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1. Titulo

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del éarea de

hemodialisis en el Hospital “Isidro Ayora”



2. Resumen

La Insuficiencia renal (IR), es un sindrome clinico caracterizado por una disminucién de
la funcidn renal con acumulo de metabolitos y electrolitos en el organismo, puede ser de
dos tipos, insuficiencia renal aguda (IRA) o insuficiencia renal cronica (IRC). Mientras que
la insuficiencia renal aguda se da debido al incidente subito de funciones renales, la
insuficiencia renal crénica es el resultado de la disminucién lenta y progresiva de funciones
renales. La Eritropoyetina (EPO) es una hormona glucoproteica cuya funcion principal es la
regulacion de la produccién de glébulos rojos de la sangre y con ello todos los procesos
relacionados con la formacion de energia por via aerdbica. El estudio es descriptivo y de
corte transversal que consistio en determinar los niveles de eritropoyetina en relacion al
tiempo que llevan en hemodialisis los pacientes con insuficiencia renal cronica; y
correlacionar los niveles de eritropoyetina con el sexo y edad de los pacientes, mediante la
técnica de quimioluminiscencia. Los valores referenciales de esta hormona se encuentran
entre 5.4 a 31 mlU/ml. Los niveles méas elevados de EPO se encontraron en 2 pacientes con
mas de 1 afio en hemodialisis, y los niveles menores a 5.4 mlU/ml se presentaron en 18
pacientes que tienen el mismo tiempo en tratamiento. De la misma manera se constato que,
del total de 57 pacientes estudiados, el 64 % se encuentran dentro del rango normal, 4%
presentan una eritropoyetina elevada, y el 32% una eritropoyetina disminuida, tanto del

género masculino como del femenino.

PALABRAS CLAVES: Eritropoyetina, insuficiencia renal crénica, insuficiencia renal

aguda.



Summary

Renal insufficiency (IR) is a clinical syndrome characterized by a decrease in renal
function with accumulation of metabolites and electrolytes in the body can be of two types,
acute renal failure (ARF) or chronic renal failure (CRF). While acute renal failure occurs
due to the sudden incident of renal functions, chronic renal failure is the result of slow and
progressive reduction of renal functions. Erythropoietin (EPO) is a glycoprotein hormone
which main function is the regulation of the production of red blood cells and with it all the
processes related to aerobic energy formation. The study is descriptive and cross-sectional
which consisted of determining the levels of erythropoietin in relation to the time taken in
hemodialysis patients with chronic renal failure; and correlate erythropoietin levels with the
sex and age of the patients, by using the chemiluminescence technique. The reference
values of this hormone are between 5.4 to 31 mIU / ml. The highest levels of EPO were
found in 2 patients with more than 1 year in hemodialysis, and levels lower than 5.4 miU /
ml were found in 18 patients who had the same time in treatment. In the same way it was
found that, of the total of 57 patients studied, 64% are within the normal range, 4% have an
elevated erythropoietin, and 32% a decreased erythropoietin, both masculine as feminine

genders.

KEY WORDS: Erythropoietin, chronic renal failure, acute renal failure.



3. Introduccidén

La insuficiencia renal (IR), es un sindrome clinico caracterizado por una disminucién de
la funcion renal con acumulo de metabolitos y electrélitos en el organismo. La insuficiencia
renal puede ser subdividida en insuficiencia renal aguda (IRA) e insuficiencia renal crénica
(IRC) de acuerdo con el tiempo de desarrollo de la enfermedad. (Cerqueira, et al, 2014). La
insuficiencia renal cronica (IRC) es un término genérico que define un conjunto de
enfermedades heterogéneas que afectan la estructura y funcion renal. La variabilidad de su
expresion clinica es debida, al menos en parte, a su etiopatogenia, la estructura del rifién
afectada (glomérulo, vasos, tubulos o intersticio renal), su severidad y el grado de
progresion. La prevalencia de la IRC aumenta por el incremento de sus factores de riesgo
como la enfermedad cardiovascular, la diabetes mellitus, la hipertension arterial y la

obesidad.(Rodriguez, 2015).

Una de cada tres personas en la poblacion general tiene un mayor riesgo de insuficiencia
renal cronica y se calcula que un 10 por ciento de las personas en todo el mundo tienen
enfermedad renal crénica. Entre los paises de altos ingresos, Arabia Saudita y Bélgica
tienen la mayor prevalencia estimada de insuficiencia renal cronica (24 %), seguida por
Polonia (18%), Alemania (17%), Reino Unido y Singapur (16 % cada uno). Noruega y
Paises Bajos tienen las estimaciones mas bajas, en el 5 %. La prevalencia estimada de
Estados Unidos es del 14 %, mientras que Canada y Australia son del 13 %. A nivel
mundial, la prevalencia estimada de IRC en todo el mundo varia de 7 % en Asia meridional
y 8 % en Africa hasta un 11 % en América del Norte, Oriente Medio, Asia oriental y

América Latina. (The Global Kidney Health, 2017).



Segun datos de la Sociedad latinoamericana de nefrologia (SLANH), en América Latina,
la prevalencia de la enfermedad renal es de 650 pacientes por cada millon de habitantes,

con un incremento estimado del 10% anual.

En base a datos del Ministerio de Salud Publica en el afio 2014, la demanda de pacientes
que asistieron a dialisis en todo el Ecuador fue de 9635, y segun el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC), considerando que el Ecuador tiene 16°278.844 habitantes, en
el 2015 los pacientes con insuficiencia renal fueron de aproximadamente 11 mil. Asi mismo
en la ciudad de Loja en el 2016 en comparacion con afios atrds, hubo alrededor de 250
casos de personas que padecieron insuficiencia renal cronica y se sometieron a

hemaodialisis.

La eritropoyetina (EPO) es una hormona glucoproteica cuya funcién principal es la
regulacién de la produccion de glébulos rojos de la sangre y con ello todos los procesos
relacionados con la formacién de energia por via aerobica, esta hormona es producida en
las células peritubulares del rifion, estas se encuentran en el exterior de la membrana basal
de los tubulos renales en la corteza renal y parte mas externa de la médula renal. Cuando
los niveles de oxigeno disminuyen puede existir una vasoconstriccion de las arteriolas
proximales, ademas de un mayor consumo del oxigeno por parte las células del tubulo
proximal, estas dos condiciones desencadenan un estado de hipoxia distal. La hipoxia es el
estimulo que aumenta la produccion de la eritropoyetina en las células peritubulares. La
inadecuada produccion de eritropoyetina enddgena a nivel renal al progresar la IRC,
provoca que disminuya la estimulacion de la médula ésea para producir hematies, y se

convierte en su principal causa etioldgica.(Lopez, 2013).



Ademas, debido a que existe una gran cantidad de informacion en la literatura
relacionada a los efectos del uso exdgeno de la EPO recombinante, en pacientes sometidos
a dialisis y como el uso de este medicamento ha mejorado sustancialmente la calidad de
vida de estos pacientes, y principalmente que el tratamiento que se les brinda a los mismos
se basa en pardmetros de biogquimica sanguinea, electrolitos pero generalmente en la
consideracién de los niveles de hemoglobina y hematocrito, es por esto que se planted
investigar los niveles séricos de esta hormona en pacientes con insuficiencia renal crénica,
ya que es poca la informacion que se tiene sobre la determinacion de los niveles séricos de
esta hormona en pacientes hemodializados, y de esta manera contribuir con al diagnostico,

seguimiento y control que realiza el médico.

Considerando que la eritropoyetina es la hormona reguladora de la eritropoyesis, y que
su deficit provoca a nivel funcional alteraciones de diversos 6rganos, y se hace importante
su cuantificacion, se planted la “Determinacion de eritropoyetina en pacientes con
insuficiencia renal del area de hemodialisis en el hospital Isidro Ayora”, cuyos objetivos
fueron; comparar los niveles de eritropoyetina en relacion al tiempo de hemodialisis que
llevan los pacientes con insuficiencia renal cronica del Hospital “Isidro Ayora”. Y
correlacionar los niveles de eritropoyetina en relacién al sexo y edad de los pacientes con
insuficiencia renal del Hospital “Isidro Ayora”. El presente estudio es descriptivo y de corte
transversal. El procesamiento de las muestras de los pacientes se realiz6 en MEDILAB
utilizando el equipo INMULITE 1000, mediante un ensayo inmumométrico
qguimioluminiscente. Los valores referenciales de esta hormona se encuentran entre 5.4 a 31
mlU/mL. Al finalizar la presente investigacion de los 57 pacientes, los resultados obtenidos

fueron que el 64% tienen niveles de eritropoyetina dentro del rango normal, 4% presentan



una eritropoyetina elevada, y el 32 % una eritropoyetina disminuida, tanto del género
masculino, como femenino. Ademas, los niveles elevados de EPO se encontraron en 2
pacientes que tienen mas de 1 afio en hemodialisis, asi mismo en 18 pacientes que tienen el
mismo tiempo, se presentaron niveles disminuidos de esta hormona. Con relaciéon a los
grupos etarios, los resultados mas relevantes se presentaron en 2 pacientes de 41 a 64 afios
con niveles elevados de eritropoyetina y 12 varones y 6 mujeres de todas las edades

mostraron niveles disminuidos.



4. Revision de literatura

1. Rifones

1.1.Conceptualizacion y estructura

El rifidn constituye la porcion noble del aparato urinario, encargandose de fabricar la orina.
El rifidn es un érgano doble, cada uno aproximadamente de 12 a 13 cm de longitud segun
su eje mayor y unos 6 cm de anchura, 4 de grosor, siendo su peso entre 130 y 170 gr. Esta
situado en el fondo de la cavidad abdominal, por detras de cavidad peritoneal, y a ambos
lados de la columna vertebral y de los grandes vasos abdominales (aorta abdominal y vena
cava inferior). El rifidn tiene forma de habichuela, con dos caras, anterior y posterior, y dos
polos, superior e inferior. En su borde interno presenta una abertura, o hilio renal, por
donde entran y salen los elementos que lo abordan. El rifién se puede dividir en varias
zonas, cada rifion esta cubierto de una capsula fibrosa. Debajo de ésta hay una zona exterior
de sustancia cortical que cubre una zona exterior de sustancia medula. La sustancia medular
consiste en masas de tejido en forma de pirdmide que apuntan hacia los cinco o seis sacos
(célices) colectores del rifidén, estos sacos terminan juntandose para formar la pelvis renal.
(Guyton, et al, 2012).

Cada una de las nefronas de los rifiones funciona como un filtro, que elimina los desechos
de la sangre que pasa por ellos para producir la orina. La sangre bajo presion es forzada a
penetrar en los capilares del millén de glomérulos, la presion hace que una parte de fluido

de la sangre, el plasma, entre en el nefron y a continuacion en la capsula de Bowmann.



