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Norys M. Rodriguez Ramos
Resumen

A objeto de comparar y relacionar el estrés psicosocial, el indice de reactividad al
estrés, la LDL oxidada y anticuerpos anti-HSP60 en individuos con enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV) y sus respectivos controles (con similar edad y
sexo), a 32 individuos de cada grupo les fue medido el estrés psicosocial por la
escala de Holmes y Rahe para los eventos vitales sucedidos durante el afio anterior
a la isquemia cerebral (ACV) o al presente estudio (controles), y el indice de
reactividad al estrés mediante el test de estrés de Gonzalez de Rivera; asi como las
concentraciones en suero de LDL-oxidada y anti-HSP60 por el método de ELISA. Se
empled la prueba t de muestras independientes para comparar las medias; chi-
cuadrado para comparar la severidad y la incidencia de la enfermedad; correlacion
de Pearson para medir la relacion lineal entre las variables; Odds Ratio para
determinar factores de riesgo y analisis de correspondencia multiple para caracterizar
los puntos de corte de los factores de riesgo. Los niveles promedio de todos los
parametros fueron significativamente superiores en los individuos con ACV (P<0,05),
y al comparar individualmente, dicho grupo presentd entre 78,13% a 98,53% de
individuos con mayor nivel de cada uno de los parametros, que su respectivo control.
Se detectdé una correlacion positiva entre la LDL-oxidada y el estrés psicosocial
(r=0,400), IRE-total (r=0,400) y cada uno de sus componentes (r= vegetativo: 0,330,
emocional: 0,390, cognitivo: 0,310, conductual: 0,350); mientras que los anti-HSP60
correlacionaron positivamente con el estrés psicosocial (r=0,420), IRE-emocional
(r=0,250) e IRE cognitivo (r=0,280). Igualmente, hubo correlacion positiva entre LDL-
oxidada y anti-HSP60 (r=0,204). Se detectaron puntos de corte para cada parametro
que permitieron establecer porcentajes de incidencia para ACV isquémico superiores
en el grupo de pacientes, revelando mayor probabilidad a padecer la enfermedad
cerebrovascular al presentarse niveles por encima de los mismos y marcada
diferenciacion entre los grupos. De ello, se concluyd que, para la poblacion
estudiada, los factores psicologicos evaluados inducen la elevacién de los niveles de
LDL-oxidada y anticuerpos anti-HSP60, involucrandose todos en la etiopatogenia de
la enfermedad cerebrovascular; por lo que, los parametros psicoldgicos vy
bioquimicos evaluados en esta investigacion pueden ser considerados como factores
de riesgo al ACV isquémico; indicando la necesidad de esta poblacién de tener en
cuenta medidas preventivas para su control.
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MARKERS LDL-OXIDIZED AND ANTI-HSP60:
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Abstract

In order to compare and to relate the psychosocial stress, the rate of reactivity to
stress, the oxidized-LDL and antibodies anti-HSP60 in individuals with disease
ischemic stroke (DIS) and their respective controls with similar age and sex; to 32
individuals of each group it was measured the psychosocial stress by Holmes and
Rahe scale for vital events that occurred during one previous year to the cerebral
ischemia (stroke) or of the present study (controls) and was applied to them the
stress test of Gonzalez de Rivera for determination of reactivity to stress index; as
well as the concentrations in serum of the oxidized-LDL and the anti- HSP60 by
ELISA method. Was used independent samples t test to compare the means; Chi-
square to compare the severity and incidence of disease; Pearson's correlation to
measure the linear relationship between the variables; Odds Ratio to determine risk
factors and multiple correspondence analysis to characterize the breakpoints in the
risk factors.Average levels of all parameters were higher in individuals with DIS (P <
0,05), and when them were compared individually, the DIS group showed between
78,13% to 98,53% individuals with higher levels of each one of these parameters than
their respective control. It was detected a positive correlation between the LDL-
oxidized and the psychosocial stress (r = 0, 400), IRE-total (r = 0, 400) and each one
of its components (r = vegetative: 0,330, emotional: 0,390, cognitive: 0,310,
behavioral: 0,350); while the anti-HSP60 showed correlation positively with
psychosocial stress (r = 0, 420), IRE-emotional (r = 0, 250) and cognitive IRE (r = 0,
280). Equally, there was positive correlation between anti-HSP60 and oxidized-LDL (r
= 0, 204). Cutoff points for each parameter were detected that allowed to establish
percentages of incidence for ischemic stroke higher in the group of patients, revealing
more likely to suffer cerebrovascular disease if the levels are higher that the same,
and marked differentiation between groups. Therefore, it was concluded that, for the
studied population, evaluated psychological factors induce the elevation of the levels
of LDL-oxidized and antibodies anti-HSP60, involving everyone in the
aetiopathogenesis of cerebrovascular disease; so, the psychological and biochemical
parameters evaluated in this research can be considered as the ischemic stroke risk
factors; indicating the need for this population take preventive measures account for
its control.
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INTRODUCCION

El cerebro recibe un 25% del oxigeno del cuerpo, pero no puede almacenarlo, sus
células requieren un aporte constante del mismo para mantenerse sanas y funcionar
correctamente; por lo que, requiere que la sangre llegue continuamente. Asi que, una
reduccion del flujo sanguineo durante un periodo de tiempo ocasiona la interrupciéon
del suministro de oxigeno a las células, provocando la muerte (infarto) del tejido vital
que, en este caso, se conoce como accidente cerebrovascular (ACV), también

denominado, Apoplejia, Ictus o Stroke (Fabregas & Valero, 2001).

Los efectos de la isquemia pueden ser leves o graves, transitorios o permanentes y
su gravedad dependen de: la region del cerebro que haya sido afectada, la extension
del dafo en las células cerebrales, la rapidez con la que el organismo logra
restablecer el flujo sanguineo a las partes lesionadas del cerebro y la rapidez con la
que las zonas intactas del cerebro logran compensar, suplir o asumir las funciones
que antes eran realizadas por la zona lesionada (Centro de Informacion

Cardiovascular del Texas Heart Institute, 2014a).

El ACV es considerado la mayor causa contribuyente a morbilidad y mortalidad a
nivel mundial (Abdalla et al., 2007; De la Serna, 2004; Herrera & Delgado, 2007,
Ministerio de Salud, 2013); asi como, la principal causa de discapacidad severa, ya

que alrededor de un 60% de los pacientes que sobreviven al mismo padecen de



discapacidad fisica y psicoldgica a largo plazo (Roldan et al., 2006); constituyéndose

en un verdadero problema de salud publica (Vivar, 2009).

Esta enfermedad ha aumentado su incidencia en casi un 50% en los ultimos 10 afios
en los paises en desarrollo (Aidar et al., 2007; De La Serna, 2004). Es la tercera
causa de muerte en el mundo (Fernandez, Buergo & Lopez, 2012; Organizaciéon
Mundial de la Salud, 2014), al respecto de lo cual, la Organizacién Mundial de la
Salud ha estimado que para el 2015 moririan cerca de 20 millones de personas por
enfermedades cardiovasculares, principalmente por cardiopatias y accidentes
cerebrovasculares (De La Serna, 2004; Organizacion Mundial de la Salud, 2009) y
que en paises de bajos y medianos recursos la cifra de muertes por ACV ascendera
a 6,3 millones para el 2015, y a 7,8 millones para el 2030 (Fernandez, Buergo &

Lopez, 2012).

De alli que, estas enfermedades pudieran ser consideradas una epidemia en estos
tiempos; haciendo pertinente la reflexion del anatomopatdlogo aleman Virchow
(1821-1902): “Cuando una enfermedad ocurre en forma masiva, refleja problemas de
la cultura”; de modo que habria que preguntarse acerca del trasfondo cultural que
supone este tipo de enfermedades (Costa, Barontini, Forcada, Carrizo & Almada,

2010).

A su vez, Estrada & Estrada (2008) indican: “La historia de las epidemias es la

historia de los disturbios de la cultura humana” al relacionar los factores de riesgo a



la enfermedad aterotrombdtica. Esta afirmacion puede ser relacionada con los tipos
de ACV; ya que los de tipo isquémico son los mas frecuentes, presentandose en el
orden del el 80-85% y son causados por obstruccion de la arteria irrigadora, la cual
puede ser ocasionada por un coagulo que se forma en el interior de alguna de las
arterias del cerebro (trombosis) o que son arrastrados por la sangre desde otros
desplazamientos (embolia), conociéndose que 2/3 de los ACV estan causados por la
formacion de trombos y émbolos en la region de la bifurcacion de la arteria carétida
(Roldan et al., 2006). Cualquiera sea el caso, dichos coagulos terminan obstruyendo
el vaso sanguineo en algun punto afectado por estenosis ocasionada por
aterosclerosis (Centro de Informacién Cardiovascular del Texas Heart Institute,

2014b).

Es bien conocido que la aterosclerosis se caracteriza por la presencia de depdsitos
de lipidos en la capa intima de las arterias, ya sea de grande, mediano o de pequefio
calibre, produciendo con el tiempo y la contribucion de efectos inflamatorios,
ambientales, genéticos y otros factores precipitantes, la formacion y/o ruptura de la

denominada placa aterosclerosa o placa de ateroma (Cirpa, 2013; Pena, 2009).

Uno de los precursores de la formacion de estas placas es la lipoproteina de baja
densidad oxidada (LDL-Ox), la cual mediante la atraccion de otras células y
sustancias quimicas en el sitio, causa inflamacién en la arteria (Cirpa, 2013);

existiendo diversos estudios dirigidos a identificar a la LDL-Ox como pro-aterogénica



y pro-inflamatoria, e inclusive inmunogénica, al provocar la generacion de auto-

anticuerpos séricos anti-LDL-Oxidada (Ruiz et al., 2011).

Este hecho se asocia al surgimiento de la hipdtesis inmunolégica de la
ateroesclerosis de Knoflach, Bernard & Wick (2005), que sugiere que el estrés
oxidativo ocasionado por estresores biomecanicos ( como la hipertensiéon arterial,
estrés turbulento en los puntos de bifurcacion del vaso), citoquinas (tales como el
factor tumoral de necrosis [FTN-alfa] o la LDL-oxidada pueden alterar quimicamente
algunas proteinas protectoras, como la proteina de schock térmico HsP60 humana,
para hacerla inmunogénica e inducir una reaccion autoinmune, de manera que los
anticuerpos y las células T que son formados en contra de esta proteina de “heat-
shock” (HsP60) por infecciones recurrentes, pueden hacer reaccion cruzada con la

HsP60 humana expresada en las células endoteliales estresadas (Pefia, 2009).

Estos procesos de estrés oxidativo han sido interrelacionados con procesos
cognitivos, emocionales y sociales, asi como las variables bioldgicas y psicolégicas

en los estudios de Mayoral et al. (2005) en personas mayores.

Asi, tomando en cuenta, la expresion de Moscoso (2009): “El gran reto de la
medicina, en este siglo, es seguir mejorando nuestro conocimiento acerca del
impacto negativo del estrés cronico sobre los sistemas nervioso, endocrino, e

inmune...”, en el presente trabajo se compara el indice global de estrés, asociando

los niveles del estrés psicosocial ocasionado por los sucesos o eventos vitales por



los que atraviesa el individuo y la manera en que el individuo responde ante los
estresores, conocido como reactividad al estrés, asi como los marcadores
bioquimicos LDL-oxidada y anti-HSP60 en un grupo de individuos que habia
padecido ACV isquémico al respecto de un grupo control aparentemente sano. De
igual manera, se interrelacionan estas variables, a la vez que se valoran como

factores de riesgo para la enfermedad cerebrovascular isquémica.

La investigacion estuvo dirigida por el Dr. José Regino Pefia (de la Universidad de
Carabobo-Venezuela) y por el Dr. José Maria Poveda (de la Universidad Auténoma
de Madrid-Espafa). La misma fue realizada en la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de los Andes, entre Noviembre del afio 2009 y Octubre del afo
2014, en individuos que fueron atendidos y diagnosticados con ACV isquémico en el
Hospital Tulio Carnevali Salvatierra del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales
de la ciudad de Mérida y sus respectivos controles aparentemente sanos, pareados

por edad y sexo, originarios de esta misma ciudad.

El trabajo se ha estructurado en 3 capitulos, de la siguiente manera: El capitulo |
contiene los aspectos del marco tedrico del tema en estudio: se plantea el problema
de la investigacién, se resumen los antecedentes y bases tedricas, ademas se
enuncian las hipotesis y se establecen los objetivos de la misma; en el capitulo Il se
describen los componentes del marco metodologico empleado; en el capitulo Il se
presentan los resultados obtenidos y se realiza la discusién de los mismos, para

finalizar con las conclusiones.



CAPITULO .
MARCO TEORICO



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los factores de riesgo de una enfermedad se refieren a caracteristicas o
circunstancias personales, ambientales o sociales, que al actuar en forma persistente
sobre los individuos, aumentan la probabilidad de que el evento no deseado ocurra

(Castillo et al., 2005).

En el caso de las enfermedades vasculares, los estudios han conducido al concepto
del “riesgo global’, que ya ha sido ampliamente descrito para determinar las
posibilidades de esta enfermedad a 10 anos; fundamentalmente para los factores de

riesgo tradicionales (Estrada & Estrada, 2008).

Para estas enfermedades, como factores de riesgo se han descrito: dislipidemias,
hipertensién arterial, diabetes, obesidad (mayormente de tipo abdominal), discrasias
sanguineas, tabaquismo, hipertrofia ventricular izquierda, infarto de miocardio,
fibrilacion auricular, insuficiencia coronaria, edad avanzada; lo favorecen ciertos
habitos de conducta, como el sedentarismo, consumo de café, tabaco, alcohol,
anfetaminas, cocaina e inclusive algunos medicamentos (De la Serna, 2004; Estrada
& Estrada, 2008). Ademas; han surgido los factores no tradicionales, como:
hiperhomocisteinemia y  deficiencia de vitaminas del complejo B,
hiperfibrinogenemia, incrementos de la PCR e hiperlipoproteinemia A (Comision de

Nuevos Factores de Riesgo 2001; Estrada & Estrada, 2008).



A su vez, se describen factores de riesgo emergente y tratables, de indole
microbiologico: infecciones por Helicobacter pilori, Citomegalovirus, Chlamydia
pneumoniae, Herper zoster (Abdalla et al., 2007; Ameriso, Ruiz & Pérez, 2004;
Escosa et al., 2004), los cuales incrementan el riesgo a ACV por distintos
mecanismos fisiopatoldgicos, indicando que su deteccién y control pueden contribuir
en el manejo de la enfermedad aterotrombdética y que la busqueda de infecciones

recientes deberia constituirse en una rutina en estos pacientes (Ameriso, 2009).

Ahora bien, William Osler ya para 1892 afirmaba: “La preocupacion y la tension de la
vida moderna, la degeneracion de las arterias no sélo es comun, sino que aparece a
edades tempranas. Por eso creo que las altas presiones con las que vive el hombre y
el habito de hacer trabajar la maquina a su maxima capacidad son los responsables,
mas que los excesos en la alimentacion y la bebida”. Esa tensién, hoy se denomina

estrés (Leon, Sanchez & Matiz, 2009).

De manera que, a los ya descritos factores de riesgo, se unen los factores mentales

y emocionales, destacando el estrés y la depresion (Ledn, Sanchez & Matiz, 2009).

Al respecto de la depresion, el estudio efectuado por Salaycik et al. (2007) mostro
resultados que indican una asociacion entre la sintomatologia depresiva y el
incremento a riesgo de ACV en individuos menores a los 65 afos; advirtiendo la

necesidad de determinar el mecanismo fisiopatologico de este hecho.



Por otra parte, el estrés fue definido por Seyle (1907-1982) como la respuesta no
especifica del organismo a demandas externas, considerando que algunas
enfermedades eran consecuencia de los cambios fisiologicos que resultan de un
estrés prolongado. Desde el punto de vista clinico, este es considerado como una
respuesta adaptativa de los sistemas del organismo; entre ellos el endocrino,
nervioso y respiratorio, a los estimulos internos y externos, llamados “estresores”

(Mucio, 2007).

Asi, la exposicion breve e intensa a agentes lesivos genera estrés que aparece en
forma subita, facil de identificar y generalmente reversible y las enfermedades que
habitualmente se observan son: ulcera por estrés, estados de shock, neurosis post-
traumatica, estado post-quirargico. Mientras que las exposiciones prolongadas
(meses o afos), o estrés crénico, conducen a enfermedades permanentes; siendo
las mas frecuentes: migrafa, gastritis, insomnio, depresién, agresividad, hipertensién
arterial, trastornos sexuales, adicciones, conductas antisociales, psicosis severas,

infarto al miocardio e infarto cerebral (Mucio 2007).

En este orden de ideas, ya desde 1989 Gonzalez, Morera & Monterrey habian
considerado el indice global de estrés como predictor de enfermedad, basandose en
el concepto psicosocial de «factores de estrés», dentro de los que se consideran

factores internos y externos.



Los factores internos de estrés estan constituidos por variables propias del individuo,
directamente relacionadas con la respuesta al mismo y con la adaptacion, defensa y
neutralizacion de los factores externos de estrés. Asi, la reactividad al estrés,
cuantificada mediante el indice de Reactividad al Estrés (IRE) de Gonzélez de

Rivera, es una variable tipica de este grupo (Gonzalez, Morera & Monterrey, 1989).

Dentro de los factores externos de estrés se encuentran variables del ambiente
susceptibles de alterar el equilibrio del medio interno o sobrecargar los mecanismos
de defensa y regulacion homeostatica del organismo; siendo los acontecimientos
vitales un elemento tipico de este grupo, los cuales se objetivan, por ejemplo, con la
escala de Holmes y Rahe (Gonzalez, Morera & Monterrey, 1989). Asi, se ha
demostrado que dichos eventos vitales, marcadores de estrés psicosocial, estan
asociados a incremento en la morbilidad (Campo, Reyes, Ortiz, Quintero & Herrera,
2006; Gonzalez, 1991; Gonzalez, Morera & Monterrey; 1989; Holmes & Rahe, 1967).
Dentro de ello, cabe mencionar, entre otros, los estudios efectuados por Pefa (2009)
en hombres y Quintini (2008) en mujeres, los cuales determinaron que los eventos
vitales que preceden a la aparicion de la cardiopatia isquémica podrian representar

un factor de riesgo para la presentacion y desarrollo de la misma.

No obstante, los resultados de los trabajos sobre el papel que desempefan los
acontecimientos vitales estresantes como factor de riesgo en la enfermedad
cerebrovascular, aparte de escasos, no han sido concluyentes. Ello, debido a

importantes problemas metodolégicos y/o el empleo de diferentes escalas para medir
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el estrés; asi como lo subjetivo de su apreciacion, que han hecho cuestionable la
interpretacion y han dificultado la comparacién de los resultados entre ellos

(Fernandez, Verdecie, Chavez, Alvarez & Fiallo, 2002).

Por otra parte, el estrés psicolégico es fuente exdgena de radicales libres y, por
tanto, de los procesos de estrés oxidativo (Wright, Cohen & Cohen, 2005) donde se
generan moléculas de la LDL-colesterol oxidada, factor primordial en el desarrollo de
la enfermedad aterosclerética (Escosa et al., 2004; Pereira et al., 2000) y ésta a la

enfermedades cerebrovascular y ACV isquémico (Abdalla, 2007).

Dicha enfermedad aterosclerdtica se ha demostrado que iniciada por inmunidad
celular y humoral contra la proteina de choque térmico 60 (HSP60), una proteina de
estrés filogenéticamente muy conservada, la cual ha mostrado correlacion con la
ocurrencia y extension de lesiones ateroscleroticas (Knoflach, Bernard & Wick,

2005).

Por tanto, el estudio de estos marcadores bioquimicos podria mostrar como se
relacionan el estrés oxidativo y el estrés psicolégico en el proceso de esta
enfermedad (Sabater, 2004), planteandose, en este caso la interrogante de la
posibilidad de interrelaciéon entre los factores del indice global de estrés (estrés
psicosocial y reactividad al estrés), como factores psicolégicos con la concentraciéon
sérica de anticuerpos circulantes anti-HSP60 y de la LDL-oxidada, como marcadores
de estrés oxidativo en individuos con ACV isquémico y sus diferencias con los
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respectivos controles pareados por edad y sexo, de modo tal que si pudieran
proponerse como factores de riesgo no tradicionales de ésta.

BASES TEORICAS Y ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

1.- FACTORES PSICOLOGICOS Y ACV. EL INDICE GLOBAL DE ESTRES

Los vacios que han dejado los factores de riesgo clasicos, hacen referencia al estrés
psicosocial y a las diferencias individuales en la percepciéon de los estimulos
ambientales estresantes. Estos factores psicoldgicos tienen un papel modulador
sobre los factores clasicos de riesgo, los cuales son en su mayoria biologicos
(lacovella & Troglia, 2003). Es asi, como estos factores de riesgo psicoldgicos vienen
suscitando un gran interés en los diversos investigadores, debido a la alta influencia
que han mostrado en el origen, aparicion y mantenimiento de las enfermedades

(Aguayo, 2007; Fernandez, et al., 2002).

