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RESUMEN

Titulo: “Frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante metodologia Nijmegen en
pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIl liofilizado,
inscritos en la FUNDHEC —Nucleo Pichincha, 2019”

Introduccion: La hemofilia es una enfermedad ligada al cromosoma X, es decir,
los hombres presentan la enfermedad clinica y las mujeres son portadoras. Un
individuo con dicha patologia presenta mutaciones en genes que codifican para los
factores de la coagulacion VIII o IX, como consecuencia surgen deficiencias
cuantitativas o funcionales de estas proteinas. Existen dos tipos de hemofilia
dependiendo del factor alterado; hemofilia A (factor VIII) y hemofilia B (factor IX)
siendo la primera la mas frecuente.La presencia del inhibidor del factor VIII en
pacientes con hemofilia A es una de las complicaciones mas grandes, haciendo de
su tratamiento un desafio para los médicos tratantes porque incrementa la
morbilidad y la tasa de mortalidad. La deteccidon temprana del inhibidor contra el
FVIII es de gran importancia para el que médico busque el tratamiento adecuado
del paciente hemofilico. Los principales métodos para detectar y cuantificar los
inhibidores del FVIII; son las pruebas Bethesda y Nijmegen, esta Ultima posee
mayor sensibilidad y especificidad capaz de detectar cantidades minimas del

inhibidor y que fue objeto de nuestro estudio.

Materiales y métodos: Se analiz6 118 muestras sanguineas de pacientes que
mediante la encuesta indicaron tener inhibidores de FVIII, recolectadas en tubos
con citrato de sodio al 3.2% de pacientes con hemofilia A. Las muestras se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos para la obtecién de plasma pobre en
plaquetas. Con el plasma obtenido de las muestras se realizaron las mezclas de la
prueba Nijmegen para la cuantifiacion del FVIII en el equipo coagulométrico CA 660
siemens. Se calculd el FVIIIresidual y el titulo del inhibidor en unidades Nijmegen
Bethesda (UNB). Las muestras de pacientes con un FVIII residual inferior al 40%
fueron diluidas hasta detectar el titulo del inhibidor, mientras que las muestras con

un FVIII residual superior al 66% se consideraron negativas para inhibidores.
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Resultados: La frecuencia de inhibidores del FVIII en los 118 pacientes con
hemofilia A fue de n=14 (11,9%), de estos 9 fueron bajos respondedores y 5 altos
respondedores,el grupo de pacientes con mayor frecuencia de inhibidores
pertenecian al grupo etario adolescente (36%) de entre 12 y 18 afios, seguido por
el grupo preescolar (29%) de entre 1 a 4 afos, escolar (21%) de entre 5 a 11 afios
y finalmente adulto (14%) mayor a 18 afios y menor a 65 afios. No hubo relacion
estadistica entre la respuesta del inhibidor y el grado de severidad de la hemofilia
A porque se obtuvo un valor de p superior a 0.05, en cambio, la asociacion entre
las variables tiempo de exposicion al tratamiento con la respuesta del inhibidor
indic6 una alta significancia debido a que se obtuvo un valor de p inferior a 0.01.

Conclusiones y Recomendaciones: Se obtuvo una frecuencia de inhibidores del
11.9% en pacientes con hemofilia A. La presencia de inhibidores es mas frecuente
en pacientes de 1 a 18 aflos y es menor en adultos. Las variables grado de
severidad de la hemofilia y respuesta del inhibidor del FVIII no se asocian en el
estudio, por ultimo, las variables tiempo de exposicion al tratamiento y respuesta
del inhibidor se asocian en esta investigacion. Se recomienda hacer mas
investigaciones en este grupo de pacientes para estudiar otras variables que

intervienen en el desarrollo de inhibidores.

Palabras clave: Hemofilia A, Inhibidor de FVIII, Nijmegen, Bethesda, Anticuerpo.
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ABSTRACT

Title: "Frequency of factor VIII inhibitor using Nijmegen methodology in patients with
hemophilia” A "treated with lyophilized factor VIII treatment, enrolled in the
FUNDHEC - Pichincha Nucleus, 2019"

Introduction: Hemophilia is a disease linked to the X chromosome, that is, men
have clinical disease and women are carriers. An individual with said pathology
presents mutations in genes that code for coagulation factors VIII or IX, as a
consequence quantitative or functional deficiencies of these proteins arise. There
are two types of hemophilia depending on the altered factor; hemophilia A (factor
VIII) and hemophilia B (factor 1X) being the first the most frequent. The presence of
the factor VIII inhibitor in patients with hemophilia A is one of the biggest
complications, making its treatment a challenge for treating doctors because it
increases morbidity and mortality rate. Early detection of the inhibitor against FVIII
is of great importance for the physician to seek the appropriate treatment for the
improvement of the hemophiliac patient. The main methods for detecting and
guantifying FVIII inhibitors; These are the Bethesda and Nijmegen tests, the latter
has greater sensitivity and specificity capable of detecting minimum amounts of the

inhibitor and which was the object of our study

Materials and methods: 118 blood samples were analyzed from patients who
indicated they had FVIII inhibitors, collected in tubes with 3.2% sodium citrate from
patients with hemophilia A. The samples were centrifuged at 3500 rpm for 15
minutes to obtain of platelet poor plasma. With the plasma obtained from the
samples, mixtures of the Nijmegen test were performed for quantification of FVIII in
the CA 660 siemens coagulometric equipment. Residual FVIII and inhibitor titer in
Nijmegen Bethesda units (UNB) were calculated. The samples of patients with a
residual FVIII less than 40% were diluted until the inhibitor titer was detected, while
the samples with a residual FVIII greater than 66% were considered negative for

inhibitors.

Results: The frequency of FVIII inhibitors in the 118 patients with hemophilia A was
n =14 (11.9%), of these 9 were low responders and 5 high responders, the group

of patients with the highest frequency of inhibitors belonged to the adolescent age
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group (36%) between 12 and 18 years old, followed by the preschool group (29%)
between 1 and 4 years old, schoolchild (21%) between 5 and 11 years old and finally
an adult (14%) over 18 years old and Under 65 years. There was no statistical
relationship between the inhibitor response and the degree of severity of hemophilia
A because a value of p greater than 0.05 was obtained, on the other hand, the
association between the variables time of exposure to treatment with the response
of the inhibitor indicated a high significance because a p value of less than 0.01 was
obtained.

Conclusions and recommendations: A frequency of 11.9% inhibitors was
obtained in patients with hemophilia A. The presence of inhibitors is more frequent
in patients aged 1 to 18 years and is lower in adults. The variables degree of severity
of hemophilia and response of the FVIII inhibitor are not associated in the study;
finally, the variables time of exposure to treatment and response of the inhibitor are
associated in this investigation. More research is recommended in this group of

patients to study other variables that are involved in the development of inhibitors.

Keywords: Hemophilia A, FVIII inhibitor, Nijmegen, Bethesda, Antibody.
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INTRODUCCION

Durante afios la hemofilia ha sido considerada una enfermedad de la realeza
europea, su origen radic6 en una mutacion de novo en el cromosoma X que resultd
en la alteracion de la molécula del FVIII o FIX causando hemorragias excesivas.
Hallazgos cientificos realizados en el siglo XX clasificaron a la hemofilia en dos tipos
A o0 B de acuerdo a la carencia del FVIII o FXI respectivamente. La hemofilia A es
el tipo mas comun a nivel mundial (Drive y Sprig, 2018)

A lo largo de los afios el tratamiento para pacientes con hemofilia ha ido
evolucionando. En un inicio se realizaban transfusiones sanguineas, poco después
crioprecipitados que contenian el factor carente y aunque tuvieron una gran
efectividad surgieron nuevos problemas y desafios que necesitaron ser abordados,
uno de ellos la transmision de enfermedades como el VIHy el VHC. Es asi que en
la actualidad se utilizan concentrados de FVIII comerciales que minimizan el riesgo
de contagio. Sin embargo la complicacion de los concentrados comerciales es el
desarrollo de anticuerpos contra el FVIII conocidos como inhibidores, los mismos

gue complican el tratamiento y condicion de vida del paciente (Schep et al., 2018)

El método para la detecccion de los inhibidores contra el factor VIII a través de la
historia ha ido evolucionado para que el resultado reportado sea de mayor
confiabilidad. En la actualidad en el Ecuador la metodologia usada es la prueba de
Bethesda pero en estudios realizados se ha demostrado que esta metodogia tiene
algunas limtaciones, es por eso que en el presente estudio se realiza la
modificacion de este método demoninada Nijmegen para la cuantificacién del
inhibidor del FVIII.

18



CAPITULO |

1.1. JUSTIFICACION

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP) cataloga a la hemofilia como una
enfermedad catastrdéfica, ubicandola dentro de un programa especial de atencion
para el diagnéstico oportuno y tratamiento adecuado. En el afio 2018, el MSP
reporta 799 casos de hemofilia, siendo la mas frecuente la hemofilia “A” causada
por la disminucién o ausencia del factor VIII (FVIII), por lo que el tratamiento de
elecciobn para este grupo de pacientes consiste en la administracion de un
concentrado de FVIII liofilizado que cumple la funcién del factor ausente o escaso
(Guia de Practica Clinica-MSP, 2016).

La presencia de inhibidor del factor FVIII en pacientes con hemofilia no solo vuelve
mas complejo el manejo del paciente e incrementa los costos de atencion, sino que
también incrementa la morbilidad de esta enfermedad en un 30 y 40%. La tasa
global de mortalidad debido al sangrado se encuentra entre el 20% y 30%

(Ceresetto, Duboscq, Fondevila & Tezanos, 2015).

El inhibidor de FVIII supone uno de los mayores desafios para este grupo de
pacientes, sus familiares, médicos tratantes e incluso para el Estado encargado del
aporte econdmico para tratamiento y seguimiento de esta enfermedad (FHM, 2012).
Si a esta problematica se afiade las técnicas de laboratorio que se utilizan para la
deteccion de estos inhibidores como la prueba Bethesda, en la que se pueden tener
resultados falsos negativos en cierto grupo de pacientes, complica aln mas su

seguimiento y control. (MSP, 2016).

El tratamiento para un paciente con hemofilia A que ha desarrollado inhibidores
depende de la respuesta del inhibidor. Si el inhibidor es de baja respuesta el
paciente debe someterse a un proceso de inmutolerancia con dosis elevadas de
concentrados de FVIII recombinante o plasmatico con el fin de neutralizar el
inhibidor, por otro lado, la erradicacidén de inhibidores se torna mas compleja en los
pacientes con inhibidores de alta respuesta con titulos elevados, en este grupo se

recomienda el uso de agentes baipaseantes como FVlla recombinante y/o
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concentrados de complejo protrombinico activado, es importante mencionar que
estos ultimos no constan en el Cuadro Nacional de Medicamentos Basicos y se
requiere de una justificacién para evaluar su adquisicién por parte de la Red Publica
Integral de Salud (MSP,2016).

Por lo tanto, la deteccion temprana de estos inhibidores y el nivel de respuesta que
presentan los pacientes que reciben factor VIl es importante. Por esta razon esta
investigacion tiene el propésito de determinar la frecuencia del inhibidor al FVIII en
pacientes con hemofilia A que reciben tratamiento con FVIII liofilizado, asi como la
relacién con datos sociodemograficos, el grado de severidad de la hemofilia y el
tratamiento que lleva el paciente, cuyos beneficiarios directos seran los pacientes
atendidos en la FUNDHEC-NUcleo Pichincha y los médicos encargados de su
seguimiento y control, al disponer de una herramienta mas para orientar el
tratamiento y buscar la mejora del paciente hemofilico. Ademas, el estudio aporta
con datos actualizados sobre la frecuencia de pacientes con hemofilia A que han

desarrollado inhibidores de FVIII.

Una ventaja adicional de esta investigacion es la aplicacion de un método mas
sensible y especifico que la prueba Bethesda, la modificacion Nijmegen, en la que
se afade buffer de imidazol y plasma deficiente de FVIII comercial que permite
sensibilizar y detectar titulos bajos de inhibidor, por lo tanto, se proporciona un
tratamiento oportuno,mejora la condicion de la enfermedad y disminuyen
problemas asociados. Ademas, la inversion en salud sera beneficiada mediante la

deteccion temprana de inhibidores al disminuir los costos del tratamiento.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hemofilia es una enfermedad de -caracter genético-recesivo, ligada al
cromosoma X. Un individuo con dicha patologia presenta mutaciones especificas
en los genes que codifican para los factores de la coagulacion VIl o IX, como
consecuencia surgen deficiencias cuantitativas o funcionales de estas proteinas.

Dependiendo del factor alterado se conocen dos tipos de hemofilia, la hemofilia A
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(factor VIII) y hemofilia B (factor 1X) siendo la primera la mas frecuente (Guia de
Practica Clinica-MSP, 2016).

En el Ecuador se han reportado 799 casos de pacientes con hemofilia registrados
en la Fundacion Hemofilica Ecuatoriana (FUNDHEC), de los cuales 585 tienen
hemofilia “A” (MSP, 2018). EIl tratamiento para este grupo de pacientes involucra
la administracién de factor VIII (FVIII) liofilizado que sustituye al factor carente o
ausente, si bien es cierto la administracion de FVIII es util en estos casos, se estima
gue alrededor de un 20 a 30% de pacientes con hemofilia severay un 5 a 10% con
hemofilia moderada o leve desarrollan inhibidores (anticuerpos) ante esta proteina
de origen externo que neutraliza la actividad del factor administrado, lo que provoca
gue el tratamiento sea ineficaz en ciertos casos. La presencia de estos inhibidores
en personas con hemofilia A leve o moderada resulta en una complicacion grave
de la enfermedad que disminuye la calidad de vida del paciente hemofilico (MSP,
2018).

El inhibidor de FVIII puede ser clasificado como de alta o baja respuesta
dependiendo de su titulo o concentracion y depende de diversos factores para su
aparicion como: factores genéticos que determinan el grado de severidad de la
enfermedad (leve, moderada o severa) y no genéticos como el tiempo de
administracion del tratamiento. El desarrollo de inhibidor de FVIII es el mayor
problema generado al recibir tratamiento con FVIII en los pacientes con hemofilia A
debido a que los pacientes no controlan los procesos hemorragicos tras recibir la
dosis usual de factor liofilizado, lo que dificulta el tratamiento y control de los

procesos hemorragicos (MSP, 2016).

El Estado ecuatoriano invierte aproximadamente 9 ‘751. 883, 93 doélares al afio para
el diagnaostico y tratamiento de la hemofilia. Ademas, el MSP ha proporcionado una
guia para el tratamiento de la hemofilia congénita. La guia sugiere realizar la
confirmacion y titulacion de la presencia del inhibidor utilizando la prueba Bethesda
o la prueba Nijmegen. La modificacion Nijmegen es una prueba mas sensible y
especifica capaz de detectar cantidades minimas del inhibidor que no son
detectadas por la prueba Bethesda, mejorando sensiblemente los resultados dando

lugar a una deteccion temprana que permite modificar el tratamiento a este tipo de
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pacientes, mejorando las tasas de morbilidad y mortalidad relacionadas con la
enfermedad. En el pais se utiliza la prueba Bethesda para evaluar estos inhibidores,
sin embargo, es probable la obtencion de resultados falsos negativos en ciertos
pacientes, sin dar la oportunidad de una deteccion temprana y en los que ademas
la concentracion de inhibidores puede incrementar en el transcurso del tiempo y la

respuesta a los mismos (MSP, 2016).
1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante metodologia
Nijmegen en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con FVIII
liofilizado, inscritos en la FUNDHEC — Nucleo Pichincha, 2019.

1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de pacientes con hemofilia “A” que han desarrollado
inhibidor al FVIII tras terapia con FVIII liofilizado, por grupo etario.

e Asociar el grado de severidad de la hemofilia “A” con la respuesta al inhibidor
del FVIII en pacientes con hemofilia “A” tras terapia con FVIII liofilizado.

e Asociar la respuesta al inhibidor al FVIII con el tiempo exposicion al

tratamiento con FVIII liofilizado en pacientes con hemofilia “A”.

1.3.3. LIMITACION DEL ESTUDIO

El estudio se realizara a los pacientes con hemofilia “A” inscritos en la FUNDHEC-
Nucleo Pichincha, se ha seleccionado este grupo de pacientes por ser el mas
representativo del universo de estudio, y por limitaciones econémicas que no
permiten realizar el estudio a pacientes inscritos en la FUNDHEC en otras
provincias del Ecuador. El estudio no pretende en ningin momento demostrar
alguna relacion causa-efecto, esta enfocado en la descripcion del objeto de estudio

y la asociacion o no con otras variables.
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CAPITULO II

2.1. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1. Antecedentes

Las investigaciones realizadas en pacientes con hemofilia A desde hace méas de
veinte afios a nivel mundial reportaron la presencia del inhibidor al FVIII en
pacientes que recibieron tratamiento con productos con FVIII (Federacion Mundial
de Hemofilia, 2014). En un estudio realizado en el afio 2016 el cual afirma que la
principal complicacion en pacientes con Hemofilia A es la presencia de inhibidores
(Guerrero, 2016)

La medicion de la concentracion de dicho inhibidor hasta la fecha en muchos
laboratorios sigue siendo realizada por el método Bethesda (Kasper et.al, 1975), el
cual posee una sensibilidad del 85 % y es la técnica mas utilizada en Ecuador y en
toda Latinoamérica para la deteccion del inhibidor al FVIII. Cuando la concentracion
del inhibidor es baja se afiade una variacion interlaboratorial en los resultados por
el uso de diferentes técnicas en la prueba Bethesda por esta razon la deteccion de
inhibidores en estos pacientes se ve afectada con repercusiones en el tratamiento.
Por lo tanto, se recomienda una estandarizacion de métodos entre laboratorios para

la determinacion del factor VIII (Meijer & Verbruggen, 2009).

En el afio 1995 se realizan modificaciones al método Bethesda para mejorar la
sensibilidad y especificidad en la cuantificacion del inhibidor del factor VIII, conocida
como prueba Nijmegen que presenta ventajas frente a la prueba anterior, esta
metodologia es la que se utilizé para desarrollar en el estudio. Actualmente existe
el método cromogénico que sustituyd al método coagulométrico con mejor
sensibilidad y especificidad en la cuantificacion del inhibidor y también existe un
método de inmunoensayo basado en fluorescencia con capacidad para detectar
titulos de anticuerpos menores a 0,03 UNB/mL (Blanco, Peirano, Grosso y Lazzari,
2007).

La Federacién Mundial de Hemofilia (FMH) en el 2014 sefialé que el desarrollo del

inhibidor del FVIII es una de las causas mas importantes que complica el
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tratamiento en pacientes con hemofilia A, involucrando diversos factores en su
desarrollo. Mutaciones genéticas, antecedentes en la familia, tratamiento con dosis
altas del factor a edades tempranas durante varios dias, aumentan el riesgo de
desarrollar el inhibidor en algunos pacientes.

En una investigacion realizada en Brasil, en el afio 2014, se informa que la
presencia del inhibidor contra el FVIII infundido es la mayor complicacion
relacionada con el tratamiento de hemofilia A. De la poblacion brasilefia estudiada
p= (6,835) 7,5% presentaba inhibidores y de estos el 50,9% correspondieron a
inhibidores de alta respuesta. Aunque se ha reportado que el 25.1% de pacientes
no han sido analizados o no tienen datos registrados. (Ferreira, Leite, Bustamante-
Teixeira 'y Guerra, 2014).

En el afio 2015, Oldenburg afirma que del 20% al 30% de los pacientes con
hemofilia A y alrededor del 5% de los pacientes con hemofilia B severa
desarrollaran un inhibidor, anticuerpos dirigidos contra el factor VIII o IX bloqueando

la efectividad del factor plasmatico o recombinante infundido (Oldenburg, 2015).

En el afio 2016, Feng y colab. evaluaron el valor clinico del ensayo de Bethesda y
el ensayo de Nijmegen para la deteccion del inhibidor del FVIII en pacientes con
hemofilia A. Se analizaron a 257 pacientes mediante los métodos ya mencionados,
se compararon las tasas de positividad y los titulos de inhibidor de FVIII en funcién
del valor de corte positivo de los inhibidores de FVIII 20.60 BU/ml. Los resultados
en las tasas de positividad fueron de 79,38% con el método Bethesda y del 85,21%
para el método Nijmegen. Concluyeron que el ensayo Bethesda tiene una

sensibilidad menor que el ensayo de Nijmegen (Feng, Li, Xu,Cheny Zheng, 2016).

El afio 2017, se realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la frecuencia de
inhibidores de FVIII y FIX en 104 pacientes hemofilicos que acuden a FUNDHEC.
Se detectaron 34.6% de pacientes con hemofilia A moderada, 23.08% con hemofilia
A severa y 13.4% con hemofilia A leve, el porcentaje de pacientes con hemofilia B
moderada fue del 2.88%. Para la determinacion del inhibidor se realiz6 la prueba
de Bethesda como prueba estandar, el 40.8% de los resultados fueron positivos
para la prueba Bethesda y de estos 5 pacientes resultaron tener inhibidores de alta

respuesta. Se recomend6 realizar una prueba de mayor sensibilidad para evitar
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resultados erréneos, puesto que algunas concentraciones del inhibidor se
encuentran por debajo del limite de deteccién de la prueba Bethesda. (Mardones,
M; Pérez, Francisco; Pino, Marco, 2017).

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Hemostasia

La hemostasia es el proceso mediante el cual el organismo responde a un dafio en
los vasos sanguineos y el procedente sangrado. Este mecanismo incluye una serie
de procesos que involucran a las plaquetas y a ciertas proteinas de la sangre
llamadas factores de coagulacion cuyo fin es la formacién de un coagulo para

detener el sangrado (Rodak, 2014).