Segun el libro de Guyton & Hall en el 2012, aproximadamente el 20% del plasma se
filtra a través de la capsula y consiste en agua, sales, urea y aminoacidos. Normalmente las
sustancias mas grandes, como las proteinas y las células, no se eliminan de la sangre, a
continuacion, el fluido filtrado pasa por el tabulo y muchas sustancias son absorbidos por
las células que revisten las paredes del tabulo. Ademas de eliminar los desechos, los
rifiones producen tres hormonas importantes:

e La eritropoyetina, 0 EPO, que estimula la produccion de globulos rojos en la

médula 6sea.

e Larenina, que regula la presién arterial

e Forma activa de vitamina D, que contribuye a mantener en el cuerpo la cantidad de

calcio necesaria para los huesos y para lograr un balance quimico normal.
1.2.Eritropoyetina en la funcion renal

La eritropoyetina es una hormona producida por el rifion, cuya funcién es mantener

constante la concentracion de glébulos rojos en la sangre. Normalmente, los glébulos

rojos se forman y se destruyen a la misma velocidad. No obstante, si el rifion percibe
un descenso en la circulacién de glébulos rojos, libera EPO con el fin de estimular la
produccion de glébulos rojos en la medula Osea. Las células especializadas que
producen EPO se han identificado en el parénquima renal, estas células productoras de

EPO se encuentran en el intersticio del parénquima renal, predominantemente en la

corteza interior y médula externa. El numero de células renales del intersticio

productoras de EPO aumenta (aproximadamente de manera exponencial) en respuesta

a la anemia. EIl higado es el organo principal en la produccion extrarenal de EPO.

Debe considerarse que el higado es el 6rgano elaborador de EPO durante la vida fetal y
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muy posiblemente conserva un remanente de esa actividad en la vida adulta, que so6lo
se pone de manifiesto ante la falta de produccion renal de EPO y por intensos estimulos
para la secrecion de la hormona. Los mecanismos por medio de los cuales la hipoxia
desencadena el estimulo para la sintesis de EPO ain no fueron totalmente
determinados. Existe sin dudas, una reaccion sensible a los cambios en la
concentracion de O2 que activa la produccion de la hormona y que se ha dado en
llamar Sensor de O2. La hipoxia puede ocurrir por los siguientes mecanismos y a

través de cualquiera de ellos puede incrementarse la secrecion renal de EPO:

e Reduccidn de la presion parcial de O2 ambiental (elevada altitud).

e Disminucidn de la capacidad de transporte de O2 en la sangre (anemia).

e Disminucion del pasaje de O2 a través de los alvéolos pulmonares (enfermedad
pulmorar obstructiva).

e Disminucién del flujo sanguineo renal (vasoconstriccion arteriolas renales,
ateromas, trombosis).

e Disminucidn de la utilizacién del O2 por los rifiones (cobalto).

(Malgor, et al, 2013)

2. Insuficiencia renal

La insuficiencia renal es un sindrome clinico caracterizado por una disminucién de la
funcién renal con acumulo de metabolitos y electrolitos en el organismo. La insuficiencia
renal puede ser subdividida en insuficiencia renal aguda (IRA) e insuficiencia renal crénica

(IRC) de acuerdo con el tiempo de desarrollo de la enfermedad. (Cerqueira, et al, 2014).
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2.1.Insuficiencia renal aguda

2.1.1. Conceptualizacion

La insuficiencia renal aguda es definida como la pérdida abrupta de la filtracion glomerular
de los rifiones con la consecuente alteracion en el equilibrio hidroelectrolitico y del &cido
basico en el organismo. Ese desequilibrio, a su vez, lleva al acumulo de substancias en la
sangre como la urea y la creatinina. El reconocimiento de la insuficiencia renal en las
etapas iniciales es fundamental para retardar la evolucion de la enfermedad, tornando
posible la recuperacion renal y evitando que el individuo sea sometido a la terapia de
sustitucion renal. Algunos individuos, en particular, deben ser monitorizados con un buen
criterio relacionado a la filtracion glomerular. Sin embargo, son clasificados como grupo de
riesgo para el desarrollo de la insuficiencia renal los: diabéticos, hipertensos, portadores de
enfermedades cardiovasculares, con historia familiar de insuficiencia renal, portadores de
otras enfermedades renales y de raza negra. Se destaca que los pacientes acometidos por la
(IRA), en su fase inicial, pueden o no, presentar disminucién del volumen de diuresis.

(Cerqueira, et al, 2014).

2.1.2. Causas

Las causas de IRA son mudltiples y complejas. Puede aparecer tras episodios de
hipovolemia, hipotension grave y prolongada o tras la exposicion a un agente nefrotoxico.
Las dos causas mas comunes de IRA son la isquemia renal prolongada y las lesiones

nefrotdxicas que producen oliguria. La causa que mas incidencia de casos provoca es la
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isquemia renal, que al disminuir la perfusion renal no llega el oxigeno ni nutrientes para el

metabolismo celular, lo que puede provocar necrosis renal. (Cerqueira, et al, 2014).

2.1.3. Fisiopatologia

Cuando disminuye el flujo sanguineo renal, también lo hace la fuerza matriz basica de la
filtracion. Ademas, los rifiones dejan de recibir oxigeno y otros nutrientes vitales para el
metabolismo celular. Como consecuencia de la disminucion de la filtracion glomerular, se
acumulan los productos residuales del organismo y por ello, el paciente experimentara un
incremento sérico de los niveles séricos de creatinina y nitrdgeno ureico en sangre, lo que
recibe el nombre de azoemia. Para evitar la hipoperfusion renal los rifiones requieren una

presion arterial media al menos de 60 a 70 mmHg, (Ayala, 2012).

2.2.Insuficiencia renal crénica

2.2.1. Conceptualizacion

Se define como una disminucion de la tasa de filtrado glomerular (TFG) por debajo de 60
ml/min acompafada por anormalidades estructurales o funcionales presentes por mas de
tres meses, con implicaciones para la salud, y se clasifica en 5 diferentes estadios de
acuerdo con la tasa de filtrado glomerular (TFG) y la albuminuria. Las etapas 1 a 4
requieren de un control y cuidados medicos y nutricios especificos. En el estadio 5,
conocido como enfermedad renal crénica avanzada (ERC), el paciente requiere terapia de
reemplazo renal (TRR), ya que si no se trata de manera efectiva puede conducir a la muerte.

(Cuevas, 2016).
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2.2.2. Causas

Segun Carracedo en el 2017, es conveniente distinguir entre aquellos procesos capaces de
causar lesién renal con posterior evolucion a IRC y los procesos que actuan
independientemente de la enfermedad inicial y contribuyen a la progresion de la
enfermedad. A la hora de analizar la etiologia de la IRC en el anciano, respecto a otros
grupos de edad, se evidencian diferencias importantes entre ambos. Con respecto a la
etiologia de la IRC, en el ultimo informe preliminar de Dialisis y Trasplante de la Sociedad
Espafiola de Nefrologia y Registros Autonomicos del afio 2012, los resultados por orden

para todo el conjunto poblacional haciendo referencia a la IRC fueron los siguientes:

a. No filiada.

b. Nefropatia diabética.

c. Nefropatia vascular.

d. Glomerulonefritis cronica

e. Pielonefritis cronica

f. Otras

g. Poliquistosis renal

h. Hereditarias.

Comparativamente, y respecto a registros anteriores, se describe un incremento de las
causas no filiadas y hereditarias, manteniéndose en la misma proporcion el resto de las
causas a excepcion de la neuropatia diabética, glomerulonefritis cronica, pielonefritis y

poliquistosis cuyas proporciones disminuyen. Segun este informe, la IRC es una patologia

que afecta sobre todo a pacientes ancianos, con un notable aumento de la incidencia a
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medida que aumenta la edad, siendo 10 veces mas frecuente en el grupo de edad de 65-75

que en el de pacientes mas jovenes. (Carracedo, et al, 2017).

2.2.3. Fisiopatologia

Cada rifion cuenta aproximadamente con 1 millon de nefronas (unidad estructural y
funcional del rifion), estas contribuyen a la tasa de filtracion glomerular total (TFG).
Cuando nos enfrentamos a una injuria renal, independiente de la etiologia, el rifion tiene
una habilidad innata para mantener la TFG, y luego de la destruccion masiva de nefronas,
se presenta entonces en las nefronas sanas hipertrofia compensadora e hiperfiltracion. Esta
adaptabilidad de las nefronas se continta para preservar el aclaramiento de los solutos
plasmaticos. Sustancias en el plasma como la urea y la creatinina, solo empiezan a
aumentar cuando la TFG ha disminuido en un 50%, luego de que la reserva renal esta
agotada. El valor de la creatinina puede ser el doble cuando la TFG se ha reducido en un
50%, pasa de una linea base de 0.6 mg/dl a 1.2 mg/dl, lo que significa una pérdida del 50%

de la masa renal.(Restrepo, et al, 2012).

Si bien la hipertrofia y la hiperfiltracion de las nefronas residuales, se representan como
mecanismos benéficos, se ha postulado la hipotesis de que estos mecanismos representan la
mayor causa de progresion a disfuncion renal, esto ocurre por el glomérulo, esclerosis
generada por estos fendmenos y que eventualmente genera glomérulo esclerosis global.
Otros factores subyacentes en el proceso de la enfermedad e hipertension glomerular que
pueden causar injuria renal progresiva incluyen: hipertension arterial, nefrotoxicos,
proteinuria, hiperlipidemia, hiperfosfatemia con depoésitos de fosfatos de calcio,

disminucion niveles de 6xido nitrico, fumar, entre otros. (Restrepo, et al, 2012).
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3. Hemodialisis

Este tratamiento consta de tres partes: un compartimento con sangre, un compartimento con
liquido para didlisis y una membrana de celofan que separa los dos compartimentos. La
membrana de celofan es semipermeable y permite que todas las moléculas, excepto las
células de la sangre y las proteinas plasmaticas, se muevan con libertad en ambas
direcciones (desde la sangre hacia la solucion para dialisis y desde esta hacia la sangre). La
direccion del flujo depende de la concentracion de las sustancias contenidas en las dos
soluciones. En condiciones normales, los productos de desecho y el exceso de electrolitos
en la sangre se difunden hacia la solucion de dialisis. El acceso al sistema vascular se
efectlia a través de un cortocircuito arteriovenosa externo o con mayor frecuencia, a traves
de una fistula arteriovenosa interna. La mayoria de los pacientes que se someten a
hemodialisis tres veces por semana en sesiones que duran entre tres a cuatro horas.(Osuna,

2016).

4. Eritropoyesis
La eritropoyesis es el proceso de formacion de eritrocitos. Comienza en la medula 6sea y
esta regulada por la hormona eritropoyetina (EPO). A partir de una célula madre se forman
los proeritroblastos. De ellos derivan los eritroblastos, que en divisiones sucesivas llegaran
a formar reticulocitos que en su fase madura seran vertidos a la sangre para formar el
gldbulo rojo. La eritropoyetina, es una hormona que se sintetiza en las células peritubulares
del rifidn y, estadios mas tempranos, en el higado. Actla a nivel de la médula dsea, en los
precursores de la unidad formadora de la colonia eritréide. El eritrocito empieza a dispersar
receptores en la superficie de membrana para la eritropoyetina la que activa una serie de

cascadas de transduccién de sefiales intercelulares que inicialmente producen la sintesis de
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hemoglobina y hace que los reticulocitos actien de manera mas rapida y sean liberados a la

circulacion.(Brito, 2014)

5. Eritropoyetina

La Eritropoyetina (EPO) es una hormona glucoproteica cuya funcion principal es la
regulacion de la produccién de glébulos rojos de la sangre y con ello todos los procesos
relacionados con la formacion de energia por via aerobica. Aun asi, todos los esfuerzos
realizados para conocer en profundidad los procesos de sintesis y regulacion, asi como los
efectos de la Eritropoyetina (EPO) no han tenido en todos sus casos resultados definitivos.
La inadecuada produccién de eritropoyetina enddgena a nivel renal al progresar la IRC,
provoca que disminuya la estimulacion de la médula dsea para producir hematies, y se

convierte en su principal causa etioldgica.(Lopez, 2013).

