Universidad :
Nacional :
delLoja

[ ———

Universidad Nacional de Loja

Facultad de la Salud Humana

Carrera de Laboratorio Clinico

Niveles de Vitamina D en mujeres de 35 a 50 afios de la Universidad Nacional de

Loja
Trabajo de Integracion Curricular
para la obtencién del titulo de
Licenciada en Laboratorio Clinico
AUTOR:

Maria José Quezada Marisaca

DIRECTORA:

Dra. Esp. Sandra Elizabeth Freire Cuesta

Loja-Ecuador

2023

Educamos para Transformar P —-



Certificacion

U lad o iaSal
uﬂé NELTé’ﬁm CARRERA DE LABORATORIO CLINICO de la Salud
Humana

Loja, 10 de mayo de 2023

Ora, Sandra Freire Cuesta
DIRECTOR/A DEL TRABAJO DE INTECRACION CURRICULAR

CERTIFICO:

Qe he revisado v onentado todo 2l procese de elaboracion del Trabaje de Integracion
Curricular denommado: "Miveles de Vitamina D en mujeres de 35 a 50 afos de la
Universidad Nacional de Loja”, previo a la obfencion del titule de Licenciado/a en
Laboratorio Chnico, d= la autonia del’ de la estudiant= Maria losé Quezada Marisaca,
con cadula de identidad Nro. 1150353736, una vez que =] frabaje cumple con todos los
requuzitos exmgzdos por la Unrversidad Mamonal de Loja v ha sido culmimado v aprobade.
Por lo tanto, otorgo mi autonizacion para la presentacion del musmo en su delada
sustentacion y defensa.

[rra. Sandra Freire Cuesta

DIRECTOR/A DEL TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

2 -50 1579 Exr 10
Ealb M-arunlﬂ'ln'rl.m

1 ST =15 [u] .-'.-c gl Lk



Autoria

Yo Maria José Quezada Marisaca, declaro ser autora del presente Trabajo de
Integracion Curricular y eximo expresamente a la Universidad Nacional de Loja y a sus
representantes juridicos, de posibles reclamos y acciones legales, por el contenido del
mismo. Adicionalmente acepto y autorizo a la Universidad Nacional de Loja la
publicacién de mi Trabajo de Integracion Curricular, en el Repositorio Digital

Institucional - Biblioteca Virtual.

Cédula de identidad: 1150353736

Fecha: 06 de junio de 2023

Correo electrénico: maria.j.quezada@unl.edu.cc
Teléfono: 072711186

Celular: 0985815727



Carta de autorizacion

Yo, Maria José Quezada Marisaca, declaro ser autora del Trabajo de Integracion
Curricular denominado Niveles de Vitamina D en mujeres de 35 a 50 afos de la
Universidad Nacional de Loja, como requisito para obtener el titulo de Licenciada en
Laboratorio Clinico, autorizo al sistema Bibliotecario de la Universidad Nacional de
Loja para que, con fines académicos muestre la produccion intelectual de la Universidad,
a través de la visibilidad de su contenido en el Repositorio Institucional.

Los usuarios pueden consultar el contenido de este trabajo en el Repositorio Institucional,
en las redes de informacion del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la
Universidad.

La Universidad Nacional de Loja, no se responsabiliza por el plagio o copia del Trabajo
de Integracion Curricular que realice un tercero.

Para constancia de esta autorizacion, en la cuidad de Loja, a los seis dias del mes de junio

de dos mil veintitrés.

Autora: Maria José Quezada Marisaca

Cédula de identidad: 1150353736

Direccion: Barrio Amable Maria, via Virgempamba.
Correo electrénico: maria.j.quezada@unl.edu.ec
Teléfono: 072711186

Celular: 0985815727

DATOS COMPLEMENTARIOS:
Director del Trabajo de Integracién Curricular: Dr. Esp. Sandra Elizabeth Freire

Cuesta



Dedicatoria

A Dios por haberme permitido hacer esto posible, por acompafiarme y guiarme, por brindarme
salud y bienestar para cumplir de la mejor manera este logro. A mi madre, Paulina quien estuvo

para mi, me dio su apoyo e hizo su mayor esfuerzo por ayudarme a lograr esta meta.

Maria José Quezada Marisaca



Agradecimientos

A mi familia, quien estuvo presente para guiarme y brindarme su apoyo para logar y culminar

esta etapa de mi vida.

A mi selecta Asesora y directora Dra. Esp. Sandra Elizabeth Freire Cuesta., quien con su
conocimiento, paciencia, compromiso, dedicacién y experiencia supo guiarme de la mejor

manera en el desarrollo de mi Trabajo de Integracion Curricular.

A mis profesores Bg. Humberto Riascos y Alicia Villavicencio, quienes con su ayuda y
conocimiento supieron guiarme en el transcurso del desarrollo de mi Trabajo de Integracion
Curricular.

A la Universidad Nacional de Loja, especialmente a la Carrera de Laboratorio Clinico que me

abrio sus puertas, recibiéendome en sus aulas, forjAndome ensefianzas para en un futuro ejercer

mi profesion.
A la Subdireccion de Seguridad y Salud Ocupacional de la Universidad Nacional de Loja

quienes hicieron posible la ejecucion del presente Trabajo de Integracion Curricular.

Maria José Quezada Marisaca

Vi



indice de contenidos

o] g = T - TSSO SU PP PRPRORRN i
(@] o () 1 Tor: Tot o o ISP i
F XU (0] o - USRS USTSPRN iii
Carta de QULOFIZACION .........ccciiieiiieie ettt \Y
[ =Te [Tor 1 o] o - VOSSPSR Y
AGradeCiMIBNTOS. .......iivieiieeie et e e s e s re et esreesreenaeaneenne s vi
INDICE 08 CONTENITDS........cvveiceieecies ettt vii
INDICE 0B TADIAS.........cvveceeeeeeeee ettt ettt s e, iX
INDICE 08 FIGUIAS .....ocveveeeeeee ettt ettt X
INCICE 08 BNEXOS .....ovvoveeceeeee ettt ettt sttt n e snens Xi
S I 1 (1 ] o USSR 1
2. RESUMIBIN ...ttt bn e b 2
N 0] £ - Uod ST ST PRPPPRRRN 3
3. INTFOAUCCION ..ottt 4
4. P oo (=0 [ o SRS 6
4.1 Fuentes de Vitamina D........ccoouiiiiiiiiine e 6
4.2 Metabolismo de 1a Vitamina D.........ccocooiiiiininiiee s 6
4.3 Factores que influyen en la sintesis de la vitamina D............cccccccoevevienenen, 7
4.3.1 FaCtOres ENUOUENOS .......ccveeieiieiteeieetee e e ste e sreeste et e ste e e e steeteaneesaaennas 7
4.3.2 FACLOIrES EXOUENOS. ....cueveeeueeterteieieatesteseesesteseeseetesseeesesteseeseesesbeseeneeseseeneas 9

4.4 Acciones de la vitamina D en la salud humana. .........cccooeviiiinicninnee, 10
4.4.1 AcciOn en el SIStemMa INMUNE. ... e 10
4.4.2 ACCION €N SISTEMA OSEO ....cvvevieieiesie ettt sne e 10
4.4.3 Enlasecrecion de iNSUIINA .........ccooiiiiiniiiiiie e 11
4.4.4 En la regulacion de la presion Sanguinga...........ccoeveveeneeeenensesenens 11
4.4.5 En el SIStema MUSCUIAT..........ccooiiiiei e 12

vii



4.4.6 En el sistema reproductor femenino ...........ccccvveveeieiiese e, 12

4.5 Vitamina Dy 1a 0besidad. ... 13
4.6 Determinacion de la Vitamina D en el laboratorio clinico ............cc.ccoeueee.. 14
4.7 Técnicas para la cuantificacion de la vitamina D.........ccccceevevivvececie s, 14
4.7.1 Métodos de INMUNOENSAYO .........corvererieriererienienieiesie st esse e sens 14
4.7.2 MEtodos fisicos de deteCCION .........ccvverveiiiieieie e 15

4.8 ULHdad CHNICA........coveiiiieece e 15
5. V1 [=] oo (] (oo - WP OSSPSR 16
5.1 Area de eStUIO ......c.ccvecveeceeieeieieeee e 16
5.2 ProCediMmIBNTO .....cciuiiiiiiiee e 16
5.2.1 Tip0 de €STUIO ...veeuviivieiieie et 16
5.2.2 Técnicas para recoleccion de datos...........ccoovevrereerenereieneeese e 16
5.2.3 Fase pre @nalitiCa .........ccccoereiiiieieiseee s 16
5.2.4 Fase @NalitICa. .......ccveiiiiieciie e 16
5.2.5 Fase PoSt @NalitiCa.........ccuierriiiiiei e s 17
5.2.8 UNIVEISO ...ttt bbbttt 17
5.2.7 IMIUBSEIA ...ttt 17
5.2.8 Criterios de INCIUSION..........coiiiiiiiieiece s 18
5.2.9 Criterios de eXCIUSION .........coiiiiiiiiecee e 18

5.3 Procesamiento y analisis de datos...........coevririiiine e 18
5.4 CONSIAEIACIONES BLICAS .....cvevereeiirieieeiieie sttt 18
6.  RESUITAUOS.......c.oiiieiiciice s 19
7. DIHSCUSION ..ttt bttt bbbttt e 22
8. CONCIUSIONES ...t 25
9. RECOMENTACIONES ...ttt 26
10, BIblOGrafia......c.cooveiiiiicieccece e 27
L1, ANBXOS ..ot 34

viii



indice de tablas

Tabla 1. Prevalencia de hipovitaminosis D en mujeres de 35 a 50 afios de la

Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-febrero de 2023............coceveivenncnennnee 19

Tabla 2. Relacidn entre los niveles de vitamina D con respecto a los rangos de edad en
mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-
TEDIEro A8 2023 ... et bbb nre s 20

Tabla 3. Correlacion entre la deficiencia de vitamina D con el indice de masa corporal
de mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-
TEDIEr0 A8 2023 ... oottt bbb nre s 21



indice de figuras

Figura 1. Prevalencia de la hipovitaminosis D en mujeres de 35 a 50 afios de la

Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-febrero de 2023............cccoeevevveveiiecnnnee. 19

Figura 2. Relacion entre los niveles de vitamina D con respecto a rangos de edad en
mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-
TEDIEro 0 2023 ... .ottt ne e e te e nreenreaneeas 20

Figura 3. Correlacion entre la deficiencia de vitamina D con el indice de masa corporal
de las mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo
ENEro-TEDIEro e 2023 ... ..ot te ettt e nreenae e 21



indice de anexos

Anexo 1. Solicitud a la directora de la Carrera para aprobacion del trabajo de

INEEGrACION CUMTICUIAT .......cvviieecie ettt se e e st e e nae e e saeennas 34
Anexo 2. Oficio solicitud del 1aD0ratorio ........ooo v 35

Anexo 3. Solicitud a la Direccién de Seguridad y Salud Ocupacional para acceder a la

toma de muestras de la poblacion de mujeres de la Universidad Nacional de Loja............... 36
Anexo 4. Convocatoria a la poblacion seleccionada para conformar el estudio. ........ 37
Anexo 5. Consentimiento iNfOrmMado..........ccooveiiiriiiie e 38
ANEXO0 6. ENCUBSTA ...ttt nre e 40
Anexo 7. Hoja de recolecCion de datos ..........cccovvereinerenieiene s 41
Anexo 8. Protocolo para la toma de MUESEIAS .........cccccveveerieiie i 42
Anexo 9. Transporte y Almacenamiento de MUESEIas.........ccecvvveerveresieeseerieeieseenne 45
Anexo 10. Inserto para la cuantificacion 25-OH-Vitamin D ELISA .........c.ccccceevnee. 47
Anexo 11. Protocolo de control de calidad............coveieiiieienininieeee e 51
Anexo 12. Protocolo de mantenimiento de equipo (Analizador de ELISA) ............... 54
Anexo 13. Hoja de entrega de reSultados ..........coovveiieiieciec i 56

xi



1. Titulo

Niveles de Vitamina D en mujeres de 35 a 50 afios de la Universidad Nacional de

Loja



2. Resumen
La vitamina D es una prohormona liposoluble que no solo es importante para el metabolismo
mineral 0seo, sino que también juega un papel crucial en diversas funciones fisiologicas
fundamentales para la salud en general, debido a su receptor especifico presente en casi todas
las células. Entre sus efectos beneficiosos se encuentran la mejora de la respuesta
inmunologica, la secrecion de insulina y la prevencion de ciertos procesos tumorales. Sin
embargo, la hipovitaminosis D es altamente prevalente en América Latina y en Ecuador se ha
constatado la presencia de este problema en gran parte de la poblacion, especialmente en
mujeres adultas. Por esta razon, se realizd un estudio cuantitativo, no experimental y
descriptivo-correlacional en el que se evalud la prevalencia de hipovitaminosis D en mujeres
de 35 a 50 afios que trabajan en la Universidad Nacional de Loja. Ademas, se relacionaron los
resultados obtenidos con respecto a rangos de edad y se evalud la posible relacion con el indice
de masa corporal de las pacientes. La muestra estuvo compuesta por 82 mujeres, se evaluaron
los niveles de vitamina D sérica, el indice de masa corporal y la edad. Los resultados obtenidos
indican que el 67,1% de las mujeres presento hipovitaminosis D, de las cuales el 43,9%
presentd deficiencia y el 23,2% present6 insuficiencia. Sin embargo, no se encontré una
relacion estadisticamente significativa entre la hipovitaminosis D y la edad de la muestra (p=
0,453), ni entre la hipovitaminosis D y el indice de masa corporal (p= 0,204). Por lo tanto,
aunque se encontro una alta prevalencia de hipovitaminosis D en esta poblacion, los niveles no

estan relacionados con la edad ni con el indice de masa corporal.

Palabras clave: Vitamina D, deficiencia de vitamina D, insuficiencia de vitamina D, mujeres,
IMC, obesidad.