Este proceso permite que el organismo cumpla tres funciones vitales: la formacion
de un tapon en la lesion del vaso, el fluido constante de sangre en el mismo, asi

como la restauracion del vaso dafado y la remocion del coagulo (Martinuzzo, 2017)
2.1.1.1. Vasoconstriccion refleja

Es una respuesta transitoria que ocurre en el vaso sanguineo y es mediada por el
sistema nervioso simpatico. En esta fase ocurre un proceso de vasoconstriccion
(disminucion del diametro del vaso sanguineo) para retrasar la hemorragia y
favorecer el transito de células sanguineas hacia el sitio de la lesién favoreciendo

el contacto del subendotelio con las plaquetas (Pérez & Gémez, 2012).
2.2.2. Hemostasia primaria

La hemostasia primaria involucra una serie de procesos entre las plaquetas y el
endotelio vascular para la formacion del tapon plaguetario o tapén hemostasico
primario (Rodak, 2014)

- Adhesion plaquetaria

El coldgeno es una proteina del endotelio importante en el proceso de adhesién

plaquetaria, por lo tanto, el coldgeno se adhiere al factor de von Willebrand y cambia
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su conformacion y permite que se fije a la plaqueta mediante la glicoproteina Ib/1X
(Pérez & Gomez, 2012).

- Activacion plaquetaria

Las plaquetas se activan y emiten una especie de pseuddpodos, a la vez secretan
sustancias plaquetarias contenidas en los granulos alfa y delta como ADP, factor
plaquetario 4, factor de crecimiento plaquetario, calcio, serotonina, tromboxano A2,
fibrindgeno y factor V (Pérez & Gomez, 2012).

- Agregacion plaquetaria

La liberacion de sustancias agonistas como epinefrina, ATP, tromboxano A2,
colageno y trombina estimulan la union entre plaguetas mediante el fibrindbgeno y
su receptor la glicoproteina llb/llla y el reclutamiento de otras para la formacion del
tapdn plaquetario que consiste en una masa de plaquetas degranuladas y rodeadas
de escasa fibrina (Rodak, 2014).

2.2.3. Hemostasia secundaria

La hemostasia secundaria consiste en la activacion de proteinas plasmaticas
conocidas como factores de la coagulacion para formar un coagulo estable de
fibrina. En el plasma sanguineo circulan alrededor de 16 proteinas llamadas serin
proteasas que circulan como cimogenos inactivos, estas proteinas se activan en el
proceso de coagulacion y son capaces de activar a otras hasta formar el coagulo
de fibrina, ciertas proteinas actian como cofactores que junto con los factores son
capaces de formar complejos que incrementan la actividad enzimatica, otras
proteinas controlan el proceso evitando una generacion excesiva de trombina
(Pérez & Gomez, 2012).

El factor tisular (FT) es una proteina presente en los fibroblastos y en las células
del musculo liso del subendotelio. EI FT expuesto tras una lesion vascular forma un
complejo con el FVlla y activa a los factores IX y X, el FIX junto a su cofactor VIII
activan también al FX y este junto a su cofactor FV convierte a la protrombina en
trombina y esta Ultima separa los péptidos de fibrindbgeno para formar fibrina y activa

al FXIIl que estabiliza el coagulo de fibrina formado (Rodak, 2014).
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2.2.4. El FVIlIly su importancia en la cascada de la coagulacion

El factor VIII, conocido también como factor anti-hemofilico A, es una glicoproteina
de origen hepético que se encuentra en el plasma unido al factor de von Willebrand.
Actia como cofactor de la coagulacién necesario para la regulacion y modulacion

de la hemostasia secundaria (Rodak, 2014).

El FVIII es una proteina que actia como cofactor soluble unida al factor de von
Willebrand confiriéndole una vida media mayor, el factor VIIlI es activado por la
trombina y por el FX. Una vez activados, el FIX se une al FVIIl y junto al calcio en
presencia de fosfolipidos forman el complejo quinasa, importante para la activacion
del factor X (Gomez, Guerra, Dita, Fernandez & Cabrera, 2011).

2.2.5. Teoria celular de la coagulaciéon

La teoria celular de la coagulacion se divide en las siguientes fases: iniciacion,

amplificacion y propagacion.
2.2.5.1. Iniciacion

El factor tisular (FT) se expresa en la membrana celular de los fibroblastos y otras
células endoteliales y actia como cofactor del FVlla, este complejo activa
cantidades pequefas de FIX y FX. El FXa se une a su cofactor el FVa y forman el
complejo protrombinasa que genera una cantidad pequefia de trombina, el FV se
activa por accion de FXa o por las plaquetas, este complejo esta exento de la
inactivacion por parte de las proteinas de regulacion, pero si FXa-FVa se disocia

de las células es inactivado por inhibidores de proteasas TFPI (Martinuzzo, 2017).

El FIXa puede moverse a otra célula sin ser inhibido por TFPI y su activacion no
avanza si no se produce una lesién. La cantidad minima de trombina generada por

el complejo protrombinasa no produce un coagulo de fibrina (Cervera, 2012).
2.2.5.2.  Amplificacion

Tras una lesion vascular las plaguetas y el complejo formado por el FVIII-FVW se

colocan en el espacio extravascular. Las plaquetas son activadas en el sitio de la
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lesion vascular por la cantidad pequefia de trombina generada en la iniciacion
(Rodak, 2014).

Las plaquetas parcialmente activadas por el colageno y trombina poseen una
actividad procoagulante superior a las plaquetas solamente adheridas al colageno.
La trombina no solo activa a las plaquetas, también activa al FV, al FVII disociandolo
del FWW y activa a FX (Pérez & GOmez, 2012).

2.2.5.3. Propagacion

Estas reacciones ocurren en la superficie de las plaguetas activadas. El FIXa se
une al FVllla formando el complejo tenasa que activa al FX, el FXa forma un
complejo con el FVa que activa la protrombina formando un estallido de trombina
gue disocia el fibrindgeno para formar fibrina. La formacion de trombina activa al

FXIII que estabiliza el coagulo (Cervera, 2012) (Martinuzzo, 2017).
2.2.6. Fisiopatologia de la coagulaciéon

Las enfermedades asociadas a problemas en la coagulacion pueden deberse a
problemas asociados al proceso de coagulacion, plaguetas o a los vasos
sanguineos. Los trastornos pueden ser hereditarios 0 secundarios a otro trastorno
(Rodak, 2014). Los trastornos de la coagulacion hereditarios mas comunes estan

asociados al déficit o mal funcionamiento de un factor de la coagulacion:

- Enfermedad de von Willebrand

- Hemofilia (Hemofilia Ay B)
Los trastornos de la coagulacion asociados a otra enfermedad:

- Deficiencia de vitamina K
- Enfermedades hepéticas
- Coagulacion intravascular diseminada (CID)

- Desarrollo de anticoagulante (Pérez & Gomez, 2012).

2.2.7. Hemofilia

La hemofilia es una enfermedad ligada al cromosoma X, por ello, las mujeres son

portadoras de la enfermedad y los hombres padecen de ella. La enfermedad se
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caracteriza por presentar sagrados prolongados debido a la ausencia total o parcial
del FVIII o FIX de la coagulacion (FMH, 2012)2.

2.2.8. Hemofilia A

La Hemofilia A es la forma méas frecuente de hemofilia caracterizada por la
presencia de hemorragias prolongadas o espontaneas ocasionadas por la ausencia
total o parcial del FVIII de la coagulacién. Se estima que alrededor de 1 de cada
6000 hombres sufren de esta enfermedad (Orphanet, 2009).

2.2.8.1. Alteracién cromosémica

Las alteraciones cromosomicas incluyen deleciones, inserciones, mutaciones
puntuales, inversiones y reordenamientos. En la hemofilia A grave se puede
presentar dos inversiones, la inversion del intron 1 y la inversion del intron 22. Estas
se pueden apreciar en un 20% de los casos totales de la enfermedad mientras que
el 80% de los casos restantes se deben a mutaciones puntuales que pueden darse
por la sustitucion de un nucleétido, deleciones o inserciones siendo estas ultimas

las menos usuales (Rosetti, 2016).
2.2.8.2. Genética de la Hemofilia “A”

La hemofilia A tiene una herencia de caracter recesivo ligada al sexo con
mutaciones en el cromosoma X. Estas mutaciones se dan en genes que codifican
el factor VIII y como consecuencia producen la deficiencia de factor tanto cualitativa
como cuantitativamente (Sanchez y otros, 2018). Es importante conocer si son
mutaciones espontaneas (de novo) o heredadas con el fin de establecer un
prondstico a los hijos. Se conoce que el 70% de los pacientes son de origen

hereditario y tan solo el 30% son mutaciones de novo. (Cervera, 2012)

Al ser una enfermedad ligada al sexo solo los hombres hemicigotos presentan las
manifestaciones clinicas y las mujeres heterocigotas al tener un cromosoma X
normal son capaces de producir una cantidad de factor FVIII adecuada. Las
mujeres que poseen la mutacién en el gen del factor VIII son llamadas portadoras.
(Hatton, Hughes, Hay y Keeling, 2014).

A continuacion, se presenta en la tabla 1 la herencia de Hemofilia A:
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Tabla 1.

Herencia de Hemofilia A

Madre portadora - 25% hija portadora
- 25% hija sana
- 25% hijo hemofilico

- 25% hijo sano

Padre hemofilico - Todas las hijas son
portadoras

- Todos los hijos son sanos

Padre hemofilico + Madre portadora - 25% hija portadora
- 25% hija hemofilica
- 25% hijo hemofilico

- 25% hijo sano

Fuente: Rodak, 2014

Los casos de mujeres con hemofilia son muy raros y se dan en tres situaciones; al
tener una madre portadora y un padre hemofilico, una inactivacion al azar del
cromosoma X (fendbmeno de Lyon) y una asociacion con el sindrome de Turner
(Hatton, Hughes, Hay y Keeling, 2014).

2.2.8.3. Grado de severidad de la enfermedad en la Hemofilia “A”

El grado de severidad de la hemofilia A se establece en base al nivel de deficiencia
de FVIII determinada mediante un método coagulométrico o cromogénico

clasificandose de la siguiente manera (Ver Tabla 2):
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Tabla 2.

Grados de severidad de la hemofilia A

Grado de Concentracion Descripcion
severidad de FVIII

Leve >5 % Hemorragias infrecuentes. Los problemas hemorragicos
suelen presentarse como consecuencia de lesiones
importantes o después de procesos quirlrgicos.

Moderada 1-5% Hemorragias poco comunes, sin causa aparente.
Frecuencia hemorragica mensual.

Las hemorragias se presentan después de procesos
quirdrgicos, lesiones o tratamientos dentales.

Grave <1 % Hemorragias musculares y/o articulares son frecuentes en
codos, tobillos y rodillas. La frecuencia de las hemorragias
suele ser de una a dos por semana.

Hemorragias sin motivo aparente.
Fuente: Cabré, Fernandez & Grases, 2014
2.2.8.4. Fisiopatologia de la hemofilia A

Para que el proceso de coagulacion sea normal se requiere una vasoconstriccion

del vaso, activacion y agregacion plaquetaria para la formacion del tapdn primario

y por ultimo la participacion de los factores de coagulacion que al formar un tapon

secundario tienen como finalidad detener el sangrado (Sanchez y otros, 2018).

Por lo general para que este proceso se cumpla se necesita de por lo menos el

30% de concentracion del factor VIII de la coagulacion (Moake, 2018). Los

pacientes hemofilicos con concentraciones bajo el 30%, no crean el tapon
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secundario ya que el factor VIII no permite la formacion de fibrina cuya funcion es
estabilizar al coagulo y la regeneracion de vaso sanguineo (Sanchez y otros, 2018).

2.2.8.5. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas en pacientes con hemofilia A depende de los niveles
de factor VIl en plasma. Los pacientes con hemofilia A severa presentan
hemorragias espontaneas en articulaciones como: codo, rodilla, cadera y tobillos;
también pueden presentar hemorragia digestiva y hematuria. En pacientes con
hemofilia A moderada o leve los sangrados se presentan después de traumatismo
leves y no de manera espontanea (Pérez y GOmez, 2012).

Los sangrados mas frecuentes se encuentran en las articulaciones y son conocidos
como hemartrosis, se manifiestan con dolor, aumento de temperatura en la
articulacion tras un traumatismo previo 0 ho y como consecuencia no existe una
correcta funcionalidad de la articulacion y al no tener un adecuado tratamiento el
dafo es irreparable (Cervera, 2012). Los sangrados menos frecuentes se presentan
en sistema gastrointestinal, genitourinario y en mucosas oral y nasal después de

una intervencion quirurgica (Sanchez y otros, 2018). (Tabla 2)
2.2.8.6. Diagnostico por laboratorio en pacientes con hemofilia A

El déficit de factor VIl prolonga el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa)
mientras que los valores del tiempo de protrombina se encuentran normales.
Valores de actividad coagulante del FVIII inferior al 50% o 50Ul/dlI confirman una
sospecha de hemofilia A, esto puede ocurrir por un déficit de la proteina o por una
alteracion en su funcién. Debido a la estrecha relacién entre el FVIIl y el FVW se
debe realizar un diagndstico diferencial determinando los niveles y funcién del FVW
(Cervera, 2012).

2.2.8.7. Tratamiento para pacientes con hemofilia A
- Farmacologia del FVIII

El factor VIl liofilizado permite el reemplazo temporal del factor de coagulacion VIl
para una hemostasia adecuada, por lo tanto, previene y controla hemorragias en

pacientes con hemofilia A. Comercialmente existen muchos productos de
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reemplazo del factor VIII, estos difieren en la pureza y fuente del FVIII. Estos
pueden ser: recombinantes o derivados plasmaticos y dependiendo del tipo de FVIII
varia la farmacocinética, vida media, absorcion, distribucion, metabolismo y
eliminacion del farmaco (ANMAT,2015).

La farmacodinamica radica en los cambios que el organismo tiene debido al
farmaco, es decir, el mecanismo de accién que tiene el FVIII infundido en el
paciente. El producto de reemplazo del FVIII actia en la cascada de coagulacion
acelerando la disociacién del factor X por el factor activado I1X. El FVIII forma un
complejo con el VWWF aumentando su sintesis y protegiéndolo de la protedlisis. Una
vez liberado el FVIII del vWF, el FVIII es activado uniéndose a la superficie de
fosfolipidos de las células dafiadas y las plaquetas activadas. El FVllla es inestable
y pierde rapidamente su actividad, por lo que su concentracion en el plasma varia

segun el producto comercial (ANMAT,2015).

La farmacocinética hace referencia a los cambios que el farmaco (FVIII) sufre al
entrar al organismo. La absorcion maxima tiene un pico de actividad de 1 a 2 horas.
La vida media del FVIII difiere tanto de la pureza como de la fuente del FVIII, pero
aproximadamente tiene un promedio de 6 a 14 horas. La vida media del farmaco
(FVIII) se reduce en pacientes con inhibidores (ANMAT,2015).

El conocimiento de la respuesta farmacocinética de un paciente que se esta
infundiendo FVIII es util para el manejo clinico. Para conocer el perfil
farmacocinético de concentrados de FVIII se deben tomar de 10 a 11 muestras de
sangre durante 2 o 3 dias y realizar una curva con las concentraciones de FVIII
obtenidas a las 12, 24, 36 y 48 horas (Bjorkman et al., 2013).

Uno de los factores importantes que se debe tomar en cuenta en como funciona el
farmaco es la edad; en nifios la vida media del farmaco es mas corta que en adultos,
sin embargo, también existe variacion en grupos de pacientes de la misma edad.
Es importante conocer que el nivel de VWF sea normal, porque este posee una
influencia importante en la vida media del FVIII. En la actualidad se estan creando
nuevos concentrados de factor y medicamentos basados en otras tecnologias con

semividas mejoradas y rutas de administracién alternativas (Oldenburg,2015).
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El tratamiento principal para este grupo de pacientes consiste en administrar un
concentrado plasmatico altamente purificado de FVIII para tratar las hemorragias
de forma precoz o como una medida profilactica, sin embargo, este tipo de
tratamiento puede generar el desarrollo de inhibidores (Cervera, 2012).

Una unidad de concentrado por kilogramo eleva la actividad del FVIII en un 2% con
una vida media de 12 horas en el organismo por lo que es necesario dos
administraciones al dia (Sanchez et al., 2018).

En los casos de hemofilia grave existen medidas profilacticas que consisten en
administrar el factor dos o tres veces a la semana a pacientes de 1 a 2 afios de
edad con el fin de evitar artropatias (Sanchez et al., 2018).

El mayor problema que surge del tratamiento es la formacion de inhibidores
(anticuerpos anti FVIII), estas proteinas aparecen en un 20% a 30% de los
pacientes con hemofilia A grave por lo que en este grupo se sugiere administrar
FVIII liofilizado que genera trombina de manera directa sin la intervencién del FVIII,
otra medida para este grupo de pacientes es la induccion de inmuno-tolerancia para

una posterior administracion de FVIII recombinante (Cervera, 2012).

La guia de préactica clinica para el diagnostico y tratamiento de la hemofilia
congénita proporcionada por el MSP en el afio 2016 sefiala las siguientes pautas

para el manejo de pacientes con y sin inhibidores.
- Tratamiento para pacientes sin inhibidores

Los pacientes con hemofilia A deben recibir terapia de reemplazo con concentrados
de FVIII de origen plasmatico o concentrados de coagulacion recombinantes dentro
de las dos primeras horas del inicio de la hemorragia o traumatismo. En caso de no
contar con los concentrados de FVIII se puede recurrir al uso de plasma fresco

congelado o crioprecipitados (MSP, 2016).

En individuos hemofilicos sininhibidores se infunde por via intravenosa cada unidad
de FVIII por kilogramo de peso, esto elevara el nivel plasmatico en 2 Ul/dL 0 2% de
actividad de FVIII y se recomienda cuantificar el FVIII 15 minutos después de la

infusién para corroborar la dosis administrada (MSP, 2016).
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- Calculo en la dosis

Ul
Dosis de FVIII = Peso en kg * aumento deseado del nivel de FVIII (E) * 0.5

- Tratamiento para pacientes con inhibidores

Los inhibidores en pacientes con hemofilia A pueden clasificarse en transitorios o
de baja respuesta y permanentes o de alta respuesta. Una vez que se hayan
desarrollado los inhibidores se sigue el siguiente abordaje clinico (MSP, 2016).

- Induccién a inmunotolerancia

Los pacientes con inhibidores de alta respuesta deben evitar administrarse
productos de FVIII con el fin de disminuir el titulo del inhibidor y evitar un aumento
amnésico constante. Ciertos pacientes pueden desarrollar una respuesta
inmunolégica retardada a las moléculas de FVIII inactivas en concentrados de
complejo protrombinico activado por lo que la alternativa seria el uso de FVII
recombinante (MSP, 2016).

Los pacientes con titulos inferiores a 10 UB tienen un 85% de éxito en ITU por lo
cual tienen un buen prondstico. Los pacientes con titulos superiores a 200 UB
tienen mal prondstico por lo cual la erradicacion de los inhibidores se torna mucho
mas compleja. Los pacientes que presenten titulos bajos de inhibidor, pero con
historial de inhibidor de alta respuesta deben recibir tratamiento como en los casos
de emergencia hasta generar una respuesta anamnésica en un periodo de tres a
cinco dias (MSP, 2016).

En el caso de pacientes con titulos altos de inhibidor y con historia de inhibidores
de alta respuesta pueden recibir dos dosis de FVII recombinante y una dosis de
concentrados de complejo protrombinico activado (baipaseantes) para el manejo

de hemorragias articulares (MSP, 2016).

La tolerancia al FVIII se demuestra cuando ya no se detecta un inhibidor y tiene
una respuesta farmacocinética normal. Una recuperacion del 66% de lo esperado

y una vida media de 6 a7 horas se han considerado respuestas farmacocinéticas
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suficientemente normales para caracterizar la tolerancia completa (Kempton y
Meeks, 2014).

- Tratamiento de eventos hemorragicos agudos

El tratamiento para episodios hemorragicos debe basarse en el titulo del inhibidor,
en la historia de respuesta clinica al producto y el lugar de la hemorragia. Los
pacientes que presenta inhibidores de baja respuesta pueden recibir FVIII en dosis
mas elevadas con el objetivo de neutralizar el inhibidor con cantidades excesivas

de factor y asi detener la hemorragia (MSP, 2016).
2.2.9. Anticuerpos y sistema inmune

Los anticuerpos son glucoproteinas pertenecientes al grupo de gammaglobulinas
gue yacen de forma soluble en el plasma sanguineo, actian como receptores de
los linfocitos B y son utilizados por el sistema inmune para identificar agentes
extrafios y neutralizarlos. Estos agentes extrafios son conocidos como antigenos,
los cuales producen una respuesta inmune especifica para cada uno de ellos. Los
anticuerpos al ser especificos y diversos son los principales mediadores de la
inmunidad humoral (Rodak,2014).

El sistema inmune adaptativo confiere al ser vivo la capacidad de reconocer y
recordar agentes extrafios especificos generando un grado de inmunidad con
respuestas mas potentes cada vez que el organismo se pone en contacto con esta

molécula extrafia (antigeno) (Pérez y Gomez, 2012).

Los linfocitos B y T poseen receptores especificos para cada antigeno, esta
informacion se replica en cada generacion de células nuevas. Pero hay veces que
el sistema pierde tolerancia a determinados antigenos como es el factor deficitario
sustitutivo que el paciente hemofilico necesita para su tratamiento y crea
anticuerpos ya que lo reconoce como un invasor. Por lo tanto, los linfocitos B crean

anticuerpos de tipo G contra el factor VIII (ACH,2014).
2.2.9.1. Respuesta inmune al FVIII

La respuesta inmune que presentan los pacientes con hemofilia A al recibir un

antigeno peptidico exdgeno, como es el FVIII, se da a través de varias interacciones
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entre: las células presentadoras de antigenos (CPA), los linfocitos T CD4+ y los
linfocitos B (Medina et al., 2010).