Este fue el primer factor estimulante de la hematopoyesis identificado, es una hormona
producida en las células peritubulares del rifion y en menor proporcién en las células de
Kupffer, su gen se encuentra en el cromosoma 7 y ejerce su principal efecto en las CFU-E
estimulando la produccion de proeritroblastos. La principal funcion de los eritrocitos es el
transporte de oxigeno de los pulmones a los tejidos. El principal estimulo para la liberacion
de eritropoyetina es la disminucién del contenido de oxigeno en los tejidos (hipoxia). El
resultado final es el aumento en la cantidad de eritrocitos para tratar de corregir la hipoxia

tisular.(Dvorkin, et al, 2012).
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5.1.Forma estructural de la eritropoyetina
Es una alfa globulina fuertemente ‘glucosilada’ (glycosilated), que se encuentra compuesta
por 165 aminoacidos y 4 cadenas de carbohidratos; su peso molecular aproximado es de
34000 Da (15.16). La eritropoyetina fue aislada y purificada por primera vez en 1977 y su
gen fue identificado en humanos en el brazo corto del cromosoma 7, en 1985. Se considera
que 1 IU corresponde a 7,6 ng de eritropoyetina. ElI rango normal de concentracion

promedio de eritropoyetina en sujetos sanos, es de 5.4 a 31 mIU/mL. (Garcia, et al, 2013)

5.2.Alteracion de los niveles de la eritropoyetina
En la eritrocitosis primaria, la eritropoyetina sérica se encuentra disminuida o normal; ésta
eritrocitosis a su vez se subclasifica en adquiridas o congénitas, mientras que en la
eritrocitosis secundaria, se presenta como una consecuencia de patologias asociadas al
aumento de la eritropoyetina sérica como las patologias cardiopulmonares, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), obesidad, sindrome metabdlico, sindrome de Apnea
obstructiva del suefio (SAOS), cardiopatias y neoplasias secretoras de eritropoyetina.
Ademas, la policitemia vera que es una enfermedad oncohematoldgica clonal asociada a
leucocitosis, trombocitosis, crecimiento autonomo de colonias eritroides (BFU-E), también
se pueden presentar niveles bajos de eritropoyetina. Los pacientes anefriticos presentan
niveles de EPO especialmente bajos. Unos pocos pacientes con insuficiencia renal crénica
exhiben hematocritos normales o anemias menos graves, y niveles elevados de

EPO.(Amaru, et al, 2016).
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5.3.Mecanismos intracelulares de sintesis de eritropoyetina.
El higado es el 6rgano principal en la produccion extrarenal de EPO. Debe considerarse que
el higado es el dérgano elaborador de EPO durante la vida fetal y muy posiblemente
conserva un remanente de esa actividad en la vida adulta, que s6lo se pone de manifiesto
ante la falta de produccion renal de EPO y por intensos estimulos para la secrecion de la
hormona. Las células responsables de la producciéon hepatica de EPO no fueron aun
claramente determinadas habiéndose incriminado, por evidencias experimentales varias,
principalmente a los hepatocitos, (especificamente a los hepatocitos que rodean la vena

hepética) y también a las células de Kupfer.(Malgor, et al, 2013)

6. Meétodos de diagndstico en el laboratorio
6.1. Quimioluminiscencia

6.1.1 Principio del analisis

INMULITE 1000 EPO es un ensayo inmumomeétrico quimioluminiscente en fase solida
marcado con enzimas que se aplicd en la presente investigacion. La fase solida esta
recubierta con antiligando derivado de la estreptavidina. La fase liquida consta de
anticuerpo monoclonal de raton anti-EPO marcado con ligando y de fosfatasa alcalina
conjugada con anticuerpo monoclonal de raton anti-EPO. La muestra del paciente y el
reactivo se incuban junto con la micro esfera recubierta durante 30 minutos. Durante este
tiempo, la EPO de la muestra se une al anticuerpo monoclonal del raton anti-EPO marcado
con ligando y al anticuerpo monoclonal de raton anti-EPO conjugado con la enzima
formando un complejo sandwich. ElI complejo inmune es a su vez capturado por la
estreptavidina de la micro esfera por medio del anticuerpo anti-EPO biotinilado. El

conjugado de enzima no unida se elimina mediante lavado por centrifugacion. Por altimo,
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el sustrato quimioluminiscente se afiade a la unidad de reaccion que contiene la micro

esfera y la sefial se genera en proporcion a la enzima unida. (Ver anexo 9)

6.1.2 Valores referenciales

Valores de referencia: (método: quimioluminiscencia)
Segln la marca “Siemens Healthineers”, en el afio 2016, del kit de reactivos para la
determinacion de eritropoyetina en el equipo INMULITE 1000, los valores normales

oscilan entre 5.4 a 31 mlU/mL.

6.2.Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Es una técnica que permite la deteccion de antigenos o anticuerpos especificos en una
muestra de interés, mediante una combinacion de principios inmunolégicos y enzimaticos.
Utiliza una enzima como marcador para mediar la formacion de complejos antigeno-

anticuerpo.se clasifican en:

Ensayos competitivos:

Los anticuerpos o los antigenos son inmovilizados sobre la fase sélida y su union con el
conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, es inhibida por la presencia de analito no
marcado en la muestra. Las incubaciones entre muestras y conjugados pueden ser
simultaneas o secuenciales. Son (tiles para la evaluacion de la respuesta inmune humoral,

al favorecer la interaccién antigeno-anticuerpo.
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Ensayos no competitivos

Pueden subdividirse de acuerdo al inmunorreactante inmovilizado, seran, por tanto, ensayos

de captura de anticuerpos o de antigenos.

e Ensayo indirecto. en el cual los antigenos capturan a los anticuerpos y la reaccion se
evidencia por el conjugado anti inmunoglobulina-enzima, o proteina A-enzima. La
cantidad de enzima enlazada indica la cantidad de anticuerpos en el suero y puede
ser medida por la degradacion de su substrato. Este método es el de eleccion para
detectar anticuerpos de clase IgG o IgA.

e ELISA tipo sandwich doble anticuerpo: el primer anticuerpo captura el antigeno de
la muestra que es detectado a travées del conjugado anticuerpo-enzima o amplificado
con un conjugado dirigido contra el segundo anticuerpo

e Los ensayos sandwich doble antigeno: son muy utiles para la evaluaciéon de la
respuesta inmune inducida por vacunas; en estos ensayos Se usa un antigeno-
enzima, de esta forma se alcanza la maxima sensibilidad y detectabilidad al no ser

necesario diluir las muestras.

(Rios, et al, 2012).

6.3.Radioinmunoanalisis (RIA)

Se basa en la competencia entre una hormona marcada con una no marcada, por un limitado
namero de sitios de unién en la molécula del anticuerpo, para lo cual se ponen a reaccionar
cantidades conocidas o iguales del anticuerpo con cantidades conocidas de la hormona
marcada variando solamente las concentraciones de la sustancia. Una vez transcurrido el

tiempo Optimo de incubacion para el ensayo, se separan las partes unidas y libres y se
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realiza el contaje de la radiactividad residual en un equipo especialmente disefiado. La
cuantificacion de la concentracion de la hormona presente en la muestra se determina

contrastandola con los valores conocidos de la curva estandar. (Ruiz, et al, 2015).
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5. Materiales y métodos

Tipo de estudio

El estudio fue descriptivo y de corte transversal

Area de estudio

El estudio se realizé en el Hospital Regional Isidro Ayora ubicado en la ciudad de Loja, en

el Area de Hemodialisis, en el periodo de Enero a Marzo del 2018.

Grupo de estudio

Lo constituyeron 57 pacientes que acudieron al Area de Hemodialisis del Hospital Regional

Isidro Ayora.
Criterios de inclusiéon

e Pacientes que se sometieron a sesiones de hemodialisis.
e Pacientes con diagndstico de insuficiencia renal cronica.

e Pacientes que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion

e Haber recibido transfusiones sanguineas en los ultimos tres meses.

e Presentar hemorragias en los Ultimos tres meses.
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Materiales y métodos

1. Fase pre analitica

1.1. Oficio dirigido al gerente del Hospital Regional Isidro Ayora, solicitando la

autorizacion para el transporte correspondiente de las muestras. (Anexo 1)

1.2. Protocolo para la toma de muestras sanguineas en el Hospital Regional Isidro

Ayora. (Anexo 2).
1.3. Protocolo para el transporte y conservacion de las muestras. (Anexo 3)

1.4. Oficio dirigido a la directora del laboratorio MEDILAB, solicitando la autorizacién

para el procesamiento de las muestras. (Anexo 4)
1.5. Procesamiento de las muestras en MEDILAB. (Anexo 5)
1.6.Consentimiento informado (Anexo 6)
1.7.Hoja de recoleccion de datos del paciente (Anexo 7)

2. Fase Analitica

2.1.Control de calidad para la determinacién de EPO, pasando 4 ajustadores del
calibrador 1, y 4 ajustadores del calibrador 2, y dos controles de suero humano, con

niveles elevados y disminuidos de EPO, previo al analisis. (Anexo 8)

2.2.Técnica para la determinacion de eritropoyetina. (Anexo 9)
3. Fase Postanalitica

3.1. Registro de resultados para realizacion de la tabulacién. (Anexo 10).
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3.2.Evidencia del trabajo realizado. (Anexo 11).

3.3. Protocolo para eliminacion de muestras sanguineas y material contaminado. (Anexo

12).

3.4.Andlisis e interpretacion de resultados

Para la presentacion de resultados que se obtuvieron a partir del estudio realizado se
utilizé el programa informéatico Microsoft Excel 2016 que permitird representar los
resultados en tablas y figuras estadisticos para demostrar el porcentaje de los mismos y asi
poder realizar una correcta interpretacion de resultados, tras la determinacion de

eritropoyetina.
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6. Resultados

Figura N°1

Determinacion de los niveles de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del
Hospital “Isidro Ayora’.

Nivel de eritropoyetina

B NORMAL
= ELEVADA
m DISMINUIDA

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

INTERPRETACION: En la figura N° 1 se puede observar que, del total de 57 pacientes,
y de acuerdo a los valores referenciales de eritropoyetina que oscilan entre 5.4 a 31
mIU/mL, el 32 % presentan una eritropoyetina disminuida, y el 4 % una EPO elevada,
resultados que reflejan una diferencia considerable, ya que el mayor nimero de pacientes
que presentan una eritropoyetina alterada tienen niveles por debajo de 5.4 mlU/mL, y

solamente el 4 % tienen niveles por encima de 31 mIU/mL.
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Tabla N° 2

Comparacién de los niveles de eritropoyetina en relacién al tiempo de hemodialisis que
Ilevan los pacientes con insuficiencia renal cronica del Hospital “Isidro Ayora”.