Abstract
Vitamin D is a fat-soluble prohormone that is not only important for bone mineral metabolism.
Also, it plays a crucial role in various physiological functions essential for general health due
to its specific receptor present in almost all cells. Among its beneficial effects are the
improvement of the immune response, the secretion of insulin and the prevention of some
tumor processes. However, hypovitaminosis D is highly prevalent in Latin America and
Ecuador, the presence of this problem has been verified in a large part of the population,
especially in adult women. For this reason, a quantitative, non-experimental, descriptive-
correlational study was carried out, in which the prevalence of hypovitaminosis D was
evaluated in women between the ages of 35 and 50 who work at the National University of
Loja. In addition, the results concerning age ranges were related, and the possible relationship
with the body mass index of the patients, was evaluated. The sample consisted of 82 women,
serum vitamin D levels, body mass index, and age were evaluated. The results indicated that
67.1% of the women presented hypovitaminosis D, of which 43.9% presented deficiency and
23.2% presented insufficiency. However, no statistically significant relationship was found
between hypovitaminosis D and the age of the sample (p= 0.453), nor between hypovitaminosis
D and body mass index (p= 0.204). Therefore, although a high prevalence of hypovitaminosis

D was found in this population, no relationship was found between age and body mass index.

Keywords: Vitamin D, vitamin D deficiency, vitamin D insufficiency, women, BMI, obesity.



3. Introduccion
La vitamina D es una prohormona, de naturaleza liposoluble, que se presenta en dos
formas principales, el colecalciferol o vitamina D3 y el ergocalciferol o vitamina D2 (Gonzalez
& Alegre, 2014). Se obtiene de dos formas, principalmente a través de la luz solar el cual aporta
con el 80% y una fuente alternativa que viene de la alimentacion la cual suple hasta un 20%
entre los que se mencionan: salmon, sardina, aceite de higado de bacalao, atin, yema de huevo.
(Bioti et al., 2020).

Actualmente no existe un consenso acerca del umbral para definir un estatus adecuado
de vitamina D, sin embrago distintos organismos internacionales han establecido diferentes
niveles de lo que consideran “deficiencia” o “insuficiencia” de vitamina D, de los cuales la
Fundacién Internacional de Osteoporosis al igual que la Sociedad de Endocrinologia de
Estados Unidos y otras sociedades cientificas de multiples paises establecen a la deficiencia
aquellos rangos que se encuentran menores a 20 ng/ml e insuficiencia valores entre 21 y 29
ng/ml y niveles 6ptimos aquellos mayores o iguales a 30 ng/ml para tener una salud
musculoesquelética maxima y conseguir los beneficios de salud que aporta la vitamina D.
(Sanchez & Aguilar, 2021) (Varsavsky et al., 2017).

Su deficiencia es muy frecuente y se ha relacionado a factores de riesgo como la baja
exposicion al sol, estaciones del afio y el ambiente, escasa ingesta de alimentos ricos en
vitamina D, uso de blogueadores soleres que disminuyen la captacion de rayos UVB hasta un
90% , el embarazo, la edad, la pigmentacion de la piel (Bioti et al., 2020). También se ha
vinculado hipovitaminosis D a la toma de diversos farmacos como anticonvulsivantes y
tuberculostaticos. (Cediel et al., 2018). Otro factor importante es la obesidad, en varios estudios
se ha demostrado que personas con obesidad presentan niveles bajos de 25(0OH)D, ya que esta
vitamina al ser liposoluble se va almacenar en el tejido adiposo, de modo que la
biodisponibilidad de vitamina D suele ser baja, ocasionando dislipidemia y otros factores de
riesgo de enfermedades cardiometabolicas, en estos pacientes niveles adecuados de vitamina
D es fundamental para la homeostasis de la glucosa y la secrecion de insulina a travées de sus

mecanismos endocrinos. (Erol et al., 2017).

La prevalencia de hipovitaminosis D ha crecido en los ultimos afios. En el mundo, la
deficiencia de vitamina D sobrepasa el 70 %en los adultos en paises como Espafia, Reino
Unido, Alemania en otros (Gallego et al., 2017), mientras que en América latina fluctda entre

40,2% y 96,8%, especialmente en el grupo de mujeres adultas y adolescentes (Barberan et al.,



2014), (D. Sanchez & Aguilar, 2021). Ademas un estudio realizado a nivel nacional, demostro
que el 76 % de la poblacion presentd hipovitaminosis D y que las mujeres mostraron mas
deficiencia en comparacion con los hombres (Rodriguez et al., 2022); un dato similar se
observé en un distinto estudio, en donde se determind que en dicha poblacién la obesidad
predomind en un 19,2%, en donde el 34,6% de las mujeres con sobrepeso fueron clasificados
con insuficiencia de vitamina D. ( Orces, 2018). En la Ciudad de Cuenca del mismo modo se
establecid una prevalencia del 78 % de insuficiencia/deficiencia de vitamina D para esta

poblacion (Pérez et al., 2018).

Las funciones de la vitamina D son mdltiples, gracias a su receptor especifico (VDR),
este receptor esta presente en casi todas las células humanas, por lo cual la falta de vitamina D
conlleva consecuencias importantes no sélo para la salud 6sea, sino que sostiene un papel
importante en las enfermedades autoinmunes, neoplésicas, infecciosas y cardiovasculares,
ademas se conoce que el aumento de vitamina D incrementa la respuesta inmunoldgica,
ampliando la eficacia antibacteriana, ademas disminuye las consecuencias de la pérdida de
masa 6sea en el periodo posmenopausico y ejerce también un efecto de proteccion frente al

envejecimiento y ciertos procesos tumorales. (Talavera et al., 2019).

Ante lo expuesto, en el presente estudio se evaluo los niveles de vitamina D en suero
sanguineo para conocer la prevalencia de hipovitaminosis D en mujeres de 35 a 50 afios que
laboran en la Universidad Nacional de Loja, se relacion6 los resultados obtenidos con respecto
a rangos de edad de la poblacién estudiada y a su vez dichos niveles se los relaciond con el
indice de masa corporal de las pacientes. Este estudio es de gran importancia, dado que
permite brindar a la Subdireccion de Seguridad y Salud Ocupacional de la Universidad
Nacional de Loja, realizar un seguimiento del estatus de esta vitamina, contribuyendo asi, al
diagnostico precoz del déficit de vitamina D, quienes a su vez decidiran el tratamiento
adecuado, ayudando a prevenir futuras enfermedades, complicaciones, mejorando la
supervivencia y la calidad de vida de pacientes mujeres y asi tratar de disminuir la morbilidad
y mortalidad. Asimismo, los resultados obtenidos serviran para tener conocimiento, tomando
en cuenta que a nivel local no se han realizado estudios similares, sirviendo de base para la

formulacién de nuevas investigaciones.



4. Marco teérico

4.1 Fuentes de Vitamina D

La vitamina D es una prohormona, de naturaleza liposoluble, que se presenta en formas
principales: el colecalciferol o vitamina D3 y el ergocalciferol o vitamina D2. El ergosterol,
precursor del ergocalciferol se encuentra en plantas y algunos peces, mientras que el
colecalciferol se sintetiza en la piel a través de la luz solar, la diferencia entre ambas se da en
su estructura quimica; la vitamina D2 en su cadena lateral tiene un doble enlace y un grupo
metilo (Oliveira et al., 2017).

La fuente principal de vitamina D es la formacion endogena por la piel, a partir del 7-
dehidrocolesterol, a través de la exposicién a la luz solar, aportando hasta un 80-90%, a su vez
existe una fuente alternativa que viene de la alimentacién en forma de colecalciferol y
ergocalciferol, la cual suple hasta en un 10-20% la necesidad nutricional de vitamina D, ya que
son pocos los alimentos ricos en vitamina D, entre los que se mencionan: salmon, sardina,

aceite de higado de bacalao, atin, yema de huevo (Bioti et al., 2020).

La dieta no es suficiente para alcanzar la demanda de esta, siendo asi que, algunos autores
manifiestan que para ingerir una cantidad suficiente de vitamina D, deberiamos comer tres latas
de sardinas, beber entre diez y veinte vasos de leche reforzada, engullir entre diez y veinte
cuencos de cereal, comer entre cincuenta y cien yemas de huevo con 200 gramos de salmén
para cenar (Holick, 2020).

Actualmente, la dosis diaria de la vitamina D aceptada para cubrir los requerimientos de
este compuesto son de 400 Ul entre los 0 y 18 afios de edad, 600 Ul entre los 19 y 70 afios de
edad y 800 Ul para personas mayores de 70 afios de edad. Por cada 100 Ul de vitamina D
ingresada al cuerpo los niveles sanguineos de 25 hidroxicolecalciferol aumentan en 1ng/ml (Da
Silva et al., 2019).

4.2 Metabolismo de la Vitamina D

Como se menciono anteriormente en la piel se encuentra el 7-dehidrocolesterol, precursor
de la VD3, que al entrar en contacto con los rayos ultravioletas se transforma a previtamina
D3, la cual por el calor corporal se transforma posteriormente VD3. Una vez formada, la VD
pasa de las células de la piel a la circulacion sanguinea donde se acopla a una proteina
especifica (a1-globulina), Ilamada proteina de unién a la vitamina D, para su transporte en
plasma. En el higado la VD, se hidroxila por una enzima microsémica hepatica y se convierte

en 25-hidroxivitamina D3 (25-hidroxicolecalciferol), esta es la principal forma de VD3 que se



encuentra en el higado y en el plasma. En los rifiones, la (25-hidroxivitamina D-1a-
hidroxilasa), convierte el 25-hidroxicolecalciferol en 1,25-dihidroxivitamina D, principal
metabolito activo de la VD también llamado calcitriol (Gonzalez & Alegre, 2014). A
continuacion, la 1,25(0OH)2 D se une al receptor de la vitamina D, que se expresa en muchos
tipos de células. Por medio de esta unién, la VD ejerce sus acciones bioldgicas (Serrano et al.,
2017).

Por otro lado, la vitamina D que proviene de la dieta, al ser liposoluble, es absorbida en el
yeyuno, que, en presencia de las sales biliares, es incorporada a los quilomicrones y es
transportada al sistema linfatico, para llegar a la circulacion venosa. Luego, sigue los
metabolismos hepético y renal, tal como sucede con la vitamina D proveniente de la piel
(Gonzalez & Alegre, 2014).

Si bien la mayor cantidad de 1,25(OH) 2D es sintetizada principalmente en el rifién, por
medio de estimulacién de la hormona paratiroidea (PTH), ante niveles elevados de 1,25(0OH)
2D se dispara una realimentacion negativa, haciendo que disminuya la produccion de PTH por
la glandula paratiroides. A su vez, esto incrementa la sintesis de CYP24Al, enzima que
convierte 1,25(0OH)2 D3 a la forma inactiva, conocida como acido calcitroico, el cual es
eliminado por la bilis. A su vez, la enzima CYP24A1 metaboliza la 25(0OH) D a 24,25(0H)2

D, evitando su activacion (Serrano et al., 2017).

4.3 Factores que influyen en la sintesis de la vitamina D
Segln Aguilar et al. (2020), existen ciertos factores que influyen en la produccién de

vitamina D y se pueden clasificar en enddgenos y exdgenos.

4.3.1 Factores end6genos
4.3.1.1 Pigmentacion de la piel. La melanina es capaz de absorber fotones y reduce
la eficiencia del proceso de sintesis de vitamina D. Es decir, cuanto mas oscura
es la piel, mayor es la dosis solar necesaria para la transformacion de
previtamina D a vitamina D, debido a que la melanina disminuye su eficacia.
En un estudio en pacientes de raza blanca y negra se demostré que ambas
poblaciones tienen la misma capacidad de sintetizar la vitamina D, sin embargo
se observo que la conversion epidérmica del 7-dihidro- colesterol a previtamina
D en los pacientes de blanca es, aproximadamente, 5 a 10 veces maés eficiente

que en pacientes de raza negra (Saint et al., 2017).



4.3.1.2 Edad. La poblacion adulta es mas susceptible a la hipovitaminosis D por varios
factores. Uno de los factores es el envejecimiento, el cual tiene un efecto
significativo en la piel, con el aumento de la edad luego de los 20 afios, el grosor
de la piel disminuye linealmente, afectando la produccidn de la vitamina D, otro
factor es la falta de exposicion al sol, debido a maltiples causas, una de ellas es
el trabajo, profesionales que pasan una mayor parte del dia privados de
exposicion solar, con una consecuente disminucion de la sintesis de vitamina D,
A todo esto se suma una alimentacion inadecuada, la disminucion de su
absorcion por el tracto gastrointestinal, el uso de multiples farmacos que
interfieren en la absorcion y metabolizacion de la vitamina, Ademas la mayoria
de esta poblacién presenta compromiso renal, el cual influye en la absorcién y
metabolismo de la vitamina D (Ramirez et al., 2018).

4.3.1.3 Peso corporal. Las personas obesas con estilo de vida sedentario tienen una
exposicion limitada a la luz solar e incluso bajo la radiacion ultravioleta que
parecen haber disminuido la sintesis de previtamina D en la piel. Ademas la
acumulacion y almacenamiento de 25 (OH) D en el tejido adiposo conduce a
una disminucién del nivel de 25 (OH) D circulante y su catabolismo mejorado
en el tejido adiposo convirtiendo 25 (OH) D a 24, 25-dihidroxivitamina D, el
metabolito biologicamente inactivo (Gallego et al., 2017)

4.3.1.4 Otros. Alteraciones en la absorcion intestinal como la celiaquia, la intolerancia
a la lactosa o problemas con la flora intestinal, impiden que se realice
correctamente la digestion y absorban los alimentos que contienen vitamina D
0 se tengan que limitar el consumo de alimentos que contienen esta vitamina,
como por ejemplo los productos lacteos (Albarracin, 2018).
Otro factor importante son las dermopatias que impidan la exposicion solar,
como la erupcidon polimorfica luminica, conocida cominmente como “alergia
al sol” u otras en las que la exposicion solar agrava, como el acné; aqui también
se menciona minimizan las posibilidades de produccién de la vitamina D.
Durante el embarazo y la lactancia, la produccion de 1,25-dihidroxivitamina D3
aumenta para garantizar la formacién 6sea en el feto, siendo ésta dependiente
de la 25-dihidroxivitamina D3 disponible en el organismo de la madre; se estima
que aproximadamente entre el 60-90% de los niveles maternos seran los que se

recojan en los recién nacidos, por ello, la deficiencia de VD prevalente en la



mujer gestante, es causa de niveles bajos en el neonato, estos deberan ser
restablecidos durante la lactancia con el fin de evitar problemas en el desarrollo
infantil (Enriquez et al., 2022). Problemas hepaticos que afecten a la produccién
de acidos biliares que dificulten la absorcion de las grasas. Existencia de
insuficiencia renal que dificulte la conversion de la 25- dihidroxivitamina D3
en 1,25-dihidroxivitamina D3. Los farmacos utilizados en el tratamiento de
diversas enfermedades no relacionadas con el déficit de este micronutriente
contribuyen a la disminucion de los niveles de esta vitamina; aumentando el
catabolismo de los metabolitos de la vitamina D como los anti convulsionantes

o interfiriendo en la su accion como los corticoides. (Valle et al., 2022)

4.3.2 Factores exdgenos

4.3.2.1 Altitud y Latitud. La mayor altitud y densidad de la capa ozono, disminuye la
distancia de la radiacion que llega a la piel, es decir aumenta los rayos que
atraviesan la atmosfera y llegan a la piel; por cada 300 m que aumente la altitud,
se aumenta en 4 % la cantidad de rayos que llegan a la piel. En cambio, la altitud
afecta de forma inversa, debido a que la radiacion UVB tiene una distancia mas
larga que recorrer y cuando llegan a la superficie de la tierra, estan mas
atenuados

4.3.2.2 Estacion y ambiente. En los meses de invierno las personas pasan poco tiempo
al aire libre y usan mas ropa, lo cual disminuye el area de superficie expuesta a
la luz solar, varios estudios demostraron que durante esta estacion existia una
prevalencia de hipovitaminosis D, a comparacién a los otros meses del afio. En
las ciudades industrializadas donde existe tanta contaminacion ambiental, los
rayos UVB no atraviesan la atmdsfera y no son absorbidos por la piel, lo cual
puede producir deficiencia de vitamina. La cobertura de nubes también es un
factor importante; cuando estdn bajas y gruesas, tienen mayor habilidad de
disminuir el paso de los rayos UV (Holick, 2020).