La infusion de concentrados de FVIII en pacientes con hemofilia puede generar una
respuesta inmune que inicia cuando las células presentadoras de antigeno (CPA)
interacttan con los linfocitos T y estos con los linfocitos B que tras un proceso de
endocitosis del agente extrafio presentan moléculas peptidicas derivadas del
antigeno a los linfocitos T cooperadores (Ochoa, 2010).

En la respuesta primaria interactian el FVIII y las CPA. Todo inicia con el
reconocimiento y endocitosis del FVIII por las células presentadoras de antigenos
(CPA), a través de vesiculas. Posteriormente las secuencias peptidicas del FVIII
pasan a presentarse con el complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC 1) a los
receptores de linfocitos T (TCR) y CD45 presentes en el ganglio linfatico para que
se activen y se diferencien en células T CD4+ especificas para el FVIII (Schep et
al., 2018).

Las células cooperadoras CD4+ ayudaran a los linfocitos B a que se diferencien en
células B de memoria especificas para el FVIII y células plasmaticas productoras
de anticuerpos (Martinez, 2018). Finalmente, en la respuesta secundaria se da la
produccion de anticuerpos inhibitorios frente al FVIII estos son de caracteristicas

policlonales que generalmente son de caracter IgG4 o IgG (Medina et al., 2010).

El FVIII exdgeno puede generar una respuesta inmune débil o fuerte. En la
hemofilia A la mayoria de los casos con inhibidores son de alta respuesta; es decir,
gue a los pocos dias después de la exposicion al tratamiento con el factor exdgeno
el nivel de inhibidor se eleva rapidamente. Unos pocos pacientes poseen
inhibidores de baja respuesta que se caracterizan porque el nivel de inhibidor no se
eleva de manera rapida después de la exposicion al FVIII exdgeno (Collins et al.,
2013).

2.2.10. Inhibidor del factor VIII

Un inhibidor del FVIII es un anticuerpo que interviene en la funcién normal del FVIII

de la coagulacion. El inhibidor de FVIII puede ser de caracter inhibitorio (neutralizan
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la actividad del factor VIII) o no inhibitorio (incrementa la depuracion de este factor)
(Arias, 2016).

El desarrollo del inhibidor de FVIII es una complicacion importante relacionada con
el tratamiento con FVIII como terapia de reemplazo en pacientes con hemofilia A.
Estos inhibidores son inmunoglobulinas 1gG desarrolladas por el sistema
inmunoldgico tras exposiciones frecuentes al FVIII externo, carente o ausente en
estos pacientes y actian al reconocer epitopes funcionales de la molécula de este
factor inhibiendo de tal manera su funcién (Ochoa, 2010).

Cuando un inhibidor es detectado se lo clasifica como de alta respuesta o baja
respuesta, esto depende del nivel de estimulacion que haya alcanzado el sistema
inmune después de exposiciones frecuentes con el FVIIl. Cuando el sistema
inmune presenta un nivel de participacion alto, es decir una reaccion fuerte y rapida,
la concentracion del inhibidor puede alcanzar niveles elevados; por otro lado, si no
existe una exposicion frecuente al factor, los niveles de inhibidor llegan a un nivel

bajo después de meses o afios haber recibido el tratamiento (FMH, 2012) °.

2.2.10.1. Caracteristicas del inhibidor del FVIII

El inhibidor del factor VIII se caracteriza por ser un anticuerpo anti-FVIII de tipo I1gG
policlonal de una alta afinidad con la IgG 4. Este anticuerpo reacciona con sitios
estratégicos de la molécula de factor VIII como son: A2, A3, C1y C2, aunque los
mas frecuentes son el A2 y C2. La funcién principal de este inhibidor es
contrarrestar el efecto procoagulante del FVIII de varias maneras; la principal es
mediante la unién del inhibidor a los epitopos funcionales del factor VIII (A2 y C2).
Y la otra va dirigida hacia los epitopos no funcionales (A1 y C1) limitando la funcién
del FVIII mediante la formacién de complejos inmunes que aceleran la eliminacién
del FVIII. También existe inhibidor que posee una actividad enzimatica e inactivan
mediante hidrdlisis al FVIII (Schep et al., 2018).

La probabilidad de que el inhibidor del FVIII se fije al complemento o se precipite es
muy baja al igual que no esta relacionado con la produccién de reacciones

alérgicas. La reaccion del factor VIII con su inhibidor es tiempo y temperatura
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dependiente lo que indica su importancia en la medicién y tratamiento clinico (Arias,
2016).
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Figura 1. Estructura del inhibidor del FVIII, se pueden observar los sitios
estratégicos de union con el inhibidor
Fuente: Nafez, 2017

2.2.10.2. Clasificacion de inhibidores

Los inhibidores de factores de la coagulacion pueden ser adquiridos o especificos
- Inhibidores adquiridos

Son anticuerpos que afectan una o mas fases de la coagulacion y pueden alterar
las pruebas de tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), tiempo de
protrombina (TP) y/o tiempo de trombina (TT), también pueden alterar la actividad
coagulante de uno o mas factores al inhibirlo o al interferir con su reaccion. Se

dividen en especificos y de interferencia. (Remotti et al., 2016).

- Inhibidores especificos
Son aloanticuerpos que se desarrollan en pacientes con un déficit total o parcial de
un factor de la coagulacion o autoanticuerpos que pueden presentarse en personas
sin antecedentes de coagulopatias. Este tipo de inhibidores pueden inhibir la

funcién del factor o aumentar su depuracion y no inhibirlo (Remotti et al., 2016).

- Inhibidores de interferencia
Son anticuerpos que interfieren en el proceso de coagulacion y pueden alterar la
actividad de los factores en la via. Estas proteinas ejercen su funcién en una o mas

fases de la coagulacion (Remotti et al., 2016).
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2.2.11. Fisiopatologia y factores predisponentes en el desarrollo de
inhibidores

La presencia de inhibidores es mas frecuente en individuos con hemofilia A
especialmente en aquellos en los que su condicion es severa. Se ha relacionado
la presencia de inhibidores a factores genéticos como etnia, inmunofenotipo de
antigenos leucocitarios, defectos moleculares de las citoquinas y a factores no
genéticos como el tipo de medicamento utilizado, edad de la primera
administracion, vacunas o transfusiones previas, etc (CDC, 2017).

Los factores predisponentes para el desarrollo de inhibidores son mdltiples. A
continuacion, se describen dos condiciones importantes para el desarrollo de estos

anticuerpos, los relacionados con el paciente y los asociados al tratamiento.

Tabla 3.

Factores predisponentes para el desarrollo de inhibidores

Factores relacionados con el Factores relacionados con el
paciente tratamiento
Etnia Tratamiento intensivo con factores
Historia familiar Edad de la primera exposicion

Mutacion en el gen que codifica para el | Cirugias o procesos inflamatorios

FVIII .
Profilaxis con factores

Polimorfismos en genes participes de la

respuesta inmune Tipo de concentrado de factor

(recombinante o plasmatico).

Fuente: Cabré, Fernandez & Grases, 2014

2.2.12. Diagnostico por laboratorio en pacientes con hemofilia A que

han desarrollado inhibidores

El diagnoéstico de un paciente con inhibidores se da mediante pruebas de
laboratorio, estas pruebas determinan si una persona presenta inhibidores al medir
el valor de estas sustancias en el plasma sanguineo. Los titulos del inhibidor se

miden en unidades Nijmegen-Bethesda (UNB) o unidades Bethesda (UB)
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dependiendo de la metodologia aplicada. Mientras mayor sea el titulo del inhibidor
mas alta sera su concentracion en la sangre (CDC, 2017).

2.2.13. Tratamiento para pacientes con inhibidores al FVIII

Una de las mayores complicaciones para un paciente con hemofilia A es el
desarrollo de inhibidores, anticuerpos de tipo IgG anti FVIII que se generan por la
terapia de reemplazo con FVIII. La induccion de inmunotolerancia es la alternativa
mas efectiva para tratar a los pacientes con inhibidores al FVIII, este proceso

implica una infusion diaria de concentrado de factor (Cervera, 2012).
Las siguientes estrategias son las actualmente aplicadas a este grupo de pacientes:

- Induccion de tolerancia inmune: Exposicién constante al FVIII durante
meses 0 afios. El proposito de esta medida es generar un agotamiento
de linfocitos T a causa de una sobreestimulacion conduciendo a un
estado de anergia e inhibicion de la diferenciacion a linfocitos B.

- Agentes bypass: Favorecen la generacion de trombina sin partir de los
factores VIII o IX. Incluyen concentrados recombinantes de complejo de
protrombina activado. Esta medida no solo se aplica a los episodios
agudos de hemorragias sino también en el manejo profilactico de
pacientes con hemofilia y pacientes que han desarrollado inhibidores y
gue han sido sometidos a inmunotolerancia exitosa o fallida.

- Otros agentes terapéuticos como el anticuerpo recombinante FIXa/FX

gue posee una actividad similar al FVIlla (Sanchez et al., 2018).

Actualmente el enfoque para el tratamiento se basa en productos farmacéuticos
gue tengan una accion prolongada para que el namero de infusiones en el paciente
hemofilico sea mejor de manera que la calidad de vida sea mejor y tenga una mejor
adherencia terapéutica. Por ser una enfermedad genética se ha estudiado el
desarrollo de la terapia génica con el fin de curar al paciente hemofilico, a través de
vectores virales (adenovirus). Por Ultimo, las investigaciones se han centrado en
presentaciones orales que mejoran una adherencia del medicamento en el paciente
(Sanchez et al., 2018).
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2.2.14. Métodos para el diagnéstico de inhibidores

Los inhibidores suelen ser diagnosticados tras un seguimiento rutinario del paciente
o tras observar una respuesta baja al tratamiento con concentrados de FVIII. Se
han descrito cinco métodos para detectar la presencia de inhibidores, estos son, la
prueba de Kasper; de Keeling; ELISA anti-FVIIl; prueba de Bethesda y prueba de
Nijmegen (Cabré, Fernandez & Grases, 2014).

- Prueba de Kasper: Utilizada para detectar la presencia de inhibidor que
afecta Unicamente la via intrinseca de la coagulacion mediante el ensayo de
TTPa.

- Prueba de Keeling: Para la deteccion de inhibidor especifico de FVIII.

- ELISA anti FVIII: Detecta anticuerpos (inhibidores) anti FVIII.

- Prueba Bethesda: Util para cuantificar inhibidores de FVIII.

- Prueba Nijmegen: Prueba Bethesda modificada en cuanto a sensibilidad y
especificidad con el fin de disminuir la incidencia de falsos resultados

positivos dados por la prueba convencional de Bethesda (Arias, 2016).

La prueba Bethesda y Nijmegen dan resultados muy similares en titulos altos de
inhibidor del FVIII, pero en titulos bajos la prueba Bethesda puede dar falsos
positivos. Mientras tanto que en la prueba Nijmegen daria niveles cero de inhibicion
(Dacie y Lewis, 2018).

El método empleado comunmente para la deteccion de inhibidores es la prueba de
Bethesda, esta fue desarrollada para estandarizar la medicion de inhibidores en
una prueba de neutralizacion de FVIIl. Una unidad Bethesda se define como la
cantidad de inhibidor que genera una actividad residual de FVIII del 50%. La
modificaciéon de Nijmegen del método Bethesda original posee caracteristicas
especiales (el pH y la concentraciéon de la proteina son estandarizadas) que le
confieren una mejor sensibilidad y especificidad a la prueba (Cabré, Fernandez &
Grases, 2014).

2.2.14.1. Metodologia Bethesda

El ensayo Bethesda es utilizado desde 1975, este se basa en medir la disminucion

de la actividad del FVIII mediante la mezcla en volimenes iguales de un pool que
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contiene una concentracion de factor VIII normal y el plasma con el inhibidor
durante 2 horas a 37°C ya que el inhibidor del factor VIII es dependiente al tiempo
y a la temperatura. También se realiza una medicién de referencia que es la mezcla

del pool de plasma normal méas tampon imidazol (Verbruggen, 2010).

Luego se cuantifica el factor VIII de la muestra control y la del paciente. Para
conocer el porcentaje del factor VIII se compara la muestra del paciente con la
muestra del control. El resultado debe estar expresado en Unidades Bethesda (UB)
por mL; esto se determina a partir de un grafico semilogaritmico de la recta tedrica
de FVIII residual (%) vs potencia del inhibidor. Una unidad Bethesda (UB) se define
como la cantidad de inhibidor que resulta en un 50% de actividad residual de FVIII.
Se consideran positivos para inhibidores el punto de cohorte mayor a 0,6 UB/mL y
negativos valores menores al 0,6 UB/mL (Duncan, Collecutt y Street, 2013).

Solo se puede usar el porcentaje residual de FVIII: C entre 25 y 75% para
determinar el nivel de inhibidor. Para un inhibidor> 2 UB / mL, se analizan diluciones
de plasma del paciente y se corrige el resultado para el factor de dilucion (Duboscq,

Ceresetto, Arias y Forastiero, 2016)
2.2.14.2. Metodologia Nijmegen

La modificacién del método Bethesda conocida como Nijmegen se desarrollé para
mejorar deficiencias del ensayo y aumentar la especificidad. Estudios han
demostrado que los cambios del pH y las concentraciones de proteinas producen
cambios en la estabilidad del factor VIII. El aumento de ph produce un incremento
en la inactivacion del FVIII y la concentracion baja de proteinas en una inactivacion
de la actividad del FVIII (Dacie y Lewis, 2018).

La modificacién Nijmegen al utilizar tanto en la mezcla control como en la del
paciente un pool de plasma normal tamponado con imidazol 0,1 M a un pH de 7,4
ayuda a mantener el pH durante las 2 hora de incubacion. Y para que la
concentracion de proteinas sea igual tanto de la mezcla control y del paciente se
utiliza un plasma deficiente de FVIII. Todas estas modificaciones en el método
Nijmegen evitan el deterioro del FVIII exdgeno y mantienen la estabilidad del mismo
(Duncan, Collecutt y Street, 2013)

43



Para calcular las Unidades Nijmegen- Bethesda (UNB) se realiza lo mismo que el

meétodo anterior; primero mediante una formula se obtiene el factor VIII residual y

ese valor se compara con el grafico semilogaritmico para tener el resultado en UNB.

La Unidad Nijmegen-Bethesda (UNB) se define como la cantidad de inhibidor que

deja 50% de FVIII residual (Duboscq, Ceresetto, Arias y Forastiero, 2016).

Tabla 4.

Diferencias entre método Bethesda y Nijmegen

Método Bethesda

Método Nijmegen

Mezcla control

Pool de plasma normal
+ tampon imidazol

Pool de plasma normal
taponado con imidazol pH
7,4 + plasma deficiente de
FVIII.

Mezcla Paciente

Plasma del paciente +
pool de plasma normal

Plasma del paciente + Pool
de plasma normal taponado
con imidazol pH 7,4

Tiempo de incubacion

2 horas

2 horas

Temperatura de incubacion

37°C

37°C

Diluciones

Con reactivo de Owen

Con plasma deficiente de
FVIII (reactivo de FVIII)

Fuente: Miller, 2017

44




2.3. MARCO CONCEPTUAL

Hemofilia A: Forma mas comun de hemofilia, es una enfermedad genetica ligada
al sexo, la cual es originada por mutaciones en el cromosoma X y ocasionada el

déficit total o parcial de FVIII (Sociedad Argentina de Hematologia, 2017).

Inhibidor de FVIII: Anticuerpos que neutralizan la actividad del FVIII de la
coagulacion, pueden surgir como aloanticuerpos en pacientes con hemofilia “A” que

reciben tratamiento de reemplazo con FVIII (FMH, 2014).

FVIII liofilizado: Férmula utilizada como terapia de reemplazo en pacientes con
hemofilia “A”. Este como compuesto actiia como factor enddgeno en el plasma del
paciente (MINSAL, 2013).

Terapia de reemplazo: Terapia de sustitucion que consiste en proporcionar al

organismo ciertos compuestos carentes o ausentes en él. (FMH, 2014)

Prueba Bethesda: Prueba de referencia para determinar la potencia de
inhibidores, descrita en 1975 por Kasper et al. Se obtiene al mezclar un volumen
de plasma del paciente con un volumen de pool de plasma normal que contiene
100 Ul/dl DE FVIII. El control se obtiene al mezclar en cantidades iguales el plasma

normal y el tampon imidazol (Duboscq, Ceresetto, Arias y Forastiero, 2016).

Unidad Bethesda (UB): Una UB es la concentracion del inhibidor presente en el
plasma del paciente diluido, capaz de inactivar el 50% de FVIII de la mezcla control

incubada por dos horas a 37°C (Duboscq et. al., 2016).

Prueba Nijmegen: Método recomendado por la subcomisién de Factores VIII/IX de
la Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia como método de referencia
para la deteccion de inhibidores de FVIII/FIX. Consiste en tamponar el plasma
normal con imidazol 10,1M a un pH de 7.4, se utiliza plasma deficiente en FVIII en

lugar de buffer en la muestra control (Duboscq, et. al., 2016).

Inhibidores de baja respuesta: Inhibidor cuya concentracion se encuentra en

cantidades menores a 5UB (Arias, 2016).

Inhibidores de alta respuesta: Inhibidores que actlan poderosamente y

neutralizan al factor inmediatamente. Su titulo es superior a 5UB (Arias, 2016).
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CAPITULO Il

3.1. MARCO METODOLOGICO
3.1.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1.  Tipo de Estudio

El presente estudio es de tipo observacional, descriptivo, transversal y
correlacional. Es observacional porque se basa en la observacion y registro de la
presencia del inhibidor a través de una prueba de laboratorio y una encuesta, sin
manipular o modificar la unidad de analisis; descriptivo porque a través de los datos
se caracteriza el objeto de estudio y el comportamiento de las variables (presencia
de inhibidor, respuesta al inhibidor, edad, severidad de la hemofilia) en una muestra
especifica y en un periodo de tiempo establecido; transversal ya que se realizaran
las pruebas de laboratorio y la toma de datos en un solo momento durante el tiempo
del estudio, y correlacional porque se busca la asociacion de la respuesta del

inhibidor con el tiempo de exposicidn al tratamiento y el grado de hemofilia.

3.1.1.2. Tipo de Muestreo

Se utiliz6 un muestreo aleatorio simple ya que todos los pacientes que forman
parte del universo de estudio tienen una probabilidad similar de ser seleccionados

para formar parte de la muestra de estudio.

3.1.1.3. Tamafno de Muestra

Para el calculo del tamafio de muestra se utilizé la formula para poblacién finita y
una proporcion, considerando una poblacién finita de 184 pacientes con hemofilia
A inscritos en la FUNDHEC-NUcleo Pichincha de acuerdo a los registros que la
FUNDHEC.

B N*Zi*pxq
T d2x(N—1)+ Zixp=xq

n
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Donde:

N: tamafio de la poblacion total

n: tamafo de la muestra

Z: nivel de confianza

p: Probabilidad de que suceda el evento

g: Probabilidad de que no suceda el evento
d: Margen de error de muestra

Para el estudio:

B 184 * 1.96%2 0.3 % 0.7
"~ 0.052% (184 —1) + 1.962%0.3%0.7

n

n =118

Considerando una poblacion finita de 184 pacientes con hemofilia A pertenecientes
a FUNDHEC- Nucleo Pichincha, un intervalo de confianza del 95% (z de 1,96), un
margen de error del 5%, y una probabilidad de que suceda el evento (prevalencia)
del 30% (MSP, 2016.), el tamafio muestral fue de 118 pacientes.

Tomando en cuenta las posibles pérdidas para un R del 15%:

N=118
R=15%

Muestra ajustada a las pérdidas = 118 * (1_(1) 15)

Muestra ajustada a las pérdidas = 139

Decision: con un nivel de confianza de 95%, un margen de error del 5% y una
probabilidad de que suceda el evento del 30% sin considerar el porcentaje de

pérdidas se requirieron para el presente estudio 118 pacientes con hemofilia A.

La muestra estuvo conformada por 118 pacientes con Hemofilia “A” desde un afo
de edad, inscritos en la FUNDHEC que reciben tratamiento con FVIII liofilizado y
gue cumplan con los criterios de inclusién sefialados a continuacion. La muestra

para estudio fue enfocada unicamente en el FUNDHEC-NUcleo Pichincha porque
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se prefiri6 mantener cercania entre la zona de obtencion de la muestra y el area de
analisis para un transporte adecuado y rapido de las mismas, ademas el numero
de pacientes con hemofilia A pertenecientes la provincia de Pichincha es el mas
representativo del total de paciente con Hemofilia A.

3.1.1.4. Criterios de Inclusiéon

- Pacientes con hemofilia A registrados en la FUNDHEC- Nucleo Pichincha
gue reciben tratamiento con FVIII liofilizado.

- Se incluyen pacientes varones adultos y nifios desde un afio de edad hasta
65 afos de edad.

- Pacientes, padres de familia o representantes legales cuyos hijos o
representados reciben FVIII liofilizado y que de forma libre y voluntaria
deseen participar en el estudio y firmen el consentimiento / asentimiento
informado (Anexo 1).

- Paciente sin haber realizado ejercicio por lo menos 60 minutos antes.

3.1.1.5. Criterios de Exclusion

- Pacientes con hemofilia A registrados en la FUNDHEC- Nucleo Pichincha
gue han recibido FVIIl liofilizado en las dltimas 72 horas previas a la toma de
muestra sanguinea.

- Pacientes que deciden retirarse del estudio.

- Padres de familia o representantes legales que deciden retirar al nifio del
estudio.

- Pacientes que presenten otra coagulopatia.

- Pacientes que presentan alguna inflamacion o infeccion aguda.

- Paciente con hemofilia adquirida de factor VIII.

- Pacientes que no acepten participar en el estudio y que no hayan firmado el
consentimiento informado/asentimiento informado

- Pacientes menores de un afio de edad.

