha 27/12/2020
Densidad 6ptica % VWF
0 0
0,0075 13,3
0,0183 26,5
0,041 53
0,0872 106
0,1657 212

Nota: Control de calidad el antigeno de von Willebrand en base a su concentracién y
densidad dptica. Fuente: (Bohoérquez, 2021).
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Gréafico 7

Control calidad FVW:Ag

% VWEF: Ag
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Nota: Gréfico lineal del control de calidad del FvW:Ag. Fuente: (Bohorquez, 2021).

Control interno de contaje manual de plaquetas: El control interno para métodos
cuantitativos se basa en la dilucidn que se realiza dentro del protocolo para contaje manual
de plaquetas (1:100), por lo tanto, la calibracion de pipeta automética sera de suma
importancia para verificar que el volumen tomado tanto del reactivo utilizado y muestra de
sangre total (con anticoagulante EDTA) para ello se aplicara la ISO 8655 para calibracién
de pipetas. Una vez que se establezca que la pipeta automatica no generara fuentes de
incertidumbre se realizara un contaje manual con control adquirido en la casa comercial una
vez establecidos los valores referenciales. Adicional a esto, para el anélisis de concordancia
del observador para el contaje de plaguetas al microscopio, se realiza el indice Kappa Cohen,

mismo que resultd establecer una concordancia buena (Tabla 6) (Anexo 17).
Tabla 6

indice de concordancia contaje de plaquetas — indice Kappa Cohen

Proporcién % total de Zalfa/2(0,0 indice  Limite Limite
Total concordanc 5) Kappa Inferior Superior
Observada ia esperada del indice del indice
de por azar Concorda Concordan
Concordan ncia (5%0) cia (95%)
cia
Po Pe IC kappa

85% 37% 0,09 1,96 0,60 0,42 0,78

Nota: Resultado del andlisis de coincidencia Kappa Cohen. Fuente: (Bohorquez, 2021).
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3.2.10. Manejo de la informacion y anélisis de datos

El cddigo alfanumeérico se utilizd para cada paciente que desee participar y que haya sido
seleccionada para el estudio, construido con la inicial del primer nombre, la inicial del
apellido, la fecha de la toma de muestra (dia- mes-afio) (Ej.AB01042020), tanto en el
cuestionario, los tubos de extraccion sanguinea y almacenamiento, como en la matriz de
recoleccion de informacion, con la finalidad de asegurar la confidencialidad de la

informacion.

Los cddigos y los identificadores (nombres y apellidos completos) se guardaron en una lista
que estuvo bajo el resguardo de la directora del trabajo de titulacion. Lista que se trabajo en
formato fisico y electrénico, la primera se archivo en una carpeta y se guardd en la oficina
de la directora y el electrénico en el disco duro de la computadora de la oficina y un flash
memory de la directora del estudio, archivos electrénicos que tendran clave de acceso y que

podran ser utilizados por la investigadora previa autorizacion de la directora.

La matriz de recoleccion de informacion se elabord con ayuda de una hoja electronica en
Excel version 10 Pro, en la que const6 el cddigo asignado a cada paciente y los datos
obtenidos del cuestionario y de los analisis de laboratorio, la misma que se guardo en el
disco duro de la computadora de la oficina de la directora del estudio y en una unidad portétil
(Disco duro externo) de la investigadora principal (estudiante). Esta informacion fue
trasladada al programa SPSS V25.0 manteniendo el codigo asignado a cada paciente y sin
identificadores (nombres y apellidos) en este se obtendran las frecuencias absolutas y

relativas manejando estadistica descriptiva basica y correlacién de las variables.

Conservacién de la base de datos: el tiempo que se almacenara la lista que conecta el
identificador con el codigo, la matriz de recoleccién de informacidon y la base de datos creada
en Excel es de siete afos, luego de lo cual se destruird todo documento fisico y se borrara
de toda computadora o unidad externa todos los datos, asegurandose que no se encuentre

ningun archivo en la papelera de reciclaje o como archivo oculto.

47



CAPITULO IV

4. RESULTADOS
4.1. Descripcién de la muestra

La poblacién incluida en el estudio fué 100% adolescentes entre 10 y 19 afios que
presentaron hipermenorrea durante su periodo menstrual, siendo las de mayor frecuencia
pacientes en el intervalo de edad de 16 a 19 afios. De las 113 pacientes adolescentes, el
mayor porcentaje 50,4% corresponde a edades comprendidas entre los 16 y 19 afios, 38,1%
a pacientes entre los 11 y 15 afios y finalmente con el 11,5% corresponde al grupo etario de
8 a 10 afos (Tabla 7) ( Grafico 8).

Tabla 7

Intervalos de edades en pacientes con hipermenorrea.

ARos No. Porcentajes
Pacientes
De8al0 11 9,7%
De1la15 45 39,8%
Del6al9 57 50,4%
Total 113 100%
Nota: Tabla de distribucion de porcentaje de edades de las pacientes. Fuente: (Bohdrquez,
2021).

Grafico 8

Distribucién por porcentajes de los intervalos de edad

De 16 a 19 .
s Pacientes por Edad

50,4%

De8a 10
11
9,7%

Nota: Distribucion grafica y porcentual de intervalos en edades. Fuente:(Bohdrquez, 2021)
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4.2.Contaje de plaquetas

El 95% de los pacientes presentd un contaje dentro de pardmetros normales 150 000 a 450
000/mm3) mediante la metodologia manual, 3% present6 un contaje de plaquetas menores
a 150 000/mm3y 1% el contaje de plaquetas superior a los 450 000/mm3 (Tabla 8) (Grafico
9).

Tabla 8

Porcentaje de pacientes por intervalo de referencia contaje de plaguetas.

Plaquetas Pacientes  Porcentajes
Menores a 150 000 2 2%
150 0000- 450 000 108 96%
Mayor a 450 000 1 1%
* 1 1%
Total 113 100%

*Sin informacion: toma de muestra complicada
Nota: Porcentaje de pacientes por intervalo de referencia contaje de plaquetas. Fuente:

(Bohdrquez, 2021).

O COLOCAS ESPACIO O QUITAS ATODOS
Grafico 9

Distribucion por porcentaje por intervalo de referencia- contaje de plaquetas.

Pacientes en relacion del conteo de
Plaqueta

Mayor a 450000
1
1%

Sin Informacion
/ 1
. - 1%

Menores a 150000
2
2%
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Nota: Distribucion porcentual de contaje de plaquetas. Fuente:(Bohérquez, 2021)
4.3.Evaluacion del Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTP)

El anélisis de TTPa se realizo6 en su totalidad a las 113 pacientes, 59% de las pacientes estan
dentro del intervalo de referencia de esta prueba, el 13% de las adolescentes presentaron
tiempos disminuidos menor a 25 segundos y el 27% de las adolescentes muestran un TTP

prolongado mayor a 35 segundos (Tabla 9) (Grafico 10).
Tabla 9

Analisis de TTP en porcentaje por nimero de pacientes

TTP Pacientes  Porcentajes
TTP <25 seg. 15 13%
TTP 25 - 35 seg. 67 59%
TTP >35seg 31 27%
Total 113 100%

Nota: NUmero de pacientes por resultados obtenidos en la prueba de TTP. Fuente:
(Bohérquez, 2021).

Gréfico 10.

Distribucion por porcentaje de resultados en TTP

Pacientes con relacion a TTP

TTP <25 seg.
15
13%

TTP >35 seg
31
28%

P 25-35
seg.
67
59%

Nota: Distribucion porcentual resultados de TTP. Fuente: (Bohoérquez, 2021).

50



4.4.Cuantificacion del Factor anti- hemofilico A (FVIII)

En relacion al estudio del FVIII, se identificd que el 96% de las pacientes se presentaron
valores dentro del intervalo de referencia 50 a 150% y solamente el 4% presenta valores
disminuidos, adicionalmente se observdé que las pacientes con FVIII disminuido,
presentaron edades entre 12 y 19 afios (Tabla 10) (Grafico 11). Se evalud la relacion
existente del FVI1II con el FvW:Ag en radio calculado, si el resultado tiene un radio menor
a 0.7 la adolescente podria ser portadora de hemofilia, o tener un subgrupo del tipo de EVW
Normandia r EVW (Tabla 11).

Tabla 10

Porcentaje por pacientes e intervalo de referencia de cuantificacion de FVIII

FVIII PACIENTES PORCENTAJE
Disminuido: FVIII <50% 5 4%
Rango de referencia: FVIII 108 96%
50% - 150% 113 100%
Total

Nota: Porcentaje de pacientes que cumplen los distintos intervalos de evaluacion. Fuente:
(Bohorquez, 2021).

Tabla 11

Relacion del FVIIy FvW: Ag, calculo de radio.

FVIII % FVW:Ag Radio

FVIII:C/FVW:Ag
47,6 82,6 0,57
49,4 163,7 0,30
49,3 186 0,26
47,3 111,9 0,42
47,4 100,6 0,47

Nota: La relacion entre FVIII: C/FYW:Ag nos indica que si el valor es >0,7 la paciente
puede presentar EVW, mientras que si el valor es <0,7 esta puede ser posible portadora de

hemofilia.Fuente: (Bohdrquez,2021).
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Grafico 11

Distribucién de pacientes con relacion a la cuantificacion de FVIII.

Pacientes con relacion a FVIII

Disminuido:
FVII <50%
5

4% Rango de
referencia:
FVIII 50% -

150%
108
96%

Nota: Distribucion porcentual de pacientes con deficiencia de FVIII.
4.5.Cuantificacion del Antigeno de Factor de von Willebrand (FVW:Ag).
De las adolescentes n=113 que se sometieron al estudio de FYW:Ag, el 85% se encuentran
dentro del intervalo de referencia (50% - 150%), el 12% un factor disminuido de FVW:Ag
menor a 50%, lo que implicaria una sospecha de que estas pacientes padezcan de EVW,
solamente el 3% de las n=113 adolescentes pacientes tiene un FvWAg mayor a 150% (Tabla
12) (Figura 12).

Tabla 12

Porcentaje por pacientes e intervalo de referencia de cuantificacion de FVW:Ag.

FVW Ag PACIENTES PORCENTAJES
Disminuido: FYW:Ag 14 12%
<50%. 96 85%
Rango de referencia: 3 3%
FVW:Ag 50% - 150%

Mayor a 150%
Total 113 100%

Fuente: (Bohdrquez, 2021).
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Grafico 12

Distribucion de pacientes con relacion a la cuantificacion de FVW: Ag.

Pacientes con relacion a FvW

Disminuido:
FvW:Ag <50%.
14
12%
Rango de
referencia:
FvW:Ag 50% -
Mayor a 150%
150% 96
3 85%

3%

Fuente: (Bohdrquez, 2021).

4.6.Relacién entre prolongacion de TTPa vs. disminucion FVI1II y prolongacion de
TTP vs. disminucion FYW: Ag.

Se identificaron 5 pacientes con FVIII bajo, el valor de referencia corresponde a 50-150%,
sin embargo, una vez que estos son correlacionados a una prolongaciéon del TTP (> 35
segundos), encontramos a 0% de pacientes que se relacionen frente a estas condiciones.

De 14 pacientes identificadas con FYW:Ag bajo, el valor de referencia que de 50-150%, se
encontré 100% de las pacientes estan correlacionadas a una prolongacion del TTP > 35
segundos.

4.7.Correlacién de preguntas ponderadas del cuestionario y disminucién FYW: Ag.

El cuestionario aplicado a las adolescentes manejé preguntas tomadas desde la Sociedad de
hematologia y de la Federacion Mundial de Hemofilia, para conocer acerca de los signos
adicionales que estas presentaban a lo largo de su vida, entre ellos: presencia de espistaxis,

presencia de moretones y caracteristicas de sangrado durante cirugias. De igual manera se
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aplicé preguntas con relacién a la hipermenorrea en base a la duracion de periodo menstrual

y caracteristicas de sangrado.