4.3.2.3 El uso de bloqueadores solares. Todo tipo de protector solar con un Factor de
proteccion solar (SPF) de 30 absorbe el 98% de radiacion UVB y paralelamente,
en lamisma proporcidon, disminuye la produccion de vitamina D en el individuo.
Sin embargo, se ha comprobado que la exposicidon al sol suberitemal con FPS 30
aplicado de la manera habitual, permite obtener niveles plasmaéticos de VD

similares a los logrados sin fotoproteccidn en adultos sanos. Ademas la mayoria



de las personas no utiliza en protector solar como es debido, no se colocan la
cantidad adecuada a las horas determinadas o dejan expuestas otras areas de la
piel, por lo tanto es muy poco probable que el uso de bloqueadores solares

produzca déficit de vitamina D. (Garnacho et al., 2020).

4.4 Acciones de la vitamina D en la salud humana.

Las acciones de la vitamina D son multiples, gracias a su receptor especifico (VDR)
perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares hormonales, este receptor esta presente
en casi todas las células humanas. Regula la transcripcion génica formando un complejo con
el receptor X del &cido retinoico (RXR) dando origen a un complejo denominado 1,25(0OH)2D,
que interactta con el elemento de respuesta de la vitamina D (VDRE) en el ADN para regular
la transcripcion de diversos genes asociados a varias funciones en el cuerpo humano (E.

Rodriguez et al., 2019)

4.4.1 Accion en el sistema inmune

Es de gran importancia ya sea en la respuesta innata o en la respuesta adaptativa.
En inmunidad innata cuando los macréfagos son activados el citocromo CYP2 es
estimulado, lo que conlleva a la produccién de la VD3 (Fuentes etal., 2021). La
estimulacion de TLR en monocitos humanos induce la enzima que cataliza la
conversion de 25(oH)D 3 a su forma activa 1,25(0OH)2 D, y la expresion del receptor
de la vitamina D (VDR) y la cascada de activacion, que termina en la induccién de
catelicidina, un péptido antimicrobiano de la via microbicida, que requiere de la
produccion enddgena y de la disponibilidad de 1,25(0OH)2 D la vitamina D3 es un
potente inmunomodulador ya que los monocitos y macréfagos son capaces de sintetizar
el péptido catelicidina, con capacidad de destruir al Mycobacterium tuberculosis y otras
bacterias, ademas de hongos y virus envueltos, como los coronavirus (Sanchez &
Aguilar, 2021). Por otro lado, en la inmunidad adaptativa la VD3 regula el crecimiento
y diferenciacion celular de madltiples tipos de células desarrollando funciones
inmunorreguladoras y antiinflamatorias. Ademas la VD3 suprime la sintesis de IL-2,
interferon gamma y factor de necrosis tumoral-alfa por las células Thl (Sanchez &
Meléndez, 2019).
4.4.2 Accion en sistema 0seo

La funcion principal de la VD es mantener la homeostasis calcio-fosforo,
importante para el metabolismo calcio-6seo, actuando en el VDR de los osteoblastos

que resorben hueso y liberan calcio y fésforo a la circulacion; en el rifidn promoviendo
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la mineralizacién del hueso a través de la absorcion de calcio y fosforo a nivel intestinal
y renal para mantener niveles de calcio y de hormona paratiroidea (PTH) adecuado (D.
Sanchez & Aguilar, 2021). En estados de deficiencia en vitamina D puede disminuir la
absorcion de calcio un 15-30% y la de fosforo hasta un 60-40%; disminuye el calcio
sérico ionizado lo cual es detectado por los sensores de calcio de las glandulas
paratiroideas, resultando en un aumento de la sintesis y secrecién de PTH (Sosa &
GoOmez, 2021)
4.4.3 En la secrecion de insulina

Los mecanismos biolégicos implicados no son bien conocidos, pero existen
estudios que estan aportando datos que pueden explicar esta asociacion. Un ejemplo es
la constatacion de la existencia de receptores de 1,25(0OH)2D y actividad de la enzima
la-hidroxilasa en la células B pancreaticas (ZUfiga etal., 2022) En relacién a la
Diabetes Mellitus, se reconoce que la vitamina D 25(OH)-D favorece la sensibilidad a
la insulina estimulando la expresidn de los receptores de insulina por activacion de los
receptores activadores de la proliferacion de peroxisomas. Estos peroxisomas estan
implicados en la regulacion del metabolismo de los acidos grasos en el musculo
esquelético y en el tejido adiposo. Por otro lado, también favorece la supervivencia de
las células beta por inactivacion del factor nuclear (NF- kb) y los efectos de las
citoquinas. La 25(OH)-D promueve la secrecidn de insulina por una accién a través del
receptor de las células B del pancreas, ya que esta secrecion es dependiente del calcio
por su accion en la membrana celular regulado por la calbindina, una
proteina que se encuentra en las células beta y que actia como un modulador de

la regulacion del calcio intracelular (Ramirez et al., 2018).

4.4.4 En la regulacion de la presion sanguinea

Es bien conocido que el sistema renina-angiotensina juega un papel importante
en la regulacion de la presion sanguinea. La renina es una enzima que cataliza la
separacion de un péptido pequefio (angiotensina 1) de una proteina mas grande
(angiotensindgeno) producida en el higado (Groba et al., 2019). La enzima convertidora
de angiotensina cataliza el clivaje de la angiotensina | para formar angiotensina I, el
cual es un péptido que puede incrementar la presion sanguinea al inducir la contraccion
de pequenias arterias y al incrementar la retencion de sodio y agua. La tasa de sintesis
de angiotensina Il es dependiente de la renina, numerosos estudios indican que la 1a,25-

dihidroxivitamina D disminuye la expresion del gen que codifica para la renina a traves
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de su interaccion con el RVD. Ya que la activacion inapropiada del sistema renina-
angiotensina puede contribuir al desarrollo de hipertension. Otro mecanismo
involucrado son las alteraciones en la homeostasis del calcio, asi como la sintesis de las
prostaglandinas, por lo tanto alcanzar niveles adecuados de vitamina D podria ser

importante para disminuir el riesgo de presion sanguinea alta. (Gonzéalez et al., 2021)

4.4.5 En el sistema muscular

Los metabolitos de la vitamina D influyen en el metabolismo muscular por tres
vias: a) transcripcién genética, b) vias rapidas que no implican la sintesis de ADN y ¢)
variantes alélicas del receptor de vitamina D (VDR), estos mecanismos se relacionan
con el mantenimiento éseo Las consecuencias en el esqueleto de la deficiencia en
vitamina D se derivan de la disminucién en la absorcion intestinal de calcio, con
hiperparatiroidismo secundario, aumento del recambio 0seo y deterioro de la densidad
mineral 6sea, responsables de las propiedades mecanicas del hueso; por otra parte
disminuye la masa, fuerzay el tono muscular, y aumento de caidas, con un mayor riesgo
de fracturas. La debilidad muscular proximal es una caracteristica clinica destacada de
la deficiencia de vitamina D, los niveles de vitamina D se asocian con la funcion de las
extremidades inferiores, mejorando progresivamente hasta 40 ng/ml. Varios estudios
encontraron que la suplementacion con vitamina D con dosis diarias de 800 a 1000 Ul
tiene claros efectos beneficiosos sobre fuerza muscular y equilibrio (Quesada Gémez
& Sosa Henriquez, 2019).

4.4.6 En el sistema reproductor femenino

La VD en el sistema reproductor femenino se relaciona en tres aspectos, uno de
ellos corresponde a la fertilidad ya que, esta vitamina regula la expresién de receptores
para la hormona foliculoestimulante y antimulleriana, controlando tanto la
foliculogénesis como la diferenciacién de las células de la granulosa, también aumenta
la expresion de enzimas esteroidogénicas y estimula la produccion de progesterona -
estrdgenos, controlando el desarrollo del cuerpo luteo, varios estudios demuestran que
concentraciones altas de VD se asocian con mayores tasas de embarazos y nacimientos
vivos. La VD asimismo se ve asociada a patologias muy comunes en las mujeres como
el sindrome de ovario poliquistico, en donde se ha mostrado evidencias sobre la
relacion de las concentraciones de VD en los valores de andrégenos, hormona
luteinizante y foliculoestimulante, ademas su deficiencia como ya se menciond

anteriormente, se ve implicada en la resistencia a la insulina, alteracion de la tolerancia
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a la glucosa, dislipidemia y obesidad e hipertension en estas pacientes. La
endometriosis es otra patologia asociada a niveles bajos de VD, dado que varios
estudios han confirmado la presencia de receptores de VD en el endometrio y el
miometrio y debido a las propiedades inmunomoduladoras, antiproliferativas y
antiinflamatorias de esta vitamina, es posible que la deficiencia de VD participe en el
desarrollo de esta patologia, sin embargo, su asociacién aun sigue siendo tema de
estudio (Mejia et al., 2022).

4.5 Vitamina D y la obesidad

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa corporal (IMC) es el
resultado de relacionar el peso y la estatura de una persona. Dicho resultado nos ayuda a
saber si su peso es correcto, insuficiente, o bien si es obesa, y en ese caso, cuél es el grado
de obesidad que presenta. EI IMC se calcula dividiendo el peso (expresado en kilogramos)
por la talla (expresada en metros) elevada al cuadrado (Suarez & Sanchez, 2018). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), (2000) sugirio la categorizacion del Indice de
Masa Corporal (IMC) de la siguiente manera: > 18,5 bajo peso, de 18,5 a 24,9 peso
normal, de 25 a 29,9 kg/m2 como se establece como sobrepeso y 30 kg/m2 0 mas como
obesos, este ultimo subdividido en; de 30 a 34,9 kg/m 2 (obesidad de grado 1), 35a 39,9
kg/m2 (obesidad de grado 2) y 40 kg/m 2 o més (obesidad de grado 3), actualmente dichas

categorias son ampliamente utilizadas.

La obesidad es la causa de graves problemas de salud, en varios estudios se ha
demostrado que las bajas concentraciones de vitamina D son causa de dislipidemia y otros
factores de riesgo cardiometabolico debido a la obesidad o independientemente de ella.
Como ya se menciond la vitamina D es fundamental para la homeostasis de la glucosa y
la secrecion de insulina a través de sus mecanismos endocrinos. Ademas, el tejido adiposo
juega un rol importante como Grgano autocrino y paracrino. La resistencia a la insulina es
importante en la obesidad; si la obesidad comienza a una edad mas temprana, también se
reduce la edad a la que aparece la diabetes de tipo 2. Los factores relacionados con el
estilo de vida contribuyen a la deficiencia de vitamina D con obesidad. En general, las
personas obesas son sedentarios, realizan menos ejercicio y a menudo no se exponen a la

luz del sol. Los alimentos no saludables ricos en calorias pueden tener bajo contenido de
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vitamina D y minerales. En los sujetos obesos, la vitamina D se acumula en el tejido

adiposo, de modo que la biodisponibilidad de vitamina D desciende (Erol et al., 2017).

4.6 Determinacion de la Vitamina D en el laboratorio clinico

En el laboratorio es posible cuantificar al menos 6 metabolitos de la vitamina D
denominados biomarcadores, la 25(0OH)D3, 25(0H)D2, 3-epi-25(0OH)D 3, 1,25(0H) 2D 3,
1,25(0H) 2 D 2,y 24,25(0OH) 2 D 3. Sin embargo, la 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], se
considera el mejor biomarcador para evaluar el estado de la VD en la sangre. Este metabolito
tiene varias ventajas como indicador bioquimico debido a que en primera instancia refleja tanto
la produccion enddégena de VD como el consumo por dieta, ademéas al ser un metabolito
inactivo, no es altamente regulado y su concentracion es relativamente alta, cerca de tres
semanas. Se pueden determinar separadamente los niveles de 25(OH)D2 y 25(0OH)D3, pero no
tiene utilidad clinica. También es posible calcular los niveles de 1-25hidroxiVD, que es la
hormona biol6gicamente activa del complejo VD y, por tanto, la que ejerce sus funciones, pero
sus concentraciones son picomolares, a diferencia de las del calcidiol, que son nanomolares, y

su vida media es muy corta (Serrano et al., 2017).