En este contexto, Herrera & Delgado (2007; 2008) sefalan la controlabilidad como
un factor de riesgo para el desarrollo de los ACV. Esta entidad estaria dada por un
fendmeno personolégico complejo que matiza la relacion sujeto-medio, de modo que
la persona pretende controlar hechos significativos que le demandan una
reestructuracion perturbadora de su equilibrio gratificador y en el cual convergen
aspectos perceptivos, valorativos y reguladores, del medio y del ser, evidenciandose

la unidad cognitivo-afectivo-volitivo.
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Ademas, los estudios realizados por Surtess et al (2008) en miles de casos, asi como
el de Jefrey (2008) sefialan que el aumento de estrés psicoldgico se asocia con un

mayor riesgo de accidente cerebrovascular.

Por otra parte, De La Serna (2004) sefiala el temperamento iracundo, expresion de
hostilidad y patrén de conducta Tipo A en la etiopatogenia del ACV. Este patron de
conducta es descrito como un constructo psicolégico, referido a un conjunto de
comportamientos de impaciencia, competitividad, sobrecarga, dependencia social,
pérdida de control y hostilidad, entre los mas importantes que, en algunos estudios,

ha mostrado relacién con enfermedades coronarias (Moyano et al., 2011).

Este constructo estaria constituido por 5 dimensiones: (a) componentes formales
como alto volumen de voz, rapidez al hablar, evidente actividad psicomotora, (b)
conducta manifiesta expresada en urgencia en el tiempo, velocidad, hiperactividad,
(c) aspectos motivacionales, descritos como motivacion de logro, éxito y ambicion,
competitividad, (d) actitudes y emociones que incluyen hostilidad, ira, impaciencia y
agresividad, y (e) aspectos cognitivos como necesidad de control ambiental y estilo

atribucional interno (Moyano et. al., 2011).

En este tipo de conducta, se presenta la reactividad psicofisiolégica como

conducente al dafio arterial, debido a que estos individuos responden habitualmente

a las demandas del entorno, aumentando la actividad del sistema nervioso simpatico
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de modo que su constante sobrecarga de actividad se cree puede precipitar un

evento cardiovascular (Fernandez et al., 2002; Moyano et. al., 2011).

Asi, ademas de este tipo de conducta ya descrito, Fernandez et al. (2002) estudiaron
en un grupo de individuos que habia padecido ACV isquémico, los eventos vitales
sucedidos un ano previo al infarto cerebral; concluyendo que el estrés psicosocial,
derivado de acontecimientos vitales estresantes, aumenta el riesgo a padecer el

mismo en individuos hipertensos o con patrén de conducta de tipo A.

De igual manera, en la edicibn en linea del 29 de agosto de 2011 de la
revista Journal of Neurology, Neurosurgery and Psychiatry, se publicod un trabajo
donde se estudid el estrés en relacion con el riesgo de ACV. En dicho estudio se
compararon los factores de riesgo del ACV, que incluian los niveles de estrés,
medidos con herramientas estandarizadas para evaluar los eventos Vvitales
importantes, la ansiedad y la depresion, el bienestar general y el tipo de
personalidad; encontrando que haber sufrido un evento vital estresante importante en
el afo anterior cuadruplicaba el riesgo de ACV mientras que tener una personalidad

tipo A duplicaba las probabilidades (Mann, 2011).

En este sentido, ya para 1967 Holmes & Rahe habian disefiado una escala para
evaluar una serie de acontecimientos que guardan relacion con la aparicion vy
desarrollo de enfermedades organicas y mentales. La misma evalua los factores

externos de estrés, o estrés psicosocial, mediante una puntuacién relativa al grado
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de cambio vital y esfuerzo de readaptacion necesarios tras ser experimentados una

serie de acontecimientos vitales estresantes (Gonzalez, 1991).

Esta escala fue adaptada por Gonzalez y Morera (1983a) debido a las diferencias de
valoraciones que pudieran tener para su poblacion cada parametro (Gonzalez y
Morera, 1983b) y ha sido utilizada en diversos estudios hasta la actualidad, donde se
asocian a ciertas patologias; ejemplo de lo cual son, entre otros, el trabajo de
Campo, Reyes, Ortiz, Quintero & Herrera (2006), en el cual correlacionaron el estrés
psicosocial y los niveles de presion arterial en adultos jévenes en estudiantes de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle (Colombia). Asi como, los trabajos de
Pefa (2009) y Quintini (2008) en hombres y mujeres, respectivamente, en los cuales
demostraron relacién entre los vitales de la escala de Holmes y Rahe con la
cardiopatia isquémica y el de Mora (2010) en individuos con disfuncion temporo-

mandibular.

Dentro de este contexto psicolégico, Plaza (2007) indica que el estrés puede ser
considerado como un “factor de riesgo” de otros factores de riesgo, debido a su
implicacion en el desarrollo de la aterosclerosis, de la hipertension, y otras conductas
de riesgo cardiovascular; planteando ademas, un esquema de la interrelacion del
estrés con el accidente cerebrovascular, donde denota la influencia del estrés sobre
factores de riesgo ya documentados y; a su vez, la repercusion de estos sobre el

ACV (Figura N°1)
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Figura N°1. SINOPSIS
Intervelacion estrés - factores de riesgo de ECeV - ictus

Factores de riesgo de ECeV Factores de riesgo de ECeV
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Tomado de: Plaza, A. (2007). Riesgos psicosociales. Repercusion neurologica del
estrés. http://neurologiadeltrabajo.sen.es/pdf/drplaza_2007.pdf
Otros estudios han descubierto una asociacion entre el estrés mental prolongado y
un estrechamiento progresivo de la carétida, debido entre otras cosas al incremento
de la presion arterial (Naqvi & Hyuhn, 2009; www.geosalud.com), ocasionada por la
liberacion de catecolaminas que el estrés agudo genera (Campo et al., 2006); siendo
ésta considerada como el factor de riesgo mas importante para el ACV (Navarrete,
Huertas, Rozo & Ospina, 2009; Plaza, 2007; Ruiz, Gonzalez & Suarez, 2002) y mas
estudiado en las investigaciones sobre estrés laboral (Serrano, Moya & Salvador,

2009).
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El riesgo a ACV incrementa de manera constante con el nivel de estrés, mientras que
la relacion no cambia cuando se toman en cuenta otros factores de riesgo, como
fumar, la presion arterial, la obesidad, la diabetes y los antecedentes familiares.
Ademas, de que este mecanismo se relaciona con la capacidad de adaptacion al

estrés psicologico (www.geosalud.com).

Ahora bien, estos hechos van a depender de la vulnerabilidad al estrés de cada
individuo (Medialdea & Medina, 2007), de su perfil psicolégico o personalidad (Leon,
Sanchez & Matiz, 2009; Slipak, 1994) y su resiliencia, definida por diversos autores
como la capacidad humana para enfrentar, sobreponerse y ser fortalecido y

transformado por experiencias de adversidad (Costa et al., 2010; Yépez, 2011).

De manera que, los individuos difieren considerablemente en la manera en que
manejan las circunstancias estresantes (Mucio, 2007). Por lo que, en este sentido, se
deben considerar los factores internos de estrés, conformados por variables propias
del individuo y que pueden ser cuantificadas mediante el indice de reactividad al

estrés (IRE) (Gonzalez, Morera & Monterrey, 1989).

Este indice ha sido definido como el conjunto de pautas habituales de respuestas de
tipo neurovegetativas, cognitivas, conductuales y emocionales caracteristicas del
individuo ante situaciones que percibe como nocivas, peligrosas o desagradables (de

estrés o tension nerviosa) (Monterrey, Gonzalez, de las Cuevas & Rodriguez, 1991) y
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fue disenado con la finalidad de cuantificar dichas pautas de respuesta (Valdes,

Rodriguez, Arroyo & Lanzarote, 2003).

A ese respecto, existen investigaciones, como la de Henry et al. (1991) efectuada
con el propdsito de cuantificar el Indice de Reactividad al Estrés en una muestra de
pacientes asmaticos crénicos, donde los niveles del mismo fueron superiores al de
pacientes psiquiatricos ingresados. Asi como, el trabajo de Rodriguez et al. (1999),
cuyos resultados mostraron que la reactividad al estrés de los sujetos con disfuncién
temporo-mandibular fue significativamente mayor que la de los controles no clinicos,
aunque menor que la de los psiquiatricos. De igual manera, el trabajo de Mora (2010)
que concluyd que los promedios de IRE total y en todas sus facetas del grupo con
disfuncion dolorosa temporo-mandibular fueron superiores a los indices respectivos
obtenidos por el grupo control y permite afirmar que la reactividad al estrés en sus
facetas vegetativo, emocional, cognitivo y conductual asi como en su IRE total,

influye en esta patologia.

Ahora bien, Gonzalez, Morera & Monterrey (1989) indican que la relacién entre los
eventos vitales y la reactividad al estrés son aditivas, y que su consideracion
conjunta permite establecer un “indice Global de Estrés” (IGE) que es mejor predictor
del estado de enfermedad que los acontecimientos vitales o el IRE por si solos. Asi,
ambas variables elevadas se constituyen en un mayor riesgo, ambas en niveles
bajos representarian menor riesgo para el sujeto; mientras que, una variable elevada

y la otra baja, seria un riesgo intermedio.
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2.- FACTORES BIOQUIMICOS Y ACV. LA ATEROSCLEROSIS.

La respuesta del organismo ante situaciones de estrés, depende del tipo de estresor,
su duracion e intensidad, y constituyen un ejemplo de integracién neuroendocrina,
ya que ante ello se desencadenan una serie de reacciones que preparan al

organismo a la respuesta de huida, miedo o enfrentamiento (Joseph & Gortari, 2007).

Los estresores fisicos alteran el estado fisiolégico afectando mecanismos
homeostaticos, activando la vias nerviosas que llegan a nucleos localizados en la
parte superior de la médula espinal y en el tallo cerebral e incitan una respuesta
rapida y necesaria para la supervivencia, pero no requieren mayor interpretacion por
estructuras superiores del cerebro; mientras que los estresores psicologicos son
estimulos que amenazan el estado actual del individuo o provocan un estado de
anticipacion aun cuando no representen una amenaza inmediata a las condiciones
fisiologicas; necesitan ser procesados por la corteza antes de iniciar la respuesta al
estrés para tener un significado fisiolégico, y dependen en gran medida de

experiencias previas (Joseph & Gortari, 2007).

Es asi como, a nivel organico en general, el estrés continuo desestabiliza la
homeostasis, y como consecuencia de ello, se genera un carga alostatica que
ocasionan dafo a nivel fisiolégico y cerebral (Mucio, 2007). Este afecta indicadores
biolégicos y diversos parametros inmunoldgicos; por lo que, en la actualidad, se

estudian ampliamente los sistemas endocrino e inmune en las investigaciones
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asociadas al estrés (Serrano et al. (2009); considerandose actualmente la
psiconeuroinmunoendocrinologia como una disciplina cientifica que estudia,
documenta y comprende los diferentes mecanismos de regulacién y control que se
establecen en la intercomunicacion de los sistemas psiquico, nervioso, endocrino e
inmune de los seres humanos, proponiendo asi un modelo integrador que permite
retomar los factores biopsicosociales y la interaccion mente-cuerpo-ambiente en los

procesos de salud-enfermedad (Hurtado, 2015).

A nivel endocrino, se ha integrado la respuesta hormonal en dos fases: en la primera
aumentan las hormonas catabdlicas: cortisol, catecolaminas y estimulante del tiroides
(TSH) vy se inhiben las anabdlicas: insulina estrégenos y andrégenos. Mientras que
en la segunda, cuando el individuo estabiliza sus respuestas frente al estresor, las
hormonas catabdlicas se normalizan y se restablece la secrecion de las anabdlicas,
las cuales pueden en ocasiones incrementar sobre los niveles de referencia (Duval,
Gonzalez & Hassen, 2010; Gonzalez, 2010). Como consecuencia importante de este
desbalance hormonal, a causa del estrés cronico, se desarrolla el sindrome
metabdlico, definido como la presencia de al menos tres de las siguientes
caracteristicas: obesidad abdominal, niveles basales de triglicéridos superiores a 150
mg/dL, niveles colesterol de la HDL inferior a 40 mg/dL en hombres y 50 mg/dL en la
mujer, glicemia en ayunas superior a 110 mg/dL y presion arterial por encima de

130/85 mm Hg (Gonzalez, 2010).
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La liberacion de los principales mediadores del estrés, catecolaminas vy
glucocorticoides facilita la produccion de células del sistema inmune que se dirigen a
diferentes regiones del organismo para la defensa ante infecciones o para la
respuesta inmune (Mucio, 2007). Ademas, estas hormonas, pueden activar
mecanismos pro y antiinflamatorios, dependiendo de la naturaleza, intensidad y
duracion del estimulo estresante; habiéndose podido demostrar como un mismo
estimulo estresante puede generar paralelamente la sintesis y actividad de
mediadores pro y antiinflamatorios, como en el caso de las prostaglandinas (Garcia &

Leza, 2008).

A su vez, el estrés psicoldgico es fuente exdgena de radicales libres y, por tanto, de
los procesos de estrés oxidativo (Wright, Cohen & Cohen, 2005), conociéndose que
éste produce una «alteracion del equilibrio entre sustancias pro-oxidantes vy
antioxidantes que favorece la formacién de sustancias oxidantes que provocan
alteraciones celulares» y, por lo tanto, la pérdida de este equilibrio subyace a la

enfermedad (Mayoral, et al., 2005).

En este sentido, dados los trabajos de diversos grupos de investigacién, hay una
serie de procesos patologicos que han sido atribuidos al ataque de radicales libres,
dada su implicacién en algunas de sus fases o0 secuencias bioquimicas; siendo los
mas significativos, entre otros: el envejecimiento, cancer, diabetes mellitus,
insuficiencia renal aguda y crénica, insuficiencia hepatica, y la aterosclerosis

(Elejalde, 2001).
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En relacion a la aterosclerosis, ésta es considerada un proceso activo, no
degenerativo, largo y lento, que es bien conocido por cursar con la formacion de
placas de ateroma en el sistema arterial con la participacion de elementos
caracteristicos de la inflamacion crénica, asi como mecanismos celulares (células
endoteliales, monocitos, células de musculo liso y plaquetas) y moleculares
(alteracion de la lisura endotelial y lesidbn con aumento de la permeabilidad) de
distinta relevancia, que pueden transcurrir sin sintomatologia hasta estadios
avanzados en los que se manifiestan complicaciones coronarias, cerebrales,

digestivas o enfermedades oclusivas de las arterias periféricas (Boronat et al., 2005).

Los factores de riesgo convencionales explican menos del 50 por ciento de esta
enfermedad; hecho que es probable esté asociado a nuevos factores bioquimicos y
genéticos, los cuales ademas podrian explicar la variacidn que existe entre los
diferentes grupos étnicos, entre otros; de alli que, los avances recientes en la
comprension de la patogénesis de la enfermedad vascular ateroesclerética han
estimulado el interés en los llamados nuevos factores de riesgo (Celis, Hernandez &

King, 2006).

No obstante, factores de riesgo ya ampliamente identificados, como hipertension,
hipercolesterolemia y tabaquismo, pueden actuar induciendo el desequilibrio entre
pro-oxidacién y anti-oxidacion (Elejalde, 2001). De manera que, es una de las

patologias asociadas a estrés oxidativo mas estudiada durante los afios, con gran
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prevalencia en todo el mundo, ya que es una de las causas mas importantes de
muerte y discapacidad a este nivel; en la mayoria de los casos, permanece silente
para convertirse en uno de los principales factores de riesgo para ACV (Celis,

Hernandez & King, 2006).

El proceso de la ateroesclerosis se produce por una interrelacion muy estrecha de
multiples mecanismos fisiopatoldgicos, que incluyen disfuncion del metabolismo de
los lipidos, activacion plaquetaria, trombosis, disfuncién endotelial, inflamacion,
estrés oxidativo, activacion de células musculares lisas vasculares, alteracién de la

matriz metabdlica, remodelamiento y otros factores genéticos (Faxon et al., 2004).

Para explicar su patogenia, la teoria mas aceptada es la teoria oxidativa (Figura N°
2), que considera la lesion arterial inicial, la estria grasa y su progresion a placa de
ateroma intimamente asociadas a la acumulacion de macréfagos de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) que han sido minimamente oxidadas y participan en el
desarrollo inicial de aterosclerosis y en la respuesta oxidativa al proceso inflamatorio

(Boronat et al., 2005; Fenollar, Parra, Albaladejo & Casinello, 2005).
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Monocyte Figura N° 2. Development of atherosclerosis.
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Tomado de: Madamanchi, N., Vendrov, A. & Runge M. (2005). Oxidative Stress and
Vascular Disease. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 25, 30.
‘Especies reactivas de oxigeno producidas por células endoteliales
macrofagos y LDL oxidada en el espacio sub-endotelial, en los sitios de dafio
endotelial, inician eventos que culminan en la formacion de una placa fibrosa.
La ruptura de la placa fibrosa conduce a la formacion del trombo y la oclusién
del vaso"

La LDL-oxidada se define como una “LDL modificada oxidativamente” por productos
organicos como los aldehidos que transforman a los componentes de las proteinas y
aumentan las cargas negativas de las LDL necesarias para su interaccion vy
absorcion por los macréfagos; siendo entonces, una particula derivada de LDL que
puede tener peréxidos o sus productos de degradacién generados dentro de la

molécula (Parthasarathy, 2010).

Esta ha sido considerada el cuarto colesterol, a sumar a los tres mas utilizados en la

practica médica: HDL, LDL y colesterol total, siendo considerada un colesterol mas
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aterogénico (Boronat et al., 2005; Pereira, et al., 2000), dada su estrecha relacién
con los radicales libres, conociéndose que su aumento tiene valor predictivo directo
en la aparicion de ateroesclerosis que evidencian su relevante papel en la etiologia

de ésta (Elejalde, 2001);

Algunas investigaciones han encontrado diferentes proteinas independientes pro-
aterogénicas asociadas a los componentes lipidicos de la LDL oxidada, como las IL-
1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, y IL-12 (Fernandez & Patifo, 2007), y moléculas pro-
inflamatorias como: el factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF), la
proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1), el factor de activacion y agregacion
plaquetaria (PAF) todos asociados a las formacion de la placa ateromatosa (Dulin,

2010).

En base a las pruebas in vitro, la LDL-oxidada se divide en dos categorias
principales: "LDL minimamente modificada" (LDL-MM) y "LDL ampliamente oxidada”
(LDL-Ox). Las diferencias de las dos categorias de LDL se explica en que la LDL-MM
se origina en la primera etapa de la oxidacién antes de que los monocitos sean
reclutados, donde la oxidacién de la LDL presenta pocos cambios en la apo-B. La
LDL-MM es quimicamente diferente de la LDL nativa; sin embargo, todavia es
reconocida por los receptores de la LDL nativa, pero no por la mayoria de los
receptores scavenger. En la segunda etapa los monocitos son reclutados en la lesiéon
y convertidos en macréfagos con la capacidad de fagocitar cuerpos extrafios, entre

ellos LDL oxidada, por un proceso de endocitosis. En esta etapa, los lipidos de la
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LDL se oxidan mas, pero la porcion de proteina de la LDL también se modifica, lo
que lleva a una pérdida de reconocimiento por el receptor de LDL nativa y se
produce un cambio de reconocimiento por parte de los receptores scavenger hacia la

LDL-oxidada (Cirpa, 2013).

Cada una de las dos categorias de la LDL-oxidada se compone de una gran variedad
de preparaciones que difieren en composicién y efectos bioldgicos. Debido al tipo de
agente oxidante utilizado y las condiciones de oxidacion de la LDL se determinara las

propiedades quimicas y biolégicas de la LDL-Ox (Levitan, et al., 2010).

Estas LDL oxidadas o productos liberados de ellas, van a tener mayor poder
aterogénico ya que son captadas mas avidamente por los macréfagos, son
citotoxicas para el endotelio y estimulan la produccion de factores vasoactivos, de
adhesion, trombdticos y de proliferacion de células musculares lisas de la

vasculatura, iniciando o extendiendo la lesion ateroesclerotica (Cirpa, 2013).

Numerosas investigaciones apoyan los aspectos ya descritos, en su mayoria
asociadas a enfermedad cardiovascular; entre ellas, Holvoet et al. (1998) fueron los
primeros en demostrar que los pacientes con enfermedad coronaria tenian niveles
plasmaticos significativamente elevados de LDL-oxidada, y que estos niveles eran
muy similares en pacientes con enfermedad coronaria estable y en pacientes con

sindromes coronarios agudos y significativamente mayores en pacientes con angina
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estable, angina inestable e infarto agudo de miocardio en comparacién con sujetos
de control de la misma edad y supuestamente sanos.