Tiempo en hemodiélisis

Niveles EPO Total
Mas de 1 Menos de 1 afio
ano
Aumentada 2 - 2

(> 31 mlUu/mL)

Normal 24 13 37
(5.4a31
mlU/mL)
Disminuida 18 - 18
(<5.4 mlU/mL
TOTAL 44 13 57

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

INTERPRETACION: El anélisis de los valores obtenidos refleja que 20 pacientes que
estin mas de un afio en tratamiento hemodialitico presentan niveles alterados de esta
hormona, niveles asociados al deterioro organico, que ya estad produciendo el tratamiento
dialitico en si mismo, la evolucion de la insuficiencia renal crénica, o al tratamiento
ineficaz con eritropoyetina exogena. (Amaru, et al, 2016), esto quiere decir que el recibir

tratamiento hemodialitico por méas de un afio podria influir en los niveles de EPO, pero no
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necesariamente ya que 24 pacientes que se encuentran mas de un afio en hemodialisis,

presentan niveles normales al igual que 13 pacientes que estan menos de un afo.
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Tabla N° 3

Distribucion de los niveles de eritropoyetina en relacion al sexo de los pacientes con

insuficiencia renal del Hospital “Isidro Ayora”.

Niveles EPO GENERO TOTAL %
(miU/ml) MASC % FEM %
<54 12 21 6 11 18 32
54-31 19 33 18 32 37 64
>31 0 0 2 3 2 4
TOTAL 31 54 26 46 57 100

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

Eritropoyetina

20

15

Disminuida Normal Elevada

®m Masculino Femenino

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

INTERPRETACION: En la representacion N°3, se puede analizar que 2 pacientes del

total de 57 estudiados y de sexo femenino tienen una EPO elevada, resultados que reflejan
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que en el presente estudio 57 pacientes con diagnostico de insuficiencia renal crénica que
no presentaron hemorragias, no se realizaron transfusiones sanguineas, y reciben
tratamiento con EPO exogena, no tienden a presentar niveles elevados de eritropoyetina. En
cambio 18 pacientes, entre estos 12 varones y 6 mujeres tienen niveles séricos disminuidos
de esta hormona, siendo los hombres con mayor tendencia a presentar esta disminucion,
considerando que el principal factor que determina la sintesis de eritropoyetina es la
oxigenacion de los tejidos, y que en la poblacion sana, los hombres requieren de mayor
oxigeno proporcional a su peso y altura, segun la fisiologia humana dictada en la

Universidad de Cantabria en Junio del 2017.
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Tabla N° 4

Distribucion de los niveles de eritropoyetina en relacion a la edad de los pacientes

con insuficiencia renal del Hospital “Isidro Ayora’.

EDAD ERITROPOYETINA
Segun OMS
NORMAL ELEVADA | DISMINUIDA TOTAL
(18-40) 4 - 7 11
(41-64) 23 2 8 33
(>65) 10 - 3 13
TOTAL 37 2 18 57

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018

INTERPRETACION: En la tabla N°4 se puede apreciar que los niveles elevados de
eritropoyetina se presentan en 2 pacientes en edades de 41 a 64 afios, y considerando que la
secrecion renal de la hormona esta controlada por el sensor de oxigeno en el rifién, sensor
que responde a la presion parcial de oxigeno en la sangre, entonces la tasa de produccién de
EPO aumenta con el descenso del oxigeno disponible, razén por la cual se presentan
niveles aumentados en estos 2 pacientes.(Malgor, et al, 2013). Asi mismo 18 personas que
tienen una eritropoyetina en niveles inferiores, 7 pacientes entre 18 y 40 afios, 8 pacientes
entre 41 a 64 afios y 3 personas en el grupo etario de mas de 65 afos, tienen dichos niveles.
El nimero de pacientes en cada grupo etario no varia considerablemente, resultados que

reflejan que la edad no es relevante para presentar niveles disminuidos de eritropoyetina, y
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en general la incapacidad de producir suficiente EPO se atribuye a la destruccion de los
centros de produccion renal, donde también puede verse afectado el sensor de oxigeno
renal, y los niveles de hormona resultan inadecuados para contrarrestar la pérdida de sangre

debida a la dialisis y otros factores desencadenantes.(Malgor, et al, 2013).
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7. Discusion

La presente investigacion se realiz6 en los pacientes con insuficiencia renal crénica del
Hospital Regional Isidro Ayora en la ciudad de Loja, y el procesamiento de las muestras en
el laboratorio MEDILAB, con la finalidad de realizar la determinacion de eritropoyetina en
pacientes hemodializados del Hospital Isidro Ayora por el método de quimioluminiscencia,
y asi mismo comparar los niveles de EPO con el periodo de tiempo de hemodidlisis que
llevan los pacientes y correlacionar los valores de EPO con el sexo y edad. En base a los
resultados se puede decir que, los niveles elevados de EPO se encontraron en 2 pacientes
que tienen mas de 1 afio en hemodialisis, sin embargo 18 pacientes que llevan el mismo
tiempo, presentaron niveles por debajo de 5.4 mlU/mL de esta hormona. Asi mismo que,
del total de 57 pacientes estudiados, se tiene que el 54% son del sexo masculino y el 46%
son del sexo femenino, de los cuales el 4% presentan una EPO elevada, y el 32 %
disminuida, con relacion al resto de los pacientes, con niveles normales, resultados
relevantes que reflejan que en el presente estudio 57 pacientes con diagndstico de
insuficiencia renal cronica que no presentaron hemorragias, no se realizaron transfusiones
sanguineas, y reciben tratamiento con EPO exdgena, no tienden a presentar niveles
elevados de eritropoyetina, resultados que segun el Dr. Richard Mackler de la Unidad
Renal “NEFROLOJA” en la Ciudad de Loja, deben ser interpretados cuidadosamente
considerando otros factores como la altura del lugar donde reside cada paciente,
alteraciones que pudieron provocar la insuficiencia renal crénica, y a su vez los diferentes

tipos de anemia que generalmente provocan también la IRC, como en el caso de la
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policitemia vera, donde los valores de eritropoyetina endégena se encuentran en niveles

normales o inclusive disminuidos.

J. Villalobos, E. Carrasquel, M. Pérez Gonzalez y F. Capriles. (2001), realizaron la
cuantificacion de los niveles de eritropoyetina en pacientes con Insuficiencia Renal Cronica
en hemodialisis. Dicho estudio se llevd a cabo en 33 pacientes pertenecientes a la Unidad
de Hemodialisis Fresenius Medical Care de Venezuela, con edades comprendidas entre los
22 a 77 afios. El 61 % de todos los pacientes presentan una eritropoyetina dentro del rango
normal de 5 a 30 mlU/mL, en comparacién con el presente estudio donde también
mayormente el 64 % presentan una EPO normal dentro del rango de 5.4 a 31 miU/mL,
resultados que probablemente se deban a la respuesta efectiva de los pacientes al
tratamiento medico, en ambos estudios las muestras se obtuvieron antes de la sesion de
hemodialisis, y aun asi los resultados en su mayoria fueron normales, ya que si se hubiesen
empleado muestras obtenidas después del tratamiento hemodialitico, los valores de las
pruebas que sirven para monitorear la efectividad del tratamiento, junto con otros analisis
de laboratorio, (hemoglobina, urea, creatinina, electrolitos, etc.), hubieran variado
considerablemente, al igual que los niveles de eritropoyetina endégena. En la investigacion
realizada en Venezuela los niveles disminuidos se presentaron en el 18 % de pacientes,
mientras que, en el presente estudio, el 32 % de pacientes tuvieron estos niveles, resultados
que posiblemente se debieron a que estos pacientes se encuentran en etapas finales de su
enfermedad renal, y a que la incapacidad de producir suficiente EPO se atribuye a la
destruccion de los centros de produccion renal, donde también puede verse afectado el
sensor de oxigeno renal, los niveles de EPO resultan inadecuados para contrarrestar la

pérdida de sangre debida a la dialisis y otros factores desencadenantes. (Malgor, et al,
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2013). Asi mismo, el 21 % presentaron niveles elevados de eritropoyetina, en cambio en la
presente investigacion el 4 % presentd niveles por encima de 31 mIU/mL, y como ya se
menciono anteriormente la secrecion renal de la hormona esta controlada por el sensor de
oxigeno en el rifion, sensor que responde a la presion parcial de oxigeno en la sangre,
entonces la tasa de produccion de EPO aumenta con el descenso del oxigeno disponible,
literatura que respalda los niveles aumentados de esta hormona en ambos estudios.(Malgor,

et al, 2013).

En cuanto a la relacion entre los niveles de eritropoyetina y el sexo y edad de los
pacientes, en el mismo estudio, no se puede realizar una comparacion entre ambos sexos,
ya que el numero de pacientes de sexo femenino fue el doble del nimero de pacientes
masculinos, y con mayor relevancia 6 pacientes entre 20 y 40 afios presentaron niveles
disminuidos de eritropoyetina. En la presente investigacion en cambio hubo un porcentaje
similar entre varones con el 54% y mujeres con el 46%, de los cuales, 19 varones y 18
mujeres fueron los que presentaron una EPO normal, 2 pacientes de sexo femenino tuvieron
niveles elevados, y los niveles por debajo de 5.4 mIU/mL, se encontraron en 12 varones y 6
mujeres, lo cual es significativo y mas predominante en varones, considerando que el
principal factor que determina la sintesis de eritropoyetina es la oxigenacién de los tejidos y
gue en la poblacion sana, los hombres requieren de mayor oxigeno proporcional a su peso y
altura, por lo tanto los niveles de eritropoyetina en ellos estan ligeramente mas elevados
qgue en las mujeres, al igual que los niveles de hemoglobina y hematocrito, segun la

fisiologia humana dictada en la Universidad de Cantabria en Junio del 2017.

De la misma manera en el estudio realizado en Venezuela en lo referente al tiempo que

Ilevan los pacientes realizandose sesiones de didlisis, considerando distintos intervalos de
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tiempo con relacion a la informacion obtenida de los pacientes, se observaron que los
niveles normales, elevados y disminuidos de EPO se encontraron en todos los pacientes que
tenian de 1 a 120 meses en hemodialisis. En cambio, en la presente investigacion se
observaron gue los niveles mas elevados de EPO se encontraron en 2 pacientes con mas de
1 afio en hemodialisis, en tanto que, en 18 pacientes que llevan el mismo tiempo en
tratamiento, se presentaron niveles disminuidos, resultados que probablemente se deben a
que en el estudio en Venezuela no se incluyeron pacientes que han recibido tratamiento con
eritropoyetina exdgena, criterio que en la presente investigacion no se descartd, porque los
resultados obtenidos podian ser empleados ademés como herramienta para la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento con eritropoyetina exdgena que brinda el
médico y asi mismo como criterio para la diferenciacion de pacientes que presentan varios
tipos de anemias u otras patologias causadas por la insuficiencia renal crénica, con el apoyo
de evaluaciones clinicas y otros procedimientos de diagnostico, informacion obtenida
previa confidencialidad de uno de los médicos tratantes en el Hospital Regional Isidro
Ayora. El andlisis de los grupos refleja que 20 pacientes que estdn mas de un afio en
tratamiento hemodialitico presentan niveles alterados de esta hormona, niveles asociados al
deterioro organico, que ya esta produciendo el tratamiento dialitico en si mismo, la
evolucion de la insuficiencia renal crénica, o al tratamiento ineficaz con eritropoyetina
exogena. (Amaru, et al, 2016), esto quiere decir que el recibir tratamiento hemodialitico por
mas de un afio podria influir en los niveles de EPO, pero no necesariamente, ya que 24
pacientes que se encuentran mas de un afio en hemodidlisis presentan niveles normales de
eritropoyetina, y segun informacion recopilada por la médico nefréloga de la unidad renal
“DIALTICA” en la ciudad de Loja, considera que estos resultados se deben a que los 24

pacientes que estdn mas de un afio en tratamiento, posiblemente han recibido tratamiento
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sustitutivo renal o porque el tratamiento con eritropoyetina recombinante es el correcto en
cada administracion y ademas que tres meses en hemodialisis es un plazo de tiempo
suficiente para que se hayan corregido los posibles factores agravantes y para que la

funcién renal haya alcanzado el maximo grado de recuperacion funcional posible.