4.7 Técnicas para la cuantificacion de la vitamina D
Actualmente existen varios métodos para la cuantificacion de vitamina D, entre los que se

pueden citar: Inmunoquimicos que dependiendo de la técnica pueden ser enzimaticos,
quimioluminiscentes o radioinmunoensayo, también son muy utilizados en la practica el
ensayo competitivo de union a proteinas (CPBA), cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), y espectrometria de masas en tandem acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS)
(Valero & Luengo, 2017). El radio-inmunoensayo necesita disponer de instalacion radioactiva
para su desarrollo metodolégico. Los procedimientos quimioluminiscentes estan
automatizados y son de mas facil manejo. Los métodos cromatogréficos requieren de una
mayor cualificacién técnica, son mas largos y laboriosos, con mayor dificultad de
automatizacion (Quesada, 2021). A partir de las diferentes técnicas y ensayos propuestos para
la cuantificacion de VD, hoy en dia se aceptan dos tipos de grupos de técnicas para evaluar el
estado de esta vitamina:

4.7.1 Métodos de inmunoensayo

Utilizan anticuerpos dirigidos que reconocen especificamente las formas de la 25(0OH)D
de la vitamina D2 y D3, diversos kits comerciales se han desarrollado para este tipo de ensayos
y se encuentran disponibles. Estos kits utilizan anticuerpos que se unen a la 25(OH) D,

produciendo una sefial quimioluminiscente que permite cuantificar la concentracion del analito

14



presente en la solucion estudiada. Estos anticuerpos reconocen, con la misma afinidad, dos
compuestos diferentes, la 25(0OH) D 2 y 25(OH)D 3 . Por lo tanto, solo tienen la capacidad de
medir el total de 25(OH)D (Serrano et al., 2017).

4.7.2 Métodos fisicos de deteccion

La medicién de metabolitos de la VD por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), incorpora una columna de separacién seguida de un sistema de deteccion, el cual
incluye un rango amplio de opciones. Es importante aclarar que el término HPLC se restringe,
generalmente, a los procedimientos que tienen detector UV o electroquimico. Por el contrario,
si el HPLC esté vinculado a detectores de masas, el procedimiento se denomina comdnmente
LC-MS/MS. Antes de inyectar la muestra en la columna de separacion, requiere una etapa
inicial de purificacion. En esta etapa inicial, las posibles sustancias que pueden contaminar e
interferir en la HPLC y LC-MS/MS, como los lipidos y las proteinas, son eliminadas, y el
metabolito de interés es purificado. La técnica de purificacion mas sencilla es la extraccion
liquido/liquido, la cual usa diferentes disolventes organicos para realizar la purificacion
(Serrano et al., 2017).

4.8 Utilidad clinica

Un examen de sangre de 25-hidroxi Vitamina D 25 se utiliza para determinar la
concentracion de vitamina D en el cuerpo. La concentracion de 25-hidroxi Vitamina D en la
sangre (incluyendo las Vitaminas D2 y D3) esta considerada como el mejor indicador del
estatus de la Vitamina D. La deficiencia de la Vitamina D es ahora reconocida como una
epidemia global. Virtualmente, cada célula en nuestro cuerpo tiene receptores para la Vitamina
D, esto significa que todas requieren de un nivel “suficiente” de Vitamina D para un
funcionamiento adecuado. Los riesgos en la salud por una deficiencia de la Vitamina D, son
maés severos de lo que se tiene pensado. La deficiencia por la Vitamina D ha sido asociada a
varias enfermedades de gravedad como: osteoporosis, osteomalacia, esclerosis mdltiple,
enfermedades cardiovasculares, complicaciones en el embarazo, diabetes, depresion, derrame
cerebral, enfermedades autoinmunes, influenza, diferentes tipos de cancer, enfermedades
infecciosas, alzheimer, obesidad, y un alto indice de mortalidad, etc. Por consiguiente, la
deteccion del nivel de la Vitamina D (25-OH) se considera un “examen médico necesario”, y
unos niveles adecuados de mantenimiento no solo para mejorar la salud en los huesos, si no

para la salud en general y el bienestar (Okoshi et al., 2021).
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5. Metodologia
5.1 Area de estudio

El presente estudio se desarrollé en la Universidad Nacional de Loja, ubicada en la Argelia,
las muestras fueron procesadas en el Centro de Diagnostico médico de la Facultad de la Salud
Humana, ubicada en la calle Manuel Monteros y Alfredo Mora Reyes, de la provincia de Loja,

canton Loja.

5.2 Procedimiento

5.2.1 Tipo de estudio
El presente trabajo de integracion curricular fue de enfoque cuantitativo, de tipo no

experimental y descriptiva-correlacional.

5.2.2 Técnicas para recoleccién de datos

Para la recoleccion de datos se aplico una encuesta a las pacientes, y una bitacora que
constd con la fecha de la toma de muestra, c6digo Unico para cada paciente y los resultados de
los andlisis de 25-OH-Vitamin D. A su vez se tuvo acceso a una matriz, en donde consta el tipo
de vulnerabilidad de la poblacion de estudio (Enfermedades crénicas, enfermedades renales,

tiroideas, embarazo) con el fin de aplicar los criterios de exclusion.

5.2.3 Fase pre analitica

- Solicitud a la directora de Carrera para la aprobacion del trabajo de integracion
curricular (Anexo 1).

- Solicitud de autorizacion el uso del centro de diagndstico médico para el procesamiento
de las muestras (Anexo 2).

- Solicitud a la Direccién de seguridad y salud ocupacional para acceder a la toma de
muestras de la poblacion de mujeres de la Universidad Nacional de Loja (Anexo 3)

- Convocatoria a la poblacion seleccionada para conformar el estudio (Anexo 4).

- Consentimiento informado (Anexo 5).

- Encuesta (Anexo 6)

- Hoja de recoleccion de datos (Anexo 7).

- Protocolo para la toma de muestras (Anexo 8).

- Protocolo para transporte y almacenamiento de muestras (Anexo 9).

5.2.4 Fase analitica
- Protocolo para la cuantificacion 25-OH-Vitamin D ELISA (Inserto) (Anexo 10)

- Protocolo de control de calidad (Anexo 11)
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- Protocolo de mantenimiento de equipo (Anexo 12)

5.2.5 Fase post analitica
- Proceso de entrega de resultados a las mujeres que participaron en el presente trabajo
de integracion curricular (Anexo 13)
5.2.6 Universo

El universo de estudio se encontrdé conformada por 458 mujeres de 35 a 50 afios que
laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-febrero de 2023.

5.2.7 Muestra

Para el célculo de la muestra se utilizé la siguiente formula:
Calculo de la muestra

n (Tamaro de la muestra)

N (Tamafio de la poblacion o universo) = 458

E (error de precision) = 10

p (probabilidad de éxito)= 50

g (probabilidad de fracaso) = 50

Nivel de confianza: 95%

_ 4 XN XpXq
CE2(N-1)+4XpXxq

n

B 4 x 458 x 50 x 50
"= 102 (492 — 1) + 4 x 50 x 50

~ 4580000
™= 100 (457) + 10000

4580000
"~ 45700 + 10000

n

_ 4580000
"~ 55700

n= 82

La muestra estuvo conformada por 82 mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la

Universidad Nacional de Loja.
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Tipo de muestreo
Se emple6 un muestreo probabilistico de tipo estratificado, aleatorio.

5.2.8 Criterios de inclusion
Mujeres de 35 a 50 afios de la planta docente, administrativa y trabajadoras de la

Universidad Nacional de Loja que firmaron el consentimiento informado.

5.2.9 Criterios de exclusion
- Mujeres embarazadas.
- Mujeres con patologias como diabetes, hipertension arterial, nefropatias, enfermedades
neoplasicas y patologias tiroideas.

- Muijeres que se encuentren bajo tratamiento o suplemento de vitamina D.

5.3 Procesamiento y analisis de datos

Para cumplir con los objetivos planteados, se determind la 25(OH) vitamina D en suero
sanguineo en mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja.
Posteriormente dichos resultados se los clasificd en deficientes, insuficientes y suficientes(D.
Sanchez & Aguilar, 2021), a su vez el IMC fue clasificado como bajo peso, peso normal,
sobrepeso, obesidad grado I, obesidad grado Il y obesidad Grado 111 (Suarez & Sanchez, 2018).
Los datos fueron analizados en los programas estadisticos Jamovi y Rstudio, de forma ordenada
tomando en cuenta los niveles de vitamina D, la edad y el IMC, dichos programas permitieron
la representacion grafica y analisis de los datos obtenidos, mediante un analisis estadistico
descriptivo e inferencial. Para la prevalencia, se utilizaron tablas de frecuencia y gréaficas con
los datos obtenidos, mientras que para el analisis de relacion de los niveles de vitamina D con
la edad se aplico la prueba exacta de Fisher, en tanto que para la relacion entre los niveles de
vitamina D y el IMC se utilizé la prueba de Chi cuadrado. Un valor de p<0,05 fue considerado

significativo.

5.4 Consideraciones éticas
Todas las pacientes seleccionadas para la presente investigacion seran
debidamente instruidas acerca de sus derechos como pacientes, explicacion detallada sobre
el estudio y la toma de muestra, asi como de la confidencialidad de los datos, firmaran un

consentimiento informado antes de iniciar el estudio.
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6. Resultados

Para el presente trabajo se analizaron 82 muestras, en el cual como se muestra en
latabla 1, figura 1 muestran, se encontr6 que el 67,1 % manifesté hipovitaminosis D, en
donde el 43,9 % presento deficiencia y el 23,2 %, presentd insuficiencia.

Tabla 1. Prevalencia de hipovitaminosis D en mujeres de 35 a 50 afios de la
Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-febrero de 2023

Vitamina D Frecuencia %

Total 82 100
Deficiente 36 43,9
Insuficiente 17 23,2
Suficiente 26 32,9

Nota Elaboracién propia

. Deficiente . Insuficiente Suficiente
43.9%
40% -
32.9%
530% 7
% 23.2%
=
@ 20% -
5]
L
o
o
10% -
0% -
Deficiente Insuficiente Suficiente

Vitamina D

Nota Elaboracion propia

Figura 1. Prevalencia de la hipovitaminosis D en mujeres de 35 a 50 afios de la
Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-febrero de 2023

En latabla 2, figura 2, de acuerdo a la edad, los resultados muestran que el mayor
porcentaje de deficiencia e insuficiencia se encuentra en mujeres de 35 a 40 afios con el
18,3 % y 11,0% respectivamente, consecutivamente en menor frecuencia en edades de 41

a 45 afios con el 15,9 % de deficiencia y el 9,8 de insuficiencia, en el rango de edad de 46
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a 50 afios los casos de hipovitaminosis D fueron poco frecuentes con el 9,8 % de
deficiencia 'y 2, 4 % de insuficiencia. Por Gltimo, los niveles 6ptimos de vitamina D para
todos los rangos de edad son similares en esta poblacién con el 9,8 % de 35 a 50 afios, el
12,2 % de 41 a 45 afios y 11,0 % de 46 a 50 afios. Por lo tanto, se comprueba que no
existe relacion estadisticamente significativa entre la edad y los niveles de vitamina D
(p=0,204).

Tabla 2. Relacion entre los niveles de vitamina D con respecto a los rangos de edad

en mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo
enero-febrero de 2023

Total — Vitar_ni_na[_) .
Edad Deficiencia Insuficiencia  Suficiencia p-valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 82 (100,0) 36(43,9) 19 (23,2) 27 (32,9)
35-40 afios 32 (39,0) 15 (41,7) 9 (47,4) 8 (29,6) 0.453
41-45 afios 31 (37,8) 13 (36,1) 8 (42,1) 10 (37,0) '
46-50 afios 19 (23,2) 8 (22,2) 2 (10,4) 9 (33,3)

Nota Elaboracién propia

- Deficienta - Insuficiente Suficienta

18.3%

15.9%

15% -

11.0%

Porcentaje (%)

5% -

0% -

35-40 41-45 46-50
Edad

Nota Elaboracidn propia; p-valor= 0,453

Figura 2. Relacion entre los niveles de vitamina D con respecto a rangos de edad en
mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el periodo enero-
febrero de 2023

En la tabla 3, figura 3, se muestra que la deficiencia e insuficiencia de vitamina
D, esta presenta tanto en mujeres con peso normal y en mujeres con sobrepeso u obesidad,
siendo mayor el porcentaje en mujeres con peso normal con el 22,0 % y 18,3 %

respectivamente. Para las mujeres con sobrepeso la deficiencia se encuentra en un 18,3
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% y la deficiencia en 11,0 %, con niveles 6ptimos en mayor frecuencia con el 22,0 %, en
mujeres con Obesidad grado 1 existe una menor prevalencia de deficiencia de vitamina
D con el 2,4 % e insuficiencia con el 1,2 % siendo en mayor porcentaje los niveles
suficientes con el 3,7 %. Por ultimo, en mujeres con obesidad grado 2 se registraron
Unicamente deficiencia con el 1,2 %, sin embargo, en esta poblacidn no existe relacion

estadisticamente significativa entre la hipovitaminosis D y el indice de masa corporal
(p=0,204).

Tabla 3. Correlacién entre la deficiencia de vitamina D con el indice de masa

corporal de mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el
periodo enero-febrero de 2023

Total Vitamina D
IMC Deficiencia Insuficiencia  Suficiencia p-valor
n (%) n (%) n (%) n (%)
Total 82 (100) 36 (43,9) 19 (23,2) 27 (32,9)
Peso normal 33 (40,2) 18 (50) 9 (47,4) 6 (22,2) 0,204
Sobrepeso 42 (51,2) 15 (41,7) 9 (47,4) 18 (66,7)
Obesidad G | 6 (7,3) 2 (5,6) 1(53) 3(11,1)
Obesidad G 11 1(1,2) 1(1,2) 0(0) 0(0)
Nota Elaboracion propia; indice de Masa Corporal (IMC)
. Deficiente . Insuficiente Suficiente
220%
p-valor=0.204
20% -
18.3%
S 15%-
o
i)
S 10% -
2
o
o
5% -

h —

Peso normal Sobrepeso Cbesidad G 1 Obesidad G 1
IMC

Nota Elaboracion propia; indice de Masa Corporal (IMC).

0% -

Figura 3. Correlacion entre la deficiencia de vitamina D con el indice de masa

corporal de las mujeres de 35 a 50 afios que laboran en la Universidad Nacional de Loja en el
periodo enero-febrero de 2023
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7. Discusion

La vitamina D es una prohormona, cuya deficiencia e insuficiencia, ha aumentado
en los ultimos afos, siendo epidemiol6gicamente mas frecuente en mujeres conllevando
a un problema de salud publica, niveles adecuados de vitamina D es importante no solo
para el mantenimiento del sistema musculoesquelético, sino que interviene en la
regulacion de la funcion cardiaca y presion arterial, fuerza muscular, desarrollo y funcionamiento
cerebral, secrecion de insulina y mejora la respuesta inmunoldgica (Lucchetta et al., 2022).