En base a la correlacion de signos y la evaluacion del cuestionario aplicado, las pacientes
que evidencian hipermenorrea en conjunto con signos y variables que correlacionan a una
franca EVW , comprendidas en edades de 16 a 19 . Adicionalmente n=3 (21,4%) de las
pacientes que presentan el FvW:Ag disminuido, presentan hipermenorrea en conjunto con
signos severos que determinan la EVW, n=8 (57.1%), presentaron signos moderados como
epistaxis y hematomas, posteriormente aquellas que padecen de hipermenorrea pero, no
presenta signos adicionales a la hipermenorrea, pertenecen al 21,4% con FvW:Ag
disminuido, por otro lado se realizé el analisis de Chi cuadrado, p= 5,99 nos indica la
significancia clinica entre la deficiencia de FYW y las preguntas del cuestionario referentes

a hipermenorrea(Tabla 13) (Figura 13).
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Tabla 13

Tabulacion de preguntas ponderadas con pacientes que mantienen el FYW: Ag disminuido.

© «Q —_ n
%) S = K= o © L ©
] — L g g, —_ -c% E g O — % 0 (<5)
g 3 2., =f g8, §8% =23% £:% 888 Tt
g2 8 85 28 55 o33 STt SEEB 582 §3
g g £= 338 gE" 2°:2 £58 532 $So tg
s 2 g2 ©2 go2 58e HI= PET 2
o S < < L~ 3 2 >
= o o @
No. EDAD FvW:Ag% Preg.1 Preg.3 Preg.13 Preg.16 Preg.17 Preg.26 Preg.29 %
5 8 45,6 5 0 20 15 0 20 0 60
11 15 43,8 5 5 0 15 15 20 0 60
12 18 11 5 0 20 15 0 20 0 60
13 14 44,9 5 0 20 15 0 20 0 60
14 14 47,8 5 0 20 15 0 20 0 60
16 15 12,3 5 5 20 0 15 20 0 65
36 8 14,3 5 5 20 15 0 20 0 65
37 18 6,3 5 5 20 15 15 20 0 80
42 11 24,7 5 5 20 15 0 20 0 65
84 10 34,2 5 0 20 0 15 10 0 50
90 16 55 5 5 20 0 0 0 0 30
95 19 0,8 5 5 0 15 15 20 20 80
97 16 46 5 0 0 0 15 20 20 60
102 16 28,4 5 5 20 15 15 20 0 80

Nota: Tabulacion de las preguntas contestadas en el cuestionario por las adolescentes que

presentaron FvW: Ag disminuido. Fuente (Bohorquez, 2021).
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Gréfico 13

Correlacion de signos con disminucion de FVW: Ag
Valoracion de la Encuesta

80 B0 BD

40

Porcentaje Valoracion

18 19 16 14 g 15 4 4 17 _1° 1 1l 10 16

SEVERO Edad Paciente

MODERADO LEVE

Nota: el gréfico nos indica la posibilidad de apreciar los resultados obtenidos en la

tabulacion de los cuestionarios en base a la severidad de los mismos, donde, se las clasifica

por signos severos, moderados y leves. Fuente: (Bohdrquez, 2021).
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DISCUSION

La hipermenorrea es una condicion desconocida y poco tratada que influye en el periodo
menstrual y afecta a mujeres en edad fértil, sin embargo esta puede llegar a causar problemas
en la calidad de vida si no reciben un tratamiento temprano(Merchan Lizbeth, Sanchez
Patricia, & Alves Luisa, 2017). La severidad de la EVW en las adolescentes con
hipermenorrea viene acompariada de los signos y antecedentes que debe ser evaluado por el
médico , cientificamente la EVW relacionada a hipermenorrea corresponde en adolescentes
entre 8 a 13% frente a todas las causas de hipermenorrea existentes(Woods Adriana, Blanco
Alicia, Kempfer Ana, Paiva Juvenal, & Bermejo Emilse, 2016)(Khamees, Klima, &
O’Brien, 2015). Cientificamente Khamees en el 2015, indica que el diagnostico de la
hipermenorrea asociada a la EVW, tiene un tiempo promedio para que las adolescentes acuda
y sea evaluada por el especialista entre 4 y 16 afos , es decir, las pacientes no le dan
importancia a la presencia de hipermenorreas presente; una de las razones para que suceda
esto es porque familiarmente esta condicidn ha venido a través de generaciones. Uno de los
propositos de esta investigacion es que se busque que esta condicion tenga mas importancia
y asi, la frecuencia de mujeres diagnosticadas a tiempo podria aumentar.(Karaman et al.,
2016) (Khamees et al., 2015). En los resultados obtenidos en el presente estudio, se
corrobora en base a la investigacion realizada por Khamees y Karaman en los afios 2015 y
2016 respectivamente, que, indica que las adolescentes que se sometieron a las pruebas de
tamizaje, el 9,7% corresponde a las adolescentes mas jovenes en un intervalo de edad de 8
a 10 afios, lo que concluye es que, mientras mas jovenes sean, menos adolescentes veran la
necesidad de acudir a un médico. , el 39,8% de 11 a 15 afios y finalmente la mitad de las
pacientes del estudio 50,4% 16 a 19 afios, buscan un criterio médico para encontrar una
respuesta a la presencia de este signo. En cuanto a lo descrito por Espitia en 2016 mientras
mas pronto sea el diagnostico, mas pronto sera la capacitacion y terapia para estas pacientes,
manejo de la enfermedad y planificacion familiar, que es exactamente lo que se buscé en la

investigacion realizada por Espitia con adolescentes.

El andlisis de las pruebas de laboratorio aplicadas en este estudio, arrojan resultados
importantes para la toma de decisiones frente a la relacion que puede llegar la EVW para
conocer el comportamiento de los sangrados. Una vez relacionadas las variables se obtuvo

que, 1,76% (n=2) del total de la muestra presenta valores inferiores al intervalo de referencia
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normal, las mismas que al relacionar con la cuantificacion de FVIII, no presentan valores
disminuidos al intervalo de referencia,, al relacionarlas con la cuantificacion de FVW:Ag,
una (n=1) presenta valores disminuidos al 50% de FvW:Ag en conjunto con disminucion
del contaje de plaquetas, corroborando los datos indicados en el estudio realizado por
Lombana en el afio 2013. La relacion de FVW:Ag disminuido y contaje de plaquetas
disminuidas, cientificamente ha sido catalogada como una de las principales caracteristicas
para determinar uno de los subtipos de la EVW como es el 2B, en el cual el recuento
plaquetario puede verse disminuido, sin embargo esta clasificacion requiere de un estudio
molecular para llegar a su determinacion total en relacion a la disminucion del contaje de
plaquetas que presentd una de las adolescentes en el presente estudio, tal como lo menciona
Lin y Chan en el 2016. El recuento plaquetario normal en pacientes con EVW y la
disminucion de FYW:Ag es comun en casi la totalidad de las muestras procesadas, Kuter en
el afio 2020, sefiala que el reflejar valores normales en el contaje de plaquetas es
completamente normal, lo que se debe a que esta enfermedad congénita no se relaciona con
la falta de plaquetas sino, por la funcionalidad de las mismas debido a la falta del FvW en la
membrana de las plagquetas (Lombana, Ramos-Ramos, & Torres, 2013)(Kuter, 2020). De la
poblacion estudiada el 96% (n=108) de pacientes, presentaron valores normales del recuento
plaquetario, donde 12,5% (n=13) de aquellas, obtuvieron una cuantificacion de FVW: Ag
disminuida, lo que indica que deben ser evaluadas de manera mas detallada con respecto a

otras pruebas que permitan su diferenciacion.

El andlisis del tiempo de tromboplastina parcial activado (TTP), hace énfasis en ser una
prueba global que nos facilita la comprobacion de factores de coagulacion entre ellos: Factor
IX de la coagulacion, Factor antecedente tromboplastinico del plasma XI, Factor X1l y factor
VIl (Dalmau, 2013)(Martinuzzo M, 2017). La prolongaciéon en el resultado de esta prueba
de laboratorio es de gran relevancia clinica, que si se refleja mayor a 35 segundos (segun
valores referenciales de cada laboratorio) puede deberse por las siguientes causas:
disminucion de factores de la coagulacién pertenecientes a la via intrinseca y comdn,
presencia de anticuerpos neutralizantes en la muestra del paciente, en la investigacion, 27%
(n=30) de las pacientes presentaron un TTP alargado y al relacionarlas con la prueba de
FVW;Ag se encontraron disminuido. Woods en el afio 2016, menciona que la Enfermedad
de von Willebrand puede presentar una prueba de TTPa normal, tomando en cuenta que
esta prueba al pertenecen al grupo de pruebas basicas, resulta ser general y por ende se debe

estudiar a profundidad la persona que presente una FvW:Ag disminuido y un TTPa normal;
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en el estudio un paciente presentd esta relacion, lo que no descarta la presencia de la
enfermedad(Woods Adriana et al., 2016). El FVIII es un cofactor que permite la hemostasia
en conjunto con el FYW, por tal razén se evalud este parametro con las pacientes del
estudio, se obtuvo con la poblacion estudiada, 4% (n=5) pacientes que presentaron
deficiencia del FVIII, sin embargo las mismas pacientes presentaron un nivel de FYW: Ag
normal., frente a esta situacion es posible realizar un célculo que llamado radio de
FVII/FYW:Ag el mismo que divide los resultados obtenidos del FVII1'y del FvW:Ag de la
paciente, si el resultado indica <0.7 a podria ser un subtipo de EVW llamado normandia o
tratarse de una portadora de hemofilia, por esto es importante recalcar en estos casos las
pruebas de biologia molecular(Guadalupe, Padilla-Romo, Jaloma-Cruz, Rebeca, & Cruz,
2014). Con esta informacién los resultados obtenido en la tabla 11 determiné que 5
pacientes que presentaron FVIII diminuido se recomendara realizarse otros analisis para

saber si confirmar su diagnostico, por presentar un radio FVIII1:C/FYW: Ag < 0.7.

En el presente estudio el FVW:Ag estuvo disminuido en 14 adolescentes (12%) lo que
indica que podria ser un factor para que el paciente presente signos de sangrados estos
valores resultan ser de alta significancia clinica cuando, al no presentar gran cantidad de esta
glicoproteina, la persona comienza a presentar signos de sangrado, y estos resultan ser mas
graves segun qué tan disminuido se encuentre este factor. Cientificamente el FVYW se
encuentra mas disminuido aun en pacientes con grupo sanguineo “0” Rh , esto se debe a la
glicosilacion de la molécula del FvW lo que facilitara su llegada a la enzima metaloproteasa,
y causara que este factor disminuya en cantidad significativa (Marquez-Benitez, Lancheros-
Silva, & Diaz-Chaves, 2019). Estudios han indicado que la poblacion ecuatoriana posee en
su mayoria, el grupo sanguineo “0” Rh Positivo lo que nos asegura que dentro de esta
investigacion, influye en que existan pacientes con este grupo sanguineo, el cual al
relacionarse con el FYW:Ag se encuentre disminuido de los intervalos de referencia
normales(Ortiz, 2017). El estudio realizado por Benitez en el afio 2019 nos indica que la
disminucion en la cuantificacion de FYW:Ag en plasma en pacientes con grupo “0” se
encuentra entre el 30% a 50% Yy no necesariamente el paciente presenta sangrados teniendo

una pequefia disminucion en el FvW:Ag (Benitez , 2019).