En general es necesario indicar que existe mayor predominio de eritropoyetina normal,
luego de la cuantificacion de EPO en los pacientes con insuficiencia renal cronica
estudiados, y una eritropoyetina disminuida en el 32 % de los mismos, y asi mismo con
niveles elevados en un 4 %, resultados que deben ser empleados con otros métodos de
diagnostico por el médico para un seguimiento, prediccion y monitorizacion de la respuesta

al tratamiento con EPO exd0gena en personas con insuficiencia renal crénica.
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8. Conclusiones

Luego del andlisis de las muestras de 57 pacientes estudiados, de los cuales el 64 %
se encuentran dentro del rango normal, 4% elevada, y el 32 % disminuida, por lo
cual se puede apreciar que existe mayor predominio de eritropoyetina normal en los

pacientes estudiados.

Se concluy6 que los niveles mas elevados de EPO se encontraron en 2 pacientes con
mas de 1 afio en hemodialisis, y en 19 pacientes que tienen el mismo tiempo, se
presentaron niveles disminuidos de esta hormona. El analisis de los pacientes que
estan menos de 1 afio, todos con niveles normales de EPO y el grupo de més de 1

afio en tratamiento hemodialitico.

Con respecto a los niveles de EPO en relacion con los grupos etarios, los niveles
mas elevados se presentaron en 2 pacientes de entre 41 y 64 y 18 personas incluidas
en todos los grupos de edad tienen una eritropoyetina disminuida. En cuanto a la
relacién entre los niveles séricos de EPO y el sexo de los pacientes, 2 pacientes de
sexo femenino tuvieron niveles elevados, y 18 pacientes, entre ellos 12 varones y 6
mujeres mostraron niveles disminuidos de esta hormona, lo cual es significativo y

mas predominante en varones los resultados disminuidos de EPO enddgena.
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9. Recomendaciones

Incluir en estudios posteriores la determinacion de eritropoyetina enddgena en
pacientes post hemodializados, resultados que le servirian al médico tratante para

valorar la respuesta del tratamiento con EPO exdgena.

Es importante ampliar este estudio para encontrar resultados mas significativos, por
lo cual se recomienda realizar otros examenes complementarios de Laboratorio,
tales como determinacion de hematocrito y hemoglobina, en relacion con la
cuantificacion de la EPO, la realizacion de un perfil renal en cada uno de los
pacientes, asi mismo en relacién con los niveles endogenos de esta hormona, para

contribuir al diagnéstico médico.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO N° 1

Oficio dirigido al director del Hospital Regional Isidro Ayora, solicitando la
autorizacion para el transporte correspondiente de las muestras

Sﬂ Ministerio =
de Salud Publica

HOSPITAL GENERAL ISIDRO AYORA
Direccion Médica Asistencial

&)

14

Memorando Nro, MSP-CZ7-HIAL-DI-2017-0177-M
Loja, 13 de diciembre de 2017

PARA: Sr. Ing. Byron Xavier Guerrero Jaramillo
Gerente del Hospital General "Isidro Ayora"
Dra. Marfa Natalia Morales Palacio

ASUNTO: Oficio UNL solicitando autorizacién al Sr. Jonathan Oswaldo Aucapifia
Cajamarca desarrollo de trabajo de investigacién

De mi consideracion:

Mediante el presente me dirijo a usted para poner en su conocimiento que el dfa de 12 de
dieciembre mediante quipux No. MSP-CZ7-HIAL-DI-2017-0173-M, no se le autoriza al

Sr. Jonathan Oswaldo Aucapifia Caj realizar su tesis en base al criterio técnico de
la responsable de Laboratorio; sinembargo luego de una explicacién pormenorizada del
estudiante sobre el uso de las la Dra. Cu p un alcance al quipux

anterior; por lo tanto en base al quipux del dia de hoy cuya copia adjunto, SE
AUTORIZA que el Sr. Aucapifia Cajamarca realice su trabajo de investigacion.

Favor verificar pertinencia y dar tramite que corresponda de do ala ley y
avigente.

En respuesta al Documento No. MSP-CZ7-HIAL-UAU-2017-0855-E

Adjunto Oficio N°340-CCLC. FSH-UNL de la Dra. Natalia Morales Palacio Directora de
la Carrera de Lab io Clinico, solicitando autorizacién desarrollo de trabajo de
investigacién al Estudiante de VIII ciclo Sr. Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca.

Con imi de distinguid: idk
Atentamente,
Dra. Lilia Dora Ruilova Davila

RESPONSABLE DEL PROCESO DE GESTION DE DOCENCIA E

Avenida Manuel Agustin Aguirre y Juan José Samaniego
Teléfono: 2570540 ext. 7275 'l s

*Onturvants gurerds por oo http://instituciones.msp.gob.ec/dps/ioja/



44

1859

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
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ANEXO N° 2

Protocolo para la toma de muestras sanguineas

MATERIALES:

Jeringas desechables, aguja, mariposa.
Torniquete

Torundas de algodén.

Alcohol 70%.

Tubos para muestras acorde a instructivo.
Caodigos de barra y/o rotulador.

Recipiente para eliminar material corto punzante.

Guantes de procedimiento

DESARROLLO:

Recepcidn e informacidn del paciente:

Recibir y saludar al paciente tanto en recepcion del laboratorio como en la sala de
toma de la muestra.

Como la venopuncion para el funcionario que tome la muestra es un procedimiento
rutinario y sencillo, para el paciente es un evento nuevo y atemorizante, por tanto,
se debe esforzar en dar al paciente la confianza necesaria para que disminuya la
tension y el miedo, tomandose el tiempo necesario para explicar el procedimiento
de recoleccién de muestra que puede ser molesto y ocasionalmente producir dolor

y responder a las inquietudes que puedan surgir.



Verificar rigurosamente que nombres y apellidos del paciente coincidan con todos los
datos demogréficos requeridos en la orden de solicitud de examen y de las

distintas etiquetas de cddigo de barras.

Verificar que paciente se encuentra en las condiciones indicadas para él o los
exadmenes de sangre que se va a realizar, como: Estar en ayunas, disponibilidad

de tiempo en caso de exdmenes con multiples tomas.
Rotulacion de recipiente:
Pegar codigo de barra.

En unidades que no cuenten con el sistema de codigos de barra, deben rotular los tubos
de muestra, registrando los nombres, apellidos del paciente y servicio de procedencia con

letra legible en sitio destinado para ello.

Firmar solicitud de examen indicando funcionario que realiza puncion y dejar orden

en area limpia.

Lavar o desinfectar manos. (Higienizacion con alcohol gel méaximo en 3 ocasiones,

cuarta ocasion se debe realizar lavado de manos clinico)

Preparacion de Material:
Identificar recipientes a utilizar
En caso de muestra al vacio poner la aguja en la campana vacutaimer.
En toma tradicional poner aguja a jeringa.
Preparar torundas con alcohol
Puncioén:

e Poner guantes de procedimiento.
e Acomodar sitio de puncion de paciente y seleccionar vena a puncionar.
e En pacientes hospitalizados:

¢ No tomar muestra desde via venosa periférica, realizar puncion.

45
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Si se le estdin pasando medicamentos endovenosos 0 soluciones
terapéuticas endovenosas, las muestras sanguineas para examenes de laboratorio
deben ser tomadas del otro brazo. Si los dos brazos tuvieran vias de
medicamentos, la muestra debe ser tomada de un lugar mas distal. Desinfectar la
zona de proximal a distal.

Debe tener presente que, una vez realizada la descontaminacion, no debe volver
a tocar el area venosa.

Ligar a 4 traveses de dedos del lugar a puncionar.

Solicitar a paciente que cierre en forma suave el pufio.

Traccionar la piel para fijar la vena.

Puncionar vena en angulo de 30° (trate de no puncionar directamente sobre la
vena, puesto que la puede atravesar e impedir toma de muestra.

Conecte tubo o aspire suavemente, apenas se produzca flujo de sangre suelte
torniquete.

Para toma de muestra al vacio rellenar tubo hasta cese de flujo y reemplazar caso
de requerir recipientes adicionales.

Remueva la aguja del brazo con movimiento suave al terminar de colectar.
Colocar una torunda sobre la puncién y comprima. En caso de ser posible,
solicite al paciente que afirme la torunda.

Desmonte la aguja:

Muestra al vacio: De la funda en receptaculo de material corto punzante

Muestra Tradicional: Con pinza y elimine en receptaculo de material corto
punzante.

Coloque parche adhesivo y despida al paciente.

Retire material, desechos y retirese los guantes, desinfecte tanto la unidad como

ligadura con alcohol al 70 %.

(Arellano, et al, 2016).
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ANEXO N° 3

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del &rea de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Protocolo para el transporte y conservacion de las muestras

Condiciones generales:

Equipamiento, segin necesidades (es necesario disponer de la reposicion logica)

Contenedores de gradillas

Gradillas para tubos

Neveras portatiles

Sistema identificativo

Controlador de temperatura (en desarrollo)

Unidades refrigerantes o acumuladores de frio.

Hoja de ruta con copia, en la que constara:

Fecha del dia.

Dias festivos de la localidad.

Numero de la ruta (procedencia)

Persona que prepara el envio

Hora de salida (si hace diferentes recogidas, una de cada)
Nombre del transportista

Identificacion del vehiculo.

Hora de recepcion en el Laboratorio.

Teléfonos de contactos del responsable del centro de procedencia y del

47
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e Laboratorio.

¢ Incidencias.
Responsabilidades
e La entrega serd firmada por el responsable de la recepcion. El original, quedara en
el Laboratorio y la copia seré& devuelta al enlace que realice la entrega.
e De existir alguna incidencia se le comunicara a la supervision, para que se tomen las
medidas oportunas. Todas las incidencias habidas seran recogidas y comunicadas
por la unidad de comunicacion del Laboratorio al centro remitente.

Generalidades:

Todos los remitentes, ya sean intra o extrahospitalarios deberan cumplir y seguir las

normativas del Laboratorio de destino.

Se utilizaran etiquetas de:

o Identificativa del remitente y lugar de recepcion.

e Orientacion del paquete.

Todos los contenedores seran herméticos y contendran material absorbente.

ACTUACION DEL TRANSPORTISTA

Ayuda a los remitentes a coordinar los traslados

e Revisara las condiciones de adecuacion de los contenedores dentro de las neveras
e Revisara las condiciones de temperatura.

e Revisara la existencia del controlador de temperatura.

e Guarda y custodia de muestras y documentacion entregada.

¢ Notifica las incidencias y cambios de rutas si las hubieses, por escrito.
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e Se pone en contacto en caso de incidencia grave con responsables, segin los

teléfonos de hoja de rutas.