Similarmente, en las sesiones cientificas de la Asociatién Cardiolégica Americana de
2002, Johnston et al. (2002) notificaron que, en sus estudios, los niveles plasmaticos
de LDL oxidada fueron sustancialmente mas altos en pacientes con enfermedad

coronaria inestable, comparado con los controles sanos.

Ademas, Sigurdardottir, Fagerberg & Hulthe. (2002) atribuyen una relacién entre las
concentraciones plasmaticas de LDL-oxidada y LDL “pequefia y densa” en pacientes
con sindrome metabdlico y constatan cifras bajas de LDL-oxidada en pacientes sin

factores de riesgo.

Por su parte, Hulthe & Fagerberg (2002) demostraron la relacion entre la
aterosclerosis subclinica y los niveles circulantes de LDL-oxidada al mostrar que los
niveles de ésta estaban relacionados con el grosor de la intima/media y la aparicion

de placas en las arterias carétida y femoral.

No obstante, la LDL-oxidada no solamente es pro—aterogénica y pro—infamatoria,
también tiene caracter inmunogénico, provocando la generaciéon de autoanticuerpos
séricos (anti- LDLox) (Pererira et al., 2000). Estos anticuerpos anti- LDLox se
demuestran tanto en individuos sanos como en pacientes con enfermedad

cardiovascular (ECV) y su funciéon aun no esta clara, generando controversia al
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atribuirseles propiedades aterogénicas asi como también anti—aterogénicas y han
permitido detectarla en circulacién a través de inmunoensayos, considerandose un
firme indicador del estrés oxidativo in vivo y marcador de aterosclerosis (Ruiz et al.,

2011).

En este sentido, Biomedica Gruppe (2010a) sefala que los auto-anticuerpos contra
la forma oxidada de la LDL se pueden emplear como parametro que refleja la
incidencia del proceso de oxidacién que tiene lugar in vivo, ya que se han detectado
niveles elevados de estos auto-anticuerpos en la sangre de pacientes con
enfermedades de las arterias coronarias. Algunos estudios han demostrado una
correlaciéon entre dichos auto-anticuerpos y la progresion de ateroesclerosis de
carotida, aunque también, se han observado niveles bajos de éstos durante
procesos de septicemia e infarto de miocardio. Esta deteccidén en suero anticuerpos
anti-LDL-oxidada en pacientes con enfermedad aterotrombdtica, asi como linfocitos T
reactivos contra las LDL-oxidada, hace que los mismos puedan ser utilizados como

marcadores clinicos de estas enfermedades (Delgado, Vasquez & Fernandez, 2012).

En otro orden de ideas, se ha demostrado que en respuesta a los estimulos de
estrés o injuria celular, como la apoptosis inducida por el estrés oxidativo, toxinas,
shock térmico, etanol y dafo celular después de una isquemia, las células producen
altos niveles de proteinas caracteristicas de estrés celular o "proteinas de estrés”,
inicialmente denominadas HSP (por sus siglas en el idioma inglés Heat Schock
Proteins) o proteinas de choque térmico (Gonzalez, 2010; Pefia & Quintini, 1999;

Qingbo & Georg, 2004).
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Las HSP se encuentran en formas, intracelular y extracelular. La expresion
intracelular, ha sido relacionada a funciones en el plegamiento, estabilizacion,
transporte, translocacion y degradacion proteica. Sin embargo, el origen y la funcién
de la expresion extracelular aun debe ser investigado; aunque, se estima que puede
provenir de la liberacion del contenido celular durante la necrosis y que debido a su
deteccion en individuos normales, también pudiera estar vinculada a funciones

regulatorias (Rada et al., 2011).

La HSP 60 es una de las mas conocidas de estas proteinas de choque térmico,
cuya expresion se incrementa cuando las células estan sometidas a diversos tipos de

estrés (Rada et al., 2011).

Es conocido que la célula efectua la produccion de estas proteinas con la finalidad
de protegerse de las condiciones desfavorables, como un mecanismo de defensa,
inmediatamente después de un aumento repentino de la temperatura del medio
ambiente, actuando como buffer para amortiguar el dafio que este aumento de
temperatura pueda causarle. Este hecho puede ser observado tanto en las bacterias

de estructura mas simple como en las neuronas mas diferenciadas (Quintini, 2008).

De modo que, estas proteinas aparecen involucradas en la tolerancia y la cito-
proteccion y su participacion ha sido investigada en relacion con la patogénesis, la

prognosis y el tratamiento de diversas patologias; a pesar de lo que los mecanismos
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asociados no han sido determinados adecuadamente. No obstante, la induccion de
la sintesis de éstas ha sido relacionada con la defensa del organismo frente a
infecciones diversas. Asi, la familia Hsp60 ha sido vinculada con mecanismos
involucrados en la defensa molecular del hospedador frente a infecciones por
Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Toxoplasma gondii, Leishmania

major, Trypanosoma cruzi y Tripanosoma brucei, entre otras (Rada et al., 2011).

Por otra parte, las HSP extracelulares pueden estimular el sistema inmune,
particularmente influenciando la respuesta inflamatoria, induciendo la produccién de
citoquinas y mediando en la presentacion de antigenos (Rada et al., 2011). De alli
que, dichas proteinas, se encuentran inmersas en la hipotesis inmunoldgica de la
ateroesclerosis la cual tiene sus bases en los eventos de la respuesta inmunologica
que tienen lugar ante los diferentes estimulos aterogénicos, dado que en las lesiones
ateroscleréticas se han observado complejos de anticuerpos, antigenos y proteinas
del sistema del complemento en el espacio sub-endotelial, observandose linfocitos B
en los bordes de las lesiones. También se ha comprobado que las etapas mas
tempranas de la aterosclerosis se caracterizan por una reaccién probablemente
causada por auto-antigenos y es posible identificar linfocitos T presentes en la lesion,
incluso, antes que se produzca el desarrollo de la placa (Delgado, Vasquez &

Fernandez, 2012).

En este sentido, las HSP (junto con la LDL-oxidada) son consideradas auto-

antigenos primarios en el proceso de aterosclerosis; y dado que participan en el
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recambio, reparacidn y aclaramiento de proteinas que han sido dafadas o
inactivadas, se sinteticen en altas concentraciones cerca de regiones donde se
produzca estrés celular, como en el endotelio vascular y los procesos inflamatorios;
existiendo en la literatura evidencias del caracter inmunogénico de las HSP, ya que,
su efecto protector celular termina siendo revertido en un proceso totalmente
contrario; pues su presencia en la superficie celular de HSP60 constituye una sefal
para que el sistema inmunitario las reconozca, se active y la célula sea destruida.
Ademas, se ha observado que existe una interrelacion entre las LDL-oxidada y las
HSP, puesto que las primeras pueden, por si mismas, desencadenar un aumento de
la expresién de HSP por parte de las células endoteliales (Delgado, Vasquez &

Fernandez, 2012).

De manera que, lo establecido por Knoflach, Bernard & Wick (2005), puede ser
resumido en que los anticuerpos y las células T que son formados en contra de la
proteina de “heat-shock” (HsP60) por infecciones recurrentes, pueden hacer reaccion
cruzada con la HsP60 humana expresada en las células endoteliales estresadas,
pero no en las células no estresadas (Figura N° 3). Considerando dentro de los
estresores el estrés biomecanico (hipertension arterial, estrés turbulento en los
puntos de bifurcacion del vaso), citoquinas (tales como el factor tumoral de necrosis
[FTN-alfa] o la LDL oxidada. Algunos de estos factores pueden alterar quimicamente
la HsP60 humana para hacerla inmunogénica e inducir una reaccidon autoinmune

(Pefia, 2009).
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Figura N° 3. Resumen de la hipdtesis inmunoldgica de la aterosclerosis
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Tomado de: Penfa, J. (2009). Enfoque integral de la enfermedad coronaria en el
hombre. Con especial referencia a los anticuerpos circulantes de la proteina
de estrés Anti-Hsp60. [Tesis Doctoral]. Universidad Autonoma de Madrid,

Madrid, Espafia.

Sobre esta base, Quintini (2008) y Pefia (2009) realizaron investigaciones
relacionando las necesidades existenciales y los eventos vitales con la concentracion

de anticuerpos circulantes contra la HSP60 en una poblacion con cardiopatia

isquémica, mostrando en este tipo de pacientes lo anteriormente referido.
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Sistema de Hipotesis.

HIPOTESIS GENERALES

® Es posible que en la muestra objeto de estudio, los individuos que han
padecido ACV isquémico presenten niveles de los componentes del indice
global de estrés (estrés psicosocial e indice de reactividad al estrés) y de los
marcadores bioquimicos LDL- oxidada y anti-HSP60, mayores que los

individuos sanos.

® Es posible que en el grupo en estudio, los componentes del indice global de
estrés (estrés psicosocial e indice de reactividad al estrés) y los marcadores
bioquimicos LDL-oxidada y anti-HSP60 constituyan factores de riesgo a ACV

isquémico.

HIPOTESIS CAUSAL

® Es posible que en la poblacion objeto de estudio exista una relacién directa y
concordante entre los componentes del indice global de estrés (estrés

psicosocial y reactividad al estrés) y los marcadores bioquimicos LDL-oxidada
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y anticuerpos contra la proteina de estrés (anti-HSP60), que sugiera que
estos tienen una relacion fisiopatogénica con el ACV isquémico vy, por tanto,

ser considerados como factores de riesgo al mismo.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Comparar los niveles de estrés psicosocial, indice de reactividad al estrés y
concentraciones de los marcadores bioquimicos LDL-oxidada y anticuerpos
anti-HSP60 entre el grupo de pacientes con ACV isquémico y su grupo

control.

Proponer a los componentes del indice global de estrés y a los ya
mencionados marcadores bioquimicos LDL-oxidada y los anticuerpos anti-
HSP60 como marcadores no tradicionales de riesgo a enfermedad

cerebrovascular isquémica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los niveles de estrés psicosocial, indice de reactividad al estrés,

LDL-oxidada y anti-HSP60 en pacientes con ACV isquémico e individuos

controles.
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® Comparar estadisticamente los niveles promedio de los ya referidos
parametros psicolégicos y bioquimicos entre pacientes con ACV isquémico

versus sus respectivos controles.

® Correlacionar los niveles de los componentes del indice global de estrés
(estrés psicosocial e indice de reactividad al estrés) y los marcadores

bioquimicos LDL- oxidada y anticuerpos anti-HSP60 en el grupo de estudio.

® Establecer niveles de estrés psicosocial, indice de reactividad al estrés, LDL-

oxidada y anti-HSP60 con probabilidad de riesgo a ACV isquémico.
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CAPITULO Il
MARCO METODOLOGICO



TIPO DE INVESTIGACION.

Se desarrollé una investigacibn empirica, de campo, de corte transversal, con

enfoque cuantitativo, de acuerdo a la clasificacion de Velasco (2009).

METODOLOGIA GENERAL.

Antes de proceder a aplicar las técnicas e instrumentos aqui utilizados, se obtuvo
permiso de la Comisién de Etica del Hospital Tulio Carnevali Salvatierra del Instituto
Venezolano de los Seguros Sociales para la revision de las historias médicas de
pacientes con diagnoéstico de egreso de ACV isquémico, asi como para ser ubicados
para su participacion en este trabajo y la extraccion de muestras sanguineas. Asi, se
sometieron al estudio 64 individuos, dispuestos a participar en el mismo, segun
consentimiento informado, divididos en dos grupos poblacionales: ACV y control.
Cada individuo fue visitado en su domicilio; en el caso del grupo ACV luego de 1 a 6
meses después del accidente cerebrovascular y fue escuchado en el relato del
transcurso de su enfermedad y todos los aspectos que el mismo considerara
necesario aportar durante la entrevista; y en el caso de los del grupo control, segun
su posibilidad. A todos ellos, les fue aplicado el cuestionario del Indice de
Reactividad al Estrés de Gonzalez de Rivera y de la Escala de Estrés psicosocial de
Holmes y Rahe (www.uam.es/departamentos/medicina/psiquiatria/comunicologia/

Holmesyrahe.doc).
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Igualmente, a cada individuo se le extrajo un espécimen de sangre en condiciones de
ayuno, la cual se utilizé para determinar los niveles séricos basales de glicemia y
perfil lipidico, que en el caso de los controles se empled para determinar si cumplian
con los criterios de inclusién, para lo cual también se les midio la tension arterial,
peso, medida del perimetro de la cintura a la altura del ombligo. Dicha muestra se
empled, también, para determinar la concentracion de LDL-oxidada Yy anticuerpos
antiHSP60. Con los resultados obtenidos se realizaron los analisis estadisticos

necesarios para el cumplimiento de los objetivos planteados.

Ila- Poblacién, muestray criterios de inclusién:

Poblacion:

Para el presente estudio se contemplaron dos poblaciones, la primera constituida por
74 pacientes con diagnostico de ACV que acudieron a la Emergencia y fueron
atendidos en las Unidades de Medicina Interna y Neurologia del Hospital Tipo Il Dr.
Tulio Carnevali Salvatierra, del Instituto Venezolano de Los Seguros Sociales (IVSS)
y la segunda conformada por individuos aparentemente sanos del municipio

Libertador del estado Mérida, en periodo noviembre 2009 — octubre 2014.

Muestra

El tipo de muestreo empleado fue el consecutivo, no probabilistico, dado que se tratd

de incluir a todos los pacientes ACV que cumpliendo con los criterios de inclusion
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quisieran participar en la investigacion. De modo que, la muestra estuvo conformada
por 32 individuos que, una vez consultados al respecto y explicarles las implicaciones
del mismo, aceptaron participar en el estudio y a cuyos efectos se denomin6 grupo
ACV. EIl mismo estuvo constituido por 16 mujeres entre 30 y 86 anos de edad y 16
hombres, entre 36 y 73 afios de edad; ellos habian sido recluidos en el referido
hospital del IVSS de la ciudad de Meérida, con diagnédstico de egreso de ACV
isquémico, sucedido entre uno a seis meses previos al estudio, diagnosticado
clinicamente, asi como por Tomografia Axial Computarizada y/o Resonancia
Magnética Nuclear, de acuerdo a los datos obtenidos de su historia clinica; sin
enfermedad psiquiatrica ni secuelas que impidieran su capacidad para responder a
los test a aplicar, los otros 4 fueron individuos voluntarios residentes de la ciudad de
Mérida diagnosticados de igual manera a la ya descrita, pero atendidos en otros

centros hospitalarios en el afio 2012.

A su vez, se contd con un grupo control constituido por 32 voluntarios
aparentemente sanos, 16 mujeres entre 29 y 86 anos de edad y 16 hombres entre
37 y 75 anos de edad. Los mismos correspondieron a personal de distintas
dependencias de la Universidad de Los Andes, asi como familiares y/o amigos de
estos; seleccionados por muestreo consecutivo, no probabilistico e intencional, de
manera tal que estuvieran pareados a un correspondiente individuo del grupo ACV,
segun su edad (con una diferencia no mayor a + 5 afos) y sexo. Una vez que les fue
explicada las implicaciones del estudio y aceptaron su participacion, fueron incluidos

todos aquellos sin enfermedad vascular periférica, cardiovascular o cerebrovascular,
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sin hiperlipidemias, ni hipertensién arterial, diabetes mellitus, sindrome metabdlico,
cardiopatias, tabaquismo, obesidad, drogadiccién o alguna enfermedad crénica o
psiquiatrica, con niveles basales de glicemia y perfil lipidico dentro del rango de

referencia. Estos fueron visitados entre 2010 y 2014.

Todos los individuos de ambos grupos dieron su consentimiento por escrito para
participar en el estudio y someterse a las pruebas aqui descritas, para ello se les dio
a conocer de manera explicita las implicaciones del mismo, tanto de forma verbal
como escrita, utilizando para ello un consentimiento informado (Anexo 1), el cual fue
firmado por cada uno de ellos, y algun familiar alli presente, durante la visita, en

sefal de conocimiento y aprobacion del mismo.

lIb- Técnicas y recoleccion de datos

Instrumento de recolecciéon de datos

Mediante autorizacion expedida por el Hospital Tipo Il Dr. Tulio Carnevali Salvatierra
del Instituto Venezolano de los Seguros Sociales de Mérida-Venezuela, en el
Departamento de Registro y Estadisticas de Salud se revisaron las historias médicas
de los pacientes que habian sido atendidos en dicho centro con diagndstico de
egreso de ACV isquémico. De esta forma, se completé un instrumento de recoleccidon
de datos de elaboracién propia (Anexo 2) para cada uno de los individuos, con la

finalidad de obtener los datos personales, para su posterior ubicacion; asi como otros
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datos de indole clinico, con la finalidad de seleccionar aquellos que cumplieran con

los criterios para su inclusion en el estudio, descritos anteriormente.

Una vez contactado cada individuo y aceptado su participacion en el estudio, se
completd el instrumento en la visita que posteriormente fue efectuada una vez
transcurrido minimo un mes, maximo 6 meses después de haber padecido el ACV

isquémico o simplemente a su conveniencia en el caso del grupo control.

Determinacion del Indice de Reactividad al Estrés (IRE):

Al ser visitado, cada uno de los individuos fue interrogado sobre los diferentes
aspectos que contempla el test de estrés de Gonzalez de Rivera (Anexo 3) y sus
respuestas fueron utilizadas para determinar su indice de reactividad al estrés (IRE)
al ser procesadas en la pagina web del Instituto de Psicoterapia Autogena y Centro
de Investigacion Psicosomatica (www.psicoter.es/tests/test-de-estres), mediante lo
cual fue obtenido el indice de cada individuo. Dichos indices han sido catalogados
de la siguiente manera: menores de 0,6 se consideran bajos; entre 0,6 y 1, medio-

alto y puntuaciones mayores de 1 demasiado altos (Gonzalez, 2006)

Cuestionario sobre eventos vitales de Holmes y Rahe:

A su vez, cada individuo fue interrogado sobre cada uno de los acontecimientos

sefalados en la escala de estrés psicosocial de Holmes y Rahe de eventos vitales
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(http://pacotraver.files.wordpress.com/2008/11/holmesyrahe.doc) (Anexo 4),
ocurridos durante los seis meses a un afio previos al estudio (Control) o al ACV
(Grupo ACV), a fin de determinar el nivel de estrés psicosocial, empleando la suma
de la puntuacion contemplada por la referida escala para cada evento; obteniéndose,
asi, las unidades de cambio vital (LCU, por sus siglas en idioma inglés) (Gonzalez,
2010). En este caso, se considerd que un puntaje de LCU menores a 150 con riesgo
leve de enfermedad, LCU entre 150 a 299 con riesgo moderado y mas de 300 LCU

como riesgo elevado, (http://en.wikipedia.org/wiki/Holmes_and_Rahe_stress_scale)

Obtencion de especimenes

Especimen de sangre: Tras un ayuno de 12 horas, a cada participante se le extrajo
entre 5y 10 cc de sangre, de una vena del antebrazo, después de ser mantenido en

reposo al menos unos 15 minutos.

Dicho espécimen fue trasvasado a un tubo de ensayo limpio, sin anticoagulante y en
éste fue trasladado al laboratorio de Bioquimica Clinica de la Escuela de Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes, donde se separo el suero mediante centrifugacion,
posterior a la coagulacién de dicho espécimen, de acuerdo a las recomendaciones
para la obtencion de muestras de calidad analitica para tal procedimiento (Moran,

2004).
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Esta muestra de suero fue distribuida en 3-5 alicuotas de 0,5 mL cada una en viales
Eppendorf de plastico de 1,5 mL y se preservaron a -24°C hasta el momento de la

realizacion de los ensayos correspondientes.

Determinaciones de laboratorio:

Con la finalidad de verificar los criterios de inclusion en cuanto a niveles de
parametros bioquimicos, a cada individuo de los integrantes de los grupos ACV y
control se les realizé la determinacién de los niveles basales de glicemia y perfil

lipidico, tal como se describe a continuacion:

Glicemia y Perfil lipidico: En las muestras de suero una vez obtenidas, o
conservadas a -24°C, se realizaron las determinaciones de glucosa y del perfil

lipidico: triglicéridos, colesterol total y fracciones.

Las determinaciones glucosa, triglicéridos y colesterol total se efectuaron utilizando
métodos enzimaticos; mientras que las fraciones HDL del colesterol fueron
determinadas mediante método monofase y las LDL por este método o se estimd
mediante la férmula de Friedewald, dependiendo de los niveles resultantes de

triglicéridos (Parra y Jonguitud, 2007).