El estudio realizado por Jaramillo en el afio 2019, establece que la aplicacion de una encuesta
que evalle signos de tendencia hemorragica, ayudan a conocer la severidad de la EVW, por

ello, cada una de las preguntas en el cuestionario aplicado a las adolescentes facilito el
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conocimiento sobre signos presentados a lo largo de su vida, signos de tendencia
hemorragica adicionales a la hipermenorrea; las preguntas méas relevantes hicieron énfasis
en investigar las caracteristicas de sangrado en epistaxis, presencia de hematomas,
comportamiento en cirugias y durante el periodo (Jaramillo, 2019). Al relacionar en la
investigacion el FvW:Ag de las 14 pacientes, 21% (n=3) de ellas padecian de una EVW con
signos relevantes y el FYW:Ag en un intervalo de 0,8 a 10%, mientras que el 57% (n=8) el
FVW:Ag se encuentra disminuido, con signos moderados de sangrado y finalmente, el 21%
(n=3) de las pacientes con FVW:Ag disminuido no presentan signos de sangrado relevantes
aparte de la hipermenorrea lo que puede relacionarse con el grupo sanguineo de las personas
y podria ser un factor significante para que el FVW:Ag esté disminuido, sin embargo los
estudios deben ser mayores para su diagndstico y proporcionar el tratamiento adecuado para
EVW.

Los resultados reflejados en este estudio, dieron pautas para llegar al diagnéstico de la EvW
en pacientes con hipermenorrea, por lo que es de suma importancia el trabajo en conjunto
con especialista y el laboratorio para permitir que el diagndstico completo de la EVW en
estas pacientes sea realmente adecuado para realizar un manejo correcto de la hipermenorrea

y signos de sangrado adicionales.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de adolescentes con hipermenorrea y deficiencia del FvW, fue del 12%, y

esta relacionado con los signos de sangrado abundante menstrual.

La prueba de tiempo de tromboplastina parcial activado como screening o tamizaje es una
prueba global que permite determinar deficiencia de factores de la via intrinseca en pruebas
in vitro, mientras que la prueba de FVIII y de FYW: Ag evallan cantidad de molécula

presente.

La prueba de TTPa es una prueba de ayuda en el laboratorio, pero no siempre esta

prolongada en la EVW solamente cuando existe disminucién de la molécula de FVIII.

El radio obtenido FVIII:C/FYW:Ag, determind que cinco adolescentes son posibles
portadoras de hemofilia o un subgrupo de EvVW llamado Normandia, estas pacientes

requieren estudios con pruebas que verifiquen su diagnostico.

La relacion entre el déficit de FVW:Ag y los signos de sangrado evaluado en el cuestionario
fueron estadisticamente significantes, de esta manera se corrobora la necesidad de realizar
una adecuada entrevista por parte del médico a las adolescentes que presenten

hipermenorrea.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar de manera prioritaria, estudios epidemioldgicos para evaluar la
prevalencia de EVW asociada a hipermenorrea a nivel nacional, evitando asi que mas

adolescentes en edad fértil lleguen a verse afectadas en su calidad de vida.

Las pruebas de laboratorio tales como contaje de plaquetas, TTP, FVIII y FvW: Ag deben
ser utilizadas como tamizaje a pacientes con hipermenorrea que acuden por primera vez a
consulta médica solo asi se tendra un indicio desde el principio que la causa de base de la

hipermenorrea sea una coagulopatia.

Se recomienda que el personal de laboratorio utilice algoritmos de deteccion de la
enfermedad y guias de procedimiento que se deberan seguir en el laboratorio.

Se recomienda en el laboratorio de especialidad las pruebas bésicas, de primer nivel y de

segundo nivel que incluyen las pruebas moleculares.

Se recomienda establecer protocolos a nivel nacional para la deteccion de coagulopatias, 1o

que permitira asociar la hipermenorrea a una coagulopatia.

Se recomienda nuevos estudios que clasifiquen r a la EVW, profundizando cada una de las

pruebas que conllevan al diagndéstico de esta enfermedad congénita.

62



BIBLIOGRAFIA

Alvarez, Teresa. (2016). h ms. parametros diagndsticos de diagnosticos de la hemofilia y
de la enfermedad von willebrand von willebrand. Recuperado de:
https://www.sefh.es/sefhjornadas/16_DRA_Alvarez_Roman.pdf

Batlle, J. (2014). Patologia molecular del Factor de Von Willebrand. Retrieved July 11,
2018, from https://ruc.udc.es/dspace/bitstream/handle/2183/8580/CC-
O6art3ocr.pdf?sequence=1

Bermejo, E. (2017). Plaquetas Platelets Bermejo E.

C, D., & Martinuzzo M. (2012). Actividad de Factor von Willebrand. LABORATORIO
HEMATOLOGIA, 16(1), 47-48. Retrieved from
http://www.sah.org.ar/revista/numeros/vol16.n1.47-48.pdf

Dalmau, A. (2013). FISIOLOGIA DE LA HEMOSTASIA. Retrieved from
http://www.scartd.org/arxius/hemostasia_05.pdf

Diaz, A. (2014). Revista cubana de hematologia, inmunologia y hemoterapia. Retrieved
from http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-
02892004000100005

EHC. (2019). Round Table of Stakeholders on Women and Rare Bleeding Disorders.
Women and Rare Bleeding Disorders. Frankfurt.

Flores, O., & Katherine, D. (2017). "PREVALENCIA DEL ANTIGENO D DEL FACTOR
RH, COMO MARCADOR DE GENES DE ASCENDENCIA INDIGENA MEDIANTE
LA TECNICA DE.

FMH. (2012). Tratamiento de la EVW - World Federation of Hemophilia. Retrieved April
26, 2018, from https://www.wfh.org/es/page.aspx?pid=963

Francisco, L., & Achard Arturo. (2017). Sangrado Uterino por trastornos de la cogulacién.
In Sangrado uterino anormal diagnéstico y tratamiento (1st ed., pp. 55-63). Quito.

Govorov, |., Ekelund, L., Chaireti, R., Elfvinge, P., Holmstrom, M., Bremme, K., & Mints,
M. (2016). Heavy menstrual bleeding and health-associated quality of life in women
with von willebrand’s disease. Experimental and Therapeutic Medicine, 11(5), 1923
1929. https://doi.org/10.3892/etm.2016.3144

Guadalupe, M., Padilla-Romo, Z., Jaloma-Cruz, A. R., Rebeca, A., & Cruz, J. (2014).
Algoritmo diagnostico para la enfermedad de von Willebrand (EvW) en poblacion
mexicana GACETA MEDICA DE MEXICO BIOLOGIA MOLECULAR Y
MEDICINA. Retrieved from http://www.medigraphic.com/pdfs/gaceta/gm-
2015/gm153p.pdf

Hacioglu, S., Karabulut, A., Sari, 1., & Keskin, A. (2016). Haemostatic disorders in
reproductive age women with menorrhagia and effects on quality of life. Journal of
Obstetrics and Gynaecology, 36(8), 1041-1045.
https://doi.org/10.1080/01443615.2016.1196168

Hapangama, D. K., & Bulmer, J. N. (2016). Pathophysiology of heavy menstrual bleeding.
Women’s Health, 12(1), 3-13. https://doi.org/10.2217/whe.15.81

63



ISO. (2002). 1SO 8655 -. Retrieved January 21, 2020, from https://ttelaboratories.com/iso-
8655/

Jacobson, A. E., Vesely, S. K., Koch, T., Campbell, J., & O’Brien, S. H. (2018). Patterns
of von willebrand disease screening in girls and adolescents with heavy menstrual
bleeding. Obstetrics and Gynecology, 131(6), 1121-1129.
https://doi.org/10.1097/A0G.0000000000002620

Jaramillo, L. (2019). El papel de la enfermedad de von Willebrand en la hemorragia
uterina anormal. Retrieved February 5, 2021, from
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0138-
600X2019000400009&Ing=es&nrm=iso

Joseleg, C. (2012). LAS PLAQUETAS O TROMBOCITOS. Retrieved February 27, 2019,
from http://cienciasdejoseleg.blogspot.com/2012/10/las-plaquetas-la-coagulacion-y-
la.html

Karaman, K., Ceylan, N., Karaman, E., Akbayram, S., Akbayram, H. T., Kaba, S., ...
Oner, A. F. (2016). Evaluation of the Hemostatic Disorders in Adolescent Girls with
Menorrhagia: Experiences from a Tertiary Referral Hospital. Indian Journal of
Hematology and Blood Transfusion, 32(3), 356—361. https://doi.org/10.1007/s12288-
015-0583-5

Khamees, D., Klima, J., & O’Brien, S. H. (2015). Population screening for von Willebrand
disease in adolescents with heavy menstrual bleeding. Journal of Pediatrics, 166(1),
195-197. https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2014.09.026

Kuter, D. (2020). Disfuncion plaquetaria - Trastornos de la sangre - Manual MSD versién
para publico general. Retrieved January 21, 2020, from
https://www.msdmanuals.com/es/hogar/trastornos-de-la-sangre/trastornos-de-las-
plaquetas/disfuncion-plaquetaria

Lombana, M. A., Ramos-Ramos, G., & Torres, A. M. (2013). Utilidad del PFA-100 en una
poblacion colombiana como método de tamizaje en enfermedad de von Willebrand y
trastornos de la funcion plaquetaria. Articulo Original Rev Hematol Mex, 14(2), 71—
77. Retrieved from http://www.medigraphic.com/pdfs/hematologia/re-
2013/re132d.pdf

Marquez-Benitez, Y., Lancheros-Silva, A. M., & Diaz-Chaves, E. (2019). Grupos
sanguineos y su relacion con los niveles plasmaticos del Factor de von Willebrand.
Universidad y Salud, 21(3), 277-287. https://doi.org/10.22267/rus.192103.165

Martinuzzo M. (2017). Sistema de coagulacion Blood Coagulation System Physiology.

Merchan Lizbeth, Sanchez Patricia, & Alves Luisa. (2017). Coagulopatias en mujeres.
Técnica Especializada de La Cuenta de Alto Conocimiento, 3. Retrieved from
https://cuentadealtocosto.org/site/images/Publicaciones/boletines/2017/CAC_CO_20
17 _04_17 BOLTEC_V3N9_dm-hemofilia_VV_0_A2.pdf

Mexicana de Cirugia, A., & México Hernandez-Zamora, A. (2015). Cirugia y Cirujanos.
https://doi.org/10.1016/j.circir.2015.05.010

MSP. (2016). Diagndstico y tratamiento de la hemofilia congénita. Retrieved from
https://www.salud.gob.ec/wp-content/uploads/2017/03/MSP_Guia_hemofilia-

64



congénita_230117_D-3-1.pdf
MSP. (2017). Lineamientos para el manejo de muestras bioldgicas y quimicas.

Seravalli, V., Linari, S., Peruzzi, E., Dei, M., Paladino, E., & Bruni, V. (2013). Prevalence
of Hemostatic Disorders in Adolescents with Abnormal Uterine Bleeding. Journal of
Pediatric and Adolescent Gynecology, 26(5), 285-289.
https://doi.org/10.1016/j.jpag.2013.06.003

Stufano, F., Baronciani, L., & Peyvandi, F. (2017). DIAGNQSTICO DE LA ENFER-
MEDAD DE VON WILLEBRAND CARACTERIZACION FENOTIPICA. Retrieved
from http://www1.wfh.org/publications/files/pdf-1694.pdf

Torres, R., Zajer, C., Menéndez, M., Canessa, M. J., Cerda, J., Wietstruck, M. A., &
Zufiiga, P. (2017). El sangrado menstrual excesivo afecta la calidad de vida en
adolescentes Heavy menstrual bleeding affects quality of life in adolescents.
ARtICULO ORIGInAL Rev Chil Pediatr, 88(6), 717-722.
https://doi.org/10.4067/S0370-41062017000600717

Woods Adriana, Blanco Alicia, Kempfer Ana, Paiva Juvenal, & Bermejo Emilse. (2016).
Factor von Willebrand y Enfermedad de von Willebrand: nuevos enfoques
diagnosticos. Acta Bioquim Clin Latinoam, 50(2), 273-289. Retrieved from
http://www.scielo.org.ar/pdf/abcl/v50n2/v50n2al12.pdf

65



ANEXOS

ANEXO 1: CARTA DE INTENCION PARTICIPACION EN PROYECTO.