- Pacientes mayores de 65 afios.
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3.1.1.6. Andlisis Estadistico

La informacién de la encuesta y los resultados de los analisis del laboratorio se
ingresaron al programa estadistico SPSS version 25.0. La informacion de las
variables cualitativas y de las variables cuantitativas discretas se trabajaron con
frecuencias absolutas y relativas, informacion que se resumira en tablas y graficas;
para las variables cuantitativas continuas se calcularan las medidas de tendencia
central y dispersién en caso de requerirlas.

La asociacion de variables, grado de severidad de la Hemofilia A vs respuesta al
inhibidor al FVIII, y la asociacion de tiempo de exposicién al tratamiento vs la
respuesta al inhibidor al FVIII se trabajaran con la ayuda de tablas de contingencia
y se aplicara la prueba de Chi cuadrado, para un alfa del 0.05.

3.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1. Variable dependiente
> Inhibidor del FVIII
3.2.2. Variables independientes

» Grado de severidad de la enfermedad
» Tiempo de exposicion al tratamiento con FVIII
» Edad
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Operacionalizacion de Variables

Escala de

Variable Definicion conceptual Definicién operacional Categoria Tipo de variable medicion Indicador Técnica Instrumento
Inhibidor de | Anticuerpo generado tras | Anticuerpo detectado en | Presencia del inhibidor Cualitativa Ordinal Frecuencia | Laboratorio Registro
FVII el tratamiento con FVIII | plasma mediante el | Ausencia del inhibidor relativa Modificacién equipo

como terapia de | método coagulométrico (%) Nijmegen
reemplazo. de Nijmegen
Respuesta Nivel de  respuesta | Larespuesta del Alta respuesta: >5 NBU Cualitativa Ordinal Frecuencia | Laboratorio Registro
del inhibidor | dependiente de la forma | inhibidor al FVIII se relativa Modificacién equipo
de FVIII de estimulacion  del | determina por el punto (%) Nijmegen
sistema inmune de una | de corte de 5 NBU de Baja respuesta: <5 NBU
persona después de | concentracion del
exposiciones repetidas a | inhibidor, para una
FVI liofilizado. respuesta baja si es
inferior a5 y una
respuesta alta si es
superior.
Edad Tiempo que ha vivido una | Edad en afios cumplidos | Preescolares o nifiez: 1 — 4 | Cualitativa Discreta Frecuencia | Cuestionario Encuesta
persona u otro ser vivo | al momento de realizar el | afios. relativa
contando  desde  su | estudio. Escolares: 5-11 afios. (%)
nacimiento. Adolescentes: 12-18 afios.
Adulto: > 18 afios a < 65 afios.
Adulto mayor: > 65 afos.
(SIISE, 2017)
Grado de | Grado de severidad de la | Grado severidad de | Leve: >5UI/DI Cualitativa Ordinal Frecuencia Laboratorio Registro
severidad de | enfermedad dependiente | hemofilia “A” dado por la relativa Coagulometria | equipo
la hemofilia | dela cantidad de factor de | concentracion de FVIII | Moderada: 1-5 Ul/dL (%)
“A” coagulacién ausente en el | medido por
paciente hemofilico. coagulometria 'y de | Severa: < 1Ul/dL
acuerdo a lo establecido
la Sociedad de
Hemofilica Ecuatoriana.
Tiempo de | Tiempo de exposicién al | Tiempo en meses que | Meses: 1 mes -12 meses Cualitativa Ordinal Frecuencia Cuestionario Encuesta

exposicion al
tratamiento
con FVII
liofilizado

tratamiento con FVIII

liofilizado.

indique el paciente en el
cuestionario.

Afios: > 12 meses

relativa (%)
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3.3. MATERIALES Y PROCESO

3.3.1. Materiales

Toma de muestras

- Agujas toma multiple G21 y G23
- Tubos con citrato de sodio 3.2%
- Swabs de alcohol al 70%

- Torniquete

- Guantes de nitrilo talla XS

- Capsulas para extraccion al vacio

Analisis de muestras

- Tubos de vidrio nuevos

- Puntas para pipetas automaticas (azules y amatrrillas)

- Pipetas automaticas 50-100 uL; 100-200 uL; 200-1000 uL
- Papel absorbente

- Marcador para rotulacion de tubos

- Guantes de nitrilo

- Tubos Eppendorf
3.3.2. Reactivos

- Hipoclorito de sodio al 0.75%

- Plasma deficiente de FVIII de la coagulacion SIEMENS

- Tiempo de tromboplastina parcial activado (Dade actin) marca SIEMENS
- Plasma control Siemens CS (normal y patologico)

- Buffer de imidazol 1M
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3.3.3. Control de Calidad

Calidad de toma de muestray muestra obtenida

> Previa a la toma de muestra se confirmé que los pacientes hayan acudido
cumpliendo las condiciones preanaliticas establecidas.
> Se utilizaron los implementos necesarios para la obtencion de un plasma

adecuado para el estudio de inhibidores del FVIIl. (Anexo 8)
Calibracion de la prueba de FVIll

» Se utilizé un estdndar human plasma con concentracion conocida para la
calibracién de la prueba de FVIII aplicando las diluciones pre establecidas
por el fabricante y proveedor del equipo y reactivos.

» Se verificd que la curva cumpla con los criterios aptos para su validacion.
Control instrumental

» Se tomo en cuenta los parametros dictados por la Norma CLSIEPISA3, lo
cual considera precision, error total, error permitido, vias porcentuales y
variabilidad bioldgica, esto con el fin de garantizar un buen desempefio del
método coagulométrico para una mayor confiabilidad de los resultados del
FVIII.

Control de calidad normal y patoldgico

» Para cada corrida se utilizd un control de calidad interno dado por la casa
comercial para asegurar la precision y veracidad de los resultados obtenidos.

» Se utiliz6 plasmas con valores normales y patologicos de factor VI, los
cuales fueron adquiridos de la casa comercial SIEMENS.

» Se analizaron dos niveles de control de calidad (intervalo normal y
patolégico) al inicio de un ciclo de ensayo, con cada calibracion, cuando se
cambio el frasco de reactivo y al menos cada ocho horas en cada dia de
ensayo.

(Anexo 9).
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3.4.

PROCEDIMIENTO

El procedimiento para este estudio consto de siete fases

3.4.1.

Fase Uno: Solicitudes, autorizaciones y aprobaciones

Obtencion de la autorizacion para la realizacion del estudio en la
FUNDHEC-Nucleo Pichincha (Anexo 4), con la presentacion de la
solicitud respectiva en la que se manifieste el deseo de realizar el estudio,
se detalla su importancia y los beneficios para los pacientes que alli
acuden (Anexo 3), y el compromiso de que las investigadoras
(estudiantes) respetaran la confidencialidad de la informacion (Anexo 14).
Solicitud a las autoridades de la Facultad de Medicina y Carrera de
Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador para
el uso del laboratorio de Hematologia, infraestructura, ultra congeladora y
equipos, para la realizacion de las pruebas por el laboratorio (Anexo 5).
Presentacion el proyecto de investigacion y la solicitud de autorizacion del
mismo por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de
la PUCE (CEISH-PUCE) y la aprobacién del Consentimiento informado y
el asentimiento informado para su aplicacion en la recoleccion de
informacion y de muestras bioldgicas.

Presentacion del protocolo de investigacion y solicitud de aprobaciéon de
la investigacion por parte de la Direccidon Nacional de Inteligencia de la
Salud — DNIS del Ministerio de Salud Publica (MSP), previo a su
ejecucion.

Reunioén y planificacion con representantes y otras autoridades de la
FUNDHEC para planificacion de reuniéon y convocatoria a los pacientes
adultos hemofilicos tipo A inscritos en FUNDHEC pertenecientes a la

provincia de Pichincha.

53



3.4.2.

Fase Dos: Recoleccion de informacion-
consentimiento/asentimiento informado y encuesta

Una vez otorgado el permiso por parte de la FUNDHEC se establecié la
fecha de la reunién de las investigadoras con los pacientes hemofilicos
(Hemofilia A), padres o representantes legales de nifios(as) vy
adolescentes menores de edad que presentan Hemofilia A. La
convocatoria fue enviada por la FUNDHEC mediante via electrénica y
contacto telefénico con cada uno de los pacientes y representantes
registrados en la base de datos.

En la reunion con los pacientes adultos hemofilicos inscritos en
FUNDHEC pertenecientes a la provincia de Pichincha, a los nifios y
adolescentes hemofilicos y sus padres o representantes legales y
autoridades de la FUNDHEC, las estudiantes presentaron el estudio, sus
objetivos y los beneficios de su realizacion, el tipo de muestra bioldgica a
utilizar y el procedimiento para su obtencion y ademas de detallar como
se va a asegurar la confidencialidad de la informacién. Se designo los dias
de toma de muestra.

El mismo dia de la reunién y después de contestar cualquier pregunta o
inquietud se presentd el consentimiento informado/asentimiento a los
pacientes hemofilicos y padres o representantes legales de los menores
de edad (Anexo 1) para que realicen la lectura de este. Las investigadoras
contestaron toda pregunta e inquietud de los pacientes o representantes,
luego de lo cual si decidieron participar libre y voluntariamente se les pidio
firmen el consentimiento/asentimiento informado o se coloque la huella
digital de ser el caso.

Inmediatamente después de la firma libre y voluntaria del
consentimiento/asentimiento informado se proporciond la informacion
necesaria sobre las condiciones previas para la toma de muestra
sanguinea a los pacientes hemofilicos, padres o representantes legales.
Esta informacién se dio a conocer mediante una charla por parte de las

estudiantes y la entrega de un triptico informativo que detalla las
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3.4.3.

condiciones preanaliticas (Anexo 2). Determinado esto se planificé con
las autoridades de la FUNDHEC la hora y dia para la cita de toma de
muestras.

Se cred una lista de datos en una hoja electronica (excel version 2016)
gue conecto el identificador (nombre completo del paciente) con el cédigo
alfanumérico Unico y exclusivo para cada paciente. El cédigo fue utilizado
tanto para la encuesta como para identificar las muestras biolégicas y la
base de datos que contienen la informacién obtenida de la encuesta y de
las pruebas de laboratorio, y que se utilizé para el andlisis estadistico.

La lista con identificadores fue resguardada por la directora del proyecto
en una memoria externa y en su computadora personal, con clave de
acceso al archivo y las investigadoras pudieron acceder a este documento
previa autorizacion de la directora. La base de datos unicamente con
codigos de pacientes y datos de las variables en estudio fue guardado en
la computadora de las investigadoras con claves de acceso y la directora
de la investigacion tuvo libre acceso al mismo. Los datos y la informacién
obtenida se guardaran por 7 afos, pasado este tiempo se borrara el
archivo y cualquier copia o rastro del mismo de forma definitiva.

La toma de muestras se realiz6 en la FUNDHEC posterior a una cita
planificada y organizada con los pacientes que forman parte de la muestra
de estudio, para prevenir los posibles dafios generados durante la toma
de muestras se contd con personas expertas en técnicas de flebotomia

gue brinde la asistencia adecuada de ser necesatria.

Fase Tres: Toma de muestra sanguinea

La toma de muestra sanguinea se realiz6 en la FUNDHEC-NUcleo
Pichincha ubicada en Av. Colén y Yanes Pinzén N 26-76.

Una vez reunidos los pacientes para la toma de muestras, se realizaron
las encuestas (anexo 7) para cerciorarse que el paciente se encontrara
en las condiciones preanaliticas necesarias y cumpliera los criterios de

inclusion.
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La toma de muestra sanguinea se realiz6 por puncién venosa en
antebrazo o zona anterocubital para los adultos y nifios (as) mayores a un
afo, adolescentes y jévenes, utilizando el sistema de extraccion al vacio
y recolectando 5 mL de sangre en tubos de extraccion al vacio, utilizando
como anticoagulante citrato de sodio al 3.2%. En el caso de los nifios se
utilizé una aguja de menor calibre (23G) y tres tubos pediatricos de 1 mL
para la extraccion de la muestra sanguinea.

En el caso de nifios que no colaboraron con el proceso el padre o
representante legal ayudd, manteniendo al nifio en su falda durante el
proceso. Ademas, la tutora del proyecto colabor6é en los casos que se
dificulto la extraccion sanguinea.

La extraccion de sangre venosa se realizé de acuerdo al procedimiento
establecido en la guia Clinical Laboratory Stantards Instituye, CLSI GP41-
A6 (Procedures for the Collection of Diagnostic Blood Specimens by
Venipuncture; Approved Standard-Sixth Edition) (Ver detalle de la técnica
en el anexo 8). Los tubos con las muestras recolectadas se identificaron
con el codigo asignado a cada paciente y la fecha y hora en la que se
realiz0 la toma, para asegurar la confidencialidad del paciente.
Inmediatamente se centrifugaron las muestras de 15 a 20 minutos a 3
500 rpm para la obtencion de plasma pobre en plaguetas, después de
esto se separO el plasma en tubos plasticos nuevos de 5ml. Todo el
material utilizado para la toma fue descartado en los recipientes para
cortopunzantes y los demas en fundas rojas etiquetadas adecuadamente,
las mismas que fueron trasladadas al laboratorio de Hematologia de la
Carrera de Biogquimica-PUCE para su procesamiento y desecho. Se
llenarda un check-list para la verificacion de condiciones preanaliticas
(Anexo 12) y para el control de la toma de muestra y la muestra obtenida
(Anexo 13). Inmediatamente después de la toma muestra sanguinea se
mantuvo presionada la zona de puncién por al menos 10 minutos,
evitando de esta manera un sangrado prominente posterior en la zona de

extraccion.
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3.4.4. Fase Cuatro: Procedimientos por el laboratorio
3.4.4.1. Almacenamiento y transportes de muestras

Las muestras (plasmas) fueron transportadas hacia el laboratorio de
Hematologia de la Carrera de Bioquimica Clinica de la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador, respetando la norma de triple empaque para el transporte
de muestras bioldgicas.

Las muestras fueron transportadas, con los tubos en posicién vertical y firme en
el transcurso no superior a cuatro horas a partir de su recoleccion, se utilizaran
geles refrigerantes para mantener la temperatura adecuada, de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI, Guia H21-45 (Collection, Transport, and Processing
of Bllod Specimens for Testing Plasma-Based Coagulation Assays an Molecular
Hemostasis Assays; Approved Guideline-Fifth Edition, p. 15) (Anexo 8)

3.1.1.1. Materiales, reactivos y equipos

Materiales para toma de muestras Materiales para anélisis de muestras
e Agujas toma multiple G21 y G23 e Tubos de vidrio nuevos vy
e Tubos con citrato de sodio 3.2% eppendorf (viales)
e Swabs de alcohol al 70% e Puntas para pipetas automaticas
e Torniquete (azules y amarrillas)
e Guantes de nitrilo talla XS e Pipetas automaticas 50-100 uL;
e Cépsulas para extraccion al vacio 100-200 uL; 200-1000 uL

e Papel absorbente

e Marcador para rotulacion de
tubos

e Guantes de nitrilo

e Tubos Eppendorf
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Reactivos: Equipos:

e Hipoclorito de sodio al 0.75% e Macrocentrifuga de sobremesa

e Plasma deficiente de FVIII de la de 2000 a 6000 RPM marca
coagulacién SIEMENS Rotofix 322

e Tiempo de tromboplastina parcial e Microcentrifuga de sobremesa
activado (Dade actin) marca 1000-6000g
SIEMENS e Equipo SIEMENS CA-600

e Plasma control Siemens CS
(normal y patoldgico)

e Buffer de imidazol 1M

3.1.1.2. Alicuotas de plasma

Se realizaron dos alicuotas del plasma en tubos eppendorf para la confirmacion

de resultados que se requieran en el estudio.

3.1.1.3. Prueba Nijmegen para cuantificacion de FVIII

- Técnica: los inhibidores de FVIII fueron determinados por la prueba de

Nijmegen de acuerdo al procedimiento establecido. (Anexo 9)

- Célculo y reporte de resultado: a partir de la actividad residual del FVIII:C, se

calculd la actividad del inhibidor en Unidades Nijmegen Bethesda (UNB).

El resultado fue en unidades Nijmegen-Bethesda (UNB). La UNB se define como
la cantidad de inhibidor capaz de dejar el 50% de FVIII residual.
FVIII mezcla paciente

FVilresidual = FVIII mezcla control * 100

- Control de calidad: Se utilizaron controles de calidad con valores normales y
patolégicos proporcionados por la casa comercial para asegurar la precision y

veracidad de los resultados obtenidos.
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3.1.1.4. Desecho de material

Las muestras bioldgicas (plasma como el paquete celular) fueron eliminadas de
acuerdo a los procedimientos establecidos para el tratamiento y disposicion final
mencionados en el art. 54 de desechos infecciosos del acuerdo ministerial 5186
del Ministerio de Salud Publica y de acuerdo al procedimiento establecido por
OMS/OPS (Anexo 11).

La eliminacion de los desechos peligrosos generados en el transcurso de la
investigacion se recolecto6 e identific6 como tal en los envases respectivos. El
proceso de tratamiento y eliminacion de desechos se ejecutd siguiendo los
protocolos y normas de la Carrera de Bioquimica Clinica de la PUCE; los
investigadores asumieron los costos de los desechos generados en la presente

investigacion.
3.1.2. Fase Cinco: Analisis de resultados

La informacion de la encuesta y los resultados de los analisis del laboratorio se
ingresaron al programa estadistico SPSS version 25.0. La informacion de las
variables cualitativas y de las variables cuantitativas discretas se trabajaron con
frecuencias absolutas y relativas, informacion que se resumio en tablas y
graficas; para las variables cuantitativas continuas se calcularon las medidas de

tendencia central y dispersidén en caso de requerirlas.

La asociacion de variables, grado de severidad de la hemofilia A vs respuesta
al inhibidor al FVIII, y la asociacion de tiempo de exposicion al tratamiento vs la
respuesta al inhibidor al FVIII se trabaj6é con la ayuda de tablas de contingencia

y se aplico la prueba de Ji cuadrado, para un alfa del 0.05.

3.1.3. Fase Seis: Informe de resultados

Se elaboraron los informes de resultados individuales (Anexo 10) y se
entregaron en sobre sellado al médico hematd6logo voluntario en FUNDHEC para
gue sean comunicados a los pacientes a través de ellos en las consultas de

seguimiento.
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3.1.4. Fase Siete: Base de datos

Se cre6 una lista de datos en una hoja electronica (excel version 2016) que
conectdé el identificador (nombre completo del paciente) con el cdodigo
alfanumérico unico y exclusivo para cada paciente. El codigo fue utilizado tanto
para la encuesta como para identificar las muestras biolégicas y la base de datos
qgue contenia la informacién obtenida de la encuesta y de las pruebas de

laboratorio y que se utilizaron para el analisis estadistico.

La lista con identificadores fue resguardada por la directora del proyecto en una
memoria externa y en su computadora personal, con clave de acceso al archivo
y podran acceder a este documento las investigadoras previa autorizacion de la
directora. La base de datos unicamente con codigos de pacientes y datos de las
variables en estudio fue guardada en la computadora de las investigadoras con
claves de acceso y la directora de la investigacion tuvo libre acceso a la misma.
Los datos y la informacion obtenida se guardaran por 7 afios, pasado este tiempo

se borrara el archivo y cualquier copia o rastro del mismo de forma definitiva.
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CAPITULO IV
4.1 CONTROL DE CALIDAD

Para el control instrumental se tomd en cuenta los parametros dictados por la
Norma CLSIEPI5A3, que considera precisién, error total, error permitido, vias
porcentuales y variabilidad bioldgica, esto con el fin de garantizar un buen
desempefio del método coagulométrico para una mayor confiabilidad de los
resultados del FVIIl. Para este ensayo se realizaron cinco mediciones

consecutivas de plasma control normal y patolégico por cinco dias seguidos.

Tabla 5.
Repetibilidad
Interpretacion Control normal Control patolégico
Media obtenida 93,3 29,0
CV intracorrida obtenido 6,3 4,3
CV intracorrida 6,3 4,7
manufactura
UVL 8,19 6,11
Andlisis Cumple Cumple
Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019
Tabla 6. Imprecision intercorrida
Interpretacion Control normal Control patolégico

Media obtenida 93,3 29,0

CV intercorrida obtenido 11,3 7,7

CV intercorrida Manufactura 11,2 8,3

UVL 14,56 10,79

Andlisis Cumple Cumple

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019
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Tabla 7. Estimacién de sesgo

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

Interpretacion Control normal Control patolégico

Sesgo maximo permitido 8,9 8,9
Limite inferior inserto 75 20
Limite superior inserto 113 34
Media del inserto 94,0 27,0
DS inserto a 3 SD 6,33 2,33
Media obtenida 93,3 29,0
Limite de aceptacién superior 102,366 29,403
Limite de aceptacion Inferior 85,634 24,597
Estimacion de sesgo en % 0,7 7,5

Andlisis Cumple Cumple

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

Control normal FVIII

/\~\_/\A

@ Control normal

r— e \edia

~_/

NS

Upper flag

Figura 2: Control normal FVIII

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

Previo al analisis de las muestras se procesaron

Lower flag
= Jpper stop

== | OWer stop

controles normales y

patolégicos de FVIII por cada 20 muestras procesadas o cambio de frasco de

reactivo.
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Figura 3: Control Patologico FVIII

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019
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CAPITULO V

5.1 RESULTADOS

5.1.1 Descripcion de la Poblacion de Estudio

La muestra de estudio estuvo conformada por 118 pacientes con Hemofilia “A”
gue reciben tratamiento con FVIII liofilizado, inscritos en la FUNDHEC-NUcleo
Pichincha, desde un afio de edad hasta los 65 afios. Que cumplieron con los

criterios de inclusién previamente sefialados.

5.1.2 Frecuenciadel inhibidor del FVIII en pacientes con hemofilia A

Tabla 8.

Frecuencia del inhibidor de FVIII en pacientes con hemofilia A

Recuento % Porcentaje

Inhibidor FVIII Ausencia 104 88.1%
Presencia 14 11.9%
Total 118 100.0%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

La frecuencia encontrada mediante la metodologia Nijmegen fue de 11.9 % como
casos reportados con presencia del inhibidor del factor VIl y el 88.1% como

ausencia. (Tabla 8)

5.1.3 Frecuencia del inhibidor del FVIII por grupo etario

Se clasificaron a los pacientes por grupo etario de acuerdo a las
recomendaciones del Sistema de Indicadores Sociales del Ecuador (SIISE) de

la siguiente manera:
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Tabla 9.

Clasificacion de participantes por grupo etario

Rango de edad en afios Grupo etario
1-4 Preescolar
5-11 Escolar
12-18 Adolescente
> 18 afos a < 65 afos. Adulto
> 65 afios. Adulto mayor

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

Tabla 10:

Grupo etario y frecuencia del inhibidor

Recuento % Porcentaje
Edad Preescolar 4 28.6%
Escolar 3 21.4%
Adolescente 5 35.7%
Adulto 2 14.3%
Adulto mayor 0 0.0%
Total 14 100.0%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

Se obtuvo que el 28.6% de pacientes con inhibidor del FVIII pertenecian al
grupo preescolar, el 21.4% al grupo escolar, 35.7% a adolescentes y el 14.3%

al grupo adulto. (Tabla 10)
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Tabla 11.

Grupo etario y respuesta del inhibidor

Inhibidor de baja respuesta Inhibidor de alta respuesta
: Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Grupo etario

Preescolar 3 75% 1 25%
Escolar 1 33% 2 67%
Adolescente 3 60% 2 40%
Adulto 2 100% 0 0%
Adulto 0 0% 0 0%
mayor

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

En el analisis de la respuesta del inhibidor con grupo etario se establecio que el
75% de inhibidores de baja respuesta fueron pertenecientes al grupo preescolar
y el 67% de alta respuesta a escolares. Mientras que el 60% son de baja

respuesta en adolescentes y el 100% de baja respuesta en adultos.

5.1.4 Grado de severidad de hemofiliay respuesta del inhibidor del FVIII

Para establecer el grado de severidad de la hemofilia A, se realiz6 una encuesta
a los pacientes. Las respuestas fueron relacionadas con los valores de

concentracion del FVIII mediante la metodologia Nijmegen.

Severidad

57; 48% -

31; 26%

B leve M Moderada M Severa

Figura 4. Frecuencia del grado de severidad de hemofilia A

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

66



El 48.3 % de pacientes de acuerdo a las respuestas en la encuesta y la
concentracion de FVIII pertenecen a la clasificacibn de hemofilia A severa.
Mientras que el 26.3% es de hemofilia A moderada y el 25.4% leve. A los 14
pacientes que desarrollaron inhibidor se los clasificé de acuerdo a la respuesta
del inhibidor del FVIII como altos y bajos respondedores. (Tabla 12)

Tabla 12.

Frecuencia de la repuesta del inhibidor de FVIII

Recuento % Porcentaje

Respuesta de Alta respuesta (=5UB/mL) 5 35.7%
inhibidor Baja respuesta (<5UB/mL) 9 64.3%
Total 14 100.0%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

El 64.3% de pacientes presentan inhibidores de baja respuesta, mientras que el

35.7% fueron de alta respuesta. (Tabla 12)

Tabla 13.

Respuesta del inhibidor de FVIII segun el grado de severidad de hemofilia A

Alta respuesta Bajarespuesta Total Porcentaje

Grado de severidad Leve 0 1 1 7.2%
Moderada 1 4 5 35.7%
Severa 4 4 8 57.1%
Total 5 9 14 100%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

El 57.1 % de pacientes que desarrollaron inhibidores pertenecian a hemofilia A
severa. El 35.7% a moderada y el 7.2% a leve. No se obtuvo una relacion

estadisticamente significativa en esta tabla x?= < 0.05 n=118 p=0.34. Debido a
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la baja frecuencia de personas con presencia de inhibidores contra el FVIII en el
estudio. (Tabla 13)

5.1.5 Respuestadel inhibidor y tiempo de exposicion al tratamiento con
FVIII
Tabla 14.

Inhibidores de alta respuesta

Tiempo de exposicion (en afios) Frecuencia Porcentaje

1 afio 1 20%
4 afios 1 20%
7 afos 1 20%
11 afios 2 40%

Total 5 100%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

Al obtener las frecuencias de pacientes que han desarrollado inhibidores de alta
respuesta se observa que el 40 % son pertenecientes a un periodo de 1 a 11
afnos. (Tabla 14)

Tabla 15.
Inhibidores de baja respuesta

Tiempo de exposicion (en afios) Frecuencia Porcentaje

1 afio 1 11.1%
2 afos 1 11.1%
3 anos 2 22.2%
9 anos 1 11.1%
10 afios 1 11.1%
12 afios 1 11.1%
14 afios 2 22.2%
Total 9 100%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019
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Los pacientes con inhibidores de baja respuesta que recibieron tratamiento con
FVIII en un periodo de 1 a 14 afios tiene el rango mas amplio que el de los
pacientes que desarrollaron inhibidores de alta respuesta. (Tabla 15)

Tabla 16.
Tiempo de exposicion vs respuesta del inhibidor

Respuesta de inhibidor

Inhibidores de alta Inhibidores de baja
respuesta respuesta Total
Exposicion Meses 0 0 0
Afos 5 9 14
Total 5 9 14
Porcentaje 35.7% 64.3 % 100%

Fuente: Investigacion propia
Autores: Guerrero y Molina 2019

El 35.7% de pacientes que desarrollaron inhibidor del FVIII de alta respuesta,
mientras que el 64.3% fueron de baja respuesta. Se obtuvo significancia

estadistica entre ambas variables debido a que el valor de p es de 0.00018.
(Tabla 16)

69



5.1. DISCUSION

La deteccién temprana de inhibidores contra el factor VIII tiene gran importancia
para un tratamiento precoz, adecuado y calidad de vida en pacientes con
hemofilia. El tratamiento depende del grado de severidad de la enfermedad y la
respuesta del inhibidor, por esta razén la cuantificacion del factor VIII debe tener
una alta sensibilidad y especificidad. En este estudio se utilizé la metodologia
Nijmegen con el fin de detectar cantidades minimas del inhibidor contra el FVIII
lo que hace que este método sea mas sensible.

El método Nijmegen posee ciertas caracteristicas que mejoran deficiencias que
la prueba Bethesda presenta, esta modificacion mantiene un pH estable al afiadir
tampon imidazol y controla la concentracion de proteinas al afadir un plasma
deficiente de FVIII (Dacie y Lewis, 2018).

La Federacion Mundial de Hemofilia reporto 5 948 pacientes con hemofilia A que
han desarrollado inhibidores en el afio 2018, esto corresponde al 3.76% de los
pacientes con hemofilia A a nivel mundial. Martinez et al., en el afio 2018
menciona una frecuencia del 12% al 35% de pacientes con hemofilia A que
desarrollaron inhibidores, estos datos fueron recopilados de investigaciones
realizadas en América latina, ademas Medina et al., en el afio 2010 sefala que
la frecuencia del inhibidor del FVIII en pacientes con hemofilia A en Honduras se
encuentra entre el 14% y 25%. Finalmente, una investigacion realizada en
Guatemala por Alvarez en el afio 2015 sefiala una frecuencia del 20% de

inhibidores contra el FVIII.

El contraste de frecuencias en los datos antes mencionados se debe a las
diferencias en la poblacion y en la muestra de estudio en cada una de las
investigaciones, sin embargo, se puede apreciar que el resultado obtenido en
esta investigacion se encuentra dentro de los rangos mencionados en dichas

investigaciones.

En el estudio se analizaron 118 pacientes hemofilicos tipo A registrados en la

Fundacién Hemofilica Ecuatoriana (FUNDHEC) ndcleo Pichincha. La frecuencia
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de pacientes con inhibidores fue de 11.9%, los pacientes que no presentaron
inhibidores fueron 88.1%, datos que concuerdan con las investigaciones

anteriores.

Kempton et al, sefiala en su estudio que los pacientes que tienen mayor
probabilidad de desarrollar inhibidores se encuentran en edades de 1 a 14 afios;
los reportes de la Federacion Mundial de Hemofilia en el afio 2018 sefialan que
los niflos que reciben tratamiento por periodos cortos son mas propensos al
desarrollo de inhibidores y los adultos que recibieron dosis prolongadas pueden
desarrollar inhibidores con menor frecuencia. Los resultados obtenidos en este
estudio sefialan una mayor frecuencia del inhibidor en pacientes de 1 a 18 afios
(86%) mientras que los adultos tienen una baja frecuencia (14%) relacionandose

con lo citado por el autor anteriormente.

En el aflo 2018 la Federacion Mundial de Hemofilia reporté una frecuencia de
inhibidores del 25-40% en pacientes con hemofilia A severa y del 5-15% en
pacientes con hemofilia A moderada y leve, por otro lado Mardones en el afio
2017 evaluo 74 pacientes con hemofilia A de los cuales 32 resultaron positivos
para inhibidor del FVIII, de estos, el 37.5% eran pacientes severos, 53.1%
moderados y el 9.4% leves, ademas, los estudios realizados por Kempton et al
en el afio 2010 y por Gouw en el afio 2013 indicaron que los pacientes con
hemofilia A severa tienen un riesgo mayor a desarrollar inhibidores. En este
estudio se obtuvo 14 pacientes con inhibidores, de los cuales el 57.1% eran
severos, el 35.7% moderados y el 7.2% leves, coincidiendo con los estudios
antes mencionados en los que se obtuvo una frecuencia mayor en pacientes con
hemofilia A severa y una frecuencia menor en hemofilia moderada y leve. En
este caso se pueden observar diferencias en las frecuencias entre los estudios,
sin embargo, es importante aclarar que en todas las investigaciones
mencionadas se observa que la mayor parte de pacientes que desarrollaron

inhibidores pertenecian al grupo severo.

Por otra parte, Bimanis y Alvarez indican una mayor frecuencia de inhibidores de

baja respuesta en los pacientes que desarrollaron inhibidores en su estudio, esta
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informacion coincide con este estudio ya que, de los 14 casos positivos para
inhibidor, el 64.3% tenian inhibidores de baja respuesta.

Al asociar las variables respuesta del inhibidor con grado de severidad no se
obtuvo una asociacién estadistica debido a la baja frecuencia de pacientes que
desarrollaron inhibidores, esta limitacion se encontrd en los estudios de Riveros

y Alvarez en el afio 2015.

En la investigacion de Bimanis et al, en el afio 2012 se valor6 el inhibidor del
FVIII en 41 pacientes con hemofilia A en Venezuela- Carabobo y se concluyé
gue el desarrollo de inhibidores en este grupo de pacientes se encontraba
asociado con el tiempo de exposicion a la terapia de reemplazo con FVIII. Por
otro lado, en el estudio realizado por DiMichelle en el afio 2008 sefiala que un
tiempo de exposicion prolongado e intenso al tratamiento con FVIII esta asociado
al desarrollo del inhibidor, en especial a los inhibidores de baja respuesta, sin
embargo, el estudio de Kempton et al, en el afio 2010 en el que se evaluaron 36
pacientes con hemofilia A leve y moderada determind que no existe una
asociacion significativa entre el tiempo de exposicion al tratamiento y el titulo del
inhibidor.

En el presente estudio se obtuvo una asociacion estadistica significativa entre el
tiempo de exposicion al tratamiento y la respuesta de inhibidor al observar que
todos los pacientes con resultados positivos para el inhibidor del FVIII estuvieron
expuestos a la terapia de reemplazo con FVIII durante un afio o mas, de este
grupo de pacientes el 36% presentaron inhibidores de alta respuesta y el 64%
inhibidores de baja respuesta. Estos resultados coinciden con los estudios de

Binamis y DiMichelle antes mencionados.

El tratamiento para pacientes que desarrollan inhibidores varia de acuerdo a la
respuesta del inhibidor. Los pacientes con inhibidores de baja respuesta deben
recibir tratamiento con FVIII de reemplazo en una dosis superior a la usual. Por
otra parte, los pacientes con inhibidores de alta respuesta con un titulo inferior a

10 UNB tienen un buen prondstico, sin embargo, pacientes con un titulo superior
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a 200 UNB tienen un mal pronostico y la erradicacion del inhibidor se torna mas
compleja. De los pacientes que presentaron inhibidores de alta respuesta en este
estudio, dos tienen un buen prondstico, en estos pacientes se debe infundir
concentrados de FVIII durante tres a cinco dias de tal manera que alcancen
condiciones fisiologicas normales de FVIII (50% al 100%) hasta lograr una
respuesta anamnésica. Por otro lado, tres de los pacientes con inhibidores de
alta respuesta presentaron titulos superiores a 200 UNB, por lo que, el
tratamiento para este Ultimo grupo es mas complejo ya que es indispensable el
uso de FVlla recombinado y agentes baipaseantes, estos medicamentos no
constan en el Cuadro Nacional de Medicamentos Basicos por lo que es

necesaria una justificacion para ser adquiridos.

Es importante mencionar que, a pesar de obtener resultados similares con los
estudios anteriores, existen diferencias en lo que concierne a la muestra de

estudio, localizacion y afio de realizacion de las investigaciones.

Para finalizar, se considera importante continuar con investigaciones en este
grupo de pacientes en vista a que existen varios factores que intervienen en la

aparicion de inhibidores y no solo los expuestos en este estudio.
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5.2.

CONCLUSIONES

El estudio realizado en 118 pacientes con presuncion de inhibidor de FVIII,
se detectaron 14 (11,9%) pacientes positivos para la prueba de inhibidor
Bethesda-Nijmejen. El 64% tenian inhibidores de baja respuesta y 32%

alta respuesta.

La frecuencia de pacientes con hemofilia A que desarrollaron inhibidores
tras la terapia con FVIII liofilizado fue superior en personas menores a

18 afios de edad.

El grado de severidad de la hemofilia A no se asocia a la respuesta del
inhibidor al realizar pruebas de asociacion estadistica de Chi cuadrado
debido a las bajas frecuencias de casos positivos con presencia de
inhibidores.

El tiempo de exposicion al tratamiento con FVIII se encuentra asociado a
la respuesta del inhibidor ya que se obtuvieron valores de pruebas
estadisticas que lo comprueben, ademas se observd que los pacientes
positivos para el inhibidor del FVIII estuvieron expuestos por un afio 0 mas

a la terapia de reemplazo.
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5.3.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio de comparacion de técnicas Nijmegen
y Bethesda en pacientes con hemofilia A para conocer el porcentaje de

falsos positivos y falsos negativos de las técnicas.

Es recomendable realizar un estudio de deteccion de inhibidores por el
método cromogénico para mejorar la sensibilidad y especificidad del

ensayo Nijmegen.

Realizar una asociacion con otras variables como dias de exposicion al

tratamiento y tipo de FVIII administrado (plasmatico o recombinante).

Se debe realizar un rastreo de inhibidores a pacientes en otras provincias
y que acuden a la Fundacion Hemofilica Ecuatoriana, en provincias que
no disponen de laboratorios capacitados y especializados en este tipo de

pruebas.
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5.2 ANEXOS

ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARTE I: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ADULTOS PARTICIPANTES

Titulo de la investigacion: Frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante metodologia Nijmegen
en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIII liofilizado, inscritos en la
FUNDHEC —Ndcleo Pichincha, 2019.

Instituciones: Pontificia Universidad Catolica del Ecuador y Fundacion Hemofilia Ecuatoriana
(FUNDHEC).

Investigadoras principales: Wendy Lizeth Guerrero Vinueza y Karla Vanessa Molina Maldonado.
Objetivo: Esta investigacion pretende proporcionarle a usted y a su médico informacién acerca de la
presencia de sustancias en la sangre que afectan la funcionalidad del tratamiento, estas sustancias
se llaman inhibidores.

Procedimiento: Usted debera llenar una encuesta que consta de 6 preguntas sobre la edad, sexo,
tiempo de inicio tratamiento y tipo de severidad de hemofilia A, si usted no tiene conocimiento de esta
Ultima, se recolectara esta informacion de los registros de la FUNDHEC-NUGcleo Pichincha, esta
informacion serd confidencial y no sera compartida con ninguna persona ajena a la investigacion.
Después se procederd a realizar una puncién en su brazo con una aguja hueva, estéril y desechable,
se recolectard 5mL (la cantidad de 1 cucharada) de su sangre en un tubo nuevo, estéril y con
anticoagulante. Después de sacarle la muestra de sangre, esta sera transportada hacia la Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador sede Quito, donde serdn almacenadas a -80°C hasta que sean
procesadas y los resultados se hayan confirmado. Una vez terminado el proceso de andlisis y
confirmacion de resultados, las muestras serdn eliminadas y no se utilizardn para otras
investigaciones.

Duracion: La encuesta durara 5 minutos y la toma de muestra de sangre entre 10 y 15 minutos.
Participacion voluntaria: La decision de participar en la investigacion es U(nicamente suya.
(voluntaria)

Confidencialidad: Sus datos e informacién seran confidenciales. Para su seguridad las
investigadoras no revelaran su informacion a otras personas ajenas a este proyecto. Se comunicaran
los resultados a usted y a su médico.

Beneficios (individual y social): Los resultados del examen se le entregara en la FUNDHEC-NUcleo
Pichincha aproximadamente 1 mes después de la toma de muestra sanguinea. Para conocer si sus
resultados ya estén listos, usted puede contactarse con las investigadoras o con el presidente de la
FUNDHEC. Quizas no haya un beneficio directo e inmediato, sin embargo, més adelante con los
resultados de esta investigacion se espera mejorar el tratamiento que le estan proporcionando.
Riesgos o0 molestias: Usted sentird un leve dolor al momento de la puncién y es probable que se
forme un moretén (hematoma) por la salida de sangre fuera de la vena.

Costos, incentivos o recompensas: Usted no recibird ninguna compensacion econémica ni material
por participar en el estudio, la prueba sera gratuita.

Derecho a retirarse: Usted tiene el derecho a retirarse del estudio en cualquier momento, en este
caso se recomienda informar a las investigadoras. Si usted decide retirarse del estudio una vez que
se haya recolectado la muestra cabe aclarar que ésta no sera procesada, dicha decision no implicara
ninguna penalidad ni perjuicio para usted. La muestra sera destruida, esto no afectara su relaciéon con
las investigadoras, médico y la FUNDHEC.

Manejo de datos y resultados: La muestra de sangre sera identificada con un cédigo Unico y los
resultados seran almacenados y protegidos con la finalidad de que solo las investigadoras del proyecto
tengan acceso a ellos. Posteriormente se le comunicaran los resultados del examen de sangre a su
médico, y a su vez, a usted.

Mayor informacién: Si usted requiere informacion adicional, comunicarse con las investigadoreas
principales Wendy Lizeth Guerrero Vinueza, teléfono 0990406748 o Karla Vanessa Molina
Maldonado, teléfono 0998281577, Carrera de Bioquimica Clinica, Facultad de Medicina, PUCE. Con
el Sr. Javier Cordova, presidente de la FUNDHEC-N(cleo Pichincha, teléfono 099897343. O con el
Mtr. Yan Arévalo, secretario del Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos (CEISH) de
la PUCE, Av. 12 de octubre 1076 y Roca, Quito, edificio administrativo, piso 3, oficina 327, teléfono
2991700 — Ext. 2917.
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PARTE II: FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ADULTOS PARTICIPANTES

Yo , declaro que he leido la informacion

proporcionada o me ha sido leida y estoy al tanto del proyecto titulado “Frecuencia del inhibidor del

factor VIII mediante metodologia Nijmegen en pacientes con hemofilia “A” que reciben

tratamiento con factor VI liofilizado, inscritos en la FUNDHEC —Nucleo Pichincha, 2019”. He
tenido la oportunidad de aclarar mis dudas sobre la investigacion y se me ha contestado
satisfactoriamente todas y cada una de las preguntas que he realizado.

Soy consciente de los siguientes aspectos:

e Lainvestigacion me proporcionara informacion acerca de la presencia de sustancias en la sangre
gue afectan la funcionalidad del tratamiento, estas sustancias se llaman inhibidores.

e Debo contestar una encuesta que consta de 6 preguntas sobre la edad, sexo, tiempo de inicio de
mi tratamiento y tipo de severidad de hemofilia A, si no conozco esta Ultima se recolectara esta
informacion de los registros de la FUNDHEC-NUcleo Pichincha, esta informacién sera confidencial
y no serd compartida con ninguna persona ajena a la investigacion. Después me realizaran una
puncién en mi brazo con una aguja nueva, estéril y desechable, se recolectard 5mL (la cantidad
de 1 cucharada) de mi sangre en un tubo nuevo, estéril y con anticoagulante. Después de que
me saquen sangre, esta serd transportada hacia la Pontificia Universidad Catoélica del Ecuador
sede Quito, donde seran almacenadas a -80°C hasta que sean procesadas y los resultados se
hayan confirmado. Una vez terminado este proceso mis muestras seran eliminadas y no se
utilizardn para otras investigaciones.

e Laencuesta durard 5 minutos y la toma de muestra de sangre entre 10 y 15 minutos.

e Mi participacion es voluntaria.

e Tengo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento. Si decido retirarme del estudio
una vez que se haya recolectado mi muestra, ésta no sera procesada, dicha decisidn no implicara
ninguna penalidad ni perjuicio para mi, Mi muestra sera destruida, esto no afectara mi relacion
con las investigadoras, médico y la FUNDHEC.

e Mis datos e informacién no seran revelados a otras personas ajenas al proyecto.

e Elbeneficio que recibo es conocer sobre la presencia o no de las sustancias llamadas inhibidores.

e Podre tener los resultados del examen debo acercarme a la FUNDHEC-NUcleo Pichincha
aproximadamente 1 mes después de la toma de muestra sanguinea. Para conocer si mis
resultados ya estan listos, debo contactarme con las investigadoras o con el presidente de la
FUNDHEC.

e No recibiré una compensacién econémica ni material por participar en el estudio. La prueba que
se me realizara es gratuita.

e Losresultados del examen de sangre seran comunicados a mi y a mi médico.

Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo en participar en la investigacion

Firma o huella del participante

Nombres y Apellidos del participante
C.l del participante
En caso de ser analfabeto,

Testigo 1 Firma: Nombre: Cl:

Testigo 2 Firma: Nombre: Cl:

Firma del investigador
Nombres y Apellidos del investigador
Cl del investigador Fecha:
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PARTE I: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES DE FAMILIA Y/O REPRESENTANTE
LEGAL DE MENORES DE EDAD O PERSONAS DISCAPACITADAS

Titulo de la investigaciéon: Frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante metodologia Nijmegen
en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VI liofilizado, inscritos en la
FUNDHEC —Ndcleo Pichincha, 2019.

Instituciones: Pontificia Universidad Catolica del Ecuador y Fundacion Hemofilia Ecuatoriana
(FUNDHEC).

Investigadoras principales: Wendy Lizeth Guerrero Vinueza y Karla Vanessa Molina Maldonado.
Objetivo:  Esta investigacién pretende proporcionarle a usted y al médico de su hijo/hija o
representado, informacion acerca de la presencia de sustancias en la sangre que afectan la
funcionalidad del tratamiento, estas sustancias se llaman inhibidores.

Procedimiento: Usted debera llenar una encuesta que consta de 6 preguntas sobre la edad, sexo,
tiempo de inicio del tratamiento y tipo de severidad de hemofilia A de su hijo/hija o representado, si
usted no tiene conocimiento de esta Ultima seré recolectara esta informacion de los registros de la
FUNDHEC-NUcleo Pichincha, esta informacién sera confidencial y no sera compartida con ninguna
persona ajena a la investigacion. Después se precedera a realizar una puncién en su brazo con una
aguja nueva, estéril y desechable, se recolectard 5mL (la cantidad de 1 cucharada) o 3ml (la cantidad
de media cucharada) de su sangre en un tubo nuevo, estéril y con anticoagulante. Después de sacarle
la muestra de sangre, esta seré transportada hacia la Pontificia Universidad Catdélica del Ecuador seos
de Quito, donde serdn almacenadasa -80°C hasta que sean procesadas Yy los resultados se hayan
confirmado. Una vez terminado el proceso de analisis y confirmacion de resultados, las muestras
seran eliminadas y no se utilizardn para otras investigaciones.

Duracion: La encuesta durard 5 minutos y la toma de muestra de sangre entre 10 y 15 minutos.
Participacion voluntaria: La participacion de su hijo/hija o representado en la investigacion es
absolutamente voluntaria.

Confidencialidad: Los datos e informacion de su hijo/hija o representado seran confidenciales. Para
su seguridad las investigadoras no revelaran su informacién a otras personas ajenas a este proyecto.
Se comunicaran los resultados a usted y al médico.

Beneficios (individual y social): Los resultados del examen se le entregara en la FUNDHEC-NUcleo
Pichincha aproximadamente 1 mes después de la toma de muestra sanguinea de su hijo/hija o
representado. Para conocer si sus resultados ya estan listos, usted puede contactarse con las
investigadoras o con el presidente de la FUNDHEC. Quizas no haya un beneficio directo e inmediato,
sin embargo, méas adelante con los resultados de esta investigacion se espera mejorar el tratamiento
proporcionado.

Riesgos o molestias: Su hijo/hija o representado sentira un leve dolor al momento de la puncion y
es probable que se forme un moretén (hematoma) por la salida de sangre fuera de la vena.

Costos, incentivos o recompensas: Usted, su hijo/hijja o representado no recibira ninguna
compensacion econdémica ni material por participar en el estudio, la prueba sera gratuita.

Derecho a retirarse: Usted tiene el derecho a retirar a su hijo/hija o representado del estudio en
cualquier momento, en este caso se recomienda informar a los investigadores. Si usted decide retirar
a su hijo/hija o representado del estudio una vez que se haya recolectado la muestra cabe aclarar que
ésta no sera procesada dicha decisién no implicard ninguna penalidad ni perjuicio para usted o su
hijo/a o representado. La muestra sera destruida, esto no afectara su relacién con los investigadores,
médico y la FUNDHEC.

Manejo de datos y resultados: La muestra de sangre sera identificada con un cédigo Unico y los
resultados seran almacenados y protegidos con la finalidad de que solo las investigadoras del proyecto
tengan acceso a ellos. Posteriormente se le comunicaran los resultados del examen de sangre de su
hijo/hija o representado a usted y al médico.

Mayor informacién: Si usted requiere informacion adicional, comunicarse con las investigadoreas
principales Wendy Lizeth Guerrero Vinueza, teléfono 0990406748 o Karla Vanessa Molina
Maldonado, teléfono 0998281577, Carrera de Bioquimica Clinica, Facultad de Medicina, PUCE. Con
el Sr. Javier Cordova, presidente de la FUNDHEC-N(cleo Pichincha, teléfono 099897343. O con el
Dr. Hugo Navarrete Zambrano, secretario del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos
(CEISH) de la PUCE, Av. 12 de octubre 1076 y Roca, Quito, edificio administrativo, piso 3, oficina 327,
teléfono 2991700 — Ext. 2917.
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Yo

PARTE II: FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES DE FAMLIA Y/O
REPRESENTANTE LEGAL DE MENORES DE EDAD O PERSONAS DISCAPACITADAS
Jrepresentante de

declaro que he leido la informacion proporcionada o me ha

sido leida y estoy al tanto del proyecto titulado “Frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante
metodologia Nijmegen en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIll
liofilizado, inscritos en la FUNDHEC —Nucleo Pichincha, 2019”. He tenido la oportunidad de aclarar mis
dudas sobre la investigacion y se me ha contestado satisfactoriamente todas y cada una de las preguntas
gue he realizado.

Soy consciente de los siguientes aspectos:

La investigacion me proporcionard informacion acerca de la presencia de sustancias en la sangre de
mi hijo/hija o representado que afectan la funcionalidad del tratamiento, estas sustancias se llaman
inhibidores.

Mi hijo/hija o representado respondera una encuesta que consta de 6 preguntas sobre su edad, sexo,
tiempo de inicio de su tratamiento y tipo de severidad de hemofilia A, si no conozco esta Ultima se
recolectara esta informacion de los registros de la FUNDHEC-NUcleo Pichincha, esta informacion sera
confidencial y no sera compartida con ninguna persona ajena a la investigacion. Después le realizaran
una puncién en el brazo con una aguja nueva, estéril y desechable, se recolectara 5mL (la cantidad de
1 cucharada) o 3ml (la cantidad de media cucharada) de la sangre de mi hijo/hija o representado.
Después de que le saquen sangre, esta sera transportada hacia la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador sede Quito, donde seran almacenadas a -80°C hasta que sean procesadas Y los resultados
se hayan confirmado. Una vez terminado este proceso de andlisis y confirmacién de resultados, las
muestras de mi hijo/hija o representados seran eliminadas y no se utilizaran para otras investigaciones.
La encuesta durard 5 minutos y la toma de muestra de sangre entre 10 y 15 minutos.

La participacion es voluntaria.

Yo puedo retirar del estudio a mi hijo/hija o representado en cualquier momento. Si decido retirarle del
estudio una vez que se haya recolectado la muestra de mi hijo/hija o representado ésta no sera
procesada, dicha decisién no implicard ninguna penalidad ni perjuicio para mi o su hijo/a o
representado. La muestra sera destruida, esto no afectara su relacion con los investigadores, médico
y la FUNDHEC.

Los datos e informaciéon mi hijo/hija o representado no seran revelados a otras personas ajenas al
proyecto.

El beneficio que recibe mi hijo/hija o representado es conocer sobre la presencia 0 no de las sustancias
llamadas inhibidores.

Podre tener los resultados del examen de mi hijo/hija o representado y debo acercarme ala FUNDHEC-
Nucleo Pichincha aproximadamente 1 mes después de la toma de muestra sanguinea. Para conocer
si los resultados ya estan listos, debo contactarme con las investigadoras o con el presidente de la
FUNDHEC.

El procedimiento de extraccion de sangre tiene riesgos y molestias minimas para mi hijo/hija o
representado.

El examen no tiene costo, tampoco incentivos o recompensas econémicas o0 materiales para mi hijo/hija
o representado o para mi.

Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo en participar en la investigacion

Firma o huella del representante
Nombres y Apellidos del representante
C.l del representante

En caso de ser analfabeto,
Testigo 1 Firma: Nombre: Cl:
Testigo 2 Firma: Nombre: Cl:

Firma del investigador
Nombres y Apellidos del investigador Fecha:

Cl del investigador
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ASENTIMIENTO INFORMADO
PARTE I: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

Nuestros nombres son Wendy Lizeth Guerrero Vinueza y Karla Vanessa Molina Maldonado,
estudiantes de la carrera de Bioguimica Clinica de la PUCE, actualmente estamos trabajando en el
proyecto llamado “Frecuencia del inhibidor del factor VIII en pacientes con hemofilia “A” que reciben
tratamiento con factor VIII liofilizado mediante metodologia Nijmegen, inscritos en la FUNDHEC -
Nucleo Pichincha, 2019”.

¢, Cudl es propésito del estudio?: Proporcionarte a ti y a tu médico informacion sobre la presencia
de algo en tu sangre que hacen que tu medicamento no funcione bien.

¢ Qué vamos a hacer?: Si tu decides realizarte el examen deberas contestar unas preguntas, sobre
tu edad, sexo, tiempo que empezaste a usar tu medicamento y tipo de severidad de tu enfermedad.
Si no entiendes las preguntas puedes consultarnos y te ayudaremos con mucho gusto. Después te
pincharemos en tu brazo con una aguja nueva y limpia para recolectar un tubo de sangre, vamos a
sacarte aproximadamente una cucharada o media cucharada de tu sangre. Luego llevaremos tu
muestra a la universidad para realizar los exdmenes. Cuando ya acabemos de realizar el examen de
tu muestra la botaremos y no la usaremos para ninguna otra prueba

¢,Cuénto tiempo estards con nosotros?: La encuesta durard 5 minutos y la toma de muestra de
sangre entre 10 y 15 minutos.

¢,Cémo puedes participar en lainvestigacion?: La decision de participar en la investigacién es solo
tuya, nadie puede obligarte a sacarte sangre.

¢, Qué sucedera con tu informacién?: Para que te sientas seguro no compartiremos tus datos, ni los
resultados de los exdmenes con ninguna otra persona ajena a la investigacion tus datos personales y
los resultados de los exdmenes. Los resultados de los examenes seran entregados a tus papas o tu
representes 1 mes después de haberte pinchado. Para retirar tus resultados tus papas o representante
debe acercarse a la fundacién a la que vas.

¢, Qué beneficios tendras?: Conoceras el resultado de tu examen de sangre con lo que se espera
que tu médico mejore el tratamiento.

¢, Qué sentiras durante el proceso? Durante el pinchazo sentiras molestia en el brazo que durara
unos pocos segundos. Es probable que después del pinchazo te quede un moretén.

¢ Recibiras algo por tu participacion?: No recibiras dinero ni regalos por tu participacion. El examen
que se te realizara es gratuito.

¢ Qué pasa si deseas retirarte?: Si en algiin momento ya no quieres participar puedes decir que no
y retirarte. Si ya te sacamos sangre, pero tl no quieres que te hagamos el examen puedes decirnos
y tu muestra sera eliminada. Nosotras no nos enojaremos contigo y tampoco tu médico

¢, Qué haremos con tus datos?: Tus datos seran protegidos y almacenados con una contrasefia para
gue ninguna persona extrafia tenga acceso a ellos.

¢Con quien me puedo comunicar?: Si tienes alguna duda o necesitas mas informacion,

comunicarse con Wendy Lizeth Guerrero Vinueza, teléfono 0990406748 o Karla Vanessa Molina
Maldonado, teléfono 0998281577, Carrera de Bioquimica Clinica, Facultad de Medicina, PUCE. Con
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el Sr. Javier Cordova, presidente de la FUNDHEC-NUcleo Pichincha, teléfono 099897343. . O con el
Dr. Hugo Navarrete Zambrano, secretario del Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos
(CEISH) de la PUCE, Av. 12 de octubre 1076 y Roca, Quito, edificio administrativo, piso 3, oficina 327,
teléfono 2991700 — Ext. 2917.

PARTE II: FIRMA DEL ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

Yo , declaro que he leido la informacién
proporcionada o me ha sido leida y estoy al tanto del proyecto titulado “Frecuencia del inhibidor del
factor VIII mediante metodologia Nijmegen en pacientes con hemofilia “A” que reciben
tratamiento con factor VIl liofilizado, inscritos en la FUNDHEC —Nucleo Pichincha, 2019”. He
tenido la oportunidad de aclarar mis dudas sobre la investigacion y se me ha contestado
satisfactoriamente todas y cada una de las preguntas que he realizado.

Soy consciente de los siguientes aspectos:

e Contestaré una encuesta con 6 preguntas sobre tu edad, sexo, tipo de hemofilia y el tiempo que
empecé a usar mi medicamento. Después se me realizara un pinchazo en el brazo para sacarme
una muestra de sangre, me sacaran aproximadamente 1 cucharada o media cucharada de sangre
en un tubo.

¢ Me demoraré 5 minutos en contestar la encuesta y en la toma de muestra de sangre entre 10 y
15 minutos.

e Participaré en la investigacién solo si yo quiero, si no deseo participar nadie me va a obligar y
tampoco se enojaran conmigo.

e Mis datos e informacién no seran revelados a personas extrafias.

e Conoceré la presencia 0 no de unas sustancias en mi sangre que hacen que mi medicamento no
funcione bien, esta informaciéon me ayuda a mi y a mi médico.

e Informaran a mis papas o a mi representante y a mi médico sobre los resultados del examen de
sangre. Mis papas podran retirar mis resultados 1 mes después de haberme sacado sangre en la
FUNDHEC.

e Sentiré un ligero dolor al momento de la puncién y es posible que se me forme un moretén

e Elexamen no tiene costo y no recibiré regalos ni dinero por participar.

Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo en participar en la investigacion.

0o Sl
0 NO

Firma o huella del menor de edad
Nombres y Apellidos del menor de edad
C.|I del menor de edad

Firma o huella del representante
Nombres y Apellidos del representante
C.l del representante

Firma del investigador
Nombres y Apellidos del investigador Fecha:
Cl del investigador

88



ANEXO 2. CONDICIONES PRE-ANALITICAS PARA EL PACIENTE

Para su seguridad las mruestras
de sangre seran identificadas
con un codigo umico y exclusivo
para asegurar la
confidenciatidad. destruira toda
la imformacion. E!l informe de
resultados de su examen le sera
entregado a usted y compartido
con el médico tratante del

FUNDHEC.

&0Qué es un inhibidor?

» E5 una sustancia que puede paracsr
&n to szngre & impide goe se detenga
un sangrado.

= MosotTas vamas 3 investigar =i tienss
@O0 8stas sustancias, en el caso de
que las tangas se comanicard a i
médico para que te de &l tratamiento
v atencion que necesitas.

Artleuerss

lintebridores]
_ {
o
J/
Lo ]]
Te invitamos a ser parte

de este proyecto !l

Con el Auspicio de:

| NOMERE
endy Lz
Guerrero Vinueza
| Karla Vanessa
Molina
Maldonado

El propdsito de esta inuestigacion es
proporcionarie a usted y a su médico
tratante informacion acerea de la
pTesemcid  enm  sangre  de  umas
sustancias Bomades inhibidores, gue
hace gque no se detenga el sangrado
facibmente. Conociendo =i usted tieme
estos inkibidores em lo samgre, su
médico hara el seguimiento y el
control de su tratamienfe con otro
dato mas a los de los exdmenes de
ruting gue usted se realiza o gue su
medico Ie solicita y gue le ayudard a
su médico a tomar decisiones sobre
su fratemiento. Porg ser parfe de
este proyecto debes cumplir las
siguientes condiciones -

A
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Inhibidores del
Factor VIII

Condiciones preanaliticas
para el paciente

= Pacients en ayumas por 1o menas 3
hogas.

= Paciente debe descansar por 1o

menas & horas antes de la toma de
maestra

= En las horas de ayuno solo e=
permitido tomar agua.

¢

« Mo haber realizado actividad fisic
24 horas amtes de 12 toma.

= Io haber admini=trado =] factor
liofilizado 3 dizs antes &2 1a toma de
maestra.

= Mo ingerir bebidas aleoholiczs antas
ni darante I3 toma de 13 mmestra.

= Bo fumar antes ni duranta 13 toma de
12 muestra.



ANEXO 3. SOLICITUD AL REPRESENTANTE DE FUNDHEC

Quito, 18 de julio de 2018

Seior

Javier Cérdova

Presidente de la Fundacion Hemofilica Ecuatoriana- Nucleo Pichincha
Presente.-

De nuestra consideracion:

Reciba usted un cordial y atento saludo. El motivo de la presente es hacerle conocer que
como estudiantes de la carrera de Bioguimica Clinica de la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador, estamos desarrollando nuestro plan para trabajo de titulacion
enfocado en el drea de coagulacion, especificamente hemos propuesto el siguiente
proyecto, “Frecuencia del inhibidor del factor VIII en pacientes con hemofilia “A™ que
reciben tratamiento con factor VIIT liofilizado, inscritos en la FUNDHEC -Pichincha,
20197, el mismo que lo hemos estado trabajando con el apoyo de la docente Mtr.
Marcela Mardones, como directora.

Con este antecedente, solicitamos a usted nos autorice realizar este trabajo en la
FUNDHEC para lo cual es necesario reunirse con las autoridades y luego con los
pacientes para explicar el estudio y solicitar su colaboracién.

Atentamente,

Wendy Lizeth Guerrero Vinueza Karla Vanessa Molina Maldonado

CI: 1724220502 CI: 0504391053
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Mtr.

ANEXO 4. CARTA DE APROBACION FUNDHEC

FUNDHEC

s %)

i —

HEMOFILIA

Quito, 26 de septiembre de 2018

Marcela Mardones

Docente de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador-Tutora del proyecto

Presente.-

Reciba un cordial y atento saludo de Javier Alexander Cérdova Suarez, presidente de la
Fundacién Hemofilica Ecuatoriana (FUNDHEC) portador de la cédula de ciudadania
No1716650286, conocedor del proyecto de investigacion “Frecuencia del inhibidor del
factor VIII en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIII
liofilizado, inscritos en la FUNDHEC —Pichincha, 2019” a realizar por parte de las
estudiantes de la carrera de Bioquimica Clinica de la PUCE Wendy Guerrero y Karla
Molina, informo que se les brindaré el apoyo y la acogida necesaria para su
investigacion en vista a la utilidad e importancia que representa ésta para quienes
formamos la FUNDHEC ademas de la experiencia satisfactoria que se ha obtenido de
investigaciones anteriores que han podido ayudar a conocer la eficacia y eficiencia de

los medicamentos anti hemofilicos que se dan en el Ecuador.

Atentamente.

Alexander

Presidente y Paciente

Fundacién Hemofilica Ecuatoriana FUNDHEC.

Cel: 0987075605. Fundacién.

Correo elec. fundhececuador@hotmail.com
FUNDHEC: Yanez Pinzén 2676 entre Col6n y La Nifa,
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ANEXO 5. SOLICITUD PARA USO DE LABORATORIOS

| d3puce

Quito, 27 de julio de 2018.

Dr. Francisco Javier Pérez Pazmiiio

Decano de la Facultad de Medicina
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
Presente.-

De nuestra consideracién:

Nosotras, Wendy Lizeth Guerrero Vinueza y Karla Vanessa Molina Maldonado,
estudiantes de la carrer de Bioquimica Clinica de la Facultad de Medicina , por medio
de la presente nos permitimos solicitar de la manera més comedida se nos autorice el uso
del laboratorio 008 de hematologia y el equipo de coagulacion que se encuentra en dicho
laboratorio de la facultad de Bioquimica Clinica los meses marzo, abril y mayo; para el
desarrollo del proyecto de investigacion titulado “Frecuencia del inhibidor del factor VIII
en pacientes con hemofilia “A™ que reciben tratamicnto con factor VIII liofilizado,
inscritos en la FUNDHEC -Pichincha, 2019".

Agradeciéndole por su atencién le anticipo mis agradecimientos ﬁ 9/‘\

Alentamente, ae / @ 2

Wendy Lizeth Guerrero Vinueza Karla Vanessa Molina Maldonado
CI: 1724220502 CI: 0504391053
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ANEXO 6: CARTA DE APROBACION PARA EL USO DE LABORATORIOS

2D
€5 puce

Quito, 27 de julio de 2018.

Dr. Francisco Javier Pérez Pazmiiio
Decano de la Facultad de Medicina

Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
Presente.-

De nuestra consideracion:

Nosotras, Wendy Lizeth Guerrero Vinueza y Karla Vanessa Molina Maldonado,
estudiantes de la carrera de Bioquimica Clinica de la Facultad de Medicina , por medio
de la presente nos permitimos solicitar de la manera mas comedida se nos autorice el uso
del laboratorio 008 de hematologia y el equipo de coagulacion que se encuentra en dicho
laboratorio de la facultad de Bioquimica Clinica los meses marzo, abril y mayo; para el
desarrollo del proyecto de investigacion titulado “Frecuencia del inhibidor del factor VIII

en pacientes con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIII liofilizado,
inscritos en la FUNDHEC —Pichincha, 2019”.

Agradeciéndole por su atencion le anticipo mis agradecimientos

Atentamente,
3
’ \x ‘%-
,-\.
Wendy Lizeth Guerrero Vinueza Karla Vanessa Molina Maldonado
ClI: 1724220502 CI: 0504391053
FACULTAD,

= MEDICINA
L5 W Z¢ VAR ST

Dr. Francis®f rérez Pazmino
D ANO
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ANEXO 7. ENCUESTA
Proyecto: “Frecuencia del inhibidor del factor VIl mediante metodologia Nijmegen en pacientes
con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VI liofilizado, inscritos en la FUNDHEC —
Nucleo Pichincha, 2019”

Cadigo:

Reciba usted nuestro cordial y atento saludo, ante todo agradecemos y su colaboracion en este
proyecto. A continuacion, se le presentaran una serie de preguntas de debera contestar con total
sinceridad. Para seleccionar una respuesta debera marcar con una X el recuadro que se
encuentra junto a cada opcién. Es importante aclarar que su identidad y la informacion
recolectada en la encuesta es confidencial. Si durante la resolucion del cuestionario tiene alguna
duda, estamos dispuestas a ayudarle.

1. Seleccione su rango de edad

<1 afio
1 -4 afios
5- 11 afos
12 -18 afios
> 18 afios
[0 > 65 afos
2. ¢Conoce usted el grado de severidad de hemofilia A que posee? En caso de contestar
Si, sefiale el tipo de severidad de hemofilia A.

I o

0o Si
[ NO

Tipo de severidad:
[0 Leve
[l Moderada
[J Severa

3. ¢Hace cuénto tiempo inicié su tratamiento con FVIlIl liofilizado? Escriba su respuesta en
meses o afios.

4, ¢Harecibido FVIII liofilizado en los dltimos tres dias?

oS
[ NO
5. ¢ Conoce usted si tiene inhibidores?
oS
0 NO
6. ¢Le han realizado examenes de laboratorio para la detecciéon de inhibidores?
oS
0 NO
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ANEXO 8. INDICACIONES PARA RECOLECCION Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS SANGUINEAS

(Tomado de CLSI Guia H21-A5 y guia GP41-A6, traducido por las estudiantes)
1. Recoleccién de muestras
1.1 Etiquetado de muestras

Las muestras deben ser etiquetadas, manejadas y almacenadas de manera que
se réspete la confidencialidad del paciente.

1.2 Identificacién de muestras

La muestra del o los pacientes debe ser identificada al momento de la
recoleccién y en presencia del paciente después de la toma de muestra. Los tubos de
las muestras no deben ser pre-etiquetados.

1.3 Informacién necesaria

¢ Numero o codigo de identificacion

e Sexo del paciente

e Fecha de nacimiento

e Fechay hora de la recoleccion

e Tipo de muestra

¢ Informacion clinica relevante

e El departamento o localidad en la que fue tomada la muestra
e Otra informacién importante.

1.4. Métodos de obtencion de muestras

Para la obtencién de muestras es importante el uso de guantes ya que evita el
contacto directo de las manos con el agente los fluidos biol6gicos, de esta manera se
evitara la trasmision de ciertas enfermedades

1.4.1 Técnicas de recoleccidon de muestras para ensayos de hemostasia

Verificar que el nombre del paciente sea el correcto con el pedido.

Preguntar si cumple con los requerimientos de la prueba (ayuno, medicamentos).

Alistar el material necesario para la extraccion de sangre venosa.

Usar guantes y desinfectarlos en cada paciente el cambio debe ser por cada 3

pacientes.

Escoger el brazo (mano) con una vena adecuada para la toma de muestra.

e Colocar el torniquete 5 cm arriba en la zona antero cubital y no colocarlo por mas
de un minuto.

e Desinfectar el &rea con alcohol de manera circular de adentro afuera.

e Dejar actuar el alcohol por 2 minutos.
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Realizar la puncion en la vena con el bisel hacia arriba y con un angulo de a 30

grados

Extraer sangre en el tubo azul con citrato de sodio con la proporcién adecuada
con el anticoagulante. Invertir el tubo de 3 a 5 veces para evitar muestra

coagulada.

Eliminar el material en los tachos de basura correctos.
Rotular los tubos frente al paciente.
Pedir al paciente que se presione el sitio de puncion por lo menos 5 minutos para
evitar hematomas.

Dispositivos

Para la extraccion de muestras de ensayos de hemostasia se extraer la muestra
directamente en el tubo, este no debe conRRtener ninguna sustancia activadora de la
coagulacion.

Criterios para el rechazo de muestras

Muestras coaguladas

Muestras en el anticoagulante erréneo

Muestras no etiquetadas

Temperatura de conservacion de muestras para ensayos de coagulacion (CLSI
Guia H21-A5 y guia GP41-A6)

Ensayo Almacenado como sangre total Procesado y alicuota de plasma
Temperatura Refrigerado Congelado | Temperatura | Refrigerado Congelado a | Congelado a --
ambiente ambiente -20°C 70°C

TP Hasta 24 horas No aceptable No Hasta 4 | No 2 semanas 12 meses
aceptable horas aceptable

TTPa Hasta 4 horas No aceptable No 4 horas 4 horas 2 semanas 12 meses
aceptable

TTPa para | 4 horas No aceptable No 4 horas 4 horas 2 semanas 6 meses

analisis de aceptable

FVilly FvW

Otros 4 horas No aceptable No 4 horas 4 horas Depende del analito
aceptable
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ANEXO 9. INSERTOS DE REACTIVOS Y PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

DETERMINACION DE FVIII

Plasma diciente de FVIII
Lote: 547689A Fecha de expiracion: 05-06-2021
Lote: 547678A Fecha de expiracién: 24-20-2020

Reactivosde diagnosticoinvitro parala determinacion de laactividad de losfactoresde coagulacién
VIII, IX, Xl'y Xl en plasma humano por medio de métodos coagulativos.

Significado diagndstico

La determinacién de los factores de coagulacién VIl en plasma esté indicada en los siguientes
casos:

e paraclarificar la causa de un tiempo de tromboplastina parcial activada prolongado,

e parael diagnostico de estados de déficit de factor congénito o adquirido,

e paraladiferenciacién entre disproteinemias y trastornos en la sintesis de proteinas (junto
con métodos inmunoquimicos).

Principio del método

Un plasma con una deficiencia en alguno de los factores que forman parte del sistema intrinseco
dard lugar a un tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) prolongado. El plasma
deficiente enfactor de coagulacién puede utilizarse para confirmar un déficit de factor, en general, y
paraidentificar y cuantificar un déficit de factor de coagulacion en el plasmadel paciente. Se analiza
una mezcla del plasma deficiente en el factor correspondiente y del plasma del paciente con el
ensayo APTT, y el resultado se interpreta utilizando una curva de referencia obtenida a partir de
diluciones de Plasma humano estandar o de un pool de plasmas normal mezclado con plasma
deficiente. Un plasma de paciente deficiente en unfactor especifico no sera capaz de compensar la
ausencia del factor en el correspondiente plasma deficiente en el factor de coagulacion y, por lo
tanto, dard como resultado un APTT prolongado.

Materiales suministrados
Coagulation Factor VIII Deficient Plasma

8x _1mL , Plasma deficiente en factor VIII de coagulacién

Composicién

Los plasmas deficientes en los factores de coagulacion son plasmas humanos, liofilizados, con una
actividad residual de los factores VIII, IX, XI o XIl =1 %. Los plasmas deficientes van a ser
preparados por inmunoadsorcion de plasmas normales y estan libres de antigenos del factor
respectivo. El contenido de fibrinbgeno se encuentra sobre 1 g/L y la actividad de los otros
factores de coagulacién esta sobre el 40 % de normalidad. Los plasmas contienen manitol (20 g/L)
como estabilizador.

Preparacion de Reactivos

Plasmas deficientes: Disuelva el contenido de un frasco con 1 mL de agua destilada o
desionizada. Antes de usar, déjelo reposar al menos 15 minutos a 15 a 25 °C; a continuacion,
agitelo suavemente de manera que se mezcle (sin formar espuma). Vuelva a mezclarlo
cuidadosamente antes de usar.
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Reactivos APTT: Utilicelos segun el correspondiente manual de instrucciones.

Solucién de cloruro de calcio 0,025 mol/L: atemperado a 37 °C (no es necesario paralos sistemas
de coagulacion automaticos con pipetas de reactivos termostatizadas)

Conservacion y estabilidad

El plasma deficiente, sin abrir, conservado a una temperatura entre 2 a 8 °C, es utilizable hasta la
fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

Estabilidad después de la reconstitucion:

entre 15 a25 °C8 horas

a-20°C 4 semanas

Plasmas deficientes en factor de coagulacion puede congelarse y descongelarse tras la
reconstitucion sin que se produzca una reduccion de la actividad de coagulacion. El frasco del
plasmadebe taparse bieny congelarse lo antes posible. La descongelacién debe realizarsea 37 °C
durante 10 minutos. El plasma descongelado debe utilizarse en un plazo de 2 horas, siempre que
se mantenga entre 15 a 25 °C.

Material a investigar

Para obtener el plasma, mezcle con cuidado 1 parte de solucion de citrato sédico (0,11 mol/L) con 9
partes de sangre venosa, evitando la formacién de espuma. Centrifugue la muestra de sangre a
1500 x g al menos 15 minutos a 15 a 25 °C.

Estabilidad de las muestras:

entre 15 a25 °C3 horas

a-20°C 4 semanas para la determinacion del factor VIII

El plasma almacenado a —20 °C debe descongelarse en bafio Maria durante 10 minutosa 37 °C. A
continuacién, deberdmezclarse cuidadosamente y analizarse de inmediato. Si el analisis no puede
realizarse inmediatamente, lamuestra puede mantenerse un maximo de dos horas a4 °C hasta ser
analizada.

Procedimiento

Volimenes para ensayo de factor intrinseco

50 pl de Plasma deficiente

45 pl de tampon en factor ViII
37°C
I Incubacion
@ 30 segundos
5 pl de Plasma
50 pl de reactivo APTT 50 pl de CaCl,

37°C 37°C

— — Medida
Incubacion Incubacion 660 nm
30 segundos 3 minutos
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Calculo de los resultados del analisis

El contenido de factor de coagulacién se obtiene leyendo en la curva de referencia en % de
normalidad. Si el valor nominal dado para el plasma humano estandar no corresponde al 100 %
de normalidad, si no por €., al 95 %, el resultado leido se debe multiplicar por 0,95. Para tiempos
de coagulacion, los cuales correspondan a un contenido de factor de méas del 100 % de normalidad,
se necesitan otras determinaciones con diluciones mayores de las muestras (por €j., 1:10). Enla
valoracion de estas muestras, el valor en % leido en la curva de referencia para esta dilucién, se
debe multiplicar por un factor de correccién, por €j., para una dilucion de 1:10 por el factor de
correccion 2.

Control de calidad interno

Deben medirse dos niveles de control de calidad (intervalos normal y patologico) al iniciar un ciclo
de ensayo, con cada calibracién, cuando vaya a cambiarse el frasco de reactivo y al menos cada
ocho horas en cada dia de ensayo. Los controles deben procesarse como las muestras. Cada
laboratorio debe establecer su propio intervalo de control de calidad, ya sea por medio de valores
objetivo e intervalos proporcionados por el fabricante de los controles o por medio de sus propios
intervalos de confianza establecidos en el laboratorio. Silos valores de control se encuentranfuera
delintervalo, el reactivo, lacurvadecalibraciony el analizador de coagulacion deberan examinarse.
Los resultados de los pacientes no deberan reportarse hasta identificar y corregir la causa de la
desviacion.

Valores Esperados

Factor VI 70a150% denormalidad
Caracteristicas especificas de rendimiento
Intervalo de medicion

Elintervalo de medicién para la determinacién de los factores VIII, 1X, Xl y Xl abarca desde el 1 %
hasta aproximadamente el 100 % de normalidad, pudiendo ampliarse hasta aproximadamente el
200 % si se utiliza una dilucion de muestra mayor (consulte mas arriba).

Precision

Los estudios de reproducibilidad para la determinacion de los factores VIII, 1X, Xl y Xl se
realizaron en un sistema BFA con muestras tanto en el intervalo normal como en el patol4gico. Las
muestras se procesaron en determinaciones por octuplicado durante 5 dias con curvas de
calibracién almacenadas. Los estudios de reproducibilidad dieron como resultado coeficientes de
variacion de 2 a 14 % paratodos los factores.

Plasma control normal

Lote: 507769B Fecha de expiracion: 08-07-2021

Campo de aplicacién

EICONTROL N es un control valorado que se utiliza paraevaluar la exactitud y la precision analitica
de los siguientes parametros en el intervalo normal:

e Tiempo de Protrombina(TP)
e Tiempo parcial activado de tromboplastina (TTPA)
e Tiempo de trombina(TT)
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Tiempo de reptilasa (batroxobina)

Fibrindgeno

Factores de la coagulacion Il, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, Xlll y FvW

Inhibidores: antitrombina Ill, proteina C, proteina S, a2-antiplasmina, inhibidor C1
Plasmindgeno

e Parametros de lalinea ProC®

e Lupus anticoagulante

Los valores teéricos van a ser determinados por Siemens Healthcare Diagnostics con reactivos de
Siemens en aparatos de medida de la coagulacion mecanicos y foto-opticos.

Reactivos
Contenido del envase
Control PlasmaN

10x 1,0 mLCONTRQL N, Plasma controlN

Cada cajade CONTROL N contiene unatablade valores e intervalos asignados especificos del lote
y delmétodo.

Composicién

ElI CONTROL N se obtiene a partir de una mezcla de plasmas procedentes de donantes sanos,
seleccionados. EI CONTROL N se estabiliza con solucion de tampén HEPES (12 g/L) y se liofiliza.
Para evitar una activacion por contacto del sistema de coagulacién, se utilizan frascos
siliconados.

ElI CONTROL N no contiene agentes de conservacion.
Sélo para uso diagndéstico in-vitro
Preparacion del plasma

1. Reconstituir el CONTROL N con 1,0 mL de agua destilada o desionizada.
2. Disuélvalo agitando cuidadosamente (sin formacion de espuma).

3. Déjeloreposar entre 15y 25 °C durante al menos 15 minutos.

4. Antes de usarlo, vuelva a mezclarlo de nuevo con cuidado.

Estabilidad y almacenaje

Almacene el CONTROL N sin abrirentre 2y 8 °CYy utilicelo antes de lafecha de caducidad indicada
en laetiqueta.

Estabilidad después de la reconstitucion:
entre 15 a25 °C4 horas
entre <-20°C 4 semanas

El CONTROL N reconstituido puede congelarse y descongelarse una vez. El plasma control
reconstituido debe congelarse lo antes posible en un recipiente herméticamente cerrado. La
descongelaciondeberealizarse a37 °C durante 10 minutos. El plasma control reconstituidono debe
permanecer entre 15y 25 °C durante més de dos horas tras la descongelacion.
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Aparatos

El CONTROL N se puede utilizar en aparatos de medida de la coagulacion manuales o
automaticos. Siemens pone a disposicion manuales de referencia (reglamentos de aplicacion) para
diferentes aparatos de medida de la coagulacion. Estos contienen informacion especifica
aparato/test para el manejo y el rendimiento, que pueden diferenciarse de la informacion dada en
estas instrucciones de uso. En este caso, la informacion contenida en los manuales de referencia
(reglamentos de aplicacion) reemplaza la informacién de estas instrucciones de uso.

Procedimiento
Use los reactivos correspondientes segun las indicaciones de las Instrucciones de Uso.

El CONTROL N debe analizarse al menos cada 8 horas y en cualquier serie analitica de
pacientes durante ese intervalo. Los controles deben llevarse a cabo tras cada nueva curva de
calibracion ytras cada cambio de frasco de reactivo. Puede ser necesario repetirla calibracion silos
valores del control se encuentran fuera del intervalo esperado. No valide resultados de pacientes si
los controles se encuentran fuera del intervalo.

Valores Esperados

Los valores esperados pueden consultarse en la tabla de valores asignados especificos del lote y
del método que se adjunta. Estos valores s6lo se proporcionan como referencia. Es
recomendable que cada laboratorio establezca su propio intervalo.

Limitaciones del Procedimiento

Si se emplean otros principios de medicion, los tiempos de coagulacion obtenidos pueden diferir
de los valores asignados proporcionados, dependiendo del instrumento utilizado. Los valores
asignados (tiempos de coagulacién medios) proporcionados para TP, TTPA, tiempo de trombina en
segundos y el ensayo de lupus anticoagulante dependen en gran medida del método, del
instrumento y de la técnica, por lo que sélo sirven de referencia.

Plasma control patolégico

Lote: 556715A Fecha de expiracion:; 27-01-2021

Campo de aplicacién

EICONTROL P es un control valorado que se utiliza para evaluar la exactitud y la precision analitica
de los siguientes parametros en el intervalo patolégico:

Tiempo de Protrombina(TP)

Tiempo parcial activado de tromboplastina (TTPA)

Fibrinégeno (método Clauss)

Factores de la coagulacion 11, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIll y FvW

Inhibidores: antitrombina lll, proteina C, proteina S, a2-antiplasmina, C1-inhibidor
Plasmindgeno

Los valores tedricos fueron determinados usando los reactivos de

e Siemens Healthcare Diagnostics en aparatos de medida de la coagulacion mecanicos y
foto- dpticos.

Reactivos
Contenido del envase

Plasma control P 10x1mL
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Cadacajade CONTROL P contiene unatabla devalores e intervalos asignados especificos del lote
y delmétodo.

Composicién

e EICONTROL P se obtiene a partir de una mezcla de plasmas procedentes de donantes
sanos, seleccionados y se calibra para una determinada concentracion de los factores
de la coagulacion. EI CONTROL P se estabiliza con solucion de tamp6n HEPES (12 g/L) y
seliofiliza. Para evitar una activacion por contacto del sistema de coagulacion, se utilizan
frascos siliconados.

e EI CONTROL P no contiene agentes de conservacion.

Preparacion del plasma

1. Reconstituir el CONTROL P con 1,0 mL de agua destilada o desionizada.
2. Disuélvalo mezclandolo cuidadosamente (sin formacion de espuma).

3. Déjar reposar entre 15y 25 °C durante al menos 15 minutos.

4. Antes de usarlo, vuelva a mezclarlo de nuevo con cuidado.

Estabilidad y almacenaje

Almacene el CONTROL P sin abrirentre 2y 8 °C y utilicelo antes de la fecha de caducidad indicada
en laetiqueta.

Estabilidad después de la reconstitucion:
entre 15y 25°C4 horas
entre <-20°C 4 semanas

El CONTROL P reconstituido puede congelarse y descongelarse una vez. El plasma control
reconstituido debe congelarse lo antes posible en un recipiente herméticamente cerrado. La
descongelacién debe realizarse a 37 °C durante 10 minutos. El control reconstituido no debe
permanecer durante mas de dos horas entre 15y 25 °C tras la descongelacién.

Aparatos

El CONTROL P se puede utilizar en aparatos de medida de la coagulacibn manuales o
automaticos. Siemens pone a disposicién manuales de referencia (reglamentos de aplicacion) para
diferentes aparatos de medida de la coagulacién. Estos contienen informacion especifica
aparato/test para el manejo y el rendimiento, que pueden diferenciarse de la informacién dada en
estas instrucciones de uso. En este caso, la informacién contenida en los manuales de referencia
(reglamentos de aplicacion) reemplaza la informacion de estas instrucciones de uso. Por favor
consulte el manual de instrucciones del fabricante del aparato!

Procedimiento

Use los reactivos correspondientes segun las indicaciones de las Instrucciones de utilizacién. El
CONTROL P debe analizarse al menos cada 8 horas en cualquier serie analitica de pacientes
durante ese intervalo. Los controles también deben realizarse tras cada nueva curva de
calibraciénytras cada cambio defrasco de reactivo. Puede ser necesario repetirla calibracion silos
valores del control se encuentran fuera del intervalo esperado. No valide resultados de pacientes si
los controles se encuentran fuera del intervalo.

Valores Esperados

Los valores esperados pueden consultarse en la tabla de valores asignados especificos del lote y
del método que se adjunta. Estos valores sOlo se proporcionan como referencia. Es
recomendable que cada laboratorio establezca su propio intervalo.
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Limitaciones del Procedimiento

Si se utilizan analizadores de coagulacion con otros principios de medicion, los tiempos de
coagulacion obtenidos pueden diferir de los valores proporcionados.

Dade® Actin® Reactivo de cefaloplastina activada
Lote: 557298A Fecha de expiracion: 23-10-2020
Lote: 538559 Fecha de expiracion: 17-02-2021

Significado diagndstico

Ladeterminaciéndeltiempode tromboplastinaparcialactivada(aPTT)esunapruebade chequeo global, la
cualse utilizala aceparaevaluar la via endogenadela coagulacion, queindica una deficiencia elde los factores
I, V, X o del fibrindgeno. La determinacién del aPTT es ademas una prueba reconocida para controlar
laeficaciadelaterapiaconheparinanofraccionada,endondelaprolongaciéndel tiempo de coagulacion es
proporcional al nivel de heparina. En pacientes bajo una terapia con anticoagulantes orales se espera
igualmenteunaprolongaciondelaPTT,yaqueenestos pacienteslos niveles circulantes de losfactoresl, VII,
IX y X estén disminuidos. La existencia de sustancias inhibidoras no especificas, como sustancias similares al
anticoagulante lipico, puedenocasionarunaprolongaciéndelaPTT;sinembargo, esteefectoesvariabley
porlo general se relaciona con la compaosiciondelreactivode aPTT quesshautilizado.

Principio del método

La incubacion del plasma con una cantidad 6ptima de fosfolipidos y un activador de superficie conduce a la
activacion de los factores del sistema endégeno de la coagulacion. Al agregar calcio se origina el proceso de
coagulacidn. A continuacion, se mide el tiempo transcurrido hasta la formacion del coagulo.

Reactivos

Contenido del envase comercial: Dade®Actin® Reactivode cefaloplastinaactivada
Composicion: Dade®Actin® Reactivo de cefaloplastinaactivada: Cefalina(extractoobtenidode cerebro

de conejo y deshidratado) en 1,0 x 104 M de acido elagico, con tampon, estabilizadoresy agentes de
conservacion.
Advertencias y Medidas de Seguridad

Sélo para uso diagnéstico in-vitro.

Preparacion del reactivo

Sedebemezclarconcuidadoinvirtiéndolo (entre 5y 8veces) antesde utilizarlo.

Estabilidad y almacenaje

Después de utilizarlo, guarde el recipiente cerrado a 2 a 8 °C. Guardelo sin abrirlo a 2 a 8 °C,

se puede utilizar hasta lafecha de caducidad del etiquetado. Una vez abierto, el reactivo permanece estable
durante 7diasa2al15°C.No congelar. Sisedejacolocadoelreactivoen posicidnvertical, se puedeformar
undepdsitoverdecompuestodeacidoelagicoylipidos.

Antes del uso, mézclelo invirtiéndolo. Evite la contaminacidn con plasma.
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Preparacion de la muestra

Separarelplasmay colocarlo en un tubo de pléstico. No conservar en hielo. El plasma pobre en plaguetas
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. Lasmuestras no deben permanecer a37 °C mas de 5 minutos.

Procedimiento

Volimenes para APTT

50 pl de reactivo APTT 50 pl de CaCl,
37°C 37°C
0 bacié — Medida
ncm{ acion Incu_bauon 660 nm
1 minuto 3 minutos

50 pl de Plasma

Resultados

Los resultados de las pruebas del tiempo de tromboplastina parcial activada deben darse como aPTT en
segundos y se deben comparar con el intervalo normal propio del laboratorio para la determinacién del aPTT.

Valores Esperados

Mediana (segundos) 90 % intervalo de referencid
(segundos)
Percentil 5 Percentil 95

111 sujetos Sistema SYSMEX CA-1500 26,6 22,7 31,8

111 sujetos Sistema BCS® 26,1 22,8 31,0

Para otros colectivos, como por €j., pacientes pediatricos, se debe determinar, en cada caso, su propio
intervalo dereferencia.

Caracteristicas Especificas del ensayo

Los estudios de precision realizados con los métodos enumerados dieron en el intervalo normal una
desviacién estandar (DE), que corresponde a un coeficiente de variacién (CV) menor del 5 %. Se han
realizado estudios adicionales que demuestran que la reproducibilidad de determinaciones de aPTT por
duplicado de unamismadebe ser comomaximoigual al 4 % enelintervalode normalidad sitodo el proceso
seharealizadocorrectamente.

Solucién de cloruro de calcio

Lote: 563860 Fecha de expiracion: 08-04-2024

Uso Previsto

La Solucién de Cloruro del Calcio se utilizacomo Reactivo complementario en diversos ensayos de
coagulacién.
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Reactivos
Materiales suministrados

Solucion de Cloruro de Calcio, ORHO

O0x 15mL Ca SOLUTION , Solucion de Cloruro de Calcio
Composicion

CacCl2 solucién 0,025 mol/L

Advertencias y Medidas de Seguridad

Solo para uso diagnéstico in-vitro.

Estabilidad y Condiciones de Almacenaje

Almacenamiento entre 2 a 25 °C:

Lafechade caducidad estaindicada enlaetiqueta. Estabilidad una vezabierto:

8 semanas entre 2 a 25 °C

La informacion sobre la estabilidad en cada instrumento se especifica en las Guias de Referencia
(Hojas de Aplicacién) para los distintos analizadores de coagulacion.

Materiales necesarios pero no suministrados
Coagulémetro

Reactivos y materiales utilizados con la Solucién de Cloruro de Calcio correspondientes
Instrucciones de uso de las pruebas de coagulacion.

Procedimiento

Alllevar a cabo la prueba, el coagulémetro correspondiente afiade la Solucién de Cloruro de Calcio
de formaautomatica.

Consulte las Instrucciones de Uso y las Hojas de aplicacién de las pruebas enlas que se vaa utilizar
la Solucion de Cloruro de Calcio.

Buffer de Owren

Lote: 554675 Fecha de expiracién: 24-07-2021

Campos de aplicacién
Tampodn de dilucién para las investigaciones de la coagulacion.
Significado diagnéstico
e Eltampdnveronal de Owren fue desarrollado especialmente para las investigaciones de la

coagulacion, pero ademas, puede ser utilizado en todas partes donde se necesite un
tampdn barbital isoténico con pH7,35.

Reactivos
Contenido del envase comercial

10x15mL de Buffer OV
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Composicién

Owren’s Veronal Buffer: 2.84 x 1072 M sodium barbital in 1.25 x 10~ M sodium chloride; pH 7.35
+0.1

Advertencias y Medidas de Seguridad

e Solo para ser usado en diagndsticos in-vitro.

e Las etapas de pipeteo deben realizarse cuidadosamente, para evitar una contaminacion.
La presencia de turbidez yfloculacién estaindicando una contaminacion.

¢ No es indicado para el uso interno o externo en personas o animales.

Preparacion del reactivo
Listo para usar
Estabilidad y almacenaje

Almacenado entre 2a 8 °C, sin abrir, es estable hasta lafecha de caducidad

| Solucién amortiguadora de imidazol 4M pH 7,4 |

Imidazol 349
Agua destilada 150,0 mL
HCL 0,06 Normal 186,0 mL
NaCl 585¢

Ajustar el pH a 7,4 con HCI o NaOH antes de aforar a 1000 mL con agua destilada
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ALGORITMO DE PRUEBA NIJMEGEN

Para
pacientes sin
sospechade

inhibidor

I I
Tubo control Rotular dos Tubo paciente
(TC) tubos nuevos | (TP)

Mezclar en una

. proporcial 50/50 el
é/lo%glalr eln una %roqurm?l plasma del paciente y
&l plasma aeticiente el pool bufferado con

en FVIlly el pool normal imidazol 4M pH 7,4
normal bufferado con I :
imidazol 4M pH 7,4. |

Tapar e
incubar en
bafio Maria por
2 horas a 37°C

\

J

r

Dosificar FVIII

{

Clacular el
FVIII residual

)

FVIII residual
entre 40% y
66%

B o

I—I I—I

El paciente no Realizar
~ tiene diluciones.
inhibidores
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Para pacientes con
inhibidor

tubos.

Rotular los siguentes

Tubo control (TC)

-

Tubo paciente (TP)

Diluciones seriadas dobladas

Mezclar 200 ul el
plasma deficiente de
FVIIl'y 200 ul de
plasma normal
bufferado con imidazol
4M pH 7,4.

Mezclar 200 ul el
plasma del paciente y
200 ul de control
normal bufferado con
imidazol 4M pH 7,4.

—

Colocar 200ul plasma
deficiente en los tubos
de las diluciones.

1

Tapar e incubar a |4
bafio Maria por 2
horas a 37°C.

Afadir el mismo volumen de plasma

del paciente en la dilucion 1/2.

De la mezcla anterior tomar 200 ul y
ubicarlo en el tubo rotulado como
diluciéon 1/4.

Registrar en el
equipo cada uno de
los tubos y las
diluciones.

— Dosificar el FVIII

Elegir la dilucién con
| | el FVIII mas cercano
y menor al FVIII del

Calcular el FVIII
residual

Multiplicar por el
factor de dilucion.

— Determinar las UNB.

— Reportar el resultado
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Descartar el 200ul de la mezclaen el
tubo final.

Afiadir 200 ul de pool normal bufferado
en todos los tubos de dilucion.




PROCEDIMIENTO PRUEBA NIJMEGEN

Control
Plasma deficiente de
FVIII

Paciente
Plasma normal Plasma normal
+ +
Buffer imidazol pH | Buffer imidazol pH
7.4 7.4

Plasma
paciente

Mezcla 50/50

Incubar por 2 horas a 37°C
Medir FVIII
Calcular FVIll residual

Mezcla 50/50

e Para calcular la actividad residual de FVIII reemplazar en:

FVIII mezcla paciente
100

Activi idual de FVIII =
ctividad residual de FV FVIII mezcla control

Notas:

e El porcentaje de FVIII residual debe hallarse entre 40% y 66% para calcular el
inhibidor.

e Siel FVIl residual es inferior al 40% se deben hacer diluciones.

e Si el FVIII residual supera al 66% el paciente no tiene inhibidor.

Procedimiento para pacientes con inhibidores

Control Paciente Diluciones
172 | w4 | 18 | 116
200 pL 200 pL 200 pL
Plasma Plasma Plasma deficiente de FVIII
deficiente del 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
de FVIII paciente Plasma Plasma Plasma Plasma
del U del U del U7 del
paciente paciente paciente paciente
+ + + + + +
200 pL
Pool de plasma normal
regulado con imidazol 4M pH 7,4
Incubar 2 horas a 37°C
Determinar el % de FVIII
Calcular FVIII residual

*Si se obtienen valores de FVIII residual bajos continuar diluyendo la muestra

El titulo se obtendra cuando se determinen concentraciones de FVIII residual cercanas
al 50%.
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Tabla de FVIll residual y UNB

%FVIII residual | UNB | %FVIll residual | UNB | %FVIII residual | UNB | %FVIIl residual | UNB
5 4,32 29 1,79 53 0,92 77 0,38
6 4,06 30 1,74 54 0,89 78 0,36
7 3,84 31 1,69 55 0,86 79 0,34
8 3,64 32 1,64 56 0,84 80 0,32
9 3,47 33 1,60 57 0,81 81 0,30
10 3,32 34 1,56 58 0,79 82 0,29
11 3,18 35 1,51 59 0,76 83 0,27
12 3,06 36 1,47 60 0,74 84 0,25
13 2,94 37 1,43 61 0,71 85 0,23
14 2,84 38 1,40 62 0,69 86 0,22
15 2,74 39 1,36 63 0,67 87 0,20
16 2,64 40 1,32 64 0,64 88 0,18
17 2,56 41 1,29 65 0,62 89 0,17
18 2,47 42 1,25 66 0,60 20 0,15
19 2,40 43 1,22 67 0,58 91 0,14
20 2,32 44 1,18 68 0,56 92 0,12
21 2,25 45 1,15 69 0,54 93 0,10
22 2,18 46 1,12 70 0,51 924 0,09
23 2,12 47 1,09 71 0,49 95 0,07
24 2,06 48 1,06 72 0,47 96 0,06
25 2,00 49 1,03 73 0,45 97 0,04
26 1,94 50 1,00 74 0,43 98 0,03
27 1,89 51 0,97 75 0,42 929 0,01
28 1,84 52 0,94 76 0,40 100 0,00
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Curva de FVIll residual y UNB

CURVA FVIII RESIDUAL/UNB

4,50
4,00\
350 |1\
3,00
2,50
=2

700

1,50

Lo 1 UNB es capaz de inhibir el 50% de FVIII

0,50 ‘ ‘

6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 %4\AN r=kigBab2 66 70 74 78 82 86 90 94 98

residual

0,00
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ANEXO 10. INFORME DE RESULTADOS

INFORME DE RESULTADOS DE LABORATORIO

Nombre del paciente:

Cdédigo asignado: Edad:

Tipo de muestra: Sexo:

Fechay hora de toma de
muestra:

Fechay hora de impresion

de informe:
ANALITO TITULO UNIDADES RANGO DE
REFERENCIA
FVIIl residual %
Inhibidor de FVIII (*) UNB
Método: Coagulometria, *Modificacion Nijmegen
Validado por:
Wendy Guerrero Vinueza Karla Molina Maldonado

Fechay hora de validacion
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ANEXO 11: MANUAL PARA EL MANEJO DE DESECHOS EN
ESTABLECIMIENTOS DE SALUD

Por: Fundacion Natura/ Lcda. Marcia Zabala /
Comité Interinstitucional para el Manejo de Desechos Hospitalarios

Se clasifica a los desechos hospitalarios en los siguientes grupos de acuerdo a
sus caracteristicas

- Desechos comunes
No representan riesgos para la salud del individuo y el ambiente por lo que no requieren
de un manejo especial. Poseen el mismo grado de contaminacion que los desechos
domiciliarios.

- Desechos infecciosos
Contienen agentes patdgenos y/o contaminantes por lo que se los considera peligrosos
para la salud del hombre. Forman parte del 10 al 15% de los desechos.

- Desechos sanguineos
Sangre, suero, plasma o insumos que hayan tenido contacto con estos fluidos.

- Desechos cortopunzantes
Agujas, lancetas, bisturi, catéteres, pipetas entre otros objetos de vidrio y
cortopunzantes desechados, que han estado en contacto con agentes infecciosos. Todo
objeto cortopunzante debe ser agrupado como infeccioso. Constituye el 1% de todos los
desechos.

- Desechos quimicos
Sustancias o productos quimicos téxicos para el hombre y el medio ambiente; productos
corrosivos, capaces de alterar la piel y mucosas de las personas asi también como el
instrumental y los materiales de las casas de salud; inflamables y/o explosivas, que
puedan ocasionar incendios en contacto con el aire o con otras sustancias.

Separacion

Los desechos deben ser clasificados y separados inmediatamente después de su
generacion.

Almacenamiento y Transporte

Los desechos correctamente clasificados se colocan en recipientes de color y rotulacién
adecuada que deben estar ubicados en los sitios de generacibn para evitar su
movilizacién y por consiguiente la dispersion de los gérmenes contaminantes.

Debe existir al menos tres recipientes correctamente identificados y rotulados en cada
area. Para los desechos comunes, para los infecciosos y para los cortopunzantes.

Las contenedores de almacenamiento temporal y final deben cumplir con las siguientes
especificaciones técnicas:
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e Herméticos

e Resistentes a cortes, a la torsion, a los golpes y a la oxidacion.
e Impermeables

e De tamafio adecuado, para su facil transporte y manejo.

e De superficies lisas

¢ Claramente identificados con los colores establecidos.

e Compatibles con los detergentes y desinfectantes.

Identificacion

e Rojo: Para desechos infecciosos (de preferencia marcados con el signo de
riesgo bioldgico)

e Negro: Para desechos comunes

e Gris: Para desechos reciclables: papel, carton, plastico, vidrio, etc.

e Amarillo: Para desechos radiactivos.

Si se dispone de fundas plasticas de estos colores, pueden usarse de un solo color pero
claramente identificadas con los simbolos o con rétulos de cinta adhesiva.

Recipientes para cortopunzantes

Después de utilizar cualquier objeto cortopunzante deben ser depositados en recipientes
de plastico duro o metal con tapa, con una abertura angosta, que impida la introduccién
de las manos. El contenedor debe tener una capacidad no mayor de 2 litros y debe
llenarse hasta las % partes, después seran enviados para su tratamiento en autoclave
0 incinerador. Los contenedores deben estar rotulados como: Peligro: desechos
cortopunzantes
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ANEXO 12: CHECK LIST PARA VERIFICACION DE CONDICIONES PRE
ANALITICA

Cdédigo de identificacion

Parametro Si NO

Ayuno minimo de 8 horas

Descanso minimo de 8 horas

Actividad fisica en las ultimas 24 horas

Administracion de factor en los ultimos 3 dias

¢Fumo en las Ultimas 24 horas?

¢Ingirié bebidas alcohdlicas en las ultimas 24 horas?

¢Ingirié alguno de estos farmacos: Acido valproico,
ciprofloxacina y levotiroxina?
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ANEXO 13: CHECKLIST PARA CONTROL DE LA TOMA DE MUESTRA Y
MUESTRA OBTENIDA
Toma de muestra

Cdédigo de identificacion

Puncién:

Brazo: Izquierdo | Derecho

Unica | Doble | Mayor a dos

Técnica utilizada Calibre de aguja utilizada

Al vacio | Por Goteo | Jeringuilla 21G | 23G

Numero de tubo utilizados:

Tipo de tubo Numero de tubos
Tubo con citrato de sodio al 3,4% x 5mL
Tubo con citrato de sodio al 3,4% x 1mL

Operador:

Parametro Cumple No
cumple

¢cUso de guantes?

¢Desinfecta el area de puncién en forma circular de
adentro hacia a fuera?

¢Uso de torniquete 10 cm arriba del area de puncién?

¢El uso de torniquete no excede el 1 min?

¢Mantiene presionada la zona de puncién después de la
extraccion?

Otros:
Parametro SI | NO
Relacién sangre /anticoagulante 9:1
Muestra lipemia
Muestra hemolizada
Muestra ictérica
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ANEXO 14: ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD

Quito, 27 de septiembre del 2018

Licenciado
Yan Arévalo

Asistente Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos

Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador

Acuerdo de Confidencialidad Participantes en el Proyecto de
Investigacion

Nosotras, Wendy Lizeth Guerrero Vinueza con C.C. 1724220502 y Karla Vanessa
Molina Maldonado con CC. 0504391053 y en calidad de _investigadoras del proyecto
“Frecuencia del inhibidor del factor VIII mediante metodologia Nijmegen en pacientes
con hemofilia “A” que reciben tratamiento con factor VIII liofilizado, inscritos en la
FUNDHEC —Nucleo Pichincha, 2019” presentado a Comité De Etica De La Investigacion
en Seres Humanos de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, Sede Quito,
manifestamos, que:

e Entendemos que informacion confidencial son aquellos datos proporcionados
por el paciente antes y durante el estudio; los datos que se obtengan en el
transcurso de la investigacion y los resultados que se obtengan después de esta.

e Nos comprometemos a restringir el acceso a la informacion sélo a aquellas
personas relacionadas al proyecto en calidad de investigadores o tutor de la
investigacion, por lo tanto, se mantendra una estricta confidencialidad al no
revelar a otras personas tanto fisicas o juridicas cualquier informacién que se
obtenga en el proyecto de investigacion, en cualquier formato ni con otros fines
distintos al proyecto.

e Elintercambio de informacién, se dara de manera documentada y con firma de
recibo por la parte del receptor.

e La confidencialidad de la informacién se mantendra desde la recepcion hasta la
entrega de resultados.

Firma Firma
Wendy Lizeth Guerrero Vinueza Karla Vanessa Molina Maldonado
Investigador Investigador
1724220502 050439105
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ANEXO 15: PROCESO DE ESTUDIO

llustracion 2. Extraccion de muestras sanguineas en FUNDHEC
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llustracion 4. Estudiantes Wendy Guerrero y Karla Molina; autoras de la
investigacion
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llustracién 5. Equipo CA 660; donde se procesaron las muestras del presente
estudio

llustracion 6. Estudiantes realizando el proceso manual de la técnica Nijmegen.
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llustracién 7. Estudiante procesando muestra en el equipo, para la
cuantificacion de FVIII

llustracion 8. Estudiante realizando las diluciones correspondientes
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llustracion 9. Pacientes con hemofilia A junto a sus familiares que concurren a
la FUNDHEC
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ANEXO 16: PRESUPUESTO

Rubros Presupuesto

Cantidad Valor unitario Valor total
Impresién a color de afiches informativos sobre las 100 0,25 25,00
condiciones pre-analiticas
Paquete de tubos con citrato de sodio 3.2% , vol. 5 ml 2 13,20 26,40
(x 100 unidades)
Paquete de tubos con citrato de sodio pediatricos 1 15,00 15,00
3.2% (volumen 1ml)
Guantes de nitrilo marca Supermax (x100 unidades) 1 11,00 11,00
Paquete puntas para pipetas automatizadas 1 22,00 22,00
Cajajeringas NIPRO 5 cc G21 1 12,50 12,50
Caja curitas CureBand 2 5,00 10,00
Caja swaps x 100 unidades 2 10,50 21,00
Caja de agujas toma multiple vacutainer calibre 21 2 11,00 22,00
Hielo seco para preservaciéon de muestras 5 (kg) 4,00 20,00
Transporte de muestras 20,00
Reactivos TTPA marca Siemens 400 0,60 240,00
Reactivos Factor VIII marca Siemens 2 270,00 540,00
Control normal marca Siemens 1 296,00 296,00
Calibrador marca Siemens 1 95,00 95,00
Agua desionizada 10 0,50 5,00
Paguete puntas para pipetas automatizadas 100 ul 1 22,00 22,00
Paguete puntas para pipetas automatizadas 1000 ul 1 22,00 22,00
Solucién salina para diluciones del plasma 1 5,00 5,00
Equipo SIEMENS CA-660
Fundas basura rojas (paquete x10 unidades) 2 2,00 4,00
Fundas basura negras (paquete x10 unidades) 2 2,00 4,00
Pago por retiro a EMASEO por retiro de desecho
biopeligroso
Asesoria estadistica 150,00
Impresion de informes de resultados para médicos 134 0,05 6,7
Sobres para informes de resultados para médicos 134 0,15 20,10
Impresion de informes de resultados para pacientes 134 0,05 6,7
Sobres para informes de resultados para pacientes 134 0,15 20,10
Transporte para entrega de resultados 20,00
Impresion del anillado para evaluacién por lectores 1 6,00 6,00
Impresién del documento con las correcciones 1 6,00 6,00
solicitadas.
Impresién del documento final empastado y CD con la 1 20,00 20,00
informacién del documento de disertacion.

Total 1693, 50
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ANEXO 17: CRONOGRAMA

Actividades

Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero
Semanas Semanas Semanas Semanas Semanas Semanas Semanas Semanas Semanas
1 (2|3 1(12]3 1123|4123 1|23 11213 1123 11213 1123

Convocatoria a los
pacientes por parte de la
FUNDHEC

Reunién con los
pacientes de la
FUNDHEC

Toma de muestras
sanguineas

Procesamiento de
muestras

Andlisis de datos

Informe de resultados y
entrega a FUNDHEC

Desarrollo de
introduccion,
antecedentes, problema

Desarrollo de marco
teérico

Desarrollo del marco
metodoldgico

Desarrollo de resultados

Desarrollo de
conclusiones y
recomendaciones

Presentacién de anillado
para evaluacion
cualitativa por lectores

Revisién y correcciones

Presentacion del
documento final en
formato electrénico para
calificacion por lectores

124