En el presente trabajo se determind los niveles de vitamina D en mujeres de 35 a
50 afios de la Universidad Nacional de Loja, donde el 67,1 % presenta hipovitaminosis
D, del cual el 43,9 % presentd deficiencia y el 23,2 %, presentd insuficiencia. Estos
resultados se asemejan a los de una investigacion realizada en la ciudad de Encarnacion-
Paraguay en mujeres adultas de 35 a 62 afios, en el cual el 72 % presentd hipovitaminosis
D (Talavera et al., 2019). Del mismo modo en otro estudio se encontroé una prevalencia
del 70, 6 %, realizado en Colombia en mujeres de 18 a 49 afios (Martinez et al., 2022).
En Ecuador en la ciudad de Quito, anadlogamente se evidencio que el 76 % de poblacion
en edades de 18 a 69 afios presentd niveles bajos (Rodriguez et al., 2022).

Los resultados encontrados representan un porcentaje alto de hipovitaminosis

D al igual que los otros estudios referenciados, los cuales demuestran que esta poblacion
probablemente tiene una baja exposicion a la luz solar, por razones como el uso de
bloqueadores solares, escasa actividad fisica, largas horas laborales, el uso de ropa que
cubre totalmente piernas y brazos (Navarro et al., 2019). Segun investigaciones recientes
la exposicion solar suficiente para la una adecuada sintesis de vitamina D sin que cause
dafios en la piel, depende del tipo de piel, puesto que los individuos de piel oscura
necesitan una exposicion 10 veces mayor que los individuos de piel clara, depende
también de la hora del dia, estacion del afio y la cantidad de piel expuesta, describiendo
que serian suficientes en verano, 10 minutos de radiacion solar con exposicion corporal
del 25 % entre las 13 horas y unos 20 minutos desde las 15 horas hasta las 17 horas,
mientras que, en invierno se recomienda unas exposicion de 2 horas en el mismo horario,
sin embargo actualmente este tema sigue siendo tema de debate (Cardenas, 2022).

Ademas, es importante mencionar que en que esta ciudad, Loja en donde se
ejecutd la investigacion, los dias soleados son pocos, con un clima templado (Lucero,
2013), limitando la exposicion al sol. A esto se integra el posible escaso consumo de
alimentos ricos en vitamina D, considerando que son pocas las fuentes alimenticias y que

es muy dificil obtener una dosis diaria adecuada unicamente a través de esta fuente, ya
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que solamente suple hasta el 10%, es por ello que actualmente diversas asociaciones de
salud y nutricidn sugieren suplementos comerciales de esta vitamina, recomiendan al
menos 800 Ul en la poblacién general adulta y de 800-1.000 UL en mujeres
postmenopausicas (Casado et al., 2021).

De acuerdo a la edad se pudo evidenciar que el mayor porcentaje de deficiencia e
insuficiencia se encuentra en mujeres de 35 a 40 afios con el 18,3 % y 11,0%
respectivamente, consecutivamente en menor frecuencia en edades de 41 a 45 afios con
el 15,9 % de deficiencia y el 9,8 de insuficiencia, en el rango de edad de 46 a 50 afios los
casos de hipovitaminosis D fueron poco frecuentes con el 9,8 % de deficienciay 2, 4 %
de insuficiencia, encontrandose que no existe relacion estadisticamente significativa entre
los niveles de vitamina D y la edad en esta poblacion (p= 0,453) . Estos resultados no
difieren a los obtenidos en Colombia en donde no se observo diferencias significativas
entre los grupos de edad de 33 a los 49 afios, en el cual se observo niveles deficiencia e
insuficiencia de vitamina D que oscilan entre el 72,4 % y el 74,8 % para estas edades
(Martinez et al., 2022). Mientras que otro estudio en Ecuador en mujeres de 18 a 69 se
determind que la edad si estaba asociada al déficit de vitamina D y que, por cada afio de
edad de incremento, la prevalencia disminuia 4,1 % (Rodriguez et al., 2022).

Es de conocimiento que la prevalencia de hipovitaminosis D es alta en cualquier
etapa de la vida, sin embargo segun la bibliografia consultada su prevalencia aumenta
conforme la edad, debido a una menor sintesis cutanea de vitamina D y mayor
sedentarismo (Diaz et al., 2021). Ademés conforme a los grupos edad de la presente
investigacion es importante considerar la perdida de la funcidn ovarica determinada por
la menopausia, en donde la prevalencia del déficit de vitamina D se complica en las
mujeres posmenopausicas, en el que la perdida de estrégenos produce una disminucion
en la sintesis cutdnea de vitamina D y disminucion de la proteina transportadora de
vitamina D, desarrollando un descenso de la absorcion del calcio desestabilizando la
salud 6sea (Olarte etal., 2017). Sin embargo, conforme a los resultados obtenidos se
puede evidenciar que las mujeres de 45 a 50 afios no presentan mayor frecuencia de
niveles bajos de vitamina D, siendo la Universidad Nacional de Loja una institucion
educativa en donde la jubilacién empieza a los 60 afios, una limitacion de este estudio fue
el reducido nimero de mujeres que comprenden este rango de edad y la no valoracién de
mujeres mayores a 50 afios.

Por otro lado, el indice de masa corporal no tiene relacion estadisticamente

significativa con la hipovitaminosis D en la muestra evaluada ( p= 0,204) , resultados
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similares fueron encontrados en un estudio realizado en Venezuela en donde un grupo de
mujeres con exceso de peso segun el IMC, presentd el 40% de insuficiencia de vitamina D y
las de peso normal con el 31%, de acuerdo a éste estudio no hubo relacion estadisticamente
significativa (p>0,05) (Molinéet al., 2017), al igual que un analisis realizado en Asuncion-
Paraguay, en donde las asociaciones entre el déficit de la vitamina D con el indice de
masa corporal no alcanzo niveles de significancia (p>0,05). Mientras que difiere de otro
estudio efectuado en Ecuador en donde, se determind que la obesidad se asocia con el
aumento del riesgo de insuficiencia de vitamina D (p <0,001) (Orces, 2018), del mismo
modo en Esparia en un estudio los niveles bajos de vitamina D se correlacionaron con el
indice de masa corporal y otros parametros de la composicién corporal (p <0,001) (Le6n
etal., 2022).

Diversos estudios etiquetan a la obesidad como una causa frecuente de deficiencia
de vitamina D, esto se atribuye debido a que la vitamina D al ser liposoluble es
secuestrada por el tejido adiposo, ocasionando una menor biodisponibilidad de esta. A su
vez en estos pacientes se da una menor sintesis cutanea debido al menor habito de
actividad fisica en los exteriores por el sedentarismo, se relaciona también a una menor
ingesta de vitamina D por malos habitos alimenticios. Niveles bajos de vitamina D en
personas obesas estd relacionado a la aparicién de comorbilidades como el sindrome
metabolico, Diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular (Zufiga et al., 2022).

La diferencia de resultados entre la asociacion de la obesidad con la
hipovitaminosis D actualmente sigue siendo un tema de investigacion, un aspecto a
considerar es que para el presente estudio se evalué el indice de masa corporal para definir
la adiposidad, el cual pudo haber dado variabilidades en los resultados ya que el mismo
no define la distribucién del tejido adiposo, por lo cual otras investigaciones optan por a
su vez medir la circunferencia de la cintura y el porcentaje de grasa corporal. (Da Silva
et al., 2019). Por lo tanto, una limitacion en su momento fue el escaso nimero de mujeres
que presentaban obesidad y la no valoracion de otros pardmetros para definir la

adiposidad, por lo que no se pudo establecer una asociacion significativa.
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8. Conclusiones

A través del andlisis de los niveles de vitamina D se pudo evidenciar que el
67,1 % presento6 hipovitaminosis D, en donde el 43,9 % presentd deficiencia
y el 23,2 %, presentd insuficiencia.

De acuerdo a la edad se pudo establecer que no existe relacion
estadisticamente significativa entre mayor edad y los niveles de vitamina D,
en donde el mayor porcentaje de deficiencia e insuficiencia se encuentra en
mujeres de 35 a 40 afios, en menor frecuencia en edades de 41 a 45 afios y en
el rango de edad de 46 a 50 afios los casos de hipovitaminosis D fueron poco
frecuentes.

Se determind que no existe relacion estadisticamente significativa, entre los
niveles bajos de vitamina D con el mayor indice de masa corporal, la
hipovitaminosis D esta presenta tanto en mujeres con peso normal y en
mujeres con sobrepeso u obesidad, siendo mayor el porcentaje en mujeres con

peso normal.

25



9. Recomendaciones

Se recomienda a la Universidad Nacional de Loja junto con la Subdireccién
de Seguridad y Salud Ocupacional realizar un seguimiento en las mujeres que
presentaron niveles bajos de vitamina D, evaluando la necesidad de brindar
un tratamiento adecuado para mejorar el estatus vitamina D y evitar futuras
complicaciones.

Es admisible a su vez analizar cuales son los factores de riesgo mas comunes
asociados a la hipovitaminosis D en esta poblacion.

Se debe estimar del mismo modo el comportamiento de otros factores de
riesgo cardiometabdlico asociados al déficit de vitamina D como la glucemia,
las dislipidemias y la hipertension arterial.

Incluir en nuevas investigaciones a un mayor nimero de mujeres con
sobrepeso obesidad y evaluar otros parametros para definir la adiposidad
como el porcentaje de grasa corporal y la medicion de la circunferencia de la

cintura.
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11. Anexos

Anexo 1. Solicitud a la directora de la Carrera para aprobacion del trabajo

de integracion curricular

Universicad LR
Na:n:u_n.al de la Salud
da Loja Humana

Loja, 02 de agosto de 2022

Sra. Dra.

Sandra Frere Cuesta, Esp.

DIRECTORA DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO FSH-UNL
Ciudad. —

Die mi consideracion:

Mediante |la presente me dirjo a8 su autoridad para dar respuesta al oficio Nro. 2022-
00580-CLC-FSH-UML, en donde se pide emitir pertinencia al proyecio de investigacion
de autoria de la Sria. MARIA JOSE QUEZADA MARISACA. con el fema: * NIWVELES
DE VITAMINA D EN MULJERE S DE 35 A 50 ANO S DE LA UNIVER SIDAD NACIONAL
DE LOJA™, ante lo cual me pemifo indicar gque una ver revisado el mismo guarda la
estructura de acuerdo 2 la normativa vigente: At 218 v 219 del Reglamento de
Reégimen Académico, por lo se emite informe favorable de perinencia

Segura de la favorable atencidn a la presente antelo mis agradecimientos.

Atentamente,

DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Calke Warwed Bonisre
o ST B K
|
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Anexo 2. Oficio solicitud del laboratorio

Unwers d..'ld Facultad
uﬂ Macional de la Saluc
deLoja Humana

ingE
Of. Moo 2022-0823-DF5H-UML
Loja, 16 d= nowviembre de 2022

Seforita
Mariz José Quezada Marisaca
ESTUUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Prezents.-

De mi especial consideracian:

En atencion s OF. No. 2022-0864-CLC-FSH-UNL de 15 de noviembre de 2022, suscrite
por Iz Dra. Sandra Freire Cuesta, Directora de |l Carrera de Laboratorio Clinico, en mi
calidad de Autoridad Académica de esta Facultad, en el marco del trabajo de intagracion
curricular denominadao: “NIVELES DE VITAMIMA D EN MUJERES DE 35 A 50 ANOS DE LA
UNIVERSIDAD MNACIONAL DE LOMA®; autorizo el uso del Laboratoric del Centro de
Diagnastice Médico para el procesamiento de muestras y analisis conforme

corresponda, bajo |3 supervision de la Dra. Sandra Freire Cuasta.

De |z misma manera, autorizo a | Leda. Diana Ramon Meontahe, Responsable del Cantro
de Dizgnastico Méadico, brinde el apoyo reguerido por la Srta. Quezada Marisaca.

Aprovecho la oportunidad para reiterar mi sentimiento de consideracion y estima.

Atentamente,

EN LOS TESOROS DE LA SABIDURIA,
ESTA LA GLORIFICACION DE LAVIDA.

Cr. Amable Bermeo Flores, Mg 5c.
DECANO FACULTAD DE LA SALUD HUMANA UML.

Lo Lods. Diana Reman Montefio, Dre. Ssndre Freire, Anchiva,

ABF/  Yadirs Cordowa.
AMALISTA DE DESFACHD DE AUTORIDAD ACADEMICA

Caleh-’mmlr-hrrh:m
bras o Hospital lmdrod&yora - Loga - Souack
OT2-57 1379 Ex 1|:
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Anexo 3. Solicitud a la Direccion de Seguridad y Salud Ocupacional para
acceder a la toma de muestras de la poblacion de mujeres de la Universidad

Nacional de Loja

Universiclad acultad
u Macional de |a Salud
de Loja Hurmiana

12z CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Of. Nro. 2022-0881-CLC-FSH-UML
Loja. 01 de diciembre de 2022

Licenciado

Diego Paul Falconi Espinosa.

SUBDIRECTOR DE SEGURIDAD ¥ SALUD OCUPACIONAL DE LA UNIVERSIDAD
MACIOMAL DE LOJA

Ciudad.-

De mi consideracion:

Por medio del presente, me permito solicitarle de la manera mas comedida s= digne
autorizar y planificar con al médico de Salud ocupacicnal, la toma de muestras para el
cumplimienio del tema de fesis: "NIVELES DE VITAMINA D EN MUJERES DE 35 A 50
ANDS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA®, de |2 Srta. MARIA JOSE QUEZADA
MERIZACA, estudiante de la Camera de Laboratorio Clinico de la Facultad de la Salud
Hurmnana, &l mismo gue busca cumplir con los objetivos para |a poblacien que se indica en
&l documento que se adjunta.

Por la atencidn que se digne dar a lo solicitado me anticipo en agradecerls..

Atentamente,

Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

IEefmrancia: CoraTan HRsronrm
Amxs Archben Seoretarty do b Camees
Eluborsdc por: Werk del C. Sselecar L

72 -87 157 Exr. W2
Calle Maruel Mormioros,
s e Hspital leicks fuore < Lojs - Eciisdorn
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Anexo 4. Convocatoria a la poblacién seleccionada para conformar el

estudio.