4

+

Cruz Roja
Ecuatoriana

Centros Médicos Especializados
Quito DM, 08 de enero del 2019

Sr.

Francisco Pérez Pazmifio
DECANO DE LA FACULTAD DE MEDICINA — PUCE
Presente

Estimado Sr. Decano

Por medio de la presente, quiero poner en su conocimiento de que el Servicio de Hematologia de
la CRUZ ROJA ECUATORIANA-Centros Médicos Especializados; estamos de acuerdo en participar
dentro del Proyecto “Determinacién de la Enfermedad de Von Willebrand en adolescentes con
Hipermenorrea en un Centro Médico Especializado de la Ciudad de Quito, 2019”.

Seguros desde ya de culminar con el éxito esperado el mencionado Proyecto, me suscribo de Ud

Dr. Francisco Cevallos Salas
MEDICO

91 No. 517
CMP: 4524

—Francisco Cevallos S

MEDICO HEMATOLOGO CME-CRE

LINEA SALUDABLE 1800 009 009 - www.centrosmedicoscruzroja.com.ec
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ANEXO 2: CARTA DE APROBACION COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS -UTE

Cealle Rumipamba S/N  Avenida Mariscal Sucre S/N
entre Bourgeais y Atehusipa ¥ Mariana de Jesis

DM Quito, 21 de octubre de 2020
Oficio Nro 083-CEISH-jem

Nombre del proyecto de Investigacion: Determinacién de la enfermedad congénita
de von Willebrand en adolescentes con hipermenorrea en los Centros Médicos
Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito, 2020

Version: 5.0.

Investigador Principal: Daniela Bohorquez.

Institucidn, centro o grupo de investigacion: Centros Médicos Especializados Cruz
Roja Ecuatoriana

Fecha en que fue sometido a consideracion del CEISH: 19-10-2020

De mis consideraciones:

Por medio de la presente el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad
UTE (CEISH UTE) le Informa que su solicitud de revisién y aprobacién del proyecto de
Investigacién denominado: *Determinacién de la enfermedad congénita de von Willebrand en
adolescentes con hipermenorrea en los Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja
Ecuatoriana en la cludad de Quito, 2020" ha sido aprobada con fecha de hoy 21 de octubre de
2020, con revisién del pleno.

El CEISH UTE revisd los siguientes documentos para la aprobacién del presente proyecto:

Nombre del documento "“:';; s
Formulario para la presentacién de protocolos de investigacion 14
Formulario de Consentimiento Informado (Anexo 2) 3
Formulario de Asentimeento informado (Anexo 3) 3
Instrumentos de nvestigacion
Anexo 1.1, Cuadro operacionalizacdn
Anexo 1.4, Cuestionario para pacientes 1
Anexo 4 Cuestionario para pacientes con posibles coagulopatias. 1
4
Hoja de vida de los investigadores
Anexo 5 10
Otrainformacién relevante {especificar)
Anexo 1.2. Carta de intencién participacin en proyecto 1
Anexa 1.3. Afiche de reclutamiento de Paci 1
Anexo 1.5. Condiciones presnaliticas previo a toma de muestra 1
Anexo 1.6. Manual Toma de Muestras basado en (LS 1
Anexo 1.7. Lista de Cotejo Condicion de Muestra 1

\, (593) 2 299-0800
W infogute adu.ec

www. ute.edu.ec u

1
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Calle Rumipamba S/N  Avanida Mariscal Sucrs 5/N
entre Bourgeois y Atahuaipa y Mariana da Jesas

Anexo 1.8: Reglamento de tratamiento de muestras

Anexo 1.9, Protocolo de manejo de muestras de plasma y sangre total.
Anexo 1.10: Insertos de pruebas de laboratorio a realizar.

Anexo 1.11: Resumen Norma 1SO 8655 Control Gravimétrico

Anexo 1.12. Protocolo de eliminacidn de muestras biologicas

Anexo 1.13. Protocolo de eliminacidn de desechos sélidos contaminados con fluidos
biolégicos-8asado en MSOP

Anexo 1.14. Formato para reporte de resultado

Anexo 1.15 Cronograma de trabajo por objetivas

Anexo 6. Carta de interés del Director Médico en e dres de Hematologia
Anexo 7. Carta de no conflicto de interés

Anexo 8- Cronograma del estudio

Anexo 9. Presupuesto General ded ensayo

e N R

LU

El Comité considerd que el presente estudio cumple con:

1. Aspectos éticos:

a. Esvilido desde el punto de vista ético. La investigacién cuenta con un adecuado balance
riesgo/beneficio, minimizando los posibles dafios y maximizando los beneficios para los
participantes. La Investigacién se ajusta a los estindares de las buenas pricticas clinicas.

b. Las medidas para precautelar la Integridad y dignidad de los participantes son las
adecuadas.

2. Aspectos metodolégicos:
a. Desde el punto de vista metodolégico el proyecto de investigacién tiene relevancia
clentifica.
b. La justificacién del estudio es villda.
c. Los objetivos, el método de seleccion de los participantes, tamafo de la muestra,
procedimientos, plan de anilisis de datos es adecuada.

3. Aspectos jurfdicos:

a. Desde el punto de vista juridico el estudio presenta concordancia con la legislacién y
normativa vigente nacional e internacional.

El Investigador ha realizado todas las modificaciones y aclaraciones que le han sido sefialadas.

Esta aprobacion tiene la duracién de un afo, después del cual se debe pedir extensidn sl fuera
necesaria.

En toda correspondencia con el CEISH UTE, favor referirse al sigulente c6digo de aprobacidn:
Von-Will-ADOL-2020-0409

La Investigadora principal debera:

\, (593) 2 209-0200 | 3
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mE EC SEDE MATRIZ CAMPUS OCCIDENTAL

Calle Rumipamba S/N  Avenlida Mariscal Sucre S/N
antre Bourgeois y Atahusipa y Mariana de Jesis

a. Solicitar la aprobacién de la Direccidon Nacional de Inteligencia de la Salud (DIS) cuando el
estudio observacional utilice muestras biolégicas de origen humano y con informacién
confidencial/ poblacién vulnerable, previa a la ejecucidn del proyecto.

b. Informar al Comité de cualquier cambio que se proponga introducir en el proyecto. Estos
cambios no podrdn implementarse sin la aprobacién del CEISH UTE.

¢. Informar de la terminacién anticipada o suspensién del proyecto de investigacién
explicando las causas.

d. Presentar al Comité un informe anual contado a partir de la aprobacién de proyecto. Los
proyectos que tengan una duracién mayor a un afio deberan solicitar una extension de la
aprobacién, con al menos un mes de anticipacion. Para la extensién de la aprobacién se
tomara en cuenta el informe de avances entregado.

e. Entregaral término del estudio un informe final de cierre, con la firma de responsabilidad
respectiva.

El Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la Universidad UTE ha otorgado esta
aprobacién con base en la informacién entregada por el investigador, quien al presentarla
asumen la veracidad de los documentos entregados. El solicitante de la aprobacién es el
responsable de aplicar y respetar la informacién, procedimientos y condiciones expresados en
estos documentos aprobados por el Comité.

Atentamente,

‘Yﬂét\ \(;\mi(o Molina
J

CAMILO MOLINA BOLIVAR
PRESIDENTE
CEISH UTE
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ANEXO 3: APROBACION DE PROTOCOLO POR LA DIS-MSP

MINISTERIC DE SALUD PUBLICA

Coordinacién General de Desamollo Estratégico en Salud
Direccidn Nacional de Inteligencia de la Salud
Oficio Nro, MSP-DIS-2020-0456-00

Qulta, DAL, 21 de diclembre de 2020

Asunto: Pespuesta a la solicitud de evaloscidn del protocoelo MSPCURIKRIASS-3:
"Determinacidn de la enfermedad congémita de Von Willehrand en adolescentes con
hipermenorrea en los Centros Especializados de la Cruz Roja Ecustonana en la cindad de
Quite, 200"

Sefiorila
Dansela Caroling Bohorquez Belran
En su Despacho

De mi consideracion:

En respuesta al Oficio Mro. MSP-DNSG-2030- 14601 -E, ingresado al Ministerio de Salwd
Piblica - MSP, el 10 de noviembee de 3030, el gue, Dansela Bobdrquez Belirdn, en
calidad de Investigadora prncipal, remiate el peotocelo del estudio observacional
denorminado:  “Determinacidn de o enfermedod congdaita de von Willehrand en
adoleicentes con fipermenorrea en los Cenfros Expeciolizados de In Cruz Roja
Ecuatoriang en la cliedad de (eito, 2020%, codificado por la Dareccion Macional de
Inteligencia de la Salud (DI5) como: MSPCURIDDO3SE-3 v alcance al oficio antes citsdo,
ingresado mediante MSP-DMNSG-2020- 16746-E. de 17 de diciembre de 2030, en el que la
investigadora, aclara el motivo por el cual no scogid una de las observaciones realizadas
en une de los dos criteros emitidos por el Programa Nacional de Sangre del Ministerio de
MSP; contando con la Carta de aprobacién del protocolo por parte del Comiig de Etica de
Investigacién en Seres Humanos reconocide por el MSP (Comité de Frica de
Investigacion en Seres Humanos de la Univessidsd- UTE) cumpliendo los requisitos
muinimes para la evaluacadn de la investigacidn v contands con uno de los craterios
favorables del Programa Nacional de Sangre, se APRUEBA la versadn adjumta del
protocals v deberd cumplic con las recomendaciones finales realizadas en el informe
ad junto.

El presente estudio de investigacadn observacional descriptivo transversal, con wo de
muesiras oldgicas humanas, de acuerdo a lo indicado, s desarmllard en los Centros
Especializados de la Craz Roja Ecustoriana en la ciodad de Quito.

De scoerdo a lo sefalado en el presente estudio, el financiamento serd cubseno en su
otaladad por La investigadora principal, Daniela Bohdeguez Beltrdn

S aclara que la Direccitn Macional de Inieligencia de la Salud en base a sus
compelencias, aprucha mvestgaciones en salud tomando en cuenta aspectos EHoos,
metodoligicos v juridices. sin embargo, N0 estd en sus competencias NI aleance, el
otprgar autonzacatn sobre el uso de recursos humanos, materiales yo financieros de los
establecimientos del MSP para la gjecucidn de una investagacion,

v it A, Chnlaavilsi Flan y Asiru Rarn Godigo: Pobal: 170148 ) Quits B2 uaso T - oy
Tebiiana: SU1-2-THL-A00 - wevw Rilud gob LN
- Factecto @E“ * B
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MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

Coordinacidn General de Desamolio Estratégico en Salud
Direccidn Macional de Inteligencia de la Salud

Tuliena:

Oficho Nro. MSP-DIS-2020-0456-00
Culito, ML, 21 de diclembre de 20240

El presemte proyecto NO contempla el almacemamdento de las muoesiras bioldgicas
hiumanas, n materal boldgios obtenide en el mismo, para futuras investigaciones. Por lo
tamte, las  mwestras  biokégicas v el material bioldgico obtenido, deberd  ser
destruidodelidnado wna vezr que culminen con los amdlisis referentes a la presente
investigacidn.