Las determinaciones de los primeros 34 individuos fueron realizadas de forma

manual en el laboratorio de Bioquimica Clinica de la Escuela de Bioanalisis de la
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Universidad de Los Andes; utilizando reactivos Wiener (Anexos 5, 6, 7, 8 y 9), un
dispensador-dilutor automatico Gilford para el dispensado de muestras, calibradores,
sueros controles y reactivos; y un espectrofotometro Gilford Stasar IV para las
lecturas de las concentraciones; verificando la confiabilidad de las determinaciones
con el procesamiento simultdneo de sueros controles Randox en niveles dentro y

superior al rango de referencia de cada analito.

Las otras 30 mediciones se efectuaron de forma automatizada en el Laboratorio del
Hospital Sor Juana Ines de La Cruz de la ciudad de Meérida; utilizando un
autoanalizador Dimension Xpand de Dade Behring y reactivos, calibradores y sueros
controles de esta misma marca (Anexos 10, 11, 12 y 13). Estos ultimos en niveles
normales y elevados para cada parametro, procesados de forma simultanea fin de

verificar la confiabilidad de cada analisis.

De igual manera, a los individuos que cumplieron con los criterios de inclusion, se les
efectud la determinacion de los niveles basales de LDL oxidada y anticuerpos anti

HSP60, tal como se describe a continuacion:

LDL-oxidada: Con otras alicuotas de las muestras preservadas a -24°C se
realizaron las determinaciones de LDL-oxidada en el Laboratorio de Hormonas del
Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA) de la ciudad de
Mérida, mediante el método de ELISA, empleando reactivos de Biomédica Gruppe

(Anexo 14) (Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, A-1210 Wien,
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Divischgasse, 2010b), utilizando pipeta multicanal Brand Transferpette-8 de 10 a 100
uL para el dispensado de reactivos, incubator SI 18 Stuart Scientific para la
incubacién a 37°C, un lavador automatico BIOELISA WAFHER Biokit EL 50 para los
lavados correspondientes y un lector de ELISA TECAN Sunrise para la obtencion de

las absorbancias resultantes.

Cada determinacion fue realizada por duplicado y para evaluar la confiabilidad de la
determinacion fue procesado por triplicado un suero control valorado, provisto con el

kit de reactivos ya descrito.

Para el calculo de las concentraciones se utilizé una curva de calibracion elaborada
con las absorbancias resultantes de la determinacién por duplicado en los diversos

calibradores provistos con el kit de reactivos de Biomedica Gruppe.

Anticuerpos anti-HSP60: Con alicuotas similares a las anteriores se realizaron las
determinaciones por duplicado de anticuerpos anti HSP60 en el Laboratorio de
Hormonas del IAHULA mediante el método de ELISA, empleando reactivos de

Stresssgen Biotechnologies (Anexo 15) (Stressgen Biotechnologies Corp., 2008).

Para ello se utilizé6 una pipeta multicanal Brand Transferpette-8 de 10 a 100 uL para
el dispensado de reactivos, un rotador automatico Arthur Thomas Co. para los
periodos de incubacion a temperatura ambiente, un lavador automatico BIOELISA

WAFHER Biokit EL 50 para los lavados correspondientes y un lector de ELISA
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TECAN Sunrise para la mediciéon de las absorbancias resultantes. Procesando,
simultaneamente y por duplicado, los calibradores provistos con el kit de reactivos y
un material de control preparado para evaluar la confiabilidad del ensayo. Se
utilizaron las absorbancias resultantes de la determinacion en los diversos
calibradores para elaborar la grafica necesaria para obtener las concentraciones

correspondientes a cada paciente, tal como indica el fabricante.

Il ¢) Pruebas estadisticas

Se utilizé el software IBM SPSS version 21 para el disefio de la base de datos y

procesamiento de los analisis mediante estadistica descriptiva e inferencial.

Dependiendo de la naturaleza de las variables, se empled el estadistico t para
muestras independientes para la comparacion de medias; chi-cuadrado para
comparar la severidad y la incidencia de la enfermedad; correlacién de Pearson para
medir la relacién lineal entre variables; Odds Ratio para determinar factores de riesgo
y andlisis de correspondencia multiple para caracterizar los puntos de corte de los

factores de riesgo. La significancia estadistica se establecio si P<0,05.
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CAPITULO 1lI

ANALISIS DE LOS RESULTADOS



Matriz de datos por variable para pacientes con ACV y sus respectivos controles.

RESULTADOS
Tabla N° 1.

Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

o] o | Edad RE IRE IRE IRE Homesy | LDL-Oxidada | Anti-HSP60
S| & (afios) | vegetativo | emocional | cognitivo | conductual | IRE total | Rane (LCU) (ng/mL) (ng/mL)

S| @ acv] € Jacv] € [acv] € Jacv] € [acv] € Jacv] © Jacv[ Clacv] € [acv | ©
2 | F |82 |84| 040|080 060 |2100]060]|060]| 086 | 1,14 [058| 089 | 196 | 82 | 12500 | 3800 | 63502 | 14595
4| F |8 |83] 147|020 200 |000]|1,00|040]| 1,71 | 0,43 | 1,53 | 0,25 | 500 | 241 | 10750 | 3250 | 44695 | 23457
6 | F | 7473|180 |140| 200160320140 1,29 | 1,29 [ 1,94 | 1,42 | 553 | 28 | 7000 | 3900 | 41342 | 22690
8 | F |47 46| 127|073 220|040 (180|100 1,43 | 043 | 1,67 | 0,66 | 423 | 158 | 4000 | 13500 | 26945 | 21965
10| F | 81]80| 060|180 1,40 | 1,60 | 1,20 | 1,00 | 0,86 | 1,43 | 0,88 | 1,56 | 62 |153|18500 | 3900 | 32659 | 17197
12| F |49 | 48| 227 [040| 2,40 | 0,80 | 0,80 | 0,60 | 2,43 | 1,00 | 2,09 | 0,65 | 481 | 71 | 18250 | 8500 | 21676 | 12009
14| F |60]|62] 133|047 080 |200]|240]|1,00]| 2,29 | 1,00 | 1,47 | 075 | 141 | gg | 11000 | 8950 | 54768 | 27168
16| F [ 30|29 120|067 1,20 |100|140|080]| 1,00 | 1,29 [ 1,19 | 0,88 | 0 |171| 9600 | 10150 | 34249 | 33860
18| F | 82|80| 067|033 060|040 |140]|060]| 057 | 0,14 |0,75| 037 | 431 | 217 | 16800 4500 | 126590 | 15950
20| F |67 |65]073 (030 1,40 | 0,80 | 1,00 | 1,40 | 1,43 | 1,00 | 1,03 | 0,72 | 332 | 96 | 8600 | 13000 | 23844 | 17197
22| F |76 |77] 167|020 260 |020|060|0,20]| 2,43 | 043 |1,81|025 | 480 | 59 | 7900 | gopp | 53700 | 31604
24| F |86 (86| 080|073 120|040 |060]|160]| 1,71 | 043 [ 1,07 | 0,75 | 193 | 159 | 4500 | 10000 | 41422 | 16040
26| F | 45| 44| 118 [065]| 1,60 |072|125|0,85]| 1,51 | 0,85 | 1,35 | 0,74 | 284 | 122 | 13250 | 5500 | 97109 | 17589
28 | F | 65|65/ 147|040 200 |080|1,00]|060]| 1,71 | 1,00 | 1,53 | 0,65 | 316 | 80 | 9200 | 2200 | 35980 | 16260
30| F |67 67| 127020220 (020180020 1,43 | 043 | 1,67 | 0,25 | 369 | 140 | 18200 | 3800 | 34249 | 23200
32| F |8 |80] 073047 | 1,40 | 0,20 | 1,00 0,40 | 1,43 | 1,00 | 1,03 | 0,52 | 295 | 91 | 14100 3510 | 41342 | 13200
1| M| 73]75]020|033] 020 |060|100]|0,00]| 043 | 043 | 0,46 | 0,34 | 467 | 224 | 9950 | 7350 | 44075 | 97109
3| M]3 |37|087 |080| 1,8 | 060 |060]|060]| 1,71 | 043 | 1,25 0,66 | 382 | 160 | 6300 | 3950 | 23129 | 15896
5 | M| 73|73]013|007| 1,20 | 020 |040|000| 0,71 | 0,14 [ 061 | 0,10 | 115 | 38 | 6250 | 4950 | 23457 | 16621
7 | M |42 |45]| 046 | 007 | 1,00 | 0,40 | 0,80 | 0,80 | 1,43 | 1,14 [ 0,92 | 0,60 | 661 | 23 | 8400 | 3100 | 26805 | 22567
9 | M |58 |56|193]|027| 180 |060|1,60|040]| 3,14 | 0,29 | 212 | 0,39 | 305 | 170 | 8300 | 4250 | 20180 | 1387
11| M | 73|74]093|052]| 1,80 | 0,40 | 1,40 | 0,00 | 1,29 | 0,29 | 1,22 | 0,22 | 401 | 20 | 11500 | 5500 | 95890 | 34682
13| M | 60|59 233|027 1,00 | 020 |200]|040| 229 | 0,57 | 2,06 | 0,34 | 511 | 113| 7600 | 11000 | 33860 | 30636
15| M | 57 | 54 | 0,00 [0,27| 0,80 | 0,60 | 3,60| 0,40 | 1,14 | 0,29 | 0,94 | 0,39 | 443 | 171| 7950 | 4000 | 56954 | 31604
17| M | 65|64| 127 060 220|040 |140]|120]| 1,43 | 0,29 | 1,47 | 059 | 311 | 245 | 8500 | 3250 | 21676 | 14595
19| M | 69 | 66| 1,07 [ 053] 2,00 | 060 |1,00]|040]| 1,57 | 0,57 | 1,31 | 0,53 | 639 | 103 | 17800 | 6250 | 34249 | 31792
21| M | 40 | 38| 093|013 1,80 | 020 | 1,40 | 1,20 | 1,29 | 0,57 | 1,22 | 0,41 | 506 | 115 | 13040 | 4000 | 97129 | 24566
23| M |57 |57|000|013| 080 |020|360]|0,20] 1,14 | 0,29 | 0,94 | 0,20 | 600 | 28 | 12040 | 7750 | 65500 | 44219
25 | M | 71|69 | 1,07 [0,80| 2,00 | 080 |1,00]|060| 1,57 | 1,14 | 1,31 | 0,84 | 325 | 148 | 11250 | 5800 | 93360 | 13006
27| M | 58 | 58| 233|053 1,00 |080|200]|0,80]| 229 | 1,14 | 2,06 | 0,81 | 406 | 176 | 17000 | 4900 | 22690 | 15029
29 | M | 44 | 44| 087 [ 060 1,80 | 1,00 | 0,60 | 1,00 | 1,71 | 0,71 | 1,25 | 0,82 | 281 | 157 | 9250 | 6980 | y50g7 | 19942
31| M| 7270|046 | 067 1,00 | 0,60 | 0,80 | 1,20 | 1,43 | 1,00 | 0,92 | 0,81 | 423 | 135 | 10750 | 10800 | 44364 | 5139

Fuente: elaboracién propia.

Se muestran todos los resultados obtenidos en el estudio.

Para cada aspecto se presentan los datos por parejas de pacientes

(ACV) y control (C), correspondiendo los nimeros pares a mujeres y los impares a hombres
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Al aplicar la metodologia descrita anteriormente, se encontraron los resultados que

se presentan en tablas y graficos a continuacién, segun los analisis efectuados.

1. Comparacion del estrés psicosocial

Los resultados de la comparacion del estrés psicosocial, determinado mediante la

escala de Holmes y Rahe, se resumen en las tablas N° 2 y N° 3, y el Grafico N° 1.

Tabla N° 2.

Comparacioén del estrés psicosocial segun grupo.

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.

Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo

Escala de Holmes y
Rahe P

Media (DE) LCU

ACV

Control

369,75 (160,18) 0,000*

124,44 (63,28)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas

Nota: DE= desviacién estandar LCU= Unidades de Cambio Vital

El promedio de las LCU para los pacientes con ACV fue significativamente superior

P(0,000) al del grupo control.
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Tabla N° 3.
Comparacion del nivel de estrés psicosocial por grupo.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.

Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo
Nivel de estrés Psicosocial ACY Control =
(LCU) Total (%) | Total (%)
Bajo (< 150) 4 (12,50%) | 19 (59,38%)
0,000*
Moderado (150 - 299) 5(15,62%) | 13 (40,62%)
Alto (= 300) 23 (71,88%) | 0 (0,00%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas

El 71,88% de los pacientes con ACV presentd indices altos de estrés psicosocial,

mientras que en los controles el mayor porcentaje (59,38%) mostrd niveles bajos.
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Grafico N° 1
Niveles individuales de estrés psicosocial en pacientes con ACV y sus
respectivos controles.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Fuente: elaboracién propia LCU: Unidades de cambio vital

Se muestran las 32 parejas de individuos; donde el 93,75% (30 de los 32) de los
pacientes del grupo de ACV presenté mayor nivel de estrés psicosocial (en ULC) que

su respectivo individuo control.
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2. Comparacion del indice de reactividad al estrés

En las Tablas N° 4y N°5, y el Grafico N° 2 se presentan los resultados obtenidos al
efectuar la comparacién de cada uno de los componentes del indice de Reactividad
al Estrés (IRE) entre los pacientes con ACV isquémico y el grupo de control.

Tabla N° 4.
Comparacioén del puntaje del indice de reactividad al estrés por grupo.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA. Mérida-Venezuela.
Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo
indice
de reactividad al estrés ACY Control ]
Media (DE) | Media (DE)
IRE total 1,30 (0,45) | 0,61 (0,33) | 0,000
Vegetativo 1,05 (0,64) | 0,51(0,37) | 0,000*
Emocional 1,49 (0,60) | 0,60 (0,38) | 0,000
Cognitivo 1,35(0,81) | 0,68 (0,43) | 0,000
Conductual 1,52 (0,59) | 0,71 (0,38) | 0,000*

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas

Nota: DE= desviacion estandar
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Se puede observar que, para cada comparacion, los puntajes promedios de los
pacientes con ACV fueron superiores a los del grupo control, con significacién
estadistica P(0,000).

Grafico N° 2.
Diferencias absolutas y porcentuales del indice de reactividad al estrés entre
grupos ACV y control. Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

1 148,33% 160%
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indice de reactividad al estrés (diferencias entre ACV/Control)*

B Diferencia absoluta ~ ==@==Diferencia porcentual

Fuente: Calculos propios; *diferencias significativas P<0,05

Para el IRE total y cada uno de sus componentes la diferencia entre pacientes (ACV)
y controles fue superior al 100%, salvo el IRE cognitivo que alcanza un porcentaje de

98,53%.
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Tabla N° 5.

Comparacion del nivel de reactividad al estrés por grupo.

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.

Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo
Nivel de reactividad al estrés ACV Control P
Total (%) Total (%)

Bajos 2 (6,25%) | 15 (46,88%)
IRE total Medio altos 7 (21,88%) | 15 (46,88%) | 0,000*

Demasiado altos | 23 (71,88%) | 2 (6,25%)

Bajos 7 (21,88%) | 20 (62,50%)
Vegetativo  Medio altos 9 (28,13%) | 10(31,25%) | 0,000*

Demasiado altos | 16 (50,00%) | 2 (6,25%)

Bajos 1(3,13%) | 14 (43,75%)
Emocional  Medio altos 9(28,13%) | 16 (50,00%) | 0,000*

Demasiado altos | 22 (68,74%) | 2 (6,25%)

Bajos 13,13%) |12 (37,50%)
Cognitivo Medio altos 15 (46,88%) | 14 (43,75%) | 0,001*

Demasiado altos | 16 (50,00%) | 6 (18,75%)

Bajos 2 (6,25%) | 17 (563,12%)
Conductual Medio altos 4 (12,50%) | 8(25,00%) | 0,000*

Demasiado altos

26 (81,25%)

7 (21,88%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas

La mayoria de los pacientes con ACV presenta niveles demasiado altos de IRE tanto

total como en cada uno de sus componentes, mientras que en el grupo control la

mayoria presenta niveles bajos o medio-altos de los mismos.
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3. Comparacion de los marcadores bioquimicos.

La comparacién de los marcadores bioquimicos LDL oxidada y anticuerpos anti-
HSP60, entre el grupo con ACV vy el grupo de pacientes, se muestra en la Tabla N°6

y los Graficos N° 3, N° 4 y N° 5.

Tabla N° 6.
Comparacion de los marcadores bioquimicos por grupo.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo

MARCADOR
BIOQUIMICO

ACV Control

Media (DE) Media (DE)

LDL-oxidada ng/mL 10.800,94 (4.183,95) | 6.196,56 (3.054,24) | 0,000*

Anti-Hsp60 ng/mL 47.577,41 (27.165,25) | 22.367,84 (7.839,34) | 0,000*

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas

Nota: DE= desviacion estandar
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Para el LDL-oxidada y el anti-Hsp60 se observo diferencias en los valores promedios
de estos parametros en los grupos ACV vy control con P(0,000); siendo los

promedios mas elevado en el grupo de pacientes con ACV que en el grupo control.

Grafico N° 3.
Diferencias absolutas y porcentuales de los parametros bioquimicos entre
grupos ACV ycontrol.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Fuente: Calculos propios; *diferencias significativas P<0,05

En base a los valores promedios, la diferencia de los pacientes con ACV con
respecto al grupo control, para el anti-Hsp60 fue 112,70% y de 74,31% para el LDL-

oxidada.
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Gréafico N° 4
Niveles individuales de LDL-oxidada en pacientes con ACV y sus respectivos
controles.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Fuente: elaboracién propia Se muestran las 32 parejas de individuos: paciente y su respectivo control
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25 de los 32 (78,13%) pacientes con ACV mostraron mayor concentracion de LDL-

oxidada que sus respectivos controles.

Gréafico N° 5
Niveles individuales de anti-HSP60 en pacientes con ACV y sus respectivos
controles.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Fuente: elaboracién propia Se muestran las 32 parejas de individuos: paciente y su respectivo control
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31 de los 32 (96,88%) de los individuos del grupo con ACV isquémico presentaron

mayor concentracion de anticuerpos anti-HSP60 que su respectivo control.

4. Correlaciéon entre marcadores bioquimicos y psicoldgicos

Al considerar todos los individuos bajo estudio, es decir grupos ACV y controles en
conjunto para correlacionar cada una de las variables, se encontraron los resultados

que se muestran en la Tabla N° 7 y Grafico N° 4.

Tabla N° 7.
Correlacion entre marcadores bioquimico, estrés psicosocial e IRE. Facultad
de Farmaciay Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Marcadores bioquimicos

Estrés psicosocial e IRE

LDL-Oxidada Anti-HSP60

Estrés Psicosocial (LCU) r (0,40) P(0,001)* r (0,42) P(0,001)*

IRE-total r(0,40) P(0,001)* *
IRE-vegetativo r(0,33) P(0,008)* *
IRE-emocional r(0,39) P(0,002)* r(0,25) P(0,048)*
IRE-cognitivo r(0,31) P(0,012)* r(0,28) P(0,023)*
IRE-conductual r(0,35) P(0,005)* >
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Fuente: Calculos propios; * Correlacién significativa P<0,05, ** no significativa

La LDL-Oxidada presenté relacion lineal directa o positiva con el estrés psicosocial,
IRE-total y sus componentes: vegetativo, emocional, cognitivo y conductual. Para el
anti-HSP60 se observo correlacion lineal directa con las LCU, IRE-emocional e IRE-

cognitivo.

Grafico N° 6.
Correlacion entre LDL-oxidada y anti-HSP60.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Fuente: Calculos propios; * Correlacion significativa P<0,05

En diagrama de dispersion entre el LDL-oxidada y los anti-HSP60 muestra una

correlacién lineal directa con P(0,000) entre estos dos marcadores bioquimicos.
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1. Estrés psicosocial, indice de reactividad al estrés, LDL-Oxidada y anti-
HSP60 como factores de riesgo en la enfermedad cerebrovascular isquémica

(ACV).

Al considerar la mediana como punto de corte para cada una de las variables bajo
estudio (Tabla N° 8) y con éstos discriminar entre los grupos ACV y control,
estableciendo un punto de corte referencial que diferencie la incidencia de la
enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) y factor de riesgo, se presentaron los
resultados mostrados en las Tablas 9 a la 15 y el Grafico N° 7.
Tabla N° 8.
Puntos de corte percentil 50 para las variables en estudio

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Variables Percentil (50)

IRE Vegetativo (Puntos) 0,67
IRE Emocional (Puntos) 0,9
IRE Cognitivo (Puntos) 1

IRE Conductual (Puntos) 1,14
IRE total (Puntos) 0,86
Estrés Psicosocial (LCU) (Puntos) 184
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LDL-Oxidada (ng/mL) 7825
Anti-HSP60 (ng/dmL) 27138

Fuente: Calculos propios

La mediana para las LCU por Holmes y Rahe fue de 184 puntos, IRE-total 0,86
puntos, IRE-vegetativo 0,67 puntos, IRE-emocional 0,9 puntos, IRE-cognitivo un (1)
punto e IRE-conductual 1,14 puntos; para los parametros bioquimicos se tiene para

el LDL-oxidada 7.825 ng/mL y anti-HSP60 27.138 ng/mL.