(Hospital Regional Isidro Ayora Loja, 2014)
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ANEXO N° 4

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Oficio dirigido al gerente del laboratorio MEDILAB, solicitando la autorizacion para
el procesamiento de las muestras

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Autorizacion para el procesamiento de muestras

Loja, 15 de Febrero del 2018

DRA. SANDRA FREIRE
DIRECTORA DEL LABORATORIO CLINICO MEDILAB

De mis consideraciones:

Yo, JONATHAN OSWALDO AUCAPINA CAJAMARCA con Cl. 1104318892,
estudiante de la carrera de laboratorio clinico de la Universidad Nacional de Loja, me
dirijo a usted muy comedidamente con la finalidad de solicitarle se me permita hacer uso
del equipo INMULITE 1000, con el que cuenta esta prestigiosa institucion para poder
llevar a cabo mi proyecto de tesis denominado “Determinacion de eritropoyetina en
pacientes con insuficiencia renal del drea de hemodidlisis en el hospital “Isidro

Ayora”, Unicamente requicro realizar la lectura de las diferentes muestras, durante ¢l
mes de Marzo, en un horario que pueda establecerme para hacer uso del equipo sin
interrumpir las actividades que se desarrollan en el laboratorio.

Por la atencién brindada y seguro de contar con su aprobacién de antemano le expreso
mis mas sinceros agradecimientos, deseandole éxitos en sus labores.

Muy atentamente:

M
Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca \\733" J

T \ \
Solicitante B Uz"
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ANEXO N°5

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del &rea de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Procedimiento para el procesamiento de las muestras en el laboratorio MEDILAB

Equipos:
e INMULITE 1000 Quimioluminiscencia

Materiales:

e Tubos eppendorf con las muestras
e Cubetas porta muestras
e Gradillas

e Pipetas automaticas
Reactivos:

e Sustrato para equipo INMULITE
e Ajustadores o calibradores (Control de calidad)

e Sueros controles de humano, con niveles elevados y disminuidos

Procedimiento pre analitico

e Encender el equipo INMULITE 1000
e Realizar los ajustes de lavado correspondiente con el “Probe Cleaning”, para la
limpieza de mangueras, esto se realiza diariamente previo procesamiento de

muestras.
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Realizar la calibracién del equipo, con 4 copas del calibrador 1 y 4 copas del
calibrador 2.

Descongelar las muestras, si estas han sido tomadas dias antes

Preparar las cubetas del equipo segun sus cédigos de barras

Colocar la cubeta para la muestra primero y verter la muestra, aproximadamente
50 ul.

Luego colocar la cubeta de la unidad de anélisis de EPO.

Programar el equipo automatizado.

Introducir los datos de la prueba EPO.

Colocar el sustrato para la prueba EPO en el equipo.

Colocar las muestras y la unidad de analisis en el equipo

Procedimiento analitico

El equipo procesa las muestras aproximadamente en unos 45 minutos,
posteriormente los resultados serdn impresos junto con los controles para su

posterior evaluacion.

Procedimiento post analitico

Una vez concluido el procesamiento de muestras para la determinacion de la
concentracion de eritropoyetina, el equipo imprime los resultados de las

muestras mas los controles que se han utilizado.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

ANEXO N° 6

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y 0 e portador del nimero de
cédula ...l manifiesto que he recibido informacion acerca de la
determinacion de la hormona eritropoyetina en pacientes hemodializados. De forma
libre y voluntaria autorizo que el estudiante del VII Médulo de la Carrera de
Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja pueda realizarme el respectivo
analisis de los niveles de eritropoyetina. Posteriormente se me hara la entrega de los
resultados obtenidos para la atencion con el médico tratante.

Fecha: .....coovvvvvie
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ANEXO N° 7

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Hoja de recoleccion de datos de los pacientes

NOMBRE | SEXO EDAD Tiempoen Hemorragias Transfusiones

diélisis Sanguineas
1. M 43 >1 afio No No
2. F 36 >1 afio No No
3. M 52 >1 afio No No
4, F 54 >1 afio Hace 1 afio No
5. M 59 >1 afio No No
6. M 78 >1 afio No No
7. M 41 6 meses No No
8. M 52 >1 afio No No
9. F 45 5 meses No No
10. M 74 >1 afio No No
11. F 45 5 meses No No
12. F 68 8 meses No Hace 6 meses
13. F 69 >1 afio No No
14, M 59 >1 afio No No
15. M 45 7 meses No No
16. F 69 8 meses No No
17. M 72 >1 afio No Hace 2 afios
18. F 59 >1 afio No No
19. M 54 3meses No No
20. F 51 >1 afio No No
21. M 60 >1 afio No No
22. M 48 5 meses No No
23. F 24 >1 afio No No
24, F 27 >1 afio No No
25. M 67 >1 afio No No
26. F 56 >1 afio No No
217. M 74 >1 afio No No



NOMBRE | SEXO EDAD Tiempoen Hemorragias Transfusiones

dialisis Sanguineas
28. F 62 >1 afio No No
29. M 51 3 meses No No
30. M 51 >1 afio No No
31. M 70 7 meses No No
32. M 68 >1 afio No No
33. F 67 >1 afio No No
34. F 48 >1 afio No No
35. M 52 >1 afio No No
36. M 68 2 meses No No
37. M 63 >1 afio No No
38. F 58 >1 afio No No
39. F 61 5 meses No No
40. F 53 >1 afio No No
41. F 42 6 meses No No
42, F 21 >1 afio No No
43. M 79 >1 afio No No
44, M 57 >1 afio No No
45, F 55 >1 afio No No
46. M 46 >1 afio No No
47, M 30 >1 afio No No
48. M 26 >1 afio No No
49, M 62 >1 afio No No
50. F 17 >1 afio No No
51. F 54 >1 afio No No
52. F 38 >1 afio No No
53. F 62 >1 afio No No
54. M 20 >1 afio No No
55. M 25 >1 afio No No
56. M 32 >1 afio No No
57. F 64 >1 afio No No

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018
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ANEXO N° 8

Control de calidad para la determinacion de eritropoyetina

Muestra: Suero de
pacientes con
insuficiencia renal

crénica

v

Unidad de analisis de

REALIZAR EL MANTENIMIENTO
DIARIO DEL INMULITE 10000 CON
EL PROBE CLENANING PARA LA
LIMPIEZA DE MANGUERAS

EPO (LEP1 bola
recubierta de anti
ligando estraptavidina
(100 unidades)

v

Viales de reactivo EPO:

Colocar muestras,
controles, ajustadores, y
reactivos del equipo en
copas.

LEPA: Ac monoclonal murino Anti — EPO
marcado con ligando

LEPB: Fosfatasa alcalina conjugada con
Ac policlonal Anti EPO de cabra

v

Ajustadores: (LEPNL, LEPNH):

Iniciar la corrida del

equipo INMULITE
Dos viales (alto y bajo)) que

10000
contienen EPO humana
recombinante liofilizada y una matriz
l de suero no humano, con
conservante, 30 minutos como

minimo antes de su uso. Reconstituir

Rango de cada vial con 4 ml de agua destilada
calibracién: o desionizada. Mezclar por agitacion
hasta 200 o inversidn suave hasta que se haya
miU/mL disuelto completamente el material

liofilizado. Estable a 2° — 8° C durante
30 dias después de la reconstitucion
o hasta 6 meses alicuotados.

v

Calibracion con 4 copas
del calibrador 1, y 4 copas
del calibrador 2
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ANEXO N°9

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de

hemodidlisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Resumen y Explicacidn
del Test

La eritropoyetina {EPC) es una hormona
glucoproteica que consta de 185
amincacidos, oon cuastro cadenas de
carbohidratos complejos unidas al peéptido
en custro puntos de andaje. Tiene un
pes o moleoular de 35 000 dalons, 20%
del cual se atribuye a las cadenas de
carbohidratos. EFC es lareguladora
primar ia de la eritropoyesis; estimula la
proliferacion y diferenciscian de células
precursores enitroides en |z meduls Sses.
En los mamifercs, el higado fetal produce:
casi todss las hormonas; en los adulos, la
produccion hepatica cas por debajo del
103 ;.-'_'IE secrecion renal supone mas del
S50% "~ Se oges gue el punt> de
produccion son las celules ubulares
renales proximales o las celulas
endotelisles capilares peritubulares de s
corteza renal y de la medula ederior. El
aclaramiento de EPD circulante no se ha
explicado por completo pero se alcanzg,
£n uns peguena parte, ataves dela
exTecion winaria y, probablements,
tambign por eliminacion hepatica v
captura por parte de les olulas de desting
en la meduls dses.

EFC ajusta la produccion de erirodios
para que satis faga la demanda tisular de
oxigenc. Ejerce su efecto en unsistems
de retroslimentscion complejo, en =l cual
la seorecidn renal de la hormona esta
controlada por un sensor deoxigenc en el
rifén, sensor gue responde a la presicn
parcial de cxigenc en la sangre. En
condicicnes de aumento del cxigenc
periférico, los niveles de EFPD sereducen.
Esto pusde verse tras |la comreccicn de s
hipoeda en individuos ssnos | por ejemplo
tras des oender de grandes shurss) v
despuds de uns hiperfransfusicn.

Las anemias pueden dividirse en dos
categoriss con respecto a2 los niveles de
EFC ensang e sguellss guescon
primariss res pedo 2 los niveles de EFO v
sguellss gue son secundarias. Las
anemiss se carscierizan por un sumento
de EFC en sangre pars intentsr restsurar
la produccion normal de celulas
sanguiness. Entre los sjemplos de
anemizs, en las cusles se elevan los
niveles de EFPD, se encusentran |la anemis
por deficiencia de hiamrg, la reduccion de
flujo sanguinec al rifdén {como ccure en
lss perdidas desangre) v las

hemoglobinopatiss oon sfinidad
aumentada de la hemoglobina por el
igeno. Se hs cbhservaedo gue |z tesa de
produccion de EFC aumenta
sxponendsalments con el descenso del
xigeno dis ponitle, v oon |la caida del
hematoorito en snemiss norensles; en
estzs Gltimas s han chservado niveles de
EFC 1 000 veoes mayores de los

nor males *

L= snemis pusde ser secundsris res pecto
3 la inflamacicn, artritis reumatside,
necplasia y enfermedsd rensl ordnica. Les
“snemiss secundsriss" pusdsn sin
embargo afribuirse, sl menos en parte, 3
un défidt en la producdon de EPC*

L= incapacidsd pars producir s uficients
EF &s responssble de snemiss de
modersdss 5 graves, chservadss en lss
stapas finales de enfermedsdes rensles.
La disminucién en la produccion de EPO
se stricuye = la destruccion de los centros
de produccian renal; también puede verse
sfectado elsensor de ceagenc renal. Los
niveles de hor mona sdlo pueden
sobhrepas ar liger sments el intervelo de
referencia, v res ultan insdecusdos pars
contrarrestar la pérdida de sangre debids
= |z didlisis, 8l s cortamients de |z vids de
== célulss sanguiness, = |s deficiencis de
higrro v folasto, s diicultsdes en s
transferencia de hisrs = las clules
gritroides progenitorss v s ofres
dificultades que deben sfontar tales
pacientss . Los pecientes snefriticos
presentsn niveles de EFO especislments
bajos. Unos pocos pacientss con

ins uficien cia renal orénica exhiben
hematooritos normales o anemiss mencs
graves, v niveles slevedos de EPD.
Algunos de estos pacientes tienen rificnss
cisticos o hepatitis virsl; en este ltima
caso, los niveles slevados de EFD
pusden serres ultado de un auments de la
produccion hepatica.