El presente estundio MO contempla la importacadn o exportacion de muoestras bologicas
humanas obbenidas en la presente investigaciin

Las muestras obtenidas en la presente investigacidn NO podrin ser cedidas v peor
vendidas a ofras instituciones ywo personas ajenas a las que se estipuben en la presente
investigacidn, ni ampoco se le realizardn estudios gendticos

Le pecordamos gue, una wez finalizada la investigacidn, es responsabalidad de la
investigadora principal, enviar a esta Diseceidn v al Programa Nacional de Sangre del
Ministerio de Salud Pdbica, los resultados de la misma; asi como, las publicaciones que
e pealicen como producto de esie estudso.

En caso de gue el presemte protocelo necesite modificaciones, serd necesario que eqias
seqn presentadas pars evaluscion tante al Comité de Etica de Investigacién en Seres
Humanes quee aprobd el estudio, como a la Direccidn Macional de Imeligencia de la Saled
del Ministerio de Salud Pablica, previo a su ejecucidn.

La Dareccidn Macional de Inteligencia de la Salud, evaldo para so aprobacidn el presente
provecto en base a una revisidn de calbidad metodolégica v ética de los estudios, en
cumplimiento de una de sus aribeciones estatanas, ratdndose de una investigaciin
observacional que uwiliza mueesiras bioldgicas homanas con la Ginalidad de precaatelar La
seguridad de los participantes. Sin embargo, el contenado, la autoria v la responsabilidad
sobre los resuliades del estudio coresponden al Parrocinador del estudio v a la
Investigadora Principal, exonerando al Ministerio de Salud Piblica de cualquier sccidn
legal que se

denive por esla causa,

Cabe mencionar gue, 51 bien los resuliados podrian contribuir a la salud paiblica, ésios no
son de carfcter vinculante para esta Cartera de Estado.

Con septimientos de distunguida consideracidn.

D s eihi: Ay, Cuilumibe lan y Aoy Ran Chbigs Posul: 170188 ) Guits BEuass IO -
SU-2HLEA0 - wewhlud gob = =]
- Ftnen [
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Atentamente,

Med. David Gerardo Armas Rute
DIRECTOR NACIONAL DE INTELIGENCIA DE LA SALUD

Rieferncias:
- MEP-DNSG-1020-14601-E

Anen o
- mspeuri(E5E-2 respuesta observaciones pdf
- von-_will-_adod-_ 2000 0400 v_ 5 14577 |_seliadol 14814]_compressad pdf
- of_E3_aprobacion evaluacion_de_estudio_observacional vonowill_v_5.0[ 147 8a] pdf
- oficip0RO24 1700 65061 63 1. pdf

Cin-de-imve stpacione s-obse v aciona ke s-en-salnd -que -usan-muesiras- biolOgicas-humenas-v | 6-22-42 pdf
nes-observacionale s-en-salud-que -uumqnue:lns—l:u'nlﬂgjcu—hummas—\l 1_6-T2420271 11 500 6081 28842 pdf
- anexo_2- v -formulario-1-21.pdi

- imforme_mspourd(0358-3_pdf

Copia:
Sefor
Camile Molina
Director de Investigacidn
UNIV ERSIDAD TECNOLOGICA EQUINGCCIAL

Sanor Magisier
(zalo Esteban Franco Saltos
Coordinador del Programa Macional de Sangre

Sanora Magiser
Miriam del Rocio Obando Rodrigue s
Analista

Sefora Ingemera
Criznina Lizeth Sudrer Rodrizees
Especialista de Informacion y Asesoramiento Tovicoligico 1

Safor Ingeniero
Mauricio Estuardo Villamoel Uteras
Especialista de Investigacion ¥ Ansdlisis |

Sefora Técnica

Mayra Panla Coeva Rojas
Asistenie Administrativa 1

72



ANEXO 4: FORMATO DE AFICHE PARA RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

SE INVITA A PARTICIPAR A TODAS LAS
JOVENES DE 10 A 19 ANOS DE EDAD QUE
PRESENTEN SANGRADO
MENSTRUAL ABUNDANTE AL ESTUDIO

" Determinacion de la Enfermedad de von
Willebrand en adolescentes con hipermenorrea que
acudan al Centro Médico Especializado de la Cruz
Roja Ecuatoriana, 2019"

Para mas informacion:
Marcela Mardones: 0998552172 -
mmardones382@puce.edu.ec
Daniela Bohérquez: 0969062657-
dbohorquez845@puce.edu.ec
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ANEXO 5: FORMATO DE CONSENTIMIENTO Y ASENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARTE I: Informacién

Titulo: Determinacion de la Enfermedad de von Willebrand en adolescentes con hipermenorrea en los Centros Médicos Especializados
de la Cruz Roja Ecuatoriana en la ciudad de Quito 2020.

Investigadora principal y patrocinador: Daniela Carolina Bohdrquez Beltrdn — encargada del proceso de firma del documento.
Nombre del establecimiento donde se realizara la investigacion: Pontificia Universidad Catolica del Ecuador- Servicio de
Hematologia Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana.

Nombre del Comité Etica de Investigacion en Seres Humanos que evalud el estudio: CEISH de la Universidad UTE.

Introduccién: Yo, Daniela Carolina Bohérquez Beltran, estoy investigando sobre la enfermedad de von Willebrand (EvW) en mujeres
de 10 a 19 afios que presentan hipermenorrea de causa desconocida. Le proporcionaré informacion detallada sobre la investigacién y
pido su participacién voluntaria. Para ello las adolescentes que puedan participar seran aquellas que cumplan con los siguientes
criterios:

- Mujeres entre 10-19 afios de edad que presentan hipermenorrea determinada por un puntaje de méas de 80 en el pictograma.
- Mujeres atendidas en el Centro Médico Especializado de la Cruz Roja en el primer trimestre del afio 2020.
- Mujeres con hipermenorrea sin causa confirmada.

-Mujeres adolescentes con hipermenorrea que libre y voluntariamente deseen participar en el estudio y firmen el
consentimiento/asentimiento informado.

Y las adolescentes que no puedan participar seran aquellas que cumplan con los siguientes criterios:

-Mujeres embarazadas con antecedentes de hipermenorrea.

-Adolescentes con tratamiento hormonal (anticonceptivos con estrégenos).

-Pacientes que hayan realizado actividad fisica 24 horas previas a la toma de muestra sanguinea

-Mujeres que se encuentren con administracion de antiagregantes, anticoagulantes, antifibrinoliticos y anticonceptivos.
-Pacientes que no firmen el documento de consentimiento informado.

-Pacientes cuyos representantes no firmen el documento de consentimiento/asentimiento informado.

Propdsito: El proposito principal de este estudio es ofrecerle a usted y a su médico ginecélogo tratante, informacion acerca de la falta de
una proteina en su sangre que evita que se forme un buen coégulo, lo que podria ocasionar sangrados abundantes durante su menstruacion.

Tipo de intervencidn de investigacion: Se le solicitara que nos permita realizar un pinchazo en el antebrazo para obtener una muestra
de sangre en dos tubos pequefios; la cantidad corresponde aproximadamente a dos cucharadas soperas en cada tubo. La sangre obtenida
solo serd utilizada para los analisis propuestos para este estudio, serd almacenada en los laboratorios de la Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador a una temperatura de -80°C por un lapso de 4 meses el proposito de almacenarlas es por la disponibilidad del laboratorio
para procesarlas y para corroborar en caso de tener resultados incongruentes, una vez concluido el estudio se entregaran los informes
adecuados al médico tratante para asi las pacientes sean convocadas a una cita médica con el mismo en caso de encontrar alteraciones en
el informe de resultados ademas la investigadora principal sera la encargada de eliminar bajo parametros de bioseguridad todas las
muestras de sangre obtenidas.

Participacion voluntaria: La participacion suya, de su hija o representada en la investigacion es absolutamente voluntaria, usted puede
participar o no. Puede negarse a participar y no sera afectada de ninguna manera, no existira ninguna sancién ni perdera los beneficios en
el Centro Médico donde usted asiste.
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Procedimientos y protocolo: Una vez que la participante/representante legal acepte participar en el estudio, realizaré un cuestionario
con preguntas relacionadas a los sangrados que usted presenta, si cumple los criterios requeridos para el estudio procederé a tomar una
muestra de sangre, desinfectaré y eliminaré bacterias de tu brazo con alcohol luego, seleccionaré una vena de su brazo la cual pincharé
con una aguja y recogeré la muestra de sangre en tubos nuevos, sin ocasionarle mayor dafio, una vez que finalice de tomar la muestra
colocaré un curita. Una vez que tenemos su muestra de sangre iremos al laboratorio para obtener los resultados por medio de un equipo
que nos indicara valores exactos de las proteinas que iremos a estudiar en tu sangre. Cabe recalcar que la muestra de sangre servira Unica
y exclusivamente para el estudio que se menciona (las muestras no seran exportadas ni mucho menos utilizadas en otro estudio); Las
muestras de sangre extraidas no seran utilizadas para fines comerciales.

Duracién: Se realizara una toma de muestra sanguinea en un dia especifico con una duracidn aproximada de 5 minutos que dura el
procedimiento y 5 minutos para que usted responda el cuestionario. La investigacion tiene una duracion de cuatro meses.

Almacenamiento y custodio: Las muestras sanguineas obtenidas serdn procesadas en las instalaciones de la Pontificia Universidad
Catélica del Ecuador. Para su transporte seran custodiadas por la investigadora principal la Srta. Daniela Bohérquez y dentro de las
instalaciones de la PUCE seran custodiadas por la Mtr. Marcela Mardones directora del proyecto. Estas muestras, seran almacenadas a
bajas temperaturas con el fin de no alterar la muestra y obtener acertados resultados.

Riesgo- beneficio: no existen riesgos potenciales que le afecten. Luego de la toma de muestra y pinchazo realizado se considera como
riesgo minimo el cual, puede que no se detenga la salida de sangre o que se forme un ligero morado en el sitio del pinchazo, ante esto se
le solicitara realizar presion en el sitio del pinchazo, con ayuda de un algodén, por cinco minutos. Este serd el Gnico riesgo que presente
con un beneficio individual de lograr un tratamiento adecuado en la adolescente y un beneficio colectivo de seguir promoviendo la salud
en las adolescentes como usted o su representada.

Molestias: La participante puede sentir un ligero dolor al momento de introducir o retirar la aguja en el sitio del pinchazo.

Beneficios: Las pruebas de laboratorio son gratuitas y no recibira ningln tipo de compensacion por su participacion. Conocera acerca de
la deficiencia de la proteina llamada Factor de von Willebrand: los resultados de las pruebas realizadas durante el estudio seran entregados
a su médico tratante para ayudar a conocer la causa de los sangrados y ampliar las opciones de tratamiento necesarias al presentar la
enfermedad.

Confidencialidad: La informacidn obtenida del estudio se mantendra de manera confidencial, por lo que se utilizara un cédigo exclusivo
para cada participante y no sus nombres y apellidos. La informacion serd resguardada por la investigadora y directora del estudio, la
muestra de sangre obtenida sera utilizada Unicamente para los analisis del estudio y se identificard con el cédigo asignado.

Compartiendo los resultados: Al final del estudio, el informe de resultados de sus exdmenes de laboratorio realizados en su muestra
sanguinea sera entregado en formato impreso y en sobre cerrado al médico tratante del Centro Médico Cruz Vital al que usted asiste.

Derecho a negarse o retirarse: Si usted o sus padres o representantes legales deciden libre y voluntariamente dejar de participar en este
estudio una vez iniciado, es libre de hacerlo en cualquier momento sin necesidad de explicacion alguna, las muestras de sangre y datos
obtenidos serdn inmediatamente eliminados y no podrén ser utilizados para ningun fin.