Tabla N° 9.
Estrés psicosocial como factor de riesgo en la enfermedad cerebrovascular
isquémica (ACV).
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Estrés Grupo
psicosocial IC-OR
P OR
Holmes y Rahe ACV Control (Li-Ls)
(LCU)
Total (%) | Total (%)
=184 28 (87,50%) | 4 (12,50%) | 0,000* | 49** | 11,14 — 215,60
<184 4 (12,50%) |28 (87,50%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR (Odss Ratio)
significativo Li > 1
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Para valores de LCU = 184 se tiene 49 veces mas probabilidad de padecer ACV con
respecto a los que presentan niveles menores a este valor, siendo la incidencia

significativamente superior (87,50%) con P(0,000) en el grupo con ACV isquémico.

Tabla N° 10.
indice de reactividad al estrés como factor de riesgo en la enfermedad

cerebrovascular isquémica (ACV).
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo
IC-OR
IRE ACV Control P OR )
(Li-Ls)
Total (%) Total (%)

Vegetativo
> 0,67 23 (76,67%) | 7 (23,33%)

0,000* | 9,45* 2,94 - 30,36
<0,67 8 (25,81%) | 23 (74,19%)
Emocional
20,90 26 (81,25%) | 6 (18,75%)

0,000* | 18,78* 5,35-65,90
<0,90 6 (18,75%) | 26 (81,25%)
Cognitivo
=1 23 (69,70%) | 10 (30,30%)

0,002* | 5,62** 1,92 - 16,45
<1 9(29,03%) |22 (70,97%)
Conductual
>1,14 26 (78,79%) | 7 (21,21%)

0,000* | 15,48** | 4,57 -52,46
<1,14 6 (19,355) |25 (80,65%)
Total
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>0,86 28 (87,50%) | 4 (12,50%)
<0,86 4 (12,50%) |28 (87,50%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR (Odss Ratio)

0,000* | 49* 11,14 - 215,60

significativo Li > 1

Para valores del IRE-total = al punto de corte (0,86) la incidencia fue
significativamente (P=0,000) superior (87,50%) en individuos con ACV,
presentandose 49 veces mas probabilidad de presentar esta enfermedad que en
individuos con valores inferiores a este valor. Cada uno de los componentes del IRE
presentd mayor incidencia de individuos (significativas P<0,05) con niveles
superiores al punto de corte establecidos en el grupo con ACV isquémico.

Tabla N° 11.
Parametros bioquimicos como factor de riesgo en la enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV).
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA. Mérida-Venezuela.
Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Grupo

Parametros IC-OR

bioquimicos ACV Control (Li-Ls)

Total (%) Total (%)

LDL-Oxidada

>7.825ng/mL |24 (75,00%) | 8 (25,00%)
0,000* | 9,00** | 2,90 — 27,91
<7.825ng/mL | 8(25,00%) |24 (75,00%)

Anti-HSP60
227.138 ng/mL | 23 (71,88%) | 9 (28,12%)

0,001* | 6,53** | 2,20 — 19,42
<27.138ng/mL | 9(28,12%) |23 (71,88%)
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Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR (Odss Ratio )

significativo Li > 1
Para la LDL-oxidada la incidencia por encima del punto de corte de 7.825 ng/mL fue
significativamente superior (75%) con P(0,000) en el grupo con ACV; presentandose
9 veces mas probabilidad de presentar esta enfermedad en niveles superiores al
punto de corte. lgualmente, para anti-HSP60 se observé mayor incidencia de
individuos con valores superiores al punto de corte ( 27.138 ng/mL) en los pacientes
con ACV (71,88%) con diferencias significativas P(0,001), mostrando una
probabilidad de 6,53 veces de presentar enfermedad cerebrovascular isquémica
sobre al resultar sus niveles por encima del referido punto.

Grafico N° 7.
Andlisis de correspondencia multiple para puntos de cortes en la enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV).
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA. Mérida-Venezuela.
Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Diagrama conjunto de puntos de categorias
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Dimension 1
Normalizacion principal por variable.
En el espacio bidimensional se observa clara discriminacion entre los grupos ACV y
control y los puntos de cortes establecidos; para el cuadrante | y IV se tiene a los
pacientes con ACV relacionados con valores mayores o iguales a los puntos de
corte; mientras que para el cuadrante 1l y Il se tiene a los controles relacionados con
valores menores a los puntos de corte. Se observa mayor relacion entre el punto de
corte del IRE-Cognitivo y del LDL-oxidada.

Tabla N° 12.
Estrés psicosocial como factor de riesgo en la enfermedad cerebrovascular
isquémica (ACV) segun sexo.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
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Grupo

Estrés psicosocial IC-OR

ACV Control P OR .
(LCU) / sexo (Li-Ls)

Total (%) | Total (%)

Femenino
> 184 13 (86,67%) | 2 (13,33%)

0,000* | 30,33** | 4,35-211,49
<184 3(17,65%) | 14 (82,35%)
Masculino
> 184 15 (88,24%) | 2 (11,76%)

0,000* 105** | 8,55-1290,11
<184 1(6,67%) | 14 (93,33%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR (Odss Ratio) significativo Li > 1

Tomando el factor de riesgo segun sexo, para LCU = 184 en el Holmes y Rahe se
observa para el sexo femenino 30,33 y masculino 105 veces, mas probabilidad de

presentar ACV que aquellos con un puntaje menor a 184.

Tabla N° 13.
indice de reactividad al estrés como factor de riesgo en la enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV) en el sexo femenino.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
IRE | | P | OR | IC-OR
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Grupo (Li-Ls)
ACV Control
Total (%) Total (%)

Vegetativo
20,67 13 (72,22%) | 5 (27,78%)

0,008* | 13,00** | 2,07 — 81,49
< 0,67 2 (16,67%) | 10 (83,33%)
Emocional
=0,90 13 (72,22%) | 5 (27,78%)

0,011* | 9,53** 1,85 -49,20
<0,90 3(21,43%) | 11 (78,57%)
Cognitivo
=1 12 (66,67%) | 6 (33,33%)

0,037 | 5,00** 1,10 — 22,82
<1 4 (28,57%) | 10 (71,43%)
Conductual
21,14 12 (75,00%) | 4 (25,00%)

0,012* | 9,00** 1,82 — 44,59
<1,14 4 (25,00%) | 12 (75,00%)
Total
=>0,86 14 (77,78%) | 4 (22,22%)

0,001* | 21,00** | 3,26 — 135,48
< 0,86 2 (14,29%) | 12 (85,71%)

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR (Odss Ratio)

significativo Li > 1

Para el sexo femenino, se observé diferencias significativas en la incidencia de la
enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) para todos los puntos de cortes
establecidos del indice de reactividad al estrés; en cuanto al riesgo de presentar la
enfermedad (por valores iguales o mayores al punto de corte), la mayor probabilidad
se presenta para el IRE total.

Tabla N° 14.
indice de reactividad al estrés como factor de riesgo en la enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV) en el sexo masculino.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014
IRE | | P | OR | ICOR

Grupo

68



ACV Control (Li-Ls)

Total (%) Total (%)
Vegetativo
20,67 10 (83,33%) | 2(16,67%) | 4 009* | 10.83** | 1.79 — 65.55
<0,67 6 (31,58%) |13 (68,42%)| ’ ’ ’
Emocional
>0,90 13(92,86%) | 1(7.14%) | 5000* | 65" |6.00— 70367
< 0,90 3(16,67%) |15(83,33%)| ' ’ ’
Cognitivo
> 11(73,33%) | 4(26,67%) | (032* | 6.60* | 140 — 31.05
<1 5(29,41%) |12 (70,59%)| ’ ’ ’
Conductual
>1,14 14.(82,35%) | 3 (17.65%) | § 000 | 30.33* | 4.35 — 211.49
<1,14 2(13,33%) |13(86,67%)| ’ ’ ’
Total
> 0,86 14.(100,00%) | 0(0,00%) | ogo* 1 i
<0,86 2(11,11%) |16 (88,89%)|

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR significativo Li > 1

Nota: OR= Odss Ratio; 1/ no se puede calcular odds ratio
El sexo masculino presenté diferencias significativas para la incidencia de la
enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) con respecto a los puntos de corte
establecidos para el IRE. Cabe destacar la diferencia del IRE-total con P(0,000),
donde la incidencia para valores = 0,86 fue de 100% en el grupo con ACV en
contraste al 11,11% en valores < 0,86 y la mayor probabilidad (30,33) de padecer
ACV para el IRE-conductual, al estar expuestos a valores iguales 0 mayores a su

punto de corte de 1,14.

Tabla N° 15.
Parametros bioquimicos como factor de riesgo en la enfermedad
cerebrovascular isquémica (ACV) segun sexo.
Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la ULA.
Mérida-Venezuela. Periodo noviembre 2009 — octubre 2014

Parémetrosbioquimicos/‘ Grupo ‘ P ‘ OR ‘ IC-OR
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sexo ACV Control (Li-Ls)
Total (%) | Total (%)

Femenino

LDL-oxidada

=7.825 ng/mL
<7.825 ng/mL
Anti-HSP60

2 27.138 ng/mL
< 27.138 ng/mL
Masculino
LDL-oxidada
=7.825 ng/mL
<7.825 ng/mL
Anti-HSP60

= 27.138 ng/mL
< 27.138 ng/mL

13 (68,42%)
3 (23,08%)

13 (81,25%)
3 (18,75%)
11 (84,62%)

5 (26,32%)

10 (62,50%)
9 (37,50%)

6 (31,58%)
10 (76,92%)

3 (18,75%)
13 (81,25%)
2 (15,38%)

14 (73,68%)

9 (37,50%)
10 (62,50%)

0,029*

0,001*

0,003*

0,289

7,22**

18,78**

15,40**

2,78

1,44 - 36,22

3,18 - 110,84

2,50 - 95,05

0,66 - 11,62

Fuente: Calculos propios; * diferencias significativas en la incidencia de ACV; ** OR significativo Li > 1

Nota: OR= Odss Ratio

Se observa que, en el caso de la LDL-oxidada con P(0,029) en el sexo femenino y

P(0,003) en el masculino, mayor incidencia de valores superiores al punto de corte

de 7.825 ng/mL, en el grupo con ACV; mostrando 7,22 y 15,40 veces mayor ,

probabilidad de riesgo. Para el anti-HSP60 la diferencia solo se observo en el sexo

femenino con P(0,001), donde para valores = 27.138 ng/mL la incidencia se ubicé en

81,25% en el grupo de ACV; el riesgo fue de 18,78 veces mas al estar expuesta a

valores de anti-HSP60 = 27.138.

DISCUSION.
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2. Comparacion del estrés psicosocial

Al comparar los promedios de las LCU obtenidas al aplicar la escala de estrés
psicosocial de Holmes y Rahe a los pacientes con ACV y grupo control; los
resultados muestran que el nivel promedio del grupo con ACV fue superior respecto

al grupo control, con diferencias estadisticamente significativas (P(0,000)).

El nivel promedio del grupo de ACV resulté en 369,75 LCU, lo cual corresponde a un
estrés psicosocial elevado; en contraste al grupo control que presentd promedio de
124,44 LCU correspondiente a un nivel de estrés psicosocial bajo (ver Tabla N° 2).
Asi, al analizar la severidad del estrés psicosocial entre los grupos, mostrada en la
Tabla N° 3; se observé con P(0,000) que en el grupo de pacientes con ACV el mayor
porcentaje (71,88%) presentd niveles altos de estrés psicosocial, mientras que en el
grupo de controles la mayoria (59,38%) mostro niveles bajos y 40,62% moderados,

sin individuos en el nivel elevado (ver Tabla N° 3).

Si bien es cierto, el promedio de LCU del grupo ACYV es inferior a los encontrados por
Quintini (2008) en mujeres y Pefia (2009) en hombres con cardiopatia isquémica,
ambas investigaciones coinciden con la presente en que los niveles promedio del
grupo con la enfermedad fueron superiores al grupo de control aparentemente sano.

De acuerdo a lo postulado por Holmes y Rahe (1967), la mayoria de los pacientes
con ACV presentaban para el periodo de seis meses a un afo previos al ACV un

riesgo elevado a presentar enfermedad, en contraposicion al grupo control que en su
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mayoria presentd baja tendencia a enfermedad, o una tendencia moderada a la
misma (Tabla N° 3); evidenciandose, ademas en el Grafico N° 1 que al hacer la
comparacion individual del estrés psicosocial , el 93,5% de los integrantes del grupo
con ACV mostré mayor nivel de LCU que su respectivo individuo control con similar

edad e igual sexo.

En este sentido, cabe mencionar la investigacion de Fernandez et al. (2002) en un
grupo de individuos que habia padecido ACV isquémico, en el cual estudiaron los
eventos vitales sucedidos un afio previo al infarto cerebral; concluyendo que el estrés
psicosocial, derivado de acontecimientos vitales estresantes, aumentaba el riesgo a
padecer ACV, fundamentalmente en individuos hipertensos o con patrén de conducta
de tipo A. Asi mismo, en el trabajo de Mann (2011) se encontré que haber sufrido un

evento vital estresante importante en el afio anterior cuadruplicaba el riesgo de ACV.

Esto ultimo concuerda con la investigacion de Hoffman et al. (2004), donde fue

aplicada la escala de eventos vitales de Holmes y Rahe en individuos con ACV,

encontrando, que 36% de los individuos estudiados presentaron un evento adverso

ubicado dentro de los 10 primeros item de la referida escala.

3. Comparacion del indice de reactividad al estrés
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En la comparacién del indice de reactividad al estrés entre los grupos de pacientes
con ACV y controles (sanos); se observé diferencias significativas tanto para el IRE
total como para los distintos componentes del IRE con P(0,000) para cada
comparacion. En todos los casos, los indices promedio de los pacientes con ACV
fueron superiores a los del grupo control; y tanto el IRE Total como cada uno de sus
componentes presentaron niveles promedio en un nivel considerado alto mientras
que el caso del grupo control dichos promedios, estuvieron en el orden de bajo o
medio-alto (IRE total 1,30 ACV y 0,61 control; IRE-vegetativo 1,05 ACV y 0,51
control, IRE-emocional 1,49 ACV y 0,60 control, IRE-cognitivo 1,35 ACV y 0,68

control; y IRE-conductual 1,52 ACV y 0,71 control (ver Tabla N° 4).

En este mismo orden de ideas, el grafico N° 2 se presentan las diferencias absolutas
y porcentuales entre los grupos ACV y controles con relacion al indice de reactividad
al estrés total y en sus distintos componentes: para el IRE total la diferencia
porcentual fue de 113,11%; entre los componentes del IRE se tiene que la mayor
diferencia se observo para el IRE-emocional con 148,33%, seguido del IRE-
conductual 114,08%, IRE-vegetativo 105,88% e IRE-cognitivo 98,53%. Esto pone en
evidencia que los niveles del grupo de pacientes llegan a superar al doble de los

niveles presentados por el grupo control.

A su vez, al calcular los porcentajes segun las categorias del indice de reactividad al
estrés comparando los pacientes con ACV con los controles (sanos), se hallaron

diferencias con P(0,000) para el IRE total, IRE-vegetativo, IRE-emocional, IRE-
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Conductual y con P(0,001) para el IRE-cognitivo; donde para los pacientes con ACV
la mayoria presenta niveles demasiados altos, en cada uno de los componentes,
ubicandose el 71,38% IRE-total, 50% IRE-vegetativo, 68,74% IRE-emocional, 50%
IRE-cognitivo y 81,25% para el IRE-Conductual; mientras que para el grupo control la

mayoria presenta niveles bajos o medio- altos (ver Tabla N° 5).

Ahora bien, el indice de reactividad al estrés es catalogado por Gonzalez (1991)
como una variable tipica de los factores internos de estrés, relacionadas por las
respuestas del individuo, su adaptacion, defensa y neutralizacion del mismo;
actuando como un modulador de los sucesos vitales, que en niveles bajos los
atentan y en niveles elevados los potencian (Gonzalez, 2010). En el caso de la
muestra poblacional estudiada, pudiera decirse que el grupo con ACV isquémico
presenta una sinergia de los factores psicologicos del estrés en virtud que en su
mayoria presentan niveles elevados de sucesos vitales y reactividad al estrés, con lo
cual presentarian un indice global de estrés que los expone mayormente a procesos
patoldgicos que, en este caso, parece indicar esta representada por la enfermedad

cerebrovascular isquémica.

4. Comparacion de los marcadores bioquimicos.
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Al efectuar la comparacion estadistica de las concentraciones promedio de los
marcadores bioquimicos, se observa que para la LDL-oxidada y el anti-Hsp60
existieron diferencias en los valores promedios de estos parametros entre los
grupos ACV y control con P(0,000); dichas diferencias se reflejan en promedios de
concentracion mas elevado en los pacientes con ACV que el grupo control (el LDL-
oxidada con promedio de 10.800,94 ng/L para el grupo ACV y de 6.196,56 ng/mL en
el control; anti-Hsp60 con promedio de 47.577,41 ng/mL en los pacientes con ACV y

22.367,84 ng/mL en el control) (ver Tabla N° 6).

Las diferencias descritas anteriormente se presentan en el grafico N° 3 en valores
absolutos y porcentuales en base a los valores promedios de los pacientes con ACV
con respecto al grupo control, para el anti-Hsp60 la diferencia fue 112,70%, mientras
que para el LDL-oxidada fue de 74,31%; lo cual denota que las mismas son bien

marcadas.

De igual manera, los Graficos N° 4 y N° 5 muestran las diferencias individuales de la
concentracion de LDL-oxidada y anti-HSp60, respectivamente, entre cada pareja de
individuos (paciente del grupo ACV y su correspondiente individuo control de igual
sexo y similar edad). Los mismos indican que la mayoria de los pacientes (78,13%
para LDL-oxidada y 96,88% para anti-HSP60) presentan mayor concentracion de
ambos parametros.

Este hallazgo en las concentraciones de LDL-oxidada concuerdan con los estudios

efectuados por investigadores en otros tipos de enfermedades subsecuentes a
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aterosclerosis, como Holvoet et al. (1998) y Johnston et al. (2002) en pacientes con
enfermedad coronaria, los cuales presentaron niveles plasmaticos significativamente
elevados de LDL-oxidada, en comparacién con sujetos de control sanos. Al igual
que la investigacion de Sigurdardottir et al. (2002) donde fue detectada una relacion
entre las concentraciones plasmaticas de LDL-oxidada en pacientes con sindrome
metabdlico y cifras bajas de LDL-oxidada en pacientes sin factores de riesgo. Mas,
sin embargo, contrastan a los resultados de Boronat et al. (2005), en un estudio del
perfil lipidico y estado oxidativo en pacientes con enfermedad vascular periférica en
distintos estadios, donde no se encontraron niveles mayores de LDL-oxidada a
medida que progresa la patologia, lo cual fue atribuido a que los pacientes no
presentaban factores de riesgo afiadidos y que siendo conocedores de su

enfermedad tomaban en cuenta las recomendaciones lipidicas.

No obstante, Brito et al (2010) sefialan que la determinacion directa de la LDL-
oxidada en el plasma, o en el suero, es complicada, dada las posibles modificaciones
in vivo de las muestras y por la variedad de particulas, en diferentes niveles de
oxidacion, que pueden ser identificadas y cuya significancia, en términos predictivos
de enfermedad, es también potencialmente variable, ademas de la alta concentracion

de sustancias antioxidantes presentes en la sangre.

Por otro lado, estos autores sefalan que no hay correlacién con la cantidad de LDL-
oxidada en la placa aterosclerética, protegida en la intimidad del subendotelio; pues

estiman que en individuos sanos, la concentracién plasmatica media de LDL-oxidada
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sea de aproximadamente 0,1 ng/ug de la porcion proteica de la LDL, sugiriendo que
la localizacién primaria del analisis de interés podria no ser la circulacién (Brito et al,
2010). Lo cual es apoyado por Boronat et al. (2005 ) quienes cuestionan los niveles
circulantes de la misma debido a que, si la lipoproteina oxidada se deposita en el

espacio sub-intimo, no estaria en el plasma.

En cuanto a la concentracion de anticuerpos anti-HSP60, los valores promedio
superiores en el grupo con ACV (Tabla N° 6), asi como el alto porcentaje de este
grupo con mayor nivel que sus controles respectivos (Grafico N°5) concuerda con los
hallazgos de Quintini (2008) y Pefia (2009) en mujeres y hombres, respectivamente,
con cardiopatia isquémica. Asi como, Zhu (2001), demostraron una relacién
significativa entre los Anti-Hsp60 con la presencia y severidad de la enfermedad

angiograficamente significativa (>70% de obstruccion).