Subdireccion De Seguridad E Higiene Industrial Y Salud Ocupacional <subdireccionsos@.. mar, 7feb, 1849 ¢ & i
para Judith, mi =

Convocatoria

La Facultad de la Salud Humana, la Carrera de Laboratorie Clinico y la Subdireccién de Seguridad y Salud Ocupacional de la
Universidad Nacional de Loja, extiende la presente invitacidn y convocan a usted, de la manera mds comedida, a ser participe en el
Trabajo de integracién curricular titulade "NIVELES DE VITAMINA D EN MUJERES DE 35 A 50 DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE LOJA"; conocer estos niveles permitird prevenir enfermedades como: osteoporosis, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, depresion, derrame cerebral, enfermedodes autoinmunes, influenza, diferentes tipos de cdncer,

enfermedades infecciosas, obesidad, y un alto indice de mortalidad, entre otros.
Para la determinacidn de los niveles se debe:

Tomar una muestra de sangre para la cuantificacién de vitamina D.

Para tomar la muestra debe de estar en ayunas. (se proporcionard un break luego de la toma)

Esta toma de muestra se llevard a cabo el dia miércoles 08 de febrero del presente afio en el horario de 08h00 a 09h00 en la

Subdireccidn de Sequridad y Salud Ocupacional de la Universidad Nacional de Loja, en la Ciudadela Universitaria la Argelia

NOTA: esto es voluntario, no tiene costo, y se ha escogide a su persona de manera aleatoria.

De antemano le agradecemos su participacion

Mgtr. Diego Padl Falconi Espinesa
SUBDIRECTOR DE SEGURIDAD Y SALUD OCUPACIONAL - UNL
072546298
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Anexo 5. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana | CONSENTIMIENTO

Reyes
Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR

Manuel monteros y Alfredo Mora INFORMADO Version: 1

N° paginas: 1
Nombre del Trabajo de Integracién Curricular:
“NIVELES DE VITAMINA D EN MUJERES DE 35 A50 DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA”
Y0 ittt yconCll........o.... declaro bajo mi

responsabilidad que acepto participar en el presente trabajo. Se me ha explicado que me
encuentro ingresando a un Trabajo de Integracion Curricular de la carrera de Laboratorio
clinico de la Universidad Nacional de Loja. También, se me ha informado que se
mantendrd en secreto mi identidad, mencionada participacion en este estudio es
absolutamente voluntaria y que soy libre de retirarme en cualquier momento del Trabajo
de investigacion, considerando que los beneficios esperables son para mi persona y para
la poblacion de las mujeres adultas de esta preciada institucion. De tal forma que mis
preguntas han sido contestadas. Aclaro que he leido y entendido cada parrafo de este

formulario, con los que he acordado.

Expreso mi aceptacion y compromiso de colaborar con la realizacion del estudio,
autorizando la utilizacién con los fines a la que hubiere lugar y la publicacion de los
resultados obtenidos con fines cientificos, en la que me han garantizado la
confidencialidad de todos mis datos.

Consideraciones:

e EI proposito del presente trabajo de investigacion es conocer los niveles de
vitamina D en mujeres de 35 a 50 afios de la Universidad Nacional de Loja.

e Serealizara la cuantificacion de la vitamina D, a traves del analisis de una muestra
de sangre.

e No existe riesgo alguno.

e Durante el desarrollo del presente trabajo usted, no recibird ningin aporte
econdémico por ser participe. A lo largo se le comunicara los datos analiticos
obtenidos de mismo, los cuales seran compartidos con la Subdireccion de
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Seguridad y Salud Ocupacional de la Universidad Nacional de Loja, quienes
decidiran el mejor tratamiento a beneficio de su salud.
e No tendra que realizar ningun pago por participar.

Nombre:

Firma:

C..

Fecha

ELABORADO POR:

Maria José Quezada Marisaca

Fecha: 07/07/2022

Aprobado por:

Fecha:
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Anexo 6. Encuesta

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana ENCUESTA

Manuel monteros y Alfredo Mora Version: 1
Reyes

Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR

N° péaginas: 1

“NIVELES DE VITAMINA D EN MUJERES DE 35 A 50 ANOS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA”

El presente instrumento forma parte del trabajo de investigacion titulada: “Niveles
de vitamina D en mujeres de 35 a 50 afnos de la Universidad Nacional de Loja”. Por lo
que solicitamos su participacion, desarrollando cada pregunta de manera objetiva y veraz,
que no tomaran mucho tiempo. La informacidn es de caracter confidencial y reservado;
ya que los resultados serdn manejados solo para la investigacion. Agradezco

anticipadamente su valiosa colaboracion.

Indicaciones: Lea cuidadosamente cada pregunta y marque con una (X) la respuesta que

considere correcta.
Talla Peso kg
¢Se encuentra en estado de gestacion?
Si( ) No ()
¢, Recibe algun suplemento de vitamina D?
Si( ) No ()

Agradezco su colaboracion.

ELABORADO POR: | Maria José Quezada Marisaca Fecha: 07/07/2022

Aprobado por: Fecha:
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Anexo 7. Hoja de recoleccion de datos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana

Manuel monteros y Alfredo Mora
Reyes

Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR

1859

RECOLECCION DE
DATOS

Version: 1

N° péaginas: 1

“NIVELES DE VITAMINA D EN MUJERES DE 35 A 50 ANOS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA”

Temperatura de transporte (Salida) Temperatura llegada
(llegada)
Fecha Cadigo Nombres Edad Peso Talla | Correo/teléfono
completos
dia/mes/afio/01
ELABORADO POR: Maria José Quezada Marisaca | Fecha: 07/07/2022

Aprobado por:

Fecha:
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Anexo 8. Protocolo para la toma de muestras

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA
Laboratorio clinico de la

Facultad de la Salud Humana | ToMA DE MUESTRAS:

Manuel monteros y AIfredoFlz\gggz SANGRE Version: 1
Centro de Diagndéstico Medico
LOJA - ECUADOR
AREA: TOMA DE MUESTRAS N° paginas: 3

TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE

Objetivo: Obtener una cantidad de sangre venosa para su posterior analisis en el

laboratorio, en el cual se determinara la 25-OH-Vitamin D.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion préctica y aplicable para

la obtencion de muestras sanguineas.

Definiciones: La sangre es un vehiculo liquido de comunicacion vital, entre los
distintos tejidos del organismo, consta de una parte liquida, el plasma sanguineo, en el

que se encuentran elementos formes (las células sanguineas) en suspension.
Responsable:
Maria José Quezada Marisaca
Recursos materiales:

e Agujas estériles de doble bisel o palomilla del calibre adecuado
e Adaptador o campana

e Compresor

e Contenedor de objetos punzantes
e Esparadrapo antialérgico

e Gasas 0 algodon

e Guantes limpios no estériles.

e Alcohol al 70%

e Tubos de vacio tapa roja

e Rotulador

e Gradilla
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Informacion al paciente: Explicar al paciente el procedimiento, la postura y el

brazo extendido.

o o > w bdE

10.

Indicaciones previas a la toma de la muestra sanguinea.
La prueba de vitamina D requiere ayuno.
Proceso:

Método con Sistema de Vacio:

Identificacion.
Colocarse los guantes y todas medidas de bioseguridad
Preparar el material
Colocar la aguja o palomilla en el soporte del adaptador

Fijar la vena con la mano no dominante

Introducir la aguja en la vena con el bisel hacia arriba, en el mismo sentido que
el flujo sanguineo venoso, con un angulo de 20°-30°.

Estabilizar la aguja y el adaptador con una mano y presionar con el pulgar y el
dedo indice de la otra para perforar el tubo.

Comprobar que fluye la sangre por el tubo.

Mientras se llena el tubo colocar el conjunto del sistema entre el dedo pulgar e
indice, apoyando los dedos libres en el brazo del paciente para evitar que se
movilice.

En la desafortunada circunstancia de fracasar en el primer intento de
canalizacion de la via venosa:

1. Evitar mover la aguja bruscamente. Los movimientos bruscos
implican un inevitable dafio tisular, dolor para el paciente y la probable
alteracion de los resultados analiticos.

Se recomienda avanzar o retroceder la aguja con cuidado.

Sustituir el tubo, ya que puede haber perdido el vacio.

Si el resultado continGa siendo negativo, retirar la aguja y volver a
intentarlo con otra aguja, explicandole al paciente que no se ha
podido extraer una muestra de sangre completa y que debe volver a
pincharle.

5. Tras dos intentos fallidos, recurrir a un compariero/a con experiencia

para que tome la muestra.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Comprobar que se aspira la cantidad de sangre necesaria para la realizacion
del anélisis.
Soltar el compresor antes de extraer la aguja de la vena, y aplicar un aposito
sobre el punto de puncion. Retirar la aguja suavemente y sin girarla.
Una vez retirada la aguja hacer o solicitar al paciente que realice una
moderada presion sobre el aposito, manteniendo el brazo estirado, nunca doblado.
Eliminar el material contaminado en recipientes adecuados.

No reencapuchar, doblar o romper las agujas utilizadas.
Comprobar el estado del paciente.

Retirar los guantes y realizar la higiene de manos.

BIBLIOGRAFIA:

Navedo, E., Blanco, B., Garcia, M., Napal, M., & Martinez, R. (2018). Revisién
bibliografica sobre el procedimiento de extraccion de muestra sanguinea venosa

periférica. Fundacion de la Enfermeria de Cantabria, 3(23), 27-32.

Redaccion. (2016). Procedimiento para la toma de muestras de sangre y orina en
salud laboral. Enfermeria del Trabajo, 6(2), 60-63.

ELABORADO POR: Maria José Quezada Marisaca | Fecha: 07/07/2022

Aprobado por: Fecha:
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Anexo 9. Transporte y Almacenamiento de muestras

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana

Manuel monteros y Alfredo Mora
Reyes

Centro de Diagndéstico Medico
LOJA - ECUADOR

AREA: TOMA DE MUESTRAS

TRANSPORTE Y
ALMACENAMIENTO
DE MUESTRAS:
SANGRE

Version: 1

N° paginas: 2

TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Objetivo: Describir los criterios y procesos basicos requeridos para el

almacenamiento y transporte de las muestras.

Alcance: El presente procedimiento provee informacion practica y aplicable para

el transporte y almacenamiento de muestras.

Definiciones: El envio de las muestras hasta el laboratorio debe tener como

finalidad el transporte seguro y oportuno de las mismas en las condiciones adecuadas. El

envio se debe realizar en el menor tiempo posible ya que tiempos prolongados pueden

interferir en la estabilidad de la muestra.
Responsable:
Maria José Quezada Marisaca
Recursos:

e Cooler
e Refrigerador
e Gradiila

Proceso:

Transporte:

1. Eltraslado debera realizarse en cajas resistente termoaislantes lavables, en las

cuales las muestras queden en posicion vertical para evitar eventuales

filtraciones o derrames.

2. Es muy importante intentar procesar la sangre en las dos horas posteriores a

la extraccién.
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Si el traslado es largo se refrigeraran (2 a 8°C) en posicion vertical.

Se registrara la temperatura en el momento de colocar las muestras en el
cooler para el transporte y también en momento de llegada de las muestras al
laboratorio.

Conservacion

8.

Dejarla reposar durante 15-20 minutos a temperatura ambiente hasta que se
forme el coagulo.

Centrifugar el tubo a 3000-4000 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Con una micropipeta, recoger el suero en alicuotas de 500 pl en tubos
tipo Eppendorf.

Identificar cada alicuota para su almacenaje, con un codigo de identificacién
y la fecha de extraccion.

Cubrir la etiqueta con cinta adhesiva, para evitar que se deteriore
durante el almacenamiento.

Guardar las muestras inmediatamente después del alicuotado y etiquetado, a
2a8°C.

Se debe llegar a este punto del protocolo antes de las 2 primeras horas tras la
extraccion. S i esto no es posible para periodos mas largos de
almacenamiento, las alicuotas deben realizarse y mantenerse a una
temperatura de -20°C para un maximo de 30 dias.

Evitar realizar continuas etapas de congelacion y descongelacion.

BIBLIOGRAFIA:

1. Gonzalez, A., & Alegre, E. (2014). Principios de bioquimica clinica y

patologia molecular (2.2 ed.). Elsevier.

ELABORADO POR: Maria José Quezada Marisaca | Fecha: 07/07/2022

Aprobado por: Fecha:
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Anexo 10. Inserto para la cuantificacion 25-OH-Vitamin D ELISA

N

Monobind Inc.
Lake Forest, CA 92630, USA

AccwBind

ELISA Microwells

25-0H Vitamin D Total
(Vit D-Direct) Test System
Product Codea: 9425-300

1.0 INTRODUCTION

imtsndsd Usa: Tha Guantidafivs Detarmination of 26-0H
Vitamin @ Conoantraton In Human Ssmum by & Microplats
Enzym# Immuncascay, Colorimairio

20 SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

‘Wilarsars 0 ig & B eoluble sscealaras hormons thal = imprlard e
L] "I'Ell'ligi'l'ﬂiﬂl. of caltium and phasphans concanbrabons
required in the meemlicabon of bBone.  Vilamin D has bwo
impotard doiva: chodecalefernl [Dy) Tormad in the akin Tros
uirayiolet light and ergocakiteral |y fourd i daity producls.
Hiwmwwar, Faes forme do nod have significes biokogicsl schyily
Tha hormonal acitve form, 1, Z25-dhydrosylcholacalofarol, is
produced through transformabions i the liver and kidney. The frst
alep w his converson @ an angyrsbc reaction of D; ar 0y ol
Z50H-D; or 280H-D0y Thess 280H D foms are nol freely
circulating in blood. bul ans pimariy bound 1o vilamin D beding
probein (WOBP). Tha high hinding affinity of e 200H Dg o 5
compared o other derfvatves of vikamin D eads b a long hal-dbe
i blood and e uEs as an accurals indicakar of Vitamin D sEjue
WVitaimin D dafichancy has bban assodated 1o diseases melatad ko
one damage such as cetsomalacs and riceebs. Vikamin D can be
datarily supplamaniad theough tha wse of Vilamin Dy o vilein
Dy The sum of the 250H Dy g 1 1N SEmum oF plasma |5 refermed
o oA el 250H Yilamin O, Tha amec] al ksl
wilamin O is reassary in manionng defician wilamin D paiants
acheesw the opbmum do=sge and anoid excessve lsvess which
afi crsemidarad i

3.0 FPRIMCIFLE

Saqusniial Compstiive Method (Type 8):

The essenbal meagenis required for 2 solid phase saguenbal
BIONTE mTRInGasRay  mcude o mmmdinbesd anlienly,  engymea-
anligen conjugabe and matwe aniigen. Upon mixing immobilized
anlioody, and a3 whols blood sampls containing the nabve anBgen,
& binding reacion risls halwean e nalive antigen e & lsibed
rrumber of insoiubilized binding sites. The inleracion |5 llusiratsd
Ery Bie I'l,HIrnllllu RiguHE N

Ka

—_—
Ag+ Bbow T AQADoy
L™

AP = Banoapacific Imnahifzed Anibody {Constant Duantiy)
Ag = Nathee Aniigen [Varable Quankby)

Aphboe = Anbgan-Anlbody Comples

by = Rala Coanstant of Association

K.y = Fais Constant of Desssociston

B = K, ! i, = Eguililiium Conatant

Afier removing any unreacied nabive antigen by a wash shep, e
ST g i = il Thes |1 reEclE
with sias of the antibody unocoupied by e native anbigan.