A quien contactar: Si usted posee preguntas o desea conocer el estado de sus resultados puede comunicarse con las siguientes personas
a cargo del estudio de investigacion: Daniela Carolina Bohérquez Beltrdn: 0969062657 (dbohorquez845@puce.edu.ec); Msc. Marcela
Alexandra Mardones Montanares: 0998552172 (mmardones382@puce.edu.ec ).

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Universidad UTE cuya

tarea es asegurarse de que se proteja de dafios a los participantes en la investigacién. Si usted desea averiguar mas sobre este comité,
contactese con el presidente del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Universidad UTE, Mtr. Camilo Molina,
Calle Rumipamba s/n entre Bourgeois y Atahualpa, Quito, 02-2990800 Ext. 2574.

PARTE I1: Firma del Consentimiento Informado para participantes, tutores o representantes legales.

Yo , participante/representante legal, declaro que he leido la informacién
proporcionada y estoy al tanto del proyecto titulado Determinacion de la Enfermedad congénita de von Willebrand en adolescentes con
hipermenorrea en los Centros Médicos Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana, 2020.
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Soy consciente como participante/representante legal de los siguientes aspectos:

me ha contestado satisfactoriamente todas y cada una de las preguntas que he realizado.

representada para brindar un tratamiento adecuado.

(proteina de coagulacion) en su sangre.

Nombre del participante Cl.

e Comprendido los riesgos y beneficios de participar y he tenido la oportunidad de aclarar mis dudas sobre la investigacién y se
e La investigacién proporcionara informacion acerca de la cantidad de Factor de Von Willebrand en mi sangre o la de mi

e Participante realizard una encuesta con preguntas las cuales serdn contestadas en base a los sangrados anormales durante su
periodo menstrual. Después le realizaran una puncién en el brazo para la extraccion de una muestra sanguinea.

El tiempo que tomaré para responder el cuestionario es de 10 minutos y la toma de muestra de sangre durard unos 5 minutos.
Mi participacion o la de mi representada es voluntaria y podra retirarse del estudio en cualquier momento.

La informacién mia o de mi representada no seran revelados a otras personas ajenas al proyecto.

El beneficio que recibo o que recibe mi representada es conocer sobre la disminucién o deficiencia del Factor de VVon Willebrand

e Nos informaran sobre los resultados del examen de sangre al finalizar el proyecto en el consultorio médico.
e El procedimiento de extraccidn de sangre tiene riesgos y molestias minimas para mi o mi representada.
e El examen no tiene costo, tampoco incentivos o recompensas econdmicas o materiales para mi o mi representada y/o para mi.

Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo en participar en la investigacion, consciente de todos los derechos que por ley corresponden:

Firma del participante
Fecha Dia/Mes/Afio

Nombres y apellidos del representante del participante (en caso de ser menores de
edad) Cl. Firma

Fecha Dia/Mes/Afio
Codigo asignado

Nombres y apellidos del representante del testigo (en caso de no estar en la capacidad de leer el
documento ) Cl. Firma

Fecha Dia/Mes/Afio

|:| NO deseo participar en el estudio
NO deseo seguir participando en el estudio

Al tomar esta decision yo/mi representada conscientes de los derechos que por ley me corresponden:
Nombre del participante/representante legal

Cl.

Firma del participante/representante legal

Fecha Dia/Mes/Afio
Nombre del Investigador Cl.

Firma del Investigador

Fecha Dia/Mes/Afio

°Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento Informado

(Iniciales del Investigador).
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[ASENTIMIENTO INFORMADO

PARTE I: Informacion

Titulo de la investigacion: Determinacion de la Enfermedad congénita de von Willebrand en adolescentes con hipermenorrea en los Centros Médicos
Especializados de la Cruz Roja Ecuatoriana, 2020.

Instituciones participantes: Pontificia Universidad Catélica del Ecuador y Centro Médico Especializado Cruz Vital.

Presentacion: Soy Daniela Carolina Bohorquez Beltran y a continuacion te pido leas la siguiente informacion que te ayudara a entender un poco acerca de
por qué has sido elegida para formar parte de este estudio.

;, Cudl es el propdsito del estudio en el que participaras? A la investigadora le interesaria conocer méas sobre la Enfermedad de von Willebrand asociada
al abundante flujo menstrual en adolescentes como tU que acuden a un centro de salud, a partir de una muestra de sangre.

. Qué vamos a realizar? Si aceptas participar, te voy a pedir que me dejes tomar una muestra de sangre para analizar en qué cantidad se encuentra la proteina
que permite que se forme un codgulo, una vez que obtenga tu muestra de sangre se realizaran los examenes en el laboratorio. La sangre obtenida solo serd
utilizada para los andlisis propuestos para este estudio, sera almacenada en los laboratorios de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador a una
temperatura muy baja de -80°C durante 6 meses. El propésito de almacenar tus muestras de sangre es por la disponibilidad del laboratorio para procesarlas
Yy para corroborar en caso de tener resultados incongruentes, una vez concluido el estudio se entregaran los informes adecuados a cada paciente y se eliminaran
todas las muestras de sangre obtenidas.

¢, Cuanto tiempo estaras con nosotros? Aproximadamente 15 minutos en lo que llenamos un cuestionario y tomamos la muestra de sangre.

. COmo puedes participar? Para ser parte de este estudio debes estar de acuerdo con las actividades que vamos a realizar y firmar el
consentimiento/asentimiento informado de forma libre y voluntaria que tendran beneficios para ti.

¢, Qué riesgos puedo experimentar? El Gnico riesgo minimo que puedas experimentar sera el de un doble pinchazo para la toma de muestra en el caso de
que la primera vez que tomemos la muestra no sea suficiente y en algunos casos este pueda hacer morado en tu piel, sin poner en riesgo tu vida.

¢, Qué beneficios tendras? Una vez que obtengamos los resultados y sean enviados al médico, el mismo te brindara el tratamiento adecuado si fuera necesario
siendo un beneficio individual de lograr un tratamiento adecuado en ti y un beneficio colectivo de seguir promoviendo la salud en las adolescentes como t.

¢ Qué sentiras durante el proceso? Durante la toma de muestra sentirds un ligero pinchazo con una pequefia molestia que durard muy poco tiempo, se te
extraeran 2 tubitos con aproximadamente unas cuatro cucharadas de sangre en total, al terminar el proceso se retirara la aguja, te colocaremos un algodon
seco y te pediremos hacer presién por unos minutos sobre el sitio del pinchazo para que deje de salir sangre y de ser necesario colocaremos un curita, que
puedes retirarte en unos cinco minutos.

¢ Recibirds algo por tu participacién? No recibiras ninglin incentivo monetario ni material después de la participacion en el estudio. Tu muestra de sangre
no sera utilizada para ningdn fin comercial.

¢, Qué pasa si deseas retirarte? Si deseas retirarte del estudio en cualquier momento, puedes hacerlo sin necesidad de dar alguna explicacion.

¢, Qué haremos con tus datos? Analizaremos los datos que nos proporciones en el cuestionario que realizaras en conjunto con los resultados que obtengamos
del estudio de tu muestra de sangre, con el fin de darte mas informacién y que ti médico tratante se apoye en estos datos para el diagnéstico y tratamiento.

¢, Con quién me puedo comunicar? Si tienes preguntas o deseas conocer el estado de sus resultados puede comunicarse con las siguientes personas a cargo
del estudio de investigacion: Daniela Carolina Bohoérquez Beltran: 0969062657 (dbohorquez845@puce.edu.ec); Msc. Marcela Alexandra Mardones
Montanares: 0998552172 (mmardones382@puce.edu.ec). Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres
Humanos de la Universidad UTE cuya tarea es asegurarse de que se proteja de dafios a los participantes en la investigacion. Si usted desea averiguar mas
sobre este comité, contactese con el presidente del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de la Universidad UTE, Mtr. Camilo Molina,
Calle Rumipamba s/n entre Bourgeois y Atahualpa, Quito, 02-2990800 Ext. 2574.

/Antes de tomar la decision responderemos a cualquier pregunta que tengas, si decides participar puedes hacerlas en cualquier momento del proyecto. Si
decides participar por favor escribe tu nombre a continuacion:

(DESEAS PARTICIPAR EN ELPROYECTO?  SI [ | NO [ ]

Nombres y Apellidos (nifia) Fecha

Firma del estudiante (nifia) ylo huella.

Cédula: Cadigo asignado

Nombre de la persona que obtiene el asentimiento huella dactilar
Fecha: Cédula
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ANEXO 6: CUESTIONARIO APLICADO A LAS PACIENTES

CUESTIONARIO PARA PACIENTES CON POSIBLES COAGULOPATIAS
(Tomado de Federacién Mundial de Hemofilia y Sociedad Internacional de Hematologia-y del
proyecto “Determinacion de EvW en 8 provincias del Ecuador, 2019-2020”)

CODIGO:
FECHA:

1.- ¢ Ha tenido alguna vez sangrados por la nariz sin causa?
A.-SI
B.-NO

2.- ¢Cuanto tiempo ha durado el sangrado por la nariz?
A.- menos de 1 minuto

B.- De 1 a 10 minutos

C.- Mas de 10 minutos

3.- ¢Ha tenido la presencia de moretones sin causa?
A.-SI
B.-NO

4.- ;Qué tamafio ha tenido los moretones en la piel?
A.-Menos de 1cm

B.- M&sde 1 cm

C.- Mas grande que la palma de la mano

5.- ¢Ha tenido alguna vez sangrados prolongados por heridas pequefias?
A.-SI
B.-NO

6- ¢La duracion del sangrado por heridas pequefias ha sido?
A.- 1 a 10 minutos
B.- Més de 10 minutos

7.-¢ Ha presenciado sangre en orina?
A.- Sl
B.- No

8.- ¢Ha presenciado sangre en heces?
A.- Si
B.- No

9.- ¢ Ha tenido alguna vez dolor e hinchazon en masculos o articulaciones?
A.- Si
B.- No

10.- ¢ A qué edad empezaron sus sintomas de sangrados sin causa?
A.- Antes de 1 afio de edad

B.- De 1 a 5 afios de edad

C.- De 6 a 12 afios de edad

D.- De 13 a 17 afios de edad

11.- ; Cuantas veces por afio ha tenido sangrados que necesiten tratamiento?

A.-1al afo
B.- 1 a5 cada 6 meses
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C.-1a3almes
D.- 1 cada semana

12.- ; Qué tipo de tratamiento ha necesitado por los sangrados?
A.-Solo consulta

B.- Medicacion a la vena Cual

C.- Transfusiones de plasma

D.- Transfusiones de plaquetas

E.- Transfusion de glébulos rojos

F.- Concentrados de factor

13.- ¢ Cuantos dias dura su sangrado menstrual, desde el inicio al final?
A.-. menos de 7 dias
B.- mas de 7 dias

14.- ¢ Qué producto de cuidado es de su preferencia?
A.- Toallas higiénicas
B.- Tampones

15.- ¢ Aproximadamente cuantos cambios de toalla o tampdn realiza usted al dia?
A.- 2 cambios /dia
B.- 3 cambios/dia
C.- 4 cambios /dia
D.- + 4 cambios - ESPECIFIQUE

16.- ¢Durante su periodo, ha presenciado coadgulos?
A.- SI
B.- NO

17.- ¢ Ha tenido alguna vez hemorragia vaginal fuera del periodo menstrual?
A. Si
B.- No

18.- ¢ Necesita cambio de toalla o tampon en menos de 2 horas por la hemorragia?
A.-Si
B.- No

19.- ¢ Tuvo hemorragia por mas de 7 dias?
A.- Si
B.- No

20.- ; Tuvo que interrumpir sus actividades normales por el sangrado?
A.- Si
B.- No

21.- ¢ Requirié atencién médica y tratamiento por la hemorragia?
A.- Si
B.- No

22.- ;Qué tiempo duraron las hemorragias?