L= superproduccion de e irocitos se
denomina polidtemis. Las policitemias se
dividen tambign en dos categorniss,
dependiendo de si la condicicn es
primaria o secundsris respacio 3 los
niveles de EPC. En |2 policiiemis vers, los
niveles de EFPD sereducen v la
sritropoyesis e primaris e independients
de la estimulacién por EPC. La variadén
de los valores de EPD puede ser de hasts
diez vecoes pars diferentes pacisntes con
&l mis mo hematoorito.
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Técnica para determinacion de eritropoyetina por el método de quimioluminiscencia



Algunss condiciones pueden
caracterizarse por la pérdida del control
por retroslimentacion del nivel de cxigeno
sobre la producdon de EPOD, lo que
provoca un sumento de los niveles de
EP.* Enfe elles se incluyen los
carcinomas celulares renales, en los
cusles el 2 por dento de los pacientes
presentsn ertrocitosis v slgunss lesiones
renzles benignas, tales como quistes
renzsles sencillos o multiples, estencsis
arterialrenaly snormalidsdes

miroves culares . Ademas,

aprox madamente un 10 por ciento de los
pacientes con trasplantes rensles
desarcllan ertrocitosis, 8 veoes 2 partir
de un rificn sutcdanado.

La policitemia secundaria s& caraceriza
por elevados niveles de EPC, gus
conducen al sumento de la cantidad de
esitrocitos . Esta condicion puede estar
provocads por diversos faciores, entre los
gue se incluyen la hemaoglobing
defectuos s, el consumo de Bbeco, 13
fibrosis pulmonar, enfer medades
cardiaaas, tumaores v clculos rensles.®

Cuando se examing |z EPC pars el
disgnastico diferencisl de policitemias,
debe considerarse |a posibilidad de
solspamisnts entre los valores pars
eritrocitos i secundaria o policitenia vera
v los valores del intervale de referenda.®

Principio del analisis

IMMUUTE IMMULTE 1000 EPCr s un
ens gyo inmunoméetrico quimicluminis cente
en fase sdlida.

Cicles de incubacien: 2 = 20 minutos.

Recogida de la muestra

Hay varics informes de variaciones
diurnas de erifopoyetineg en las
referencizs de s literstura.™ Es
importants recoger siempre las muestas
2 |z misma hora del dis. Es recomendsble
tomar lss muestres matutines entre |as
720 amy las 12:00 del medicdia.

Fuede darse una variscion de los valores
silz muests nose coaguls 3 temper sturs
ambiente| 15 a 28°C).

Como ECTA tendria un efecto significativo
en los resultados, no debe usarse como
anticoagulants.
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Se recomiends el uiso de una
ultracentrifuga para aclarar lss muestras
lipgmicas .

L=z muestras hemolizadss o amglisments

contaminadas pueden darresuliados
EToness.

Ls centifugacion de las muestras de
susro antes de gue se forme el cosgulo
puede occasionsr |a presencis de fibrina
Para eviter resultsdos eronecs debidos &
|z presencia de fibrina, sseguranse guese
ha formado el ccagulo completamente
antes de centrifugsr las musstes.
Algunas muestas, particulsrments
sguellas de pacientes sometidos = terspis
anticoagulantes, pusden reguerir mayor
tiempo de ocoagulacion.

Los tubos para recoger sangre de
distintos fabricantes pueden produdr
valores diferentes, dependiendo del
materizl del tubo v de los aditivos,
incluyends bamrerss de gelo barerss
fisicas, adivadores de la coagulacion ywo
anticoagulantes . E| EPC
IMMULITEAMMULTE 1000 no ha side
snalizado mon todos los distintos tipos de
tubos. Para obtener detslles sobre los
fipos wbos gue se han analizado,

cons ulte |z seccion de Tipos de Muestras
Alter nativos .

Violumen requeride: 100 pl susro oy
plasma heparinizado. [El redpiente dela
muestre debe contener, como minime,
280 pl mas gue elvolumen total
requerida).

Consenacion: 7 dias a 2-58°C o
2meses 3 -20°C Bvitar |as
congelaciones v des congelaciones
repetidas .

Advertencias y precauciones
Fara uwso disgnastico in viro.

Reactivos: Mantener 3 2—5°C. Desechar
de acuerdo con les normas aplicables.

Sigas lzs precauciones universales v
manipule todos los compenentes como si
fueran mapaces de trans mitir agentes
infeccics os. Los materisles derivados de
sangre humana han sido analizados vson
negatives pars sifilis; pars anficuerpos
frente al HIV 1 v 2; para el antigeno de
superfide de hepstitis B v para los
snticuerpos de hepatitis C.



Se hz usado Azids sodics, en
concentradones menores de (.1 gidl,
como censervants. Pars su eliminscion,
|lzvar con grandes canfidades de agus
para evitar la constitudon de residucs de
azidss metslicas, potencislments
explosivas, en lss caneriss de cobrey
plomao.

Sustrate quimisluminiscente: evite |3
contaminacion v exposicion a la luz
directs delsol. (Wer el prospecto.)

Agua: Use sgus destilads o desionizadsa.

Materales Suministrados

Los componentes representan un juego
comgplsto. Les sliguetss incluidss en s
cajs son necesariss pars &l ensayo.

Unidades de analisis de EPO [LEP)}
Cada unidad etiquetada con codigo de
barras contiens una bols recubisrts de
anti-ligand o derivado de esteptavidina.
Estsble 3 2-5°C hasts |z fecha de
caducidad.

LKEPE: 50 unidades.

LKEP4: 130 unidades.

Espere 5 gue l3s bolkes de lss unidades
de snslisis alcancen |s femperatirs
ambignte antes de sbrirlas. Abralas
corande por &l extrerno s uperior, dejando
g| borde del cierre de cremaller s intacto.
Vuelva 3 cemar las bolsas
hermeticaments para protegerlss de s
humedad.

Viales de reactives de EPO [LEPA,
LEPE}

Con cedigos de barras. LEPA: 7.5 ml
anticuer po monocional muring anti-EFD
marcadc con ligands, con conservante.
LEPE: 7.5 ml fosfatss 2 alcsling conjugada
con anticuer po peliclonal anti-EPC de
cabra en selucion tampon, oon
conservants, Guardar tapado v
refrigerado estable 3 28°C hesta I
fechs de caduddad. Se recomienda
utilizarle antes de que pasen 20 diss
despuss de sbriflo cusndo s guards
segun lo indicado.

LKEPZ: 1 jusgo. LKEPA: 1 jusgo.

Ajustadores de EPO | LEPL, LEPH}
Cios visles | bajo y slte) gue contienen
EPFC humana recombinante licfilizada en
una matriz de s uerc no humano, con
conservante. 30 minutos, come minima,

antes de su uso: Reconstituya cada vial
con 40 ml g agus destilada o
desionizada. Mezcle por sgitedan o
inversicn susve hasts gue se haya

dis uelto completamente el material
licfilizads. Estsble 8 2—8°C duwrante

20 diss despuss de la reconstitucion, o
hasts & meses (slicuctados)a 2070
LKEPZ: 1 jusgo. LKEP: 1 jusgo.

Componentes del Kit que se
suministran por separado

Diluyente de EPC [ LEPZ}

Para la dilucion manual de las muestras
gz los pacientes. Un vial {25 ml) de matriz
de suerc no humano, libre de EPO, con
conservante. Esteble 3 2-8°C duwrante

20 diss despuss de sbrise, o hasta

S meses [slicuctados) 3 -20°C.

LSUBX: Suststo guimicluminis cente
LAV 52: Levedo de sonds

LKPM: Kit de limpiszs de sonds
LCH=-y: Soportes de recipientes de
muestras {con codigos de bamras)
L5CP: Recipientes de muestras
[desechables)

LSCC: Tapas para los recipientss de
muestres (opcionales)

LEPCH: Madulz de control EPC de tres
niveles
Tambign necesario

Fipetzs de ransferencia de muestras;
sgua destilads o desionizad s, controles.

Ensayo

Awiso: pars obtensr el funcionamisnts
optimo, &5 importante realizar todos los
procedimientos del mantenimiento genersl
segun o definido en el manual del
operador de IMMULUTE o IMMULITE
1000,

e 2l Manual del Operador del
IMMULITE o IMMUUTE 1000 para:
prepar acicn, prooesamients, dilucicnes,
sjuste, procedimientss de ensayoy
control de alidad.

Ins pecoionar vis ulamente cads unidad de
reccicn pers ssegurans & de gue hay una
bols antes de introducirlz en el Sisterna.

Tenga en cuents gque hay que cargsr los
vigles dereactivos A v B en elcarusel
pars sjscutar este ensayo.
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Ajustadores de EPO (LEPNL, LEPNH)
Dos viales [alo y bajo) que contionen
EAO humana recombianta lioflizada on
ura matriz de suero ne humano, con
consecvante. 30 minos, como minimo,
artes do su uso: Reconstiluys coda vial
con 4,0 ml do aguo destiada o
desionizada. Mezcle por agitacédn o
inversidn sLave hasta que se haya
gisuelic completaments ¢l material
aofilizade. Estable a 2-8°C durante

20 dias cespubs de la recenstitucion, o
hasta & mases (shicuctadas) a -20°C.
LKEPN1: 1 juego

Componentes del kit que se
suministran por separado

Diluyonte do EPO (LEPZ)

Para ia dlucidn manual do kas muestras
cé los pacientes. Un vig’ (25 ml) de otz
de suere 10 humano, litre de EFO, con
consendante, Estable a 2-8°C durante

3 dias despuds de abrise, o hasta

6 mosos (aficuctados) a -20°C.

LSUBX: Sustralo quimicluminiscente
LPWS2; Lavado de senda

LKPM: Kit Go limpieza de sonda
LCHxy: Soperies de recipientes de
muestas (con ohdiges do barras)
LSCP: Reclpientes de muestras
(Cesechabics) :

LSCC: Topas para ‘08 recpientes de
musslas (opcicnales)

LEPCM: Midulo de convrol EPO Ce tas
nvelas

Tombin necasano

Pipetas do transforenda de muastras,
agua destiacha o desionzada; coatroles

Ensayo

Ao para cotener ¢! flunconamienio
Oplime, es tmpoctanto realizar 10dos fes
procadmicntons del manterimiedts ganamnl
segin o defirido en el masual def
operadce &2 MMULITE o IMMULITE
1000,

Ver ol Marwai el Operader gal
INMULITE 0 APULITE 1000 para;
praparacide, precesamionto, dincones,
apsio, promdrientos de ensayo y
coniral do cakded.