Por otra parte, Xiao et al. (2005) aportan los primeros datos que confirman la
asociacion entre altos titulos de Anti- Hsp60 y la arterioesclerosis carotidea temprana
indicando la posibilidad que ésta proteina esté involucrada en los procesos pro-

inflamatorios asociados con la patologia inicial del vaso sanguineo.

5. Correlacién entre marcadores bioquimicos y psicoldgicos
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Al efectuar los andlisis estadisticos de correlacion, considerando todos los individuos
bajo estudio, es decir pacientes ACV y controles como un solo grupo, se observé
que el LDL-Oxidada presentd relacion lineal directa o positiva con las LCU de la
escala de Home y Rahe P(0,001); el IRE-total P(0,001), IRE-vegetativo P(0,008),

IRE-emocional P(0,002), IRE-cognitivo P(0,012) e IRE-conductual P(0,005).

En el caso de los anticuerpos anti-HSP60, se observo correlacion lineal directa con el

estrés psicosocial P(0,001), IRE-emocional P(0,048), e IRE-cognitivo P(0,023).

Estas relaciones obedecen a la condicion de los individuos, es decir enfermos (ACV)
y sanos, e indica que a medida que incrementan el estrés psicosocial y el indice de
reactividad al estrés, las concentraciones de los parametros bioquimicos LDL-

Oxidada y anti-HSP60 se incrementa también y viceversa (ver Tabla N° 7).

En el Grafico N° 6 se presenta el diagrama de dispersion entre el LDL-oxidada y el
Anti-HSP60, el cual muestra una correlacion lineal directa con P(0,000), donde al
incrementarse el LDL-oxidada también se incrementa el Anti-HSP60 y viceversa.
Este hecho es concordante con lo sefialado por Delgado, Vasquez & Fernandez,
(2012) sobre la existencia de una interrelacion entre las LDL-oxidada y las HSP,
donde la LDL-oxidada, por si mismas, pueden desencadenar un aumento de la
expresion de HSP por parte de las células endoteliales. Asi como lo establecido por
Knoflach, Bernard & Wick (2005), en su teoria inmunoldgica de la aterosclerosis.

Considerando la LDL oxidada dentro de los estresores que generan la potenciaciéon
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de la expresion de anticuerpos contra la HSP60 al alterarla quimicamente e inducir

una reaccién autoinmune (Pena, 2009).

6. Estrés psicosocial, indice de reactividad al estrés, LDL-Oxidada y anti-
HSP60 como factores de riesgo en la enfermedad cerebrovascular isquémica

(ACV).

Al proceder a determinar puntos de corte que pudieran discriminar entre los grupos
ACV vy control, se lograron establecer puntos de corte referencial que diferencian la
incidencia de la enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) y factor de riesgo; tal

como se muestra en la Tabla N° 8.

En base a ello, para el estrés psicosocial, se tiene con P(0,000) diferencias
significativas en la incidencia de la enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV)
para el punto de corte establecido, donde para valores del LCU = 184 la incidencia
fue de 87,50% en contraste al 12,50% que se observé para valores < 184. Por otra
parte, para valores = 184 se tiene 49 veces mas probabilidad de parecer ACV con
respecto a los que presentan valores < 184 (ver Tabla N° 9). Esto indica que, si se
toman en cuenta los niveles de tendencia a enfermedad de Holmes y Rahe, en la
poblacién estudiada, con LCU en el orden de estrés psicosocial considerado
moderado hay casi un 50% de riesgo a padecer la enfermedad, lo cual pudiera

representar un hallazgo importante al respecto.
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Con relacion al indice de reactividad al estrés, se observd para el IRE total
diferencias significativas en la incidencia de la enfermedad cerebrovascular
isquémica (ACV) con P(0,000), donde para valores del IRE-total = 0,86 la incidencia
fue de 87,50% y para valores < 0,86 fue 12,50%; asimismo, para valores = 0,86 se
tiene 49 veces mas probabilidad de presentar ACV con relacién a los que presentan
valores < 0,86. Este resultado es idéntico al encontrado en el estrés psicosocial
medido mediante la escala de Holmes y Rahe. De igual manera, destaca que en la
poblacion estudiada bastan valores de indice de reactividad a estrés en el orden
medio-alto para incrementar casi en un 50% el riesgo a enfermedad cerebrovascular
isquémica. Esto pudiera tener una posible explicacion en la potenciacion que ejercen

los factores externos (estrés psicosocial) e internos (IRE) del estrés.

Para el resto de los componentes del IRE, se encontraron puntos de corte en nivel
alto para IRE-cognitivo (1) y el conductual (1,14) y en el orden medio-alto para y IRE-
emocional (0,9) y vegetativo (0,67) (ver Tabla N° 9). Se encontraron diferencias
significativas P<0,05 en la incidencia de ACV y factores de riesgo para todos los
puntos de corte establecidos; resultando que la incidencia y la aproximacion al riesgo
para valores mayores o iguales al punto de corte en el IRE-emocional fue de 81,25%
con Odss Ratio (OR) de 18,78, IRE-conductual 78,79% (OR 15,48), IRE-vegetativo

76,67% (OR 9,45) e IRE-cognitivo 69,70% (OR 5,62) (ver Tabla N° 10).

Para la LDL-oxidada se tiene diferencias significativas en la incidencia de la

enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) con P(0,000), donde para valores = al
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punto de corte hallado (7.825 ng/mL) la incidencia fue de 75%, a diferencia del 25%
para valores < 7.825 ng/mL; encontrandose que, para valores = 7.825 ng/mL se tiene

9 veces mas probabilidad de presentar ACV.

Con relacion a anticuerpos anti-HSP60 se observé con P(0,001) diferencias
significativas en la incidencia de ACV. Para valores = 27.138 ng/mL (punto de corte)
la incidencia fue de 71,88% y para valores < 27.138 ng/mL ésta se ubico en 28,12%.
Igualmente, para valores = 27.138 ng/mL se tiene 6,53 veces mas probabilidad de

presentar enfermedad cerebrovascular isquémica (ver Tabla N° 11).

Como se observé anteriormente, los puntos de corte establecidos fueron
significativos; sin embargo, sus resultados se muestran de manera individual, por ello
se realiz6 analisis de correspondencia multiple para mostrar todas las relaciones.
Asi, en el grafico N° 7 se presenta en el espacio bidimensional las relaciones de las
categorias establecidas por el punto de corte de cada variable asociada a estrés

psicosocial, IRE y marcadores bioquimicos.

En dicha gréfica, se observa clara discriminacién entre los grupos ACV y control y los
puntos de cortes establecidos. Para el cuadrante | y IV se tiene a los pacientes con
ACV relacionados con valores mayores o iguales al punto de corte; mientras que
para el cuadrante Il y 1l se tiene a los controles, relacionados con valores menores
al punto de corte. De manera que, en dicha grafica se observa la existencia de una

evidente diferenciacion entre los grupos ACV y control, segun los puntos de corte.; a
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la vez que, muestra una relacién entre el punto de corte del IRE-Cognitivo y del LDL-

oxidada.

Por otra parte, se determiné el factor de riesgo segun sexo, donde para LCU = 184
en el Holmes y Rahé se tiene para el sexo femenino y masculino 30,33 y 105 veces

mas probabilidad de presentar ACV con relacion al puntaje < 184 (ver Tabla N° 12)

Para el sexo femenino, se observé diferencias significativas en la incidencia de la
enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) para todos los puntos de cortes
establecidos del indice de reactividad al estrés; en cuanto al riesgo de presentar la
enfermedad por valores iguales o mayores al punto de corte se tiene para el IRE-
total 21, IRE-vegetativo 13, IRE-emocional 9,53, IRE-cognitivo 5 e IRE-conductual 9,

(ver Tabla N° 13)

El sexo masculino, al igual que el femenino, present6 diferencias significativas para
la incidencia de la enfermedad cerebrovascular isquémica (ACV) con respecto a los
puntos de corte establecidos para el IRE; sin embargo, cabe destacar la diferencia
del IRE-total con P(0,000), donde la incidencia de ACV para valores = 0,86 fue de
100% en contraste al 11,11% en valores < 0,86; y del IRE-emocional con P(0,000)
donde para valores = 0,90 la incidencia se ubic6 en 92,86 y para valores < 0,90 en
16,67%; en cuanto a las veces de padecer la enfermedad esta fue 65 IRE-emocional,
30,33 IRE-conductual, 10,83 IRE-vegetativo y 6,60 IRE-cognitivo al estar expuestos a

valores iguales o mayores al punto de corte (ver Tabla N° 14)
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En cuanto a los marcadores bioquimicos se observé diferencias en la incidencia de
ACV para la LDL-oxidada con P(0,029) en el sexo femenino y P(0,003) en el
masculino. Para valores = 7.825 ng/mL ésta, la incidencia fue de 68,42% y 81,25%
respectivamente; mientras que el riesgo fue de 7,22 y 15,40 veces mas para valores

de la LDL-oxidada = 7.825 ng/mL.

Por su parte, para el anti-HSP60 la diferencia solo se observé en el sexo femenino
con P(0,001), donde para valores = 27.138 ng/mL la incidencia se ubicé en 81,25% vy
para valores < 27.138 ng/mL en 18,75%; el riesgo fue de 18,78 veces mas al estar

expuesta a valores de anti-HSP60 = 27.138 (ver Tabla N° 15).

No se encontraron en la bibliografia investigaciones con las cuales contrastar de esta

investigacion a este respecto.
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CONCLUSIONES.

Dados los resultados obtenidos en la muestra objeto de estudio, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

Los individuos que han padecido ACV isquémico presentan niveles de estrés
psicosocial, indice de reactividad al estrés y de los marcadores bioquimicos

LDL- oxidada y anti-HSP60, mayores que los individuos sanos.

Existe una relacion directa y concordante entre los componentes del indice
global de estrés (estrés psicosocial y reactividad al estrés) y los marcadores
bioquimicos LDL-oxidada y anticuerpos contra la proteina de estrés (anti-
HSP60), que sugiere que estos tienen una relacion fisiopatogénica con el

ACV isquémico.

El estrés psicosocial e indice de reactividad al estrés, asi como los
marcadores bioquimicos LDL-oxidada y anti-HSP60 pueden ser propuestos

como factores de riesgo a ACV isquémico.

De alli que, es importante que la poblacion tome en cuenta medidas preventivas que

contribuyan al control de su indice de reactividad al estrés como modulador de su

estrés psicosocial, inductores de los factores bioquimicos asociados al estrés

oxidativo aqui estudiados y, por lo tanto de la enfermedad cerebrovascular

isquémica, de tal alta incidencia en la misma.
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS PARA EL PROYECTO: MARCADORES
BIOQUIMICOS DE ESTRES EN EL ACV: LDL OXIDADA Y ANTI HSP60

Propoésito de la investigacion en la que se empleard la muestra de sangre:

En la presente investigacion se tratara de determinar la frecuencia con que factores de
riesgo no tradicionales como serian los fendmenos psicolégicos del individuo tales como
Estrés Psico-social e Indice de Reactividad al Estrés se presentan como factor
predisponente de la enfermedad arteriosclerdtica, con consecuencia en ACV isquémico. Se
tratara de establecer la frecuencia e intensidad con que dicha enfermedad arteriosclerética
se haya relacionada con otro factor ya estudiado anteriormente en el estrés oxidativo, LDL
oxidada, conocida como “colesterol inmune”, y en el estrés quimico y térmico en células,
animales de experimentacion y en enfermedades en humanos como el cancer y
recientemente en la arterioesclerosis coronaria como es la proteina de estrés llamada “Heat
Shock Protein” (HSP) y particularmente un miembro de esta familia de proteinas, la HSP60
producida en situaciones de “estrés” en los diferentes érganos y tejidos. Ademas le sera
determinada el perfil lipidico del paciente y sus niveles de glicemia.

Riesgos:

Para obtener el material a analizar es necesario obtener una muestra de sangre (10 mL) que
sera extraida por el Licenciado en Bioanalisis que realiza esta investigacion

No existe ningun riesgo para el paciente o donante sano, adicional al que tiene cualquier
extraccion rutinaria de sangre.

La muestra sera procesada de inmediato y no se utilizara con propésitos diferentes a los
sefalados.

Confidencialidad:

Los datos personales de los pacientes o donantes sanos seran almacenados separadamente
de la muestra procesada y los datos clinicos y bioquimicos. De esta manera se asegura que
los resultados que deriven de este estudio solo se compararan con datos clinicos y
bioquimicos de pacientes o donantes sanos. En ningun caso se vincularan con la identidad y
se mantendran en absoluto anonimato.

CONSENTIMIENTO

Yo C.l: , declaro
conocer las normas de esta investigacion asi como los procedimientos del estudio y doy mi
consentimiento para que mi muestra de sangre sea utilizada con los propésitos sefialados.

Firma del (la) Paciente Firma del testigo Firma del Investigador
Nombre: Nombre: Prof. Norys Rodriguez
C.I: C.I: C.1.:9.584.155
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ANEXO 2

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

Caodigo Historia N°

DATOS PERSONALES Y SOCIOECONOMICOS

Nombres y
Apellidos

Edad [ ]sexo [ IrN

Direccion

Teléfono | | e-mail |

Profesion |

Asegurado IVSS | | CUAL

Ingreso familiar | |

DATOS CLINICOS

Fecha del ACV |

DIABETES [ | HIPERINSULINEMIA |
IAM [ ] HTA |
DISLIPIDEMIAS | | cUAL

HIPERGLICEMIA | | CAFE |

CIGARRILLO | | ALcoHoL |
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ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

ENFERMEDAD Trombdtica o tromboembodlica

ACTIVIDAD

FiSICA SEDENTARIO

MEDICAMENTOS |

OTRO DATO |

TOMOGRAFIA | Dopler
DATOS DE LABORATORIO

Quimica VR VR

Glicemia GPT

Urea LDH

Creatinina GOT

Colesterol T nT

TAG CK
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ANEXO 3
INDICE DE REACTIVIDAD AL ESTRES
© J.L. Gonzalez de Rivera
Nombre Cddigo

El estrés es una respuesta automatica del organismo ante situaciones que exigen
mayor esfuerzo de lo ordinario, o en las que puede suceder algo peligroso, nocivo o
desagradable. Cada persona tiene una serie de reacciones caracteristicas ante el
estrés, y algunas de las mas frecuentes se enumeran en la lista que sigue. Por favor,
marque las respuestas que le parecen mas préoximas a su forma habitual de
reaccionar en situaciones de estrés o tension nerviosa. Puede modificar o afadir algo
si lo desea. Gracias por participar en este estudio. Por favor, dirija los cuestionarios
asi como cualquier comentario o pregunta a:
Prof. J.L. Gonzélez de Rivera.
Centro de Psicoterapia & Investigacion Psicosomatica
Avenida de Filipinas, 52
28003 Madrid — Spain

. Inquietud, incapacidad de relajarme y estar tranquilo.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

. Pérdida de apetito.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

. Desentenderme del problema y pensar en otra cosa.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

. Ganas de suspirar, opresién en el pecho, sensacion de ahogo.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

OO0OO0OO0OO0OP OOOOCOW OOOOON OOOOCO -
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O0O0O00W 000000 OO0OO0OO0OON OOOOOO OOOCOOWG

OO0OO0OO0O0 =
- o

Oo0o0oo0oo0 -

. Palpitaciones, taquicardia.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Sentimientos de depresion y tristeza.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Mayor necesidad de comer, aumento del apetito.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Temblores, tics o calambres musculares.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Aumento de actividad.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Nauseas, mareos, inestabilidad.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Esfuerzo por razonar y mantener la calma.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente
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12. Hormigueo o adormecimiento en las manos, cara, etc..
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

O O0O0OO0O0

3. Molestias digestivas, dolor abdominal, etc
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

O0OO0OO00 =~

4. Dolores de cabeza.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

OO0OO0OO00 =

5. Entusiasmo, mayor energia o disfrutar con la situacion.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

OO0OO0OO00 =

6. Disminucioén de la actividad.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

OO0OO0OO00 =

7. Pérdida del apetito sexual o dificultades sexuales.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

Oo0OO0OO0O0 -~

8. Tendencia a echar la culpa a alguien o a algo.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

OO0OO0OO00 =
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19. Somnolencia o mayor necesidad de dormir.

N OOOOON OOOOON OOOOON OOOOON OOOCOON OOOCOO
&) R w N o

O O0O0OO0O0

1.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Aprension, sensacion de estar poniéndome enfermo.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

Agotamiento o excesiva fatiga.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Urinacién frecuente.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Rascarme, morderme las unas, frotarme, etc..

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Sentimientos de agresividad o aumento de irritabilidad.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Diarrea.

Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente
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26. Beber, fumar o tomar algo (chicle, pastillas, etc.).
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

O O0O0OO0O0

N
~

. Necesidad de estar solo sin que nadie me moleste.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

O O0O0OO0O0

N
oo

. Aumento del apetito sexual.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

O O0OO0OO0O0

N
(o]

. Ansiedad, mayor predisposicion a miedos, temores, etc.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

O O0O0OO0O0

w
o

. Tendencia a comprobar repetidamente si todo esta en orden.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

. Mayor dificultad en dormir.
Nada

Un poco

Moderadamente

Bastante

Mucho o extremadamente

OOOOOS O O0O0OO0O0

w
N

. Necesidad de ser aconsejado y de estar acompanado.
Nada
Un poco
Moderadamente
Bastante
Mucho o extremadamente

O O0O0OO0O0
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Nombre Caodigo

ANEXO 4

LA ESCALA DE ESTRES PSICOSOCIAL (Holmes y Rahe)

1 |Muerte del cényuge 100
2 | Separacion o divorcio 70
3 | Proceso judicial o problemas legales graves pudiendo terminar en 68
encarcelamiento
4 | Muerte de un familiar cercano 65
5 |Enfermedad o accidente que requiere guardar cama 55
6 | Contraer matrimonio 50
7 | Quedarse sin trabajo 47
8 |Retiro laboral 45
9 |Reconciliacién con el conyuge 45
10 | Enfermedad de un miembro de la familia o mejoria marcada de una 44
enfermedad crénica en un miembro de la familia
11 | Rotura de un noviazgo o relacion similar 42
12 | Embarazo 40
13 | Incorporaciéon de un nuevo miembro a la familia 39
14 | Muerte de un amigo 38
15| Cambio brusco de las finanzas familiares (en mas o en menos) 38
16 | Reajuste en la empresa o conflictividad laboral en la empresa en que trabaja 38
17 | Cambio en el tipo de actividad laboral 38
18 | Empréstito o hipoteca de mas de seis mil euros 38
19 |La esposa se queda embarazada 35
20| Cambio radical (en mas o en menos) en el numero de disputas familiares 35
21| Enamorarse o iniciar una nueva amistad intima y profunda 34
22 | El marido o la esposa pierde su empleo 33
23 |Mudanza 32
24 | Cambio de lugar de trabajo 31
25| Accidente o situacién de violencia fisica 30
26 | Un miembro de la familia deja de vivir en la casa familiar 30
27 |La esposa comienza a dejar de trabajar fuera de casa 29
28 | Peleas o desacuerdos con vecinos o familiares no residentes en la casa 28
familiar (o desaparicion de un estado de conflictividad habitual)
29 | Exito personal de gran envergadura 28
30 | Exdmenes 27
31| Promocion en el trabajo 27
32 | Peleas o desacuerdos con colegas y companeros de trabajo (o desaparicion 26
de un estado de conflictividad habitual)
33 | Reformas en la casa (importantes) 25
34 | Deterioro notable de la vivienda o del vecindario 25
35 | Cambio en las costumbres personales (de salir, vestir, de estilo de vida, etc.) | 24
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36 | Cambio importante en las horas o condiciones de trabajo 23
37 | Cambio en las opiniones religiosas 22
38 | Cambio en las opiniones politicas 22
39 | Modificaciones en la vida social (en mas o en menos) aparte de los posibles 20
cambios en las costumbres o habitos personales
40| Cambio en la manera o duracién del suefio 18
41| Cambio en la frecuencia de reuniones familiares 17
42 | Cambio en las costumbres alimenticias o apetito 16
43| Vacaciones fuera de casa 15
44 | Fiestas de Navidad y Reyes o su equivalente 13
45 | Problemas legales menores (incluyendo sanciones de trafico) 11
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ANEXO 5

Glicemia

enzimatica

Método enzimatico para la determinacion de glucosa
en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La patologia mas comin relacionada con el metabolismo de
los hidratos de carbono es la diabetes mellitus. El diagnosti-
co precoz y el control de los pacientes diabéticos, tienen por
objeto evitar la cetoacidosis y las complicaciones de los sin-
tomas resultantes de la hiperglicemia, mediante el tratamien-
to adecuado.