A.- menos de 12 meses
B.- Més de 12 meses

79



En la siguiente tabla de severidad de los signos, coloque una X donde corresponda.

SEVERIDAD DE SIGNOS PRESENTADOS

SIGNO AUSENCIA MODERADA RECURRENTE
SANGRADO DE NARIZ
HEMATOMAS
SANGRADO DE ENCIAS
PRODUCTO

SIGNO TAMPON PRODUCTO TOALLA

SANGRADO ABUNDANTE -
MENSTRUAL

SIGNO CORTA DURACION LARGA DURACION
SANGRADO EN
LASTIMADO

SANGRADO

SIGNO AUSENCIA EXCESIVO NO APLICA

SANGRADO ABUNDANTE

DESPUES DE CIRUGIAS
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ANEXO 7: PONDERACION DE PREGUNTAS RELEVANTES DEL CUESTIONARIO

No. Categoria % Numero
Pregunta
1 Sangrados por la 5 1
Nariz

2 Presencia de 5 3
Moretones

3 | Presencia Coagulos 15 16
en periodo
Menstrual

4 | Fuerte Sangrado 15 17
Vaginal fuera
periodo menstrual

5 | Sangrando 20 26
Abundante
Menstrual

6 | Sangrado 20 29
abundante
después de cirugias

7 Sangrado 20 13
Menstrual mayor a
7 dia

TOTAL 100

Elaborado por: Daniela Bohdrquez B.
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ANEXO 8: CONDICIONES PREANALITICAS PREVIO A TOMA DE MUESTRA

PREPACION PARA LA PACIENTE QUE SE SOMETE A PRUEBAS DE COAGULACION

Evitar dietas ricas en grasa entre 8 y 12 horas previo a la toma de muestra sanguinea.
No realizar actividad fisica 24 horas previo a la toma de muestra.

Evitar el consumo de tabaco 2 horas antes de la toma de muestra.

No encontrarse en periodo menstrual.

Evitar la administracion de anticonceptivos 1 mes previo a la toma de muestra
(programacién con ginec6logo).

Asistir a la toma de muestra entre 7 am — 9 am para evitar ciclos circadianos.

agppwhE

o
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ANEXO 9: MANUAL TOMA DE MUESTRAS BASADO EN CLSI- Traducido por la investigadora
principal

SELECCION DEL AREA DE PUNCION.

Verificar que el sitio elegido para puncion no tenga presencia de heridas, fistulas o cicatrices.
Colocar el brazo del paciente en posicion horizontal de tal modo que el paciente se encuentre
cémodo.

Preparar el material para venopuncion (capsula vacutainer, aguja 21G o 23G en el caso de venas
de dificil acceso, tubos de plastico con anticoagulante de citrato de sodio y EDTA capacidad para
5mL c/u) y colocar torniquete a 10cm de separacion del lugar de puncion.

Escoger la vena mas apropiada para venopuncion en el brazo, caso contrario escoger otro lugar
para venopuncion, las venas més utilizadas en el procedimiento son: vena cubital, cefalica y basilica
(figura 1).

Palpar la vena escogida para toma de muestra.

Vena cefélica

Arteria

Vena basilica humeral

Vena mediana

del codo
Arferia cubital

Arteria radial

Arco palmar
profundo

FIGURA 5. VASOS SANGUINEOS DEL BRAZO.

(THI, 2017)

ASEPSIA DEL LUGAR DE PUNCION.

- Realizar desinfeccion del area de puncion con alcohol etilico al 70% o alcohol isopropilico con torundas
de algodoén de adentro hacia afuera en movimientos circulares.

- No volver a manipular el area de puncion luego de asepsia.

TOMA DE MUESTRA.

Puncionar la vena escogida para la toma de muestra.

Extraer muestra con los tubos en orden en este caso se toma la muestra primero con el tubo de citrato
de sodio, continuando con el tubo que contiende anticoagulante EDTA (Etilendiaminotetracetico).
Finalizada la toma de la muestra en ambos tubos retirar el torniquete, colocar la torunda y sacar del
area de puncién la aguja utilizada.

Eliminar el material cortopunzante (agujas) en el guardian o lugar designado para eliminacion de
objetos cortopunzantes.

Rotular las muestras con el cddigo designado al paciente.

CITA BIBLIOGRAFICA
-(THI, 2017)
-(Dickinson, B, 2012)
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ANEXO 10: LISTA DE COTEJO CONDICION DE MUESTRA.

Si NO
1.- HORA DE TOMA DE MUESTRA.
2.- MUESTRA CUMPLE CON LLENADO COMPLETO DEL TUBO.
3.- MUESTRA ES ROTULADA CON EL CODIGO CORRECTO DEL PACIENTE.
4.- MUESTRA HOMOGENIZADA CORRECTAMENTE Y NO COAGULADA.
5.- MUESTRA ESPUMOSA (EXCESO DE AGITACION)
6.- AGUJAS EMPLEADA PARA LA EXTRACCION
7.- LUGAR DE PUNCION BRAZO DERECHO BRAZO IZQUIERDO
OTRO:
8.- NUMERO DE PUNCIONES UNA DOS >DOS: -

CHECK LIST CONDICIONES DE PLASMA (DESPUES DE CENTRIFUGACION)
Sl NO +(Cruces)

6.- MUESTRA HEMOLIZADA
7.- MUESTRA LIPEMICA

8.- MUESTRA ICTERICA
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ANEXO 11: REGLAMENTO DE TRATAMIENTO DE MUESTRAS (embalaje).

Art. 4 el sistema de embalaje debe incluir 3 empaques.

1. Empaque o envase primario: aquel recipiente impermeable que contiene la
muestra para evitar riesgo de derrame, la tapa del envase debe asegurar
estanqueidad y hermeticidad del mismo; adicionalmente puede sellarse también

con parafilm.

2. Empaque o envase secundario: aquel recipiente, impermeable y resistente a
cualquier tipo de rotura o desgarro.

3. Empaque o envase terciario: aquel contenedor rigido con capacidad de

aislamiento térmico que alberga al envase secundario asi como la documentacion
técnica de la muestra, brinda proteccion a dafios fisicos mientras el bulto se
encuentra en transito.

CITA BIBLIOGRAFICA

(MSP, 2017)
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ANEXO 12: PROTOCOLO DE MANEJO DE MUESTRAS DE PLASMA Y SANGRE TOTAL

MUESTRA SANGRE TOTAL - EDTA

La prolongacion excesiva del contacto entre la sangre y el anticoagulante altera la morfologia de los elementos
celulares sanguineos, por lo que es muy recomendable realizar al menos dos frotis sanguineos, después de la
extraccion de la muestra, para dejarlos secar al aire y ser remitidos junto con la muestra.

Las muestras de sangre para estudios hematoldgicos deben ser analizadas tan pronto como sea posible tras su
recoleccion. Si se prevé el retraso en su analisis se deben refrigerar a 4 © C durante un periodo maximo de 24
h. Las muestras sanguineas para analisis hematolégico no deben ser nunca congeladas, ni tampoco situadas en
contacto directo con los acumuladores térmicos empleados para el envio en refrigeracion.

MUESTRAS DE PLASMA CITRATADO

Las muestras de sangre para realizar TP, TTPA seran centrifugadas para obtener un plasma pobre en plaquetas,
la velocidad recomendada es 1500 g, durante 15 minutos y a temperatura ambiente (18-24°C). En el caso de
solicitar s6lo TTPA se recomienda centrifugar a 4-8°C. El planteamiento matemético para resolver la
equivalencia entre fuerza centrifuga relativa (fcr) y revoluciones por minuto (rpm) es: fcr = 1,118 x 10-5 x
radio (cm) X rpm2.

» La muestra de plasma para el TP es estable en el tubo hasta por 24 horas desde obtenida la muestra, si se
mantiene a temperatura ambiente sin centrifugar o centrifugada sin destapar. EI mismo periodo de estabilidad
a temperatura ambiente presenta la muestra de plasma que ha sido centrifugada y separada del contenido
celular.

» En el caso del TTPA el plasma es estable en el tubo hasta por 4 horas (desde obtenida la muestra) a
temperatura ambiente, sin centrifugar o centrifugado sin destapar. El plasma para TTPA centrifugado y
separado del contenido celular es estable por 4 horas a 4-8°C o a temperatura ambiente. Para el monitoreo a
través del TTPA de pacientes tratados con heparina de alto peso molecular las muestras deben ser centrifugadas
antes de una hora de colectadas (4).

* Las muestras para la determinacion de otros factores de coagulacion (por ejemplo, proteina C, factor V' y
factor VI1II) presentan estabilidad variable, por lo que se recomienda todas las consideraciones indicadas para
la prueba del TTPA (4).

« Si las pruebas de TP y TTPA no se pueden realizar en los rangos de tiempo sefialados, el plasma pobre en
plaquetas debe ser removido de la fraccion celular y congelar a -20 ° C o -70 ° C, lo que permitira obtener
resultados representativos para estas pruebas hasta por 2 semanas y 12 meses respectivamente

Empaques para el transporte:

1. Recipiente primario.

2. Se trata del recipiente primario a prueba de filtraciones y estanco que contiene la muestra. Este
recipiente se debe envolver en material absorbente con capacidad para absorber todo el fluido en caso de rotura
o fuga.

3. Recipiente secundario.

4. Recipiente resistente, estanco, a prueba de filtraciones que encierra y protege el recipiente primario.

Se pueden colocar varios recipientes primarios envueltos en un recipiente secundario, pero se debera usar
suficiente material absorbente para absorber todo el fluido en caso de rotura o fuga.

5. Recipiente exterior.

6. Los recipientes secundarios se colocan en envases exteriores de transporte provistos con un material
amortiguador adecuado. Los recipientes exteriores protegen el contenido de los elementos exteriores, como
dafios fisicos, mientras el bulto se encuentra en transito. Ninguna de las caras del recipiente exterior tendra
dimensiones inferiores a 10 x 10 cm. Cada envase preparado para su transporte debera estar correctamente
marcado y etiquetado e ir acompafiado de los documentos de envio pertinentes.

7. La temperatura serd registrada cada vez que el contenedor sea abierto por cualquier motivo.

CITA BIBLIOGRAFICA
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ANEXO 13: PROTOCOLO DE ELIMINACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS - Resumen

Verter las muestras liquidas (plasma y suero) por el sumidero con la llave abierta

Poner los codgulos en un recipiente con una solucion de hipoclorito de sodio (al 10%)
Dejar actuar por 30 minutos

Escurrir la solucion de hipoclorito en el sumidero y dejar correr el agua

Colocar los coagulos en un recipiente plastico

Auto clavar por 30 minutos a 121grados centigrados

Poner en una funda roja y cubrir con una caja de cartén para su envio a la entidad responsable
de desechos infecciosos.

NogokrwpdpeE
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ANEXO 14: PROTOCOLO DE ELIMINACION DE DESECHOS SOLIDOS CONTAMINADOS CON
FLUIDOS BIOLOGICOS — BASADO EN MSP.

TOMADO DEL CAPITULO 4 — GENERACION Y SEPARACION.

1. Atencion ambulatoria debe generar de 250 g a 350 g por dia y por paciente.

2. El investigador o personal debe realizar la separacion de los desechos.

3. Los desechos deben ser separados en el mismo instante y lugar de generacion.

4. Objetos corto punzantes seran colocados en recipientes desechables que no sufran de perforaciones o
fugas.

5. Desechos liquidos y semiliquidos seran colocados en recipientes plésticos resistentes y herméticos para
ser tratados posteriormente.

6. Desechos infecciosos seran colocados en recipientes de color rojo con fundas del mismo color.
7.Desechos especiales seran colocados en cajas de carton

TOMADO DEL CAPITULO 5- ALMACENAMIENTOS Y RECIPIENTES.

1. Los desechos comunes e infecciosos deberan ser colocados en recipientes de plastico rigido y resistente.
2.Las fundas para los desechos deben ser de distintos colores:

. Negro: comunes

o Rojo: Infecciosos

o Gris: Material reciclable
o Verde: Material organico.

3. Las fundas deben tener un espesor y resistencia de 35 micrometros.
4. El material de las fundas debe ser plasticos biodegradables y opacos para evitar la visibilidad de los

desechos.
5. El envase de desechos corto punzantes no debe permitir el ingreso de manos y su capacidad debe ser

maximo de 6 litros.
6. Los recipientes deben tener una rotulacién adecuada con el tipo de desecho, nombre de la institucion,

persona responsable y area, fecha.

TOMADO DEL CAPITULO 7- TRATAMIENTO DE DESECHOS.

1. El tratamiento de los desechos infecciosos consiste en la inactivacion de la carga contaminante bacteriana
y/o viral en la fuente generadora.
2.Los métodos de tratamiento de los desechos infecciosos son:
a.- Esterilizacién (autoclave): Mediante la combinacién de calor y presidn proporcionada por el vapor
de agua, en un tiempo determinado.
b.- Desinfeccidn quimica: Mediante el contacto de los desechos con productos quimicos especificos.

CITA BIBLIOGRAFICA
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ANEXO 15: FORMATO PARA REPORTE DE RESULTADO.

DATOS DEL INFORME

Nombre de la paciente

Edad

Cddigo

Sexo

Tipo de muestra

Fecha y hora de toma

Fecha y hora de procesamiento

Informe de Resultados

EXAMEN RESULTADO UNIDAD INTERVALO DE
REFERENCIA

CONTAJE DE PLAQUETAS /mm3  150.000 — 450.000
/mm3

Meétodo: Manual

CUANTIFICACION DE FVIII % 50 - 150 %
Meétodo: Turbidimetria luz dispersa

CUANTIFICACION DE AG:Vw % 50 - 150 %
Meétodo: Turbidimetria Luz dispersa

TTPa Seg 25 - 35 seg

Meétodo: Coagulometria

Validado:
Fecha/Hora Val.

Observaciones:
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ANEXO 16: INSERTOS DE PRUEBAS DE LABORATORIO A REALIZAR

TIEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADO (TTPA)
SIEMENS (€3

Dade® Actin® Reactivo de cefaloplastina
activada
[ACTIN

PRINCIPIO

Controldelaeficaciadelaterapiaconheparinanofraccionada,endondelaprolongaciéndel tiempo de coagulacion
esproporcional al nivel de heparina.La determinacion del aPTT es una prueba de chequeo de gran valor clinico,
con grandes posibilidades de aplicacion para el diagndstico de alteraciones de la coagulacion y para el control de las
terapiasde pacientescontendenciaalashemorragiasoalatrombosis.

REACTIVOS PROPORCIONADOS

842181
10x 2 ml, Dade® Actin® Reactivo

[RcTw), [REF] 842182
10x 10 ml, Dade® Actin® Reactivo

COMPOSICION
Dade® Actin® Reactivo de cefaloplastina activada: Cefalina (extracto obtenido de cerebro de conejo y

deshidratado) en 1,0 x 104 M de acido elagico, con tampdn, estabilizadores y agentes de conservacion.
Materiales adicionales necesarios
Solucidn de cloruro de calcio (CaCl2) 0,025 mol/l

1. Plasmacontrol N o Dade® Ci-Trol®nivel 1 como control parael intervalo normal

2. Plasma control P 0 Dade® Ci-Trol® nivel 2 0 Dade® Ci-Trol® nivel 3 como control para el intervalo
patolégico/terapéutico

3. Dade® Ci-Trol® Heparina control bajo

4. Dade® Ci-Trol® Heparina control alto

5. Paralaextracciondesangre,usarcitratosddico(0,1100,13mol/lobienal 3,20al3,8%)0 un sistema de
extraccion de sangre existente en el mercado.

6. Aguadestilada o desionizada sin agentes de conservacién

7. Tubos deplastico

8. Pipetas para la medida exacta de 0,1 mi

9. Analizadores de coagulacion

PREPARACION MUESTRA

1.

2.

Mezclar nueve partes de unamuestrade sangre del paciente recién extraida con unaparte de citrato sddico (0,11
00,13 mol/l obienal 3,2 0al 3,8 %)

Centrifugar las muestras de sangre lo antes posible una vez realizada la extraccioén durante un minimo de 15
minutosa 1500 x g y atemperatura ambiente.

Separar el plasma con una pipeta de plastico y pasarlo a un tubo de plastico. No conservar en hielo. El plasmano
heparinizado debe analizarse en un plazo de cuatro (4) horasa partir de laextraccion.

El plasma pobre en plaquetas puede congelarse a < -20 °C durante un maximo de (2) semanas en un
congelador que no cree escarcha.

El plasma congelado debe descongelarse rapidamente a +37 °C, mezclarse con cuidado y analizarse de forma
inmediata.

Las muestras no deben permanecer a+37 °C mas de 5 minutos.

90



Prueba manual:

Precalentar el cloruro de calcio a 37°C

Precalentara37°C0,1mLdeDadeActinReactivoduranteunminuto(mezclarantesdeusar)

Pipetear en tubos de coagulacion de la siguiente manera

Muestra Muestra decontrol
Dade  Actin  Activated Cephaloplastin 0,1mL 0,21 mL
Reagent
Plasma 0,1 mL -
Plasma control - 0,1 mL
Plasma control

Mezclarbien.Incubara37°Cdurante3minutos

Soluciéndeclorurodecalcioprecalentada 0,1 mL 0,1 mL

Alavezqueseagregael CaCl,accionarcronémetro,
mezclarbien. Comprobar lacoagulaciénapartir de los 20
segundos.

DETERMINACION DE FVIII

Utilidad de la prueba
1. Determinar lacausade un TTPaprolongado
2. Diagnostico de déficit de factor congénito o adquirido
3. Diferenciaciénentredisproteinemiasy trastornos de sintesis de proteinas

PLASMA
4. Mezclar con cuidado 1 parte de anticoagulante de citrato de sodio al 3.2% con 9 partes de sangre venosa

evitando laformacion de espuma.

5. Centrifugarlamuestraa 1500 xgal menos 15 minutosatemperaturaambiente

6. Lamuestraesestableentre 15a25°Cpor3horasya-20°C por4semanas.

CURVA DE REFERENCIA
Utilizar una mezcla de plasma humano de al menos 10 donantes sanos. Si utiliza la solucion de tampon de
imidazol prepare las soluciones como se muestran en el esquema y determinar los tiempos de coagulacion.
Debe realizarse una nueva curva en el caso de existir un cambio en el analizador o en el lote de reactivos
empleados.
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Dilucién 1:5 1:10 1:50 1:500

v - v -
Solucién tampén de imidazol HL 800 500 800 900
Plasma estandar humano = L 200 500 200 100
% de la normalidad 100 50 10 1

En caso necesario, pueden prepararse diluciones adicionales. Trazar la grafica sobre papel
logaritmico de los tiempos de coagulacién encontrados (ordenadas) frente al correspondiente
porcentaje de actividad del factor (abscisa). Los tiempos de coagulacién son dependientes del
principio de medida y por lo tanto del analizador de coagulacién utilizado. Por este motivo,
cada laboratorio debe establecer su propia curva de referencia.

FLUJO DE TRABAJO

Plasma deficiente 100ul

Muestra diluida 100ul

Reactivos TTPa 100ul

Incubar a 37°C 2 minutos

Solucioén de cloruro de calcio a 37°C 100ul

Unavez colocado lasolucién de cloruro de calcio, poner en marchael crondmetroy
determinar el tiempo de coagulacién

CALCULO DE LOS RESULTADOS
El contenido del factor se obtiene leyendo el porcentaje en la curva de referencia. Si el valor nominal
dado para el plasma estandar no corresponde al 100% de normalidad sino, al 95% (p. ej.) se debe
multiplicar el valor obtenido por 0.95.

Para tiempos de coagulacion que correspondan a un valor superior al 100% de normalidad se deben
realizar diluciones mayores. En la valoracion de estas muestras, el valor en % en la curva de referencia
para esta dilucion debe ser multiplicado por el factor de correccidn, por ejemplo, para una dilucion de
1:10 se debe multiplicar por el factor de correccién 2.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

Intervalo normal Plasma de ControIN

Intervalo patoldgico Plasma de Control P

Deben medirse dos niveles de control de calidad(intervalo normal y patolégico) al iniciar un ciclo de
ensayo, con cada calibracion, cuando vaya a cambiarse el frasco de reactivo y al menos cada ocho horas
en cada dia de ensayo. Los controles deben ser procesados como muestras. Si los valores de los controles
se encuentran fuera de rango deberan examinarse el reactivo, la curva de calibracion y el analizador de
coagulacién. Los resultados de los pacientes no deberan reportarse hasta identificar y corregir la causa de
la desviacion.

INTERVALO DE REFERENCIA
Factor VII1: 50 a 150% de normalidad
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CONTAJE DE PLAQUETAS — METODO MANUAL — TECNICA REESE ECKER

Material requerido
- Sangre venosa extraida sobre EDTA (Evita la agregacion de plaguetas y mantiene adecuadamente la
morfologia de las mismas).

Procedimiento

1. Realizar dilucién 1: 100 con reactivo Reese ecker (1000uL de reactivo + 10uL de muestra

sanguinea.

Colocar dilucién en camara de Neubauer para realizar contaje manual.

Preparacion de cdmara humeda.

Colocar cdmara de Neubauer con muestra en cdmara humeda durante 10- 15 minutos.

Transcurrido el tiempo, realizar el contaje mediante un microscopio de contraste o

microscopio oOptico, realizando un recuento de plaquetas dentro del cuadrado central. De

los 16 cuadrados medianos que componen el cuadrado central elegiremos 5 al azar. De

cada cuadrado mediano elegido leeremos 4 cuadrados pequefios, haciendo una lectura total

de 20 cuadrados pequefios.

El valor obtenido sera multiplicado por 1000.

7. Se relaciona el valor obtenido en base el intervalo de referencia (150.000 — 450.000
/mm3).

aprwd

o

Figura 6. CAmara de Neubauer (se sefiala los
espacios que deben ser contados).

(Lluis, J., & Lluis, J., 2014)

Figura 6. CAmara de Neubauer (se sefiala los
espacios que deben ser contados).

(Lluis, J., & Lluis, J., 2014)
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ANEXO 17: RESUMEN NORMA 1S0 8655 — CONTROL DE CALIDAD GRAVIMETRICO

RESUMEN DE LA NORMA 1SO 8655 — Calibracion de pipetas.

La norma caracteriza tanto el error sistematico maximo permitido como los limites méaximos de
error aleatorio permisibles para un dispositivo en volimenes especificos que van desde 1-
10,000uL.

Metodologia

Establece que la metodologia principal para la medicién de pipetas operadas con piston y aparatos
de medicion relacionados es a través del analisis de medicién gravimétrica. Se incluyen los
requisitos de saldo minimo en cada volumen de prueba, importante para informar la precision de
la mediciéon con la resolucién adecuada. Este estandar también requiere control (no solo
monitoreo) de las condiciones de prueba, junto con puntos de datos minimos para una
representacién valida del rendimiento del dispositivo y el analisis de medicién mediante basculas.

Ambiente

Temperatura - constante [+ 0.5° C], 15-30° C
Humedad relativa - >50%

Flujo de aire - sin corrientes de aire

Estatico - 0

Velocidad de evaporacion - 0

Vibracion - 0

Altitud - nivel de suelo.

CITA BIBLIOGRAFICA
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