Ispactiona visulimonto cada uncias s

redchn pan ssegurarse de qJe hay una
boaanes (o inroducraen ef Sistona,
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Cada sepeeie do recpienios de muesiros
poasde acompanarse Jo cublro unidades
S0 reacsion como maxime,

ktervalo de 2juste recomendado:
2 2emanas

Muestras de Control do Calldad: Uiilzar
CONLOILS O pooles de suerss con o
mencs ¢os niveles dlarentes do EPO
{(paje y alta),

Valores Esperados

Un estudio realizada con ol kit para EPO
Co IMMULITEAMMULITE 100 ¢n 170
wluntarics de laboratorio aduos
aparamemanie Sancs, <o va'ores
neemples de hemalocrilo, dieron uns
media do 11,9 mIUim| y un rango cenzal
dol 85% de 54 a 31 mIWml,

Los rezullados de EPO para paciantes
con enfermedaces diferentes a la anensa,
doben interpretarse con procaucién, En
paientes con eritrociics's dedida a
hipoxia no componaada sa eleva s EPQ
nmunorreactiva on el suers; on pacioates
<on hipoxia compensada, e nivel de EPO
INMUNOTTeactive en suaro 58 ensuéntra
habstualimenrte en &l intervalo normal; la
EPO inmuncrreaciva en suerc es normal
0 bala en kos pacientas con policitemia
vera. Asi, mientras que L nivel elevado
da EPQ en sucro siagiere que la
enivrecHosis 03 U1 fendmeno secundanio y
un nivel bajo de EPC apoya la posbildad
dé una eclropoyesis adnoma, uh nived
neemal de ERO en suero ne exduye a
hipoxia nita preduscdn auttnoma de
EPO como causa de la enitrocitos:s.

Esios limtes han do considararsa sélo
como una gula. Cada labératerio dobari
esfabieder sus prozios Intervalos ¢o
raferercia.

Limitaciones

$¢ han obsevaco vanacionos en s
resuados ¢a EPO e presenda de
antcuernsos anticspacio

No so ha analzado I inerferenca de
NNEUNA Croga con ol ensays,

Los resiltados Ce esie ensayodebon
vilizarse Mo con i informacitn
dsponitie de evaluadiones diricas y olios
protedimisnios do diagndstico,

Dado quo los resaiacos gue $2 okiengan
con ceaquler ensays de EPD puaden sor



graficos. Los resultados se expresan
en milmil.

Rango de Calibracion: Hasta 200 mil/ml
(WHO Z™ IRP 87243).

Sensibilidad: 0,24 milml.

Efecto de gancho a altas dosis:
Mingung hasta 50 000 miWml.

Precisian: Lss musstras fusron
procesadas por duplicade durante 20 dias,
endes tandss de trabajo por dia, para un
totslde 40 tandas v S0replicades . [Vesse
la tabla “Fredsicn™.

Linealidad: lss muestras fueron
gnalizadas con variss dilucicnes. (Vesse
|2 tabls "Lineslidad” pars resultados
representstivos .

Recuperacien: Sz han snalizado las
muestras cargadas 1 en 19 con dos
solucicnes de EPC {85 v 777 mil/mi).
[Weasze |z tabls "Recuperacion” para
resultados repres entatives ).

Especificidad: El anticuerpo es sltaments
especifico pars EPD. [Vésse Ia tabls

"Es pedficidad”).

Tipo de Muestra Alternativa: Se han
recogidc muestras {n=22) en tubos
“acutsiners sin anticcagulante
heparinizados v en tubos Vaoutiners con
ECTA Intervalo de conoentracicn:

aproced madamente 5,1 8 198 milmi. El
plasma EDTA no s2 recomiends en el
procedimients.

[Heparin) =099 (Suero} +0.7 milml
r=049a7

[ECTA} =055 (Suem}- 3.4 mitml

r=0991

kedias

T7.7 milimi [Suero)

775 miLlmi [Heps= i)

64,7 miliml (EDTA)

Como EDTA tendria un efecto significative
en los resultados, no debe usarse como
anticcagulants.

Bilirrubina: Lz presencia de bilirubina
conjugadsa v libre en concentraciones
hasta 200 mg/ no tiene efecto en el
ensayo, &n lo conoernients 2 le precisidn
del ensayo.

Hemaolisis: Ls presencis de hemaglobing
en concentraciocnes de hasta 284 mgidl|
puede ocasionar una bajads de los
valores. [Ver |z tabls de "Hemelysis™ )

Lipemia: La presenda de triglicéridos en
concentraciones hasts 3000 mg'dl no
tiene efeco alguno en los resultados, en
Iz comres pondients a la precision del

ENs 3y,

Comparacion del Método: Elensayose
COmpars oon unens ayo
infuncrradiometrico para EPC dis ponible:
en =l mercado (KitA), &n 120 muestras de
suerc endogeno. { Rango de
Concentracicn: aproximadament= 25 5
200 mimil. Ver el grafico.) Por regresign
lingar:

(ML} =085 R &) + 3.8 miléml

r=0978

Medlas

41 mimi | MMWULITE]
44 midmi(KRA)

Asistencia técnica
Contacte con su Distribuidor Macional.

Fabricado por EURCYDRC Lid. bl un SEkma
de Callkdad acorde con I IB0 134852003

Frangais

IMMULITE EPO

Ciomaine d'utilisaticon : dosage guantitstif
de [EFC dans le serum ou le plasma
heéparing Cetest estréserve & un usage
diagnostic in vitro avec [Anahsew
IMFRULITE &t de IMMUL TE 1000, =t
constitue une side au disgnostic des
anemies et pohyglobulies.

Reférence catslogue | LKEPZ (50 test),
LKEP1 {100 tests)

Code produit | EPD
Code color wert clair

Introd nction

L'érthropoigtine {(EFCH est une hormone
ghycopr otéique composée de 165 addes
amings svecd chaines carbohydrates
complexes stachées su peptide par 4
sites de lisison. Son poids moleoulsire
ext de 38 000 Daltons, 40% de o2 poids
étant celui des chaines carbohydrates,
L'EFD est le régulstewr primaire de
lérythropoiese, il stmule 2 prolifération et
la différenciation des cellules précurseurs
de |z lignée enythrocytaire dans la moelle
ossese. Cher les mammiféres, Iz foiz du
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ANEXO N° 10

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodialisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Registro de resultados para realizacion de la tabulacion

NOMBRE @ SEXO EDAD RESULTADO @ Tiempo en
miU/mL diélisis

1. M 43 6.3 >1 afio
2. F 36 6.9 >1 afio
3. M 52 5.8 >1 afio
4, F 54 6.8 >1 afio
5. M 59 2.1 >1 afio
6. M 78 6.7 >1 afio
7. M 41 18.5 6 meses
8. M 52 8.6 >1 afio
9. F 45 33.7 5 meses
10. M 74 8.1 >1 afio
11. F 45 114 5 meses
12. F 68 15.7 8 meses
13. F 69 4.9 >1 afio
14, M 59 5.8 >1 afio
15. M 45 13.6 7 meses
16. F 69 19 8 meses
17. M 72 1.4 >1 afio
18. F 59 6.0 >1 afio
19. M 54 17.9 3meses
20. F 51 3.6 >1 afio
21. M 60 3.9 >1 afio
22. M 48 12.0 5 meses
23. F 24 29.8 >1 afio
24, F 27 5.4 >1 afio
25. M 67 6.1 >1 afio
26. F 56 5.7 >1 afio
27. M 74 5.1 >1 afio
28. F 62 10.1 >1 afio
29. M 51 14.1 3 meses



NOMBRE @ SEXO EDAD RESULTADO | Tiempo en
mIU/mL didlisis

30. M 51 10.9 >1 afio
31. M 70 14.2 7 meses
32. M 68 9.2 >1 afio
33. F 67 15.0 >1 afio
34. F 48 5.9 >1 afio
35. M 52 4.3 >1 afio
36. M 68 12.0 2 meses
37. M 63 4.5 >1 afio
38. F 58 4.7 >1 afio
39. F 61 14.3 5 meses
40. F 53 4.1 >1 afio
41. F 42 12.0 6 meses
42. F 21 3.2 >1 afio
43. M 79 14.8 >1 afio
44, M 57 4.8 >1 afio
45, F 55 86.0 >1 afio
46. M 46 8.6 >1 afio
47. M 30 4.2 >1 afio
48. M 26 5.3 >1 afio
49, M 62 1.8 >1 afio
50. F 17 5.1 >1 afio
51. F 54 6.2 >1 afio
52. F 38 7.1 >1 afio
53. F 62 9.6 >1 afio
54, M 20 4.8 >1 afio
55. M 25 3.7 >1 afio
56. M 32 3.9 >1 afio
57. F 64 9.6 >1 afio

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
Fuente: Hoja de Registro de Datos de las muestras procesadas 2017-2018
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ANEXO N° 11

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodidalisis en el hospital “Isidro Ayora”.

RELATORIA FOTOGRAFICA DEL TRABAJO
Fase pre analitica

Rotulacién y dispensacion de alicuotas de las muestras de los pacientes en tubos eppendorf,

para el transporte

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca



Colocacion de las muestras en un cooler respetando la cadena de frio

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
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Preparacion del equipo, material y kit de reactivos

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
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Configuracién del sistema automatizado del equipo

Mantenimiento diario y control de calidad del equipo
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Manual de usuario para poner en marcha el PROBE CLEANING

Puesta en marcha del PROBE CLEANING

Limpieza de mangueras del equipo con el PROBE CLEANING
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Fase Analitica

Iniciacion con cuatro copas del calibrador 1, y 4 copas del calibrador 2 y ademéscon
dos sueros controles humanos con niveles elevados y disminuidos de EPO

————. &

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca



Procesamiento de muestras en Medilab en el equipo INMULITE 1000

R —RRRRRR_———

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
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Iniciar la lectura de las muestras en el equipo Inmulite 1000 (Sistema computarizado
del procesamiento)

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca



Reporte de resultados

Edad: 37 Afi0s Fecha: martes 20/marzo/2018 (11:43)
Médico: DEMANDA ESPONTANEA Orden: 110007 (ML-055)
Historia: 62860 / 00 -
—e el
L << RUTINA >> RESULTADO UNIDADES VALORES DE REFERENCIA ** I
HEMATOLOGIA Y COAGULACION

ERITROPOYETINA 6.9 miU/ml. 5.4 - 31.00 miu/mL,

(**) LOS VALORES DE REFERENCIA DE ESTE INFORME ESTAN DE ACUERDO A
EDAD Y SEXQ DEL PACIENTE.

L2 interpretacidn de los resultados es exclusivo del médico.

AYENCIO Laboratorio: Manuel Montsro y Alfredo Mora esq. « Tolf 2561 404/ 2580 515 :
E ORAS Clrics: Rocaiueﬂtis-nySucre Telf, 2587 636 2577 056 www.medilab.com.ec
Correo: meditabloja@hotmail.com » Loja - Ecuador
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ANEXO N° 12

Determinacion de eritropoyetina en pacientes con insuficiencia renal del area de
hemodidalisis en el hospital “Isidro Ayora”.

Protocolo para eliminacion de muestras sanguineas y material contaminado en
MEDILAB

e Tubos con muestras sanguineas, alicuotas de suero en recipientes o medios de
transporte adecuados, remitidos de otros establecimientos de salud, se los conserva
en refrigeracién una semana (cadena de custodia) de 2 a 8° C en caso de que se
requiera un nuevo analisis.

e Posterior a la cadena de custodia, las muestras se desechan, y se colocan en
recipientes con hipoclorito de sodio y rotulado con el término “infecciosos.”

e Guantes, mascarillas, y deméas implementos de bioseguridad contaminados con
muestras bioldgicas se desechan en el recipiente color rojo de infecciosos.

e En el caso de realizar analisis en equipos automatizados que requieran el uso de
copillas, estas son desechadas en infecciosos y puntas para pipetas automaticas son

descartadas en corto punzantes.

Autor: Jonathan Oswaldo Aucapifia Cajamarca
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