5

JR—
Rhg + Abow T TAghbow
B n = Enzyme-antigen L‘anuﬂale}ﬂmstanl Quantity)
E"Au-ﬁht_.. = Eruyme-anliges Conjugate-Anliboddy Complex

Aftar & ahodt gacand incubalion, tha anlidady-bound Traclion ia
separaied from wnbound anfBipen by decarialion or aspirabon.
Thes mrryme achivity i the arbbachy-tuend Faction = sy
propoional o the nalve anfigen concenirafion. By uliizing
seweral different calibralors of knowsn anmdigen concentrbion, a
d0RA FARIONER Cutva CAM De ganarabed from which e Atigan
conpaniration of am unknosn can be a5 oo rkained.

4.0 REAGENTS

Matzrizsle Provided:

A. VIt D Callbratore — imilivial - losng A-3
Eavan (T) vials containing human serum albumin reference
gabbralors S 25-0H Witamin O sl approximate-
concenitrations of 0 [A) 5 (B}, 10 {C), 25 (D}, 4&6 [E], BE (F],
and 150 (@] im ngiml. A preservative has bessn added. Shore at
2-8"C.
* Exmct lewmls ars given an ths aosls on a ol specifc basis
Tra eadibrators can Da axpessad in malar concaniaians
{riMAFL ) oy muRipiying by 2.3, For example:
Tlingiml o 75 = FEakldiL

E. VIt D Controde — Amiivial - loons M-8
Twa (2] wials containing human serum reference conlnois =l
concaniralion aslablisiemd (Aoed valea FEbad an labsd). &
pressryative has been added. Slons at 2-6°C

C. VIt D ARwisacing Agent - 12 mivial - Ban
O (1) wial containing wilamin D binding probsin misasing
agets. Slane al 750

D. VIt D Enzyme Reagent - 12 mitvial —Iu-un@
Do (1) wial canlaining F5-0H Vilasin Dy (Anakog -horssadich
pamsdas [HRAP) conjugata i & protereslabilzing medis.
Stors at 2-0°C

E. VIt D Antibody Coatad Plais — 82 wells - leon **
g DE-wall microplels cosled with < 1,0 pgiml asli-¥itamin 0
sheep Igis and packagesd in an aluminem bag with a doying
agerd, Sinea al 2-A"C

F. Wash Eoluflon Conssnirats — 20 miivial - locn ‘
Ome {1} wal conlaining 2 sufactant in buSered saline. A
presaryative has been added. Slore al 2-8°C

@. Bubstrats Reagent - 12 mivial - kon 5"
Dne (1) wval comtarming  Isramalhylbengiding  (TRE] snd
hydrogen peroxide (HzyDz) in buffer, Store af 2-8%C,

H. Etop Bolutlon — 8 milivial - loon
Cone (1 vial conlaineg a strong ackd [H50,). Slors at 2-0eC
l. Produst incert

Hots 1: Do not use reagenis bayond e kit expiration dabe.

Hots 2 Awowrd swbended szposure o hest and light  Opeaned
reagenic are stable for skty (809 deys when ctored at
2_£°C. Kit and oomponsnt ciablitty ars ldentifad on kxbal

Hofn 32 Above reagenls ane tor @ single S5-wal micropiata.

4.1 Requirsd Ewt Moi Providaed:

1. Pipetle capable of delivenng 0.025 & 0.100m! (25 & 100w
wilh @ preciscn al belsr 1Fan 1,5%

2. Dispensen|s) for repefitve delrvenss of 0,100 & 0.350ml {100 &
A50w| volumes with a precison of bafer thaen 1.5%,

3. Microplabs washar ar a squeaze bofie {opdonal)].

4., Mizoplats FAsader win 450nm ang G20nm  wavelengih
ahanrhanca capabditg

5. Absoroent Paper for Molting e microplate welis.

&, Plastic wrap or micropiate cover for incubaltion sleps.

T. Wacuum aspiralor |op@ional) for wash staps.

8. Timer.

9. Duialey contml maleriaks
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2.0 PRECAUTIONS

For In Witre Dlagnosilo Ucs
Mot for intxrnal or Exiernal Use In Humane or Animalc

Al products Hhal contain homan serum have besn found 1o be
non-rescive for Hepatitis B Surfsce Anbgen, HIV 142 and HEY
Antibodios by FOA regurod losls. Sinoe mo known st can offer
complele assurance that imlectious agents are absenl, all aman
san produids should be harded ag galenlially Facanious and
capabla of ransmitling dsease. Good aboraary propedunes ior
handing blood products can be found in e Cenker for Disease
Comtred | Mational Ingttua af Haalih, "Bicaafety in Merahikegeesl
and Baemedical Laboralones,” Irnd Edilon, 1988, HHS Pukbication
M. (CIDC) BA-B385

Eafe Dlcpocal of kit componsnte muct be azcording to looal
regulatory and ctabstory reguirements.

6.0 SPECIMEN COLLECTHON AND PREFARATION

Thes specimens shall be blood, serum n bype. and Eaken with the
ugunl precauliong n the ollecion of semponidune senplas. For
acourabe Comparson ¥ establish normal walues, 3 fasling morning
wanum sample =houkd be cbilamed. The blood should be collecied
in & rading (wilh o withaul gel Aodtivas ) vaniperciun Lbais) with
no anf-coagulants. Alow he biood b clal for serum samples.
Carbiluges Fw apacman I aspaEmbs e aerom ram he osls

Samplas ey ba raligerabed &l 2-R°C far & maximam paniod of
1we (B) days. i e specimen{s) cannof be assayed within s
limna, thes gamplai®] may b= slarsd al wmpacaluras of -20°C Tor up
o 30 days. Awakd use of contaminabed devices, Awold rapeilv
fresmring ard Tawing. When szsayed in dupbcate, 0O50mi { S0y}
al the spaciman & raguingd,

7.0 CGUALITY CONTROL

Each laboralory ahould aesay corineds Al lavela in tha low, noemal
and high range for monfonng assay periormance. These coninois
enaukd be imated s unkaoema el valuss delsrmined 0 avary
st prooedune periommad. Dualty conbral charts should bae
mainlained o follow the psformance of the supplisd resgents.
Partrsn] alatislical mathods shoukd ba amplioyed I ascedain
irends. The indreidual aborafory should set acoeplable assay
parkrmanca b, Inoaddilion, masimesm abagrbancs shauld ba
consistend with past espedence. Signifcant desiation from
gslablimhed peformance can mdcabe urnoliced change in
axparimesdal condiiane or degradation al &l reaganle,  Freah
rexgents should be used lo defermine the reason for fhe
vanabans.

8.0 REAGENT PREPARATION

1. Wach Buffar
Divte comlents of wash Solulion o 1000m withh distilad or
csioniged waler in a sutabls storage contanes, Diluled buSs
car be stored at 2-30"C for up b 53 days.

2.0 TEST PROCEDURE

Before procesding with fre aszay, bring BP resgents, refsrance
catEralcrs ang contmois 20 noom femeeradune 20-27 T

““TesT Proceders should be performed by & sklfad feotvliowal
o frafmed profassloma i

1. Formai e microplabes’ wells for each serom reference
cRbbraloe, onlial and pebenl spedmen o be sesayed in
dupdicale. Repleos any wnusad mioroeell sirlpe ok bnbo
the aluminum bag, sesl amd clores st 2-2%C.

2. Pipathe 0.035 mil (25 pl) of the appropriate awirached 36-0OH
Witamin [ calibrator, controd or spscimen inbo the assgned
woadl.

3. Add Q100 md (100 pl) of the 25-0H Vikamin D Releasing Augent
I &l wella

4, Mix [Mofs 31 e microplais for 20=30 seconds il
hormsgansous

5. Cowad arsd incubala foe M) minutas &l ieam Iempsraiuig

B. Discard fhe contenkés of the micropiafke by decankafion or
papiralon, |1 decanting, Bol Fw plale dry wibl abeorksan
eli==1e

T. Add 0.350 mi {350 P of wash buster (ses Reagent Preparation
Seclion], decand (lap @nd bal] or sspiale, Repaal wa [Z)
acdEional imes far a tokal of fires (3) washes. An auiomatio
or manual plats wachar can b= ucad. Follow the
mianufssturer's Incbruction for propar ucege. f & cqusszs
boitis B¢ amployed, Tl ssch well by depreccing the
gonfalner (avolding alr bubblec) to dicpanse the wach.
Deonnt the wach and repsst fwo (2) addiflonal timac.

H. Add 0900 ml (100 o) of 25=08 ¥ilamin @ Enzyme Rsagent 1o
all mwlis

D KHOT SHAKE THE FLATE AFTER ADDITION

0. Ciower and inoubalts for 20 minuies at room empenatuna,

10 Chacand lhe conlests al the sicropkds by decanksbon o

aspirafon, T decantng, B0t tha plabe dry with abaorant

paEpEr.

B 0,350 & {350 plh of weash beflar (see Resgent Prapscalion

Saction], dacand {lap and blal) or aspirale. Repeal o (2}

addibges lmes far g iolal ol Firss (3) weshss AR aufomatio

or manual plele wachsr osan b= ucad. Follow the
mianufasturer's Incbruction for propar ucage. f a cqussze
bodtls e amployed, Tl ssch well by depreccimg the
gondalner (avoiding sir Bubblec) to dicpansa the wach.

D=ornt tha wach and repeat two (2) additkonal timas.

12 Bded 0400 il (100 ) of scksirate magant o all walls. Alwaye
add raagamts in the came order fo minkmize resofion Hme
diffaremcss bebaeen wallc.

DD WOT 3HAKE [MIX) THE PLATE AFTER 2B ATRATE ADNTION

13.Incubain af room emparalura for bwerdy {20] minules.

1 g Q050 i (50 pl) of =top soiulion o sach well and genily
mix for 15-20 sacords. Alwayc add raagents In Eha cams
ordar o minimdoe resoflon fBima diffarsnoss batwessn wallc.

15 Fapd tha abagrbances in sach wall &) 4500 {ming & misancs
wawelenglh of G20-E30nm. The resulic should Bs rad
withim fftesn {16] minuias of adding the ctop colution.

1

-

Woie?: Do mofwes the working subsirats F i looks bius.

Waote 20 00 not use reagents that ars oconfaminated or hawve
bmobsris growth.

Naote 37 Cyole (sfart amd ctop) mixing {4 oyolsc) for 5.8
sacondeloyala le maors afficlent than one confineous
[20-30 ceconds) oyols to sohisve homogensity. &
plats mixsr oan be used to perform the mixing oyolse.

Wote 4 It 16 sxtrematy Important fo soowrabsly dicpenss the
porrsot voleme with & callorated plpets =nd by
adding noar ihs Bottam of the misrowalic atf an angla
whills toushing the clds of tha el

10,0 CALCULATION OF RESULTS

A dose response curee s used bo asceriam fhe concenfrabon of

26-0OH Witamin D i wnknowe SO mds.

1. Reoord e absorbance oblained fom te orinbout ot the
micigkaia aadar as oulbred in Exampla 1

2. Plot the absorbanoe for each dupicabe calbrator varsss the
cormaperdng F5-0H Viamin D concandralion im ngrd an
naar gwph papar {de nol average tha duplcales af tha
calisrakors before plotfingl.
Cannect tha painls wilh & bastil cur

4. To debeming e conoenirafion of 25-0H Vdamin O for an
unEran, locEle he aveags sbsocbancs of the dupicales for
aach urAncran an the vatical axis of e gragh, find tha
intersecing poink on bee curve, and mead e concenfrabion [in
rghmil] Tram e horeootal sie ol B graph (he dupbcaies of
e wnknown may D8 avaraged 25 indicsted). In the following
example, the aveags absorbancs |(1.0653) inlerzeacts. the doss
ragponas cures al 390 ngimil 25-0H Witamin D concaniralion
[ee Fgure 1)

Hate: Compuder dala meoucbon softeare cesigred for ELISA
assny My alen Ba uted for Bha dals sedeefion, 1T guch
software |s ubilzed, the valdabon of te softwane should be
ascaiared,



EXAMFLE 1

o | o e | o |
=

s | o
Cal B g: ; g;; Z0LT 5
calC 5} :::l‘,‘s' 1826 10
cal D E: : EE 1267 25
calE = s 0830 a8
Cal F g 32:; [el23 i Bh
cal @ =2 e 0529 150
Pat® 1 ﬁ :E;; 1.033 arh

*The above dala and figure bsfow is for exampie only. Do not uss
i i ar cal Gulalirsg recsylis

Figure 1
20
=250
200
1.5

Abrs o7l g o 1
=

.50

[0

2

100 150 200 50
Wit L Wakowa o ngiml

Mala. Mulligly tha Rarizantal valuas by 2.5 bo corwad inke mlUiml,

11.0 Q.C. PARAMETERS

b crder for the Assay results e be considansd walid e falowing

criferia should be mek:

1, The abearbancs (D) of calibestor O ngiml should b= 1.3

2. Four out of six gualby conirol pools should be within B
ssiablshed anges.

12.0 RISK ANALY SIS

The AFSOE and Risk Anadsls Form for 2his sroguch ans avadabiz
on reguest from Afonobing inc.