Dado que existen multiples factores causales de hiper o hipo-
glicemia, debe considerarse en cada caso la condicion fisio-
lbgica y/o la patologia presente en el paciente en cuestion.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema de reaccion es el siguiente:

glucosa + 0, + HO > acido gluconico + H,O,

2H,0, + 4-AF + fenol B > quinona coloreada + 4 H,O
REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de 4-aminofenazona 25 mmol/l en
Buffer Tris 0,92 moll.

B. Reactivo B: solucion de fenol 55 mmol/l.

C. Reactivo C: solucion de glucosa oxidasa (1000 U/ml) y
peroxidasa (120 U/ml).

S. Standard: solucion de glucosa 1 g/.

Concentraciones finales

GOD ... ....=3000ULAN
= 400UN
.1,25mM
Fenel o s R R 2 Ta v
REACTIVOS NO PROVISTOS

Agua destilada. Ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

INSTRUCCIONES PARASUUSO

Standard: listo para usar.

Reactivo A: listo para usar.

Reactivo B: listo para usar. Ver PRECAUCIONES.
Reactivo C: homogeneizar por inversion antes de usar, evi-
tando la formacion de espuma.

Reactivo de Trabajo: de acuerdo al volumen de trabajo, co-
locar en una probeta 500 partes de agua destilada, 50 partes
de Reactivo A, 50 partes de Reactivo B y llevar a 1000 partes
con agua destilada. Agregar 3 partes de Reactivo C previa-
mente homogeneizadas. Mezclar por inversion, sin agitar. Ro-
tular y fechar.

Pueden prepararse distintas cantidades respetando las pro-

porciones antedichas. Es importante ademas, respetar el or-
den de agregado de los reactivos y asegurar una perfecta
homogeneizacion de los mismos, a fin de que el Reactivo B
no deteriore el Reactivo de Trabajo.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnostico “in vitro®.

El Reactivo B (fenol) es toxico e irritante. R36/38: irrita los
ojos y la piel. R25: taxico por ingestion. 524/25: evitese el
contacto con los ojos y la piel. 537/39: usar guantes adecua-
dos y proteccion para los ojos/la cara.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reaclivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
Reactivo de Trabajo: en refrigerador (2-10°C) y en frasco
color caramelo es estable un mes a partir de la fecha de su
preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Durante el uso, el Reactivo de Trabajo puede desarrollar un
ligero color rosado que no afecta su funcionamiento siempre
gue se procese un Blanco con cada lote de determinaciones
y un Standard periodicamente. Desechar cuando las lecturas
del Blanco sean superiores a 0,160 D.O. o las lecturas del
Standard sean anormalmente bajas.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: se debe obtener suero o plasma de la ma-
nera usual. Cuando no es posible extraer sangre venosa o en
casos de extrema urgencia, la determinacion se puede reali-
zar en sangre capilar.

b) Aditives: en caso de que la muestra a emplear sea plas-
ma, se recomienda el uso de Anticoagulante G de Wiener
lab. para su obtencion (el mismo contiene fluoruro como con-
servador).

c) Sustancias interferentes conocidas: los sueros o plasmas
con hemolisis visible o intensa deben ser desproteinizados.
No se observan interferencias por: bilirubina hasta 200 mg/,
acido ascorbico hasta 75 mg/l, acido drico hasta 200 mgll,

870560022 /00 p. i
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hemdlisis ligera.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: los
hematies y leucocitos son los responsables de la destruc-
cion enzimatica de la glucosa sanguinea, siendo maxima a
37°C, razon por la cual debe centrifugarse la sangre dentro de
las dos horas posteriores a la extraccion, hasta obtener un
sobrenadante limpido y transferir a otro tubo para su conser-
vacion. En estas condiciones la glucosa es estable 4 horas a
temperatura ambiente o 24 horas refrigerada (2-10°C).

En caso de no poder procesarse la muestra de la forma antes
indicada, debera adicionarse un conservador en el momento
de la extraccion para inhibir la glucalisis.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro o fotocolorimetro.

- Material volumétrico adecuado.

- Frasco de vidrio color caramelo.

- Tubos o cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.
- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotometro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 10 minutos

- Volumen de muestra: 20 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo: 2 ml

- Volumen final de reaccion: 2,02 ml

Los volimenes de Muestra y de Reactivo pueden variarse

proporcionalmente (Ej.: 50 ul de Muestra + 5 ml de Reactivo

de Trabajo).

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco) S (Standard) y D (Des-
conocido) colocar:

B S D
Standard - 20ul -
Muestra - - 20ul
Reactivo de Trabajo 2 ml 2ml 2ml

Incubar 10 minutos en bafo de agua a 37°C. Luego leer en
espectrofotometro a 505 nm o en fotocolorimetro con filtro
verde (490-530 nm) llevando el aparato a cero con el blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion final es estable 1 hora, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DELOS RESULTADOS
1.00g/1

glucosagl=Dxf donde f = ————
S

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de glicemia, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Se analizaron con Glicemia enzimatica, 120 muestras de
individuos en ayunas, de ambos sexos, con edades com-
prendidas entre 20 y 45 afios, provenientes de la ciudad de
Rosario (Argentina), sin sintomas de diabetes o cualquier otra
enfermedad aparente. Se encontrd que el 95% de los resulta-
dos cubrieron el siguiente rango:

Suero o plasma: 0,70a 1,10g/

En la literatura (Tietz, N.W.) se menciona el siguiente rango
de referencia:

Suero o plasma: 0,74- 1,06 gN

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia, teniendo en cuenta sexo, edad habitos
alimenticios y otros factores.

CONVERSION DE UNIDADES
Glucosa (g/l) = Glucosa (mg/dl) x 0,01
Glucosa (mg/dl) x 0,0555 = Glucosa (mmol/)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Los reductores disminuyen la respuesta de color, mientras
que los oxidantes colorean el Reactivo aumentando los Blan-
cos. Dichos agentes son frecuentemente encontrados en el
agua destilada empleada para preparar el Reactivo de Traba-
jo, por lo que se recomienda controlar la calidad de la misma.
Los detergentes, metales pesados y cianuros son inhibido-
res enzimaticos.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las miamas
muestras en 10 dias diferentes, se obtuvo lo siguiente:

Nivel DS. C.V.
1,000/ 0,022 g1 237 %
2,00g/ £0,030g1 1,50 %

b) Recuperacion: agregando cantidades conocidas de glucosa a
distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre 99y 101%.
c) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 4,5 g/l. Para valo-
res superiores, diluir 1/2 la solucion coloreada final con el
Reactivo de Trabajo y repetir la lectura multiplicando el resul-
tado final por dos.

d) Exactitud: empleando el método de la hexoquinasa como
referencia, se observa que la comelacion estadistica entre am-
bos métodos es excelente (r= 0,99).

e) Sensibilidad: el minimo limite de deteccion es 0,0054 g/l y
la sensibilidad analitica es de 0,042 g/l.

PRESENTACION
- 1000 ml (Cod. 1400101)

BIBLIOGRAFIA
-Henry, R.J.; Cannon, D.C; Winkelman, J. - Clinical Chemistry,

870560022 /00 p. 29
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ANEXO 6

Colestat

enzimatico

Método enzimatico para la determinacion de colesterol
en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

La determinacion de colesterol en forma aislada tiene utilidad
diagnostica limitada. Se ha visto que el colesterol es uno de
los factores contribuyentes a la formacion de ateromas dado
que las complicaciones arterioscleroticas prevalecen en indi-
viduos hipercolesterolémicos.

Estudios epidemiologicos demuestran que el riesgo de con-
traer enfermedad cardiaca coronaria para individuos de mas
de 40 aifios con colesterolemia menor a 2,10 g/l es 3 veces
menor que entre individuos con mas de 2,30 g/l y 6 veces
menor que entre individuos con mas de 2,60 g/l.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema reaccional es el siguiente:

esteres de colesterol h—>| colesterol + acidos grasos

CHOD
colesterol + O, —————>colesten-3-ona + H,O,

H.0, + 4-AF +fenol > quinona coloreada + H,0
REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de 4-aminofenazona 25 mmol/l.

B. Reactivo B: solucion de fenol 55 mmol/.

C. Reactivo C: suspension conteniendo lipasa fungal 300 L/,
colesterol oxidasa (CHOD) 3 U/ml y peroxidasa (POD) 20 U/mil.
S. Standard: solucion de colesterol 2 g/l

Concentraciones finales

CHOD ... —..260UA
POD ..... .= 400UA
T S 1,25 mmoli
BH G R R SR s T A0 A 2 amb:)

REACTIVOS NO PROVISTOS
Agua destilada. Ver LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

INSTRUCCIONES PARASU USO

Standard: mezciar por inversion antes de usar.

Reactivo A: listo para usar.

Reactivo B: listo para usar. Ver PRECAUCIONES.
Reactivo C: homogeneizar por inversion antes de usar, evi-
tando la formacion de espuma

Reactivo de Trabajo: segin el volumen de trabajo colocar
en una probeta 50 partes de agua destilada, 5 paries de Reac-
tivo A, 5 partes de Reactivo B y llevar a 100 partes con agua
destilada. Agregar 2 partes de Reactivo C previamente homo-

geneizadas. Mezclar por inversion, sin agitar. Rotular y fe-
char.

Pueden prepararse distintas cantidades respetando las pro-
porciones establecidas. Es importante ademas, respetar el
orden de agregado de los reactivos y asegurar una perfecta
homogeneizacion de los mismos, a fin de que el Reactivo B
no deteriore el Reactivo de Trabajo.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnostico "in vitro®.

El Reactivo B (fenol) es toxico e irritante. R36/38: irrita los
ojos y la piel. R25: toxico por ingestion. S24/25: evitese el
contacto con los ojos y la piel. S37/39: usar guantes adecua-
dos y proteccion para los ojos/la cara.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD EINSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
Reactivo de Trabajo: en refrigerador y en frasco de vidrio
color caramelo es estable 1 mes a partir del momento de su
preparacion.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOS

Durante el uso, el Reactivo de Trabajo puede desarrollar un
ligero color rosado que no afecta los resultados siempre que
se procese un Blanco con cada lote de determinaciones y un
Standard periodicamente. Desechar cuando las lecturas del
Blanco sean supenores a 0,160 D.O. o las lecturas del Stan-
dard sean anormalmente bajas.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: se debe obtener suero o plasma de la ma-

nera usual.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plas-

ma, se recomienda Unicamente el uso de heparina como an-

ticoagulante para su obtencion.

c¢) Sustancias interferentes conocidas:

- Excepto la heparina, los anticoagulantes comunes interfie-
ren en la determinacion.

- Los sueros con hemolisis visible o intensa producen valores
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falsamente aumentados por lo que no deben ser usados.
- En sueros fuertemente hiperlipemicos puede observarse tur-
biedad: en tal caso, diluir el volumen final de reaccion a 1/2
0 1/3 con Blanco de reactivos, repetir la lectura y multiplicar
el resultado por el factor de dilucion.
- Nointerfieren: bilimubina hasta 200 mg/, acido ascorbico hasta
75 mg/l, acido (rico hasta 200 mg/, ni hemalisis ligera.
Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente metodo.
d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el co-
lesterol en suero es estable 1 semana en refrigerador (2-10°C)
¥y 2 meses congelado, sin agregado de conservadores.

MATERIAL REQUERIDO (no provisio)

- Espectrofotometro o fotocolorimetro.

- Micropipetas, pipetas y material volumetrico adecuados.

- Frasco de vidrio color caramelo.

- Tubos o cubetas espectrofotoméetricas de caras paralelas.
- Baho de agua a 37°C (opcional).

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotometro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 15 minutos

- Volumen de muestra: 20 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo: 2 ml

- Volumen final de reaccion: 2,02 mi

Los volimenes de Muestra y Reactivo pueden aumentarse o

disminuirse proporcionalmente (Ej.: 10 ul de Muestra + 1 ml

de Reactivo de Trabajo o 50 ul + 5 ml).

PROCEDIMIENTO

En tres tubos de fotocolorimetro o cubetas espectrofoto-
meétricas marcadas B (Blanco), S (Standard) y D (Desco-
nocido), colocar:

B s D
Standard = 20ul -
Muestra - - 20ul
Reactivo de Trabajo 2 ml 2mi 2mi

Incubar 15 minutos en bafo de agua a 37°C o 30 minutos
atemperatura ambiente (25°C). Leer en fotocolorimetro con
filtro verde (490-530 nm) o en espectrofotometro a 505 nm,

llevando el aparato a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion final es estable dos horas, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
2,00gn

colesterol (g/) =D x { dondef=

CONVERSION DE UNIDADES

colesterol (g/1) = colesterol (mg/dl) x 0,01
colesterol (mmolfl) = colesterol (g/) x 2,59
colesterol (g/) = colesterol (mmol) x 0,39

METODO DE CONTROL DE CALIDAD
Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de colesterol, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
El panel de expertos del National Cholesterol Education Pro-
gram (NCEP) provee los siguientes valores de colesterol:

Deseable: <2,00 g1
Moderadamente aito: 2,00 - 2,39 g/l
Elevado: 22,40 g1

No obstante, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Otras causas de resultados erroneos son:

- Los reductores disminuyen la respuesta de color mientras
que los oxidantes colorean el Reactivo aumentando los Blan-
cos. Dichos agentes son frecuentemente encontrados en el
agua destilada empleada para preparar el Reactivo de Tra-
bajo, por lo que se recomienda controlar la calidad de la
misma.

- Los detergentes, metales pesados y cianuros son inhibido-
res enzimaticos.

- Incubacion incorrecta. El nivel del agua en el baio no debe
ser inferior al de los reactivos en los tubos.

- Uso del Standard de un equipo con los reactivos de otro. Los
reactivos y el Standard de cada equipo forman un conjunto
perfectamente controlado y estandarizado.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de las mismas
muestras en 10 dias diferentes, se obtuvo:

Nivel DS. C.v.
1,57 A +0,033g1 232%
29094 +0,065 g/ 223%
471 g4 +0,102 g1 213%

b) Recuperacion: agregando cantidades conocidas de co-
lesterol a distinios sueros, se obtuvo una recuperacion enire
98y 101%, para todo nive! de colesterol entre 1,90y 4,79 g/.
c) Limite de deteccion: depende del fotometro empleado y
de la longitud de onda. De acuerdo con la sensibilidad re-
querida, el cambio minimo de concentracion detectable para
0,001 D.O. sera aproximadamente de 0,007 g/.

d) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 5 g/l. Para valores
superiores, diluir 1/2 con el Blanco y repetir la lectura muitipli-
cando el resultado final por 2.

PRESENTACION
-250 ml (Cod. 1220101)
- 1000 ml (Cod. 1220102)
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ANEXO 7

HDL Colesterol
F

/ §

Reactivo precipitante (acido fosfotungstico) para la se-
paracién de las Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL)
en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que
contienen cantidades vanables de colesterol, tnglicéridos, fos-
folipidos y proteinas.

Los fosfolipidos, el colesterol libre y las proteinas constituyen
la superficie externa de la particula lipoproteica, mientras que
su core contiene en mayor proporcion colesterol esterificado
y triglicéridos.

Estas particulas solubilizan y transportan el colesterol en el
torrente sanguineo.

La proporcion relativa de proteina y lipido determina la densi-
dad de estas lipoproteinas y proveen las bases sobre las cua-
les establecer una clasificacion. Estas clases son: quilomi-
crones, proteinas de muy baja densidad (VLDL), proteinas de
baja densidad (LDL) y proteinas de alta densidad (HDL).
Numerosos estudios clinicos han demostrado que las dife-
rentes clases de lipoproteinas tienen distintos y vanados efec-
tos en el riesgo de enfermedad coronaria.

La funcion principal de las HDL en el metabolismo lipidico es
la captacion y transporte de colesterol desde los tejidos peri-
féricos al higado en un proceso conocido como transporte
reverso de colesterol (mecanismo cardioprotectivo).

EIHDL colesterol bajo, esta asociado con un alto riesgo de
enfermedad cardiaca. Por este motivo la determinacion de
HDL colesterol es una herramienta util en la identificacion de
individuos de alto nesgo.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se separan precipi-
tando selectivamente las lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL) mediante el agregado de acido fosfo-
tungstico en presencia de iones magnesio.

Las HDL quedan en el sobrenadante separado por centrifuga-
cion, donde se realiza la determinacion del colesterol ligado a
las mismas, empleando el sistema enzimatico Colesterol oxi-
dasa/Peroxidasa con colorimetria segun Trinder (Fenol/4-AF).

REACTIVOS PROVISTOS
Reactivo Precipitante: solucion de acido fosfotingstico
0,44 mmol/l y cloruro de magnesio 20 mmol/l.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Colestat enzimatico o Colestat enzimatico AAlliquida,
provistos separadamente por Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO
El Reactivo Precipitante se provee listo para su uso.

PRECAUCIONES
El reactivo es para uso diagnéstico "in vitro".

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

El Reactivo Provisto es estable a temperatura ambiente (< 25°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORODELOS
REACTIVOS

Cualquier indicio de contaminacion bacteriana puede ser sig-
no de deterioro de los reactivos.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera habitual.
b) Aditivos: en caso de utilizar plasma, recogerlo Unicamen-
te con heparina.

c) Sustancias interferentes conocidas: anticoagulantes dis-
tintos de la heparina y bilirubinemia mayor de 50 mg/l son
causas de interferencia.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: se-
parar el suero dentro de la hora de la extraccion. Las Lipid
Research Clinics recomiendan refrigerar la muestra hasta la
realizacion del ensayo. La conservacion de las muestras a
temperatura ambiente altera la composicion lipoproteica de
las muestras adn antes de las 24 horas. Algunos autores
mencionan estabilidad de 3 dias a 4°C que se prolongan al
congelar, pero existe mucha vanabilidad entre muestras dife-
rentes, por lo que se recomienda mantener la muestra refrige-
rada y procesar dentro de las 24 horas.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas capaces de medir los volimenes
indicados.

- Tubos de Kahn.

- Cubetas espectrofotométricas de caras paralelas.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotdometro o en fotoco-
lorimetro con filtro verde (490-530 nm).

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 35 minutos
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- Volumen de muestra: 200 ul

- Volumen de Reactivo Precipitante: 500 ul

- Volumen de Sobrenadante: 200 ul

- Volumen de Reactivo de Trabajo de Colestat enzimatico o
Colestat enzimatico AA/liquida: 2 ml

- Volumen final de reaccion: 2,2 ml

PROCEDIMIENTO

En un tubo de Kahn medir 200 ul de muestra, y agregar
500 ul de Reactivo Precipitante. Homogeneizar agitando
(sin invertir) durante 20 segundos y dejar 10 minutos en
reposo a temperatura ambiente. Centrifugar 15 minutos a
3.000 r.p.m. 0 2minutos a 12.000 r.p.m. Usar el sobrena-
dante limpido como muestra. En tres tubos de fotocolori-
metro marcados B, S y D, colocar:

B S D
Sobrenadante - - 200 ul
Standard - 20ul -
Reactivo de Trabajo 2ml 2ml 2ml

Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C si se usa el Reactivo
de Trabajo de Colestat enzimatico AAlliquidao 15 mi-
nutos a 37°C cuando se usa el de Colestat enzimatico.
Retirar del bafio y enfriar. Leer a 505 nm en espectrofoto-
metro o en colorimetro con filtro verde (490-530 nm), lle-
vando a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccion es estable 2 horas por lo que la absor-
bancia debe ser leida dentro de ese lapso.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
0,762

HDL Colesterol (g/) =D x f f= =

VF, VR, Vg
0,762=2g/lx X u
Vu VR, Ve

donde:

VF_ = volumen final de extracto = 0,7 mi

V,, = volumen de muestra procesada = 0,2 ml

VR, = volumen de reaccion con extracto = 2,2 ml
VR, = volumen de reaccion con Standard = 2,02 ml
V. = volumen de Standard en la reaccién = 0,020 ml

V¢ = volumen de extracto en la reaccion = 0,2 ml

Si se emplean volimenes de Reactivo diferentes de 2 ml el
factor 0,762 varia y debe ser calculado nuevamente, reempla-
zando en la formula VR_y VR..

VALORES DE REFERENCIA

El panel de expertos del National Cholesterol Education
Program (NCEP) provee los siguientes valores de HDL coles-
terol:

0,40-0,60g/

Es recomendable que cada laboratorio establezca sus pro-
pios valores de referencia. No obstante, valores mayores de
0,40 g/l se consideran recomendables y los que se encuen-
tren por encima de 0,60 g/l se han considerado como
protectivos. Por el contrario, valores de HDL colesterol por
debajo de 0,40 g/l se consideran como indice significativo de
nesgo de enfermedad cardiaca coronaria.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

- La exactitud y precision dependen fundamentalmente de la
observacion de las condiciones de precipitacion.

- Muestras con trigliceridemia superior a 10 g/l pueden dificul-
tar la precipitacion fraccionada dando lugar a sobrenadan-
tes turbios o a una capa de lipoproteinas que flotan sobre la
superficie. En tal caso, diluir la muestra al 1/2 con solucién
fisiologica y repetir la precipitacion. El resultado obtenido
debera muiltiplicarse por 2.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando replicados de una misma
muestra en el dia se obtienen los siguientes valores:

Nivel DS. CV.
0,32 g/l £0,011 g/l 34%
0,68 g/l +0,024 g/l 35%

b) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 5 g/l.

PRESENTACION
Equipo para procesar 200 muestras (Cod. 1220108).

Wiener lab. provee ademas:

- Colestat enzimatico

- 250 ml de Reactivo de Trabajo

- 1000 ml de Reactivo de Trabajo
- Colestat enzimatico AA

-=1x 100 ml

-4 x 100 mi

- Colestat enzimatico AA liquida
-6 x 60 ml

-4 x 100 mi

-2 x 500 ml
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ANEXO 8

C€

LDL Colesterol

monofase AA

Para la determinacion de LDL colesterol en suero o plas-
ma

SIGNIFICACION CLINICA

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas esféricas que
contienen cantidades variables de colesterol, triglicéridos, fos-
folipidos y proteinas. Estas particulas solubilizan y transpor-
tan el colesterol en el torrente sanguineo.

La proporcion relativa de proteina y lipido determina la densi-
dad de estas lipoproteinas y provee las bases sobre las cua-
les establecer una clasificacion. Estas clases son: quilomi-
crones, lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL - Very Low
Density Lipoproteins), lipoproteinas de baja densidad (LDL -
Low Density Lipoproteins) y lipoproteinas de alta densidad (HDL
- High Density Lipoproteins). Numerosos estudios clinicos han
demostrado que las diferentes clases de lipoproteinas tienen
distintos y variados efectos en el riesgo de enfermedad coronaria.
Estos estudios sefialan al LDL colesterol como el factor clave
en la patogenesis de la ateroesclerosis y la enfermedad car-
diaca coronaria (ECC), mientras que el HDL colesterol es con-
siderado como factor protectivo. Puede ocurrir un aumento en
el LDL colesterol, alin con concentraciones normales de co-
lesterol, asociado a un incremento en el riesgo de ECC.

FUNDAMENTOS DEL METODO

El presente método es un ensayo homogéneo sin precipita-
cion, en dos pasos. En el primero, se agrega un tensioactivo
(Reactivo A) que solubiliza las particulas lipoproteicas no-LDL.
El colesterol liberado es consumido por la colesterol esterasa
y la colesterol oxidasa en una reaccion sin desarrollo de co-
lor. Un segundo tensioactivo (Reactivo B) solubiliza las parti-
culas de LDL formandose, por la presencia de enzimas y un
Reactivo cromogénico, un color proporcional a la cantidad de
LDL colesterol presente en la muestra.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion conteniendo colesterol esterasa 1000 U/,
colesterol oxidasa 1200 U/, peroxidasa 1250 U/, ascorbato
oxidasa 3000 U/, 4-aminoantipirina 1 g/l y tensioactivo 7 g/len
buffer MES 50 mM.

B. Reactivo B: solucion conteniendo N N-bis-(4-sulfobutil)-
m-toluidina disodica (DSBmT) 0,4 g/l y tensioactivo 10 g/len
buffer MES 50 mM.

Calibrador*: suero humano liofilizado conteniendo lipopro-
teinas de diversos tipos incluyendo LDL. La concentracion es
variable lote a lote (ver titulo en el rotulo).

INSTRUCCIONES PARASU USO
Reactivos A y B: listos para usar.
Calibrador: reconstituir con el volumen de agua destilada
indicado en el rétulo. Cerrar el vial y dejar 5 minutos. Luego

disolver el contenido del vial por agitacion suave evitando la
formacion de espuma.

PRECAUCIONES

- Los Reactivos son para uso diagnostico "in vitro®.

- No pipetear con la boca.

- EICalibrador ha sido examinado para HBsAg, HCV y anticuer-
po contra HIV 1/2, encontrandose no Reactivo. No obstante
debe procesarse como si se tratara de material infectivo.

- Utilizar los Reactivos guardando las precauciones habitua-
les de trabajo en el laboratorio de quimica clinica.

- Todos los Reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Los Reactivos Provistos son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No congelar.
Una vez abierto los Reactivos son estables durante 4 sema-
nas en refrigerador (2-10°C).

Calibrador: estable en refrigerador (2-10°C) hasta la fecha de
vencimiento indicada en la caja. Una vez reconstituido es es-
table 2 semanas en refrigerador (2-10°C). Puede fraccionarse
en alicuotas debiendo ser conservado a -80°C.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: obtener la muestra de la manera usual.

b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plas-
ma usar EDTA o heparina como anticoagulantes.

c) Sustancias interferentes conocidas: no se encuentran
interferencias por acido ascorbico hasta 50 mg/dl, hemoglobi-
na hasta 500 mg/dl, bilirrubina hasta 20 mg/dl y y-globulina
hasta 50 g/I. En caso de muestras con concentraciones su-
periores de interferentes, deberan diluirse con solucion fisio-
logica antes de proceder a su ensayo, multiplicando el resul-
tado obtenido por la dilucién efectuada.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: cen-
trifugar y separar el suero del coagulo dentro de las 3 horas
posteriores a la extraccion. De no procesar las muestras in-
mediatamente, las mismas pueden ser conservadas durante
5 dias en refrigerador (2-10°C).

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)
- Material volumeétrico para medir los volimenes indicados.
- Analizador automatico.
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PROCEDIMIENTO

(analizadores automaticos)

A continuacion se detalla un procedimiento general para
LDL Colesterol monofase AA en un analizador automati-
co. Cuando se implemente la técnica para un analizador en
particular seguir las instrucciones de trabajo del miamo.

Muestra o Calibrador 3ul
Reactivo A 300 ul

Incubacion durante 5 minutos a 37°C. Lectura de absor-
bancia a 660/546 nm (Blanco de Muestra).

Reactivo B 100ul

Incubacion durante 5 minutos a 37°C. Lectura del resulta-
do a 660/546 nm (concentracion de LDL-colesterol).

Método LDL Colesterol Referencia
monofase AA
N2 de muestras 54 54
promedio (mg/dl) 1225 1251
desvio standard (mg/dl) 30,7 309
coeficiente de correlacion: 0,96
. LDL Colesterol Método

Método monofase AA directo
N2 de muestras 92 92
promedio (mg/dl) 1200 1228
deavio standard (mg/dl) 305 316
coeficiente de correlacion: 0,97

CALIBRACION

ElCalibrador debe procesarse junto con las muestras y en la
misma forma que éstas. Las concentraciones del Calibrador
se encuentran alrededor de los niveles de decision médica y
son variables lote a lote (ver titulo en el rotulo). Ingresar el
valor de concentracion del calibrador cada vez que se cambie
de lote.

CALCULO DELOS RESULTADOS
LDL colesterol (mmol/l) = LDL colesterol (mg/dl) x 0,02586

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentracionea conocidas
de LDL colesterol, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

El panel de expertos del National Cholesterol Education

Program (NCEP) provee los siguientes valores de LDL coles-

terol en relacion al riesgo de contraer enfermedad cardiaca

coronaria (ECC):

- Riesgo bajo o nulo (sujetos normales): valores de LDL
colesterol menores de 129 mg/dl.

- Riesgo moderado a elevado (individuos con probabilidad
de contraer ECC): valores entre 130 y 189 mg/dI.

- Riesgo muy elevado (individuos sospechosos de padecer
ECC): valores de LDL colesterol = 190 mg/dl.

No obstante, es recomendable que cada laboratorio establez-

ca sus propios valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTHA.
No deben emplearse anticoagulantes que contengan citrato.

PERFORMANCE

a) Exactitud: la exactitud del método descripto se verifico
por comparacion con los valores obtenidos por el método de
referencia de ultracentrifugacion y analisis del colesterol y
con el método directo de inmunoseparacion de LDL.

Los resultados de la comparacion fueron los siguientes:

b) Precision: procesando simultaneamente 20 muestras en
el mismo dia se obtuvo la siguiente variacion intraensayo:

Nivel DS. CV.
98,1 mg/d| 40,72 mg/dl 073%
146,5 mg/di +0,96 mg/di 0,66 %
209,8 mg/dl 1,31 mg/dl 0,62 %

c) Limite de deteccion: 0,278 mg/dl.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion consulte el manual
del usuario del analizador en uso.

PRESENTACION
-80ml (1 x 60 ml+ 1 x 20 ml) (Cod. 1220220)
-80ml (2 x 30 ml + 2 x 10 ml) (Cod. 1009283)

BIBLIOGRAFIA

- Crouse, J.R. et al. - J- Lipid Res. 26: 566, 1985.

- Barr, D.P;; Russ, E.M.; Eder, HA. - Am. J. Med. 11:480,
1951,

- William, P. Robinson, D_; Baily, A. - Lancet 1:72, 1979.

- Kannel, W.B,; et al. - Am. Intern. Med. 90/1:85, 1979.

- Bachorik, P.S ; et al. - Clin. Chem. 41/10, 1995.

- Grundy, S.M_et al. - JAMA 269/23:3015, 1993.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4™ ed., 2001.

- Tietz, N.W. - W.B. Saunders Co., Philadelphia, p.256, 1986.

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program -
JAMA 285/19:2486 (2001).
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ANEXO 9

®

TG Color

GPO/PAP AA

Método enzimatico para la determinacion de triglicéri-
dos en suero o plasma

SIGNIFICACION CLINICA

Los triglicéridos son lipidos absorbidos en la dieta y también
producidos en forma endégena a partir de los carbohidratos.
Su medicion es importante en el diagnéstico y manejo de las
hiperlipidemias. Estas enfermedades pueden tener origen ge-
nético o ser secundarias a otras tales como nefrosis, dia-
betes mellitus y disfunciones endécrinas. El aumento de tri-
glicéridos se ha identificado como un factor de riesgo en en-
fermedades ateroscleréticas.

FUNDAMENTOS DEL METODO
El esquema de reaccion es el siguiente:

lipoprotein lipasa
_—n

triglicéridos glicerol + acidos grasos

glicerol kinasa

glicerol + ATP > glicerol-1-P + ADP

GPO
glicerol-1-fosfato + O, —— H_0, + dihidroxiacetonafosfato
POD = LS 3
2 H,0,+4-AF + clorofenol —————> quinonimina roja

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: viales conteniendo lipoprotein lipasa, glicerol
kinasa (GK), glicerol fosfato oxidasa (GPO), peroxidasa
(POD), adenosina trifosfato (ATP) y 4-aminofenazona (4-AF).
B. Reactivo B: solucion de buffer Good conteniendo clorofenol,
pH75.

S. Standard: solucién de glicerol 2,26 mmoll (equivale a 2 g/l
de trioleina).

Concentraciones finales
GOOU.......ccocimnnmmsrinssnsssrassmssssssnssseninensess S0 MMOVE pH 7,5
glopofenol ;o s nes s aarne O R St 2 mmol/

REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab. cuando se emplea la téc-
nica automatica.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: listo para usar.

Reactivo de Trabajo:

-5/10 x 20 ml: agregar 20 ml de Reactivo B a un vial de Reactivo
A_Mezclar hasta disolucién completa. Homogeneizar y fechar.

- 4 x 50 ml: reconstituir el contenido de un vial de Reactivo A
con una porcion de Reactivo B y luego transferir al frasco de
Reactivo B enjuagando varias veces. Homogeneizar y fechar.

PRECAUCIONES

Los reactivos son para uso diagnéstico "in vitro".

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD EINSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-10°C)
hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja. No mante-
ner a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
Reactivo de Trabajo: es estable 30 dias en refngerador (2-10°C).

INDICIOS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DELOS
REACTIVOS

El Reactivo de Trabajo puede presentar una coloracién rosa-
da gque no afecta su funcionamiento.

Lecturas del Blanco superiores a 0,160 D.O. o lecturas del
Standard anormalmente bajas, son indicios de deterioro del
Reactivo. En tal caso, desechar.

MUESTRA

Suero o plasma

a) Recoleccion: previo ayuno de 12 a 14 horas, obtener sue-
ro o plasma. Separar de los glébulos rojos dentro de las 2
horas de extraccion.

b) Aditivos: en caso de emplear plasma, se recomienda el
uso de Anticoagulante W o heparina para su obtencion.

c) Sustancias interferentes conocidas: los sueros con he-
madlisis intensa o marcadamente ictéricos producen resulta-
dos erroneos, por lo que no deben ser usados.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: los
triglicéndos en suero son estables 3 dias en refngerador (2-
10°C). No congelar.

MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotometro o fotocolorimetro.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Tubos o cubetas espectrofotométricas.

- Bafio de agua a 37°C.

- Reloj o timer.

870920022/00 p. 19
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CONDICIONES DEREACCION

- Longitud de onda: 505 nm en espectrofotémetro 0 490-530 nm
en fotocolorimetro con filtro verde.

- Temperatura de reaccion: 37°C

- Tiempo de reaccion: 5 minutos

-Volumen de muestra: 10 ul

-Volumen de reactivo: 1 mi

- Volumen final de reacciéon: 1,01 ml

PROCEDIMIENTO

Homogeneizar la muestra antes de usar, especialmente
frente a sueros lechosos.

En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas
B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

B S D
Muestra - - 10ul
Standard - 10ul -
Reactivo de Trabajo 1ml 1ml 1ml

Mezclar, incubar 5 minutos a 37°C o 20 minutos a tempe-
ratura ambiente (18-25°C). Enfriar y leer en espectrofoto-
metro a 505 nm o en fotocolorimetro con filtro verde (490-
530 nm) llevando el aparato a cero con agua destilada.

ESTABILIDAD DE LAMEZCLADE REACCION FINAL
El color de reaccidn final es estable 60 minutos, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.

CALCULODELOS RESULTADOS
Corregir las lecturas con el Blanco de reactivos y usar las
lecturas corregidas para los calculos.

29/
S

TG g/l =D x factor factor =

CONVERSION DE UNIDADES
Trighicéndos (g/) = 0,01 x Tnglicéndos (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dl) x 0,0113 = Triglicéridos (mmol/)

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad (Stan-
datrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas de tri-
glicéndos, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA

Elpanel de expertos del National Cholesterol Education Program
(NCEP) provee los siguientes valores de Tnglicéridos:
Deseable: < 1,50 g/l

Moderadamente elevado a elevado: 1,50- 1,99 g/l

Elevado: 2,00-4,99 g/l

Muy elevado: = 5,00 g/l

No obstante, se recomienda que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos o valores de referencia.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Los reductores disminuyen la respuesta de color, mientras que
los oxidantes colorean el Reactivo aumentando los Blancos.
Las contaminaciones con glicerol producen resultados falsa-
mente aumentados.

PERFORMANCE
a) Reproducibilidad: procesando simultaneamente replica-
dos de las mismas muestras en 10 dias diferentes, se obtu-

vieron los siguientes datos:
Nivel D.S. CcVv.
1,14 g/ +0,021 g/l 1,82%
74149/ +0,074 g/l 211 %

b) Recuperacion: agregando cantidades conocidas de trio-
leina a distintos sueros, se obtuvo una recuperacion entre
99,2 y 100,7% para todo el rango de linealidad del método.
c¢) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 10 g/l de triglicéri-
dos. Para valores superiores, repetir la determinacioén con
muestra diluida 1:2 con solucion fisiologica. Multiphicar el re-
sultado obtenido por la dilucién efectuada.

d) Limite de deteccion: depende del fotometro empleado.
En espectrofotometros, el cambio minimo de concentracion
detectable en las condiciones de reaccion descriptas, para
una variacion de absorbancia de 0,001 D.O. sera aproxima-
damente de 0,008 g/l.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion debe consultarse el
Manual del Usuarnio del Analizador en uso.

Para la calibracion debe emplearse Calibrador A plus de
Wiener lab., de acuerdo a los requerimientos del analizador.

PRESENTACION
-5x 20 ml (Cod. 1780107).
- 10 x 20 ml (Céd. 1780101).
-4 x50 ml (Cod. 1780105).

BIBLIOGRAFIA

- Fossati, P - Clin. Chem. 28/10:2077 (1982).

- McGowan, M.W_; et al - Clin. Chem. 29/3: 538 (1983).

- Tietz, N.W. - Fundamentals of Clin. Chem_- W.B., Saunders
Co. - Philadelphia, Pa. (1970), pag. 329.

- Expert Panel of National Cholesterol Education Program -
JAMA 285/19:2486 (2001).

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
AACC Press, 4™ ed_, 2001.
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ANEXO 11

REF DF27
Dimension® cinical chemistry system
Flex® reagent cartridge

Cartucho de Reaclivos Flex® de Colesterol

Uso: El método CHOL empleado por el sistema de quimica clinica
Dimansiqﬂssmarﬂ;sbdeﬂhuﬁsﬂmh»ﬂmqmﬁmpmm

CHOL

* Las siguientes substancias tienen efectos despreciables
(<10 mg/dL [0.3 mmol/L]) en &l método colesterol a las
concentraciones indicadas:

sueroy plasma. Acetaminofan 200 po/mL [1.3 mmul.":.l
Ampiciling 20 pg'ml  [57 pinolL
Resumen: El métoda CHOL se basa an el principio pri 20 pg'mL |70 pmatiL]
descrito por Stadtman !y luego adaptado por ol i 3 Digoing 20 ngiml (25,8 nmokL]
incluyando Rautelay Liedthe 4 EDTA 200 mg/dL [2 giLje
ol
Principios del Procedimiento: La colestero esterasa (CE)cataiza <000 s el
tahudroliss delos ésteres de colesterolparaproducicolesterallbreque, .0 L s m“"'v“ﬂ_‘t {08 el monbiec
i p i 6. licéridos
catallzadaporiacolestroloxidasa CO) paraformarcolest-t-eno-3- LR e
onayperdxidode hidrdgeno. Enla presenciade peroxidasa de rabano 80 pgimL. (344 umok)
{HPO), el pardiqehidetioanoastiomga eeonpoopBBAI. Loy 80 gl 118 ymal]
N.-dietllanilina-HCl/4-aminoantipiring (DEA-HCUAAP) para producir Acido Saliciico 100 mg/dL. (7,24 mmaliL]
m;mﬂ!uyftﬁuemmeam?nm.Laalgsori?n.rncmnnhndual_gnga- Toofiina 100 gL {555 pmokL]
colesterol totaly es medida utilizandl ica pol + Lainterferencia debida a las estatinas en las concantracionss

indicadas fue inferior al 10% cuando se afladen a una mezcla

untofinal (452, 540,700 nm).
PIA : de suero con 151 mg/dL [3.9 mmoliL] de colesteral,

GE
Esteres de colasterol — e Colectérol + Acidos grasos Algrvastating 36 mg/dl  2.98 mmoldL]
co Lovastating 20 mg/dl  [4.84 mmobl, |
Colesterol« 0y —— g Colest-4-ent-3-ona + Hy0s Pravastatina 103 mg/ol. (23,07 mmoliL]
HPO Sunvastating 6.9 mg/dl 1648 mmoiL]

2H:0; + DEAHOUAAP — g 4H;0+
DEAPHCIAAP oxidaia * Para verificar la linealidad, utilice mezclas altas y bajas de
suero o productos de verificacion de la linealidad disponibles

Reaclivos en el mercado. Se recomienda que las muestras 1
Pocillos Forma G o Origen para a linealidad tangan menos de 600 mo/dL
-3 Tableie  CF 0.7 Ut Hongos [6.78 mmol/L] de triglicéridos.
G0 01 UmL  Miorobial « Oyalato potdsico/Fluoruro sédico pueden disminuir fos
B g 1 ::g i;m Plonion resultados de colesteral un 12% aproximadamente.
m * Heparina litio puede reducir los resultados de colestercl
& Lo L ?sw;;dL[o.1]wM1memdnannwuusdezmm
Surlactante molL).
. Los pocillos sstdn numeratos consecutivamente a partir dal extramo * Lostubosda recogidadesangre Corvac®y 3ST# noafectan los
) m del mucmwsl ark resultados CHOL.
£, iastrﬁ;::ns m?mw;nn Iu::l:r::lw. A " F{dﬂlﬂ_hﬂmiorlut_iubudwn'dner!amp‘rabiliuauulaosnuus;rsmloas
p Eparac 0.
Precauciones: Las cubstas usatas contienen fluidos organicos Pueden habervariacionesen eslos productos defabricantea

humanos; manejar con el cuidado apropiado para evitar el
contacto con Ia piel o |2 ingestidn

S

fabricante Inclusive, alg s