124 Accay Parformanos

1. It is wporkant Bal the bee of reaction n each well s held
cownEkan| by echign raproduciting rasulls,

Z. Fipstting of samples snould not exlend beyond len (100
sornilag I awiid sEaay il

3. Highly fpemic, hemalzed ar
mpsmmen|s] shoukd not b ussd,

4. W mora B o [1) phaba i usad, il s ecommandad 10 rapest
ihe oo resporse curvs,

5. The adcibion of subsirate solulion nBabes 3 kinelic reachon,
whichi is fominabed by the 2ddifion of the sbop solafon.
Theredore, thie subsirade and shop solubion should e added in
thia ama seguance 10 diminala any fes-daviabion during
raachon.

B, Plats resders measuns weelicaly, Da nol louch he Ballam of
thia walls,

7. Fallure B3 remove adhering solslon adequaksdy im0 e
abEpFalion oF decamlalion wash shepla) may maedll 0 poor
raplicatiaon and spurius resulis.

&, Use compananta fram Fe samea b, No mbanmizemg of reaganis
Ao diffarani habchas.

8. Accurale and preciss pipeling, as well as Solowing the exach
s and IEmparalune regursmesles preacnbed, @ sasaniial
sury duviabion fram Monabind's IFU may yiedd inacoursis
maylls,

1080 appleable nabionsd  standards, regulationa and  Taws
reclusing, but nof brmibed bo, goeod laboratory procedures, st
be atricly lowsd w0 ensurs complisnce and praper dewios
uSaga.

grossly  contaminabed

11.1L is imporant f0 calibrake all the equipment e.g. Pipeties,
Fesdars. Washers anddas e sulomalsd inelrameanis o
with this dovice, and o parfom  oolne  preveniabve
mainierancs,

12 Rigk Analysa, a& required by CE Mark WD Direclive S&TAEC,
1or this and ofher devices made by Monobind, can be requesbed
v email from Monpbindfi monobind com.

12.2 imt=rpratation

1. Messoramanris amd Mmiorpretarion of rmspis mpst ba
Eerformed by & skilled Individrs) oF fralred profasstonal

2. Labowaboey resulis alona are anly ane asgact Tor dabsemining
pabient care amd should not be the sole besis tor therapy,
partdary il the seaulls Ganlicl wilh alher dalarmrania

3. The magenis for the iest sysiem prooedure Rawve bBean
formulsied o siminabs  maximal intefersnce;  howewer,
poberilal intamcion Balwesn rans e spacmand and tasl
neagents can CAUSE erroneous resuls. Heterophilic antibodies
aller capas lhess inlsrachans sod fave bean kniwn o bs
probbems for all knds of immunoassays. (Boscato LAY Stoet
NS, Hefercumbiic anfbooies: & srobizm for af immonoasssys”
Cin.Chem. TDEREEAIT-330 For  desgnasbc  purpases, Fe
resulls trom Fhis assay should be used in combinadion with
Finical sxaminalion, patient hstory, and all others clincal

findings.
4. For vald lest resulls, adeguabe confrols and ofher paramebers
ol b wilhin Dhe listed ranges and s@aay requinsnanis

m

. T st kits are allered, such as by mixing parts of different ks,
which cowid produce fakss |est resulls, or if sesulls are

ncamacty intarpratad, Monahind ahall hava noe liabiity .
&. It computer contralled data reduclion s used 1o irdepret e

reanadla al e bsed, il s impecalive Fal Fe predcied valoes (o
thiz calitratars fall within 10% of B assigned cancaniralians.

13.0 EXPECTED RANGES OF VALUES

Basad an i published lleratune tha following ranges hawve bean
assigred, Thace ranges chould be used ac guidelinac only:

TABLE 1

Expented Waluss for the Wit D-Direcf ELIZA
LEYEL RANGE IEEm!I
Wery sevene wilamin D deficency w5
Sawarn witamin O daloancy G-10
Wilamin D difl chany 10-20
Sk imal vidmir [ prossion 20=30
Qpdireal witamin O hatwal 30-50
Upper norm S0-70
Clyarchons, bl sal lexic Fi-150
‘Wikamin D irfosicalion = 150

i is imporiant % keap in mind hal estabishmant of & range of
walpss which can be sxpscied to be found by & given method for
& papulaian of "normal paranes, & deaperdant upen & muipliciy
ol fachors: ihe spacilicly of the method, the pooulabon ested and
The praciice al the melhosd in the hardgs ol the analyst, Foar Faes
taRdces, @Ach laboralory should depand wpon e rangs af
sapecisd valuss establishsd by the manufactursr anly uedl an in-
fEIuEe rAngs Gan be delammined by Be arslyets gerg lhe melhod
wilh 3 popuiation indigenous ¥ the area in which the Laboralary IS
ocafesd .

14.0 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

141 Proolslon

Tha within and babwean assay pracision of e 26-0H Vitamin D
AccuBind® ELISA Test Sysiem were determined by arayses on
thines dfarad lawals of ponl comind sara. The numbsrn, e
walss, slandard dewviabion and coeficient of wanalbon for each of
thess control ey are presented o Table 2 and Table 3.

TAELE 2
Wiithin &ccay Prasiclon
E=rum [] X - ®CW,
1 20 218 1.35 E.10
2z 20 34 96 1.44 +.11
3 20 BE.0 6.A7 Tl




TAELE 3
Enfwesn Accay Preolclon

asmum H % - RV
1 45 FERT] 2.14 B.55
2 45 37.53 3.4 a7
5 45 E7.0H 7.4 RO

14.2 3snclfvity

Tha eanslivily of he Vil-D Dires] AccuBing® ELISA sal ayslam
method was ascerained by delermining the wariabiity of the O
caliorator and using e 2o (05% cerainty) stabstc o calculale
thia minimism dose. The iest sysbem has an analytical sensitkity of
1.14 ngiml of ¥ilamin D conoenbrabons.

14.3 Acoursoy

Thes WA D AccuBind® ELISA Temt Syslem was compared win a
rafararsrm matrod. A ial of B3 binkgicsl spacieans from Iow,
normal, and high Vi O lewel populabons were used; fhe walues
rarsgedd Trorm 8 5egiml e 200egiml, The el sguans megresein
pquadion and thae cormelafion coe®ceent wore compuied for fha
ApculBing method when compared fo the reference method. The
data ablainad is digpiayad in Tabla 4
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Mothod Moan L=ss Sguans Corrslation
Augrascion Anslysls Cosflalsnt
Mansbird (y) R2.0E  w=1.02x%1,.33 0,918

Roferenca jx)  40.58

14.4 Apsoiflolty

The % coas-raaciivily of Fe 35-0H Vilamin D ankbody 1o
soletbed subsiances was evalsaled by adding e inleraring
substance o a serom malrix 31 vanoys coneenirafions. The oross-
ey waa cEculalsd Dy dermang 8 rele Bebeees Qo al
imerdering subsiance b dose of 25:0H YRamin O nesded io
dizplmce the same amounl of fabeksd analog

TAELE E

Pubctanos Cross Roanilvity
25-08 Witamin D2 10000

2 5-00H Witamin D3 1.0000
Vikamin D2 DOOTE
Vitmmn D3 [REiK ]

DT Activa 1,3, 25-Hydaxy Wikamn O T 14000

D3 Active 1,3, 25-Hhydeoxy Wikamin D 2 1. 1500
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Anexo 11. Protocolo de control de calidad

UNIVERSIDAD NACIONAL DE

LOJA
Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana CONTROL DE
Manuel monteros y Alfredo Mora CALIDAD Version: 1
Reyes

Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR

AREA: BIOQUIMICA N° paginas: 3

CONTROL DE CALIDAD

Objetivo: Describir el procedimiento de control de calidad para la determinacion

cuantitativa de la 25-OH-Vitamina D total (Vitamina D2 y D3) en suero humano.

Alcance: Esta guia permite orientar en la practica para el aseguramiento de la

calidad de los resultados analiticos obtenidos en el presente trabajo.

Definiciones: El control de calidad es el &rea de la gestion de calidad enfocada en
el cumplimiento de los requisitos de calidad, es supervisar el cumplimiento de los

patrones de excelencia y lograr que estos se mantengan en el tiempo.
Responsable:
Maria José Quezada Marisaca
Control del buffer de lavado

- Luego de preparar el buffer de lavado se debe conservar a temperatura
ambiente (18 — 24°C).

- Usarlo el mismo en el que se preparo.
Para el adecuado control de la técnica se debe observar lo siguiente:

- Leer el inserto que acompana al kit antes de empezar la prueba para verificar
si se cuenta con todo lo necesario para realizarla

- Realizar la prueba como lo indica el inserto colocando todos los controles que
solicita, respetando la temperatura, tiempo de incubacion, nimero y volumen
de lavados.

- Dispensar los controles y muestras evitando la formacion de burbujas que

pueden alterar el volumen de las mismas.
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- Utilizar puntas nuevas en cada prueba.

- Evitar el uso de material reciclado que podrian contener residuos de
detergentes y producir resultados erréneos.

- No utilizar reactivos fuera de la fecha de vencimiento.

- Realizar la validacion de la prueba antes de aceptar los resultados.

- Si los criterios de validacion no se cumplen, se invalida toda la corrida y se

debe realizar una nueva prueba.
Temperatura de almacenamiento de los reactivos

- Estandares y Reactivos: Los estandares son basados en suero y soluciones
estables cuando se almacenan a -2-8 °C hasta la fecha de vencimiento en la
etiqueta. Equilibrar el volumen necesario de estdndares y reactivos a

temperatura ambiente antes de su uso.
Estandar y calibradores.

- Célculo de resultados: Calcular el valor de absorbancia media (A450 ) para
cada juego de estandares de referencia, controles, y muestras.

- Elaborar una curva estandar al trazar la absorbancia media obtenida
para cada estdndar de referencia comparada con su concentracion
en ng/mL sobre un papel cuadricula, con valores de absorbancia sobre el eje
Y o vertical y las concentraciones sobre el eje X u horizontal.

- Utilizando los valores de absorbancia media para cada muestra, determinar la
concentracion correspondiente de 25 (OH) vitamina D en ng/ml desde la curva

estandar.
Limite de linealidad
Intervalo: 11.8 — 98.9 ng/mL (94 — 126 %)
Control de calidad con una muestra conocida

- Se utilizara un control de paciente con un valor de vitamina D conocido, el
cual se va a procesar para ser comparada con el valor obtenido.
- Los valores obtenidos deben coincidir, la variacion debe ser minima para

asegurar que los resultados obtenidos mas tarde sean confiables.

BIBLIOGRAFIA:
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Anexo 12. Protocolo de mantenimiento de equipo (Analizador de ELISA)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE

Laboratorio clinico de la Fa(I:_uOItJag MANTENIMI
de la Salud Humana ENTO DE EQUIPO
Manuel monteros y Alfredo Mora (ANALIZADOR DE Version: 1
Reyes ELISA)
Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR
AREA: BIOQUIMICA Ne

paginas: 2

MANTENIMIENTO DE EQUIPO (ANALIZADOR DE ELISA)
Objetivo: Describir el procedimiento del mantenimiento del analizador de ELISA

Alcance: Esta guia permite orientar al usuario para el mantenimiento del equipo

asegurando se funcionalidad y confiabilidad de los resultados.

Definiciones: El analizador de ELISA es un espectrofotometro especializado,
disefiado para efectuar la lectura de los resultados de una técnica que se utiliza para
determinar la presencia de anticuerpos o antigenos especificos presentes en una muestra.
La técnica se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase solida,
mediante anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una reaccién cuyo producto

puede ser leido por el espectrofotometro.
Responsable:

Maria José Quezada Marisaca
Servicio requiere

Para que el analizador de ELISA opere correctamente, es necesario verificar los

siguientes puntos:

- Un ambiente limpio, libre de polvo.
e Una mesa de trabajo estable. Lo recomendable es que la misma esté alejada de
equipos que generen vibraciones como centrifugas y agitadores, ademas el

espacio debe tener un tamafio adecuado.
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Una fuente de suministro eléctrico de acuerdo con las normas y estandares
implementados en el pais. En los paises americanos se utilizan por lo general

voltajes de 110 V y frecuencias de 60 Hz.

Mantenimiento basico

Revisar que el equipo este limpio. Si se detecta suciedad, limpiar con un pincel la
superficie.

Verificar que la calibracion del analizador es adecuada. Cuando se inicien las
operaciones diarias, permitir que el analizador se caliente durante 30 minutos. A
continuacion, realizar una lectura en blanco y luego leer un mddulo lleno de
sustrato. Las lecturas deben ser identicas. Si no lo son, invertir el médulo y repetir
la lectura, a fin de determinar si la desviacion se origina en el mddulo o en el
lector.

Examinar el avance automatico de la placa. EI mismo debe ser suave y constante.
Mantenimiento preventivo
Frecuencia: Trimestral

Limpiar los sistemas dpticos de los detectores y los sistemas de iluminacion.
Limpiar el mecanismo de avance de la placa.

Verificar la alineacion de cada pozo con los sistemas emisores y detectores de luz.

ELABORADO POR: Maria José Fecha:
Quezada Marisaca | 07/07/2022
Aprobado por: Fecha:
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Anexo 13. Hoja de entrega de resultados

UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA

Laboratorio clinico de la Facultad
de la Salud Humana

Manuel monteros y Alfredo Mora
Reyes

Centro de Diagndstico Medico
LOJA - ECUADOR

ENTREGA DE
RESULTADOS

Version: 1

N° péginas: 1

REPORTE DE RESULTADOS

/ NOMBRE:

-

SEXO: IDENTIFICACION:
ORDEN: 18012318 EDAD:
FECHA: 10/02/2023
VALORES DE
RESULTADOS UNIDADES REFERENCIA

QUIMICA SANGUINEA

VITAMINAD - 25 HIDROX ng/mi

Deficiencia muy severa de vitamina D <5
Deficiencia severa de vitamina D 5-10
Deficiencia de vitamina D 10-20
Provision subdptima de vitamina D 20-30
Nivel 6ptimo de vitamina D 30-50
Norma superior 50-70

Sobredosis, pero no téxico 70-150
Intoxicacion por vitamina D > 150

Responsable de la prueba

Maria José Quezada M.
mara.j.quezada@unl.edu.ec

Validacion

Dra. Esp. Sandra Freire C.

Centro de Diagndstico Médico (CDM) — Facultad de Salud Humana — UNL

ELABORADO POR: Maria José Quezada Marisaca

Fecha: 07/07/2022

Aprobado por:

Fecha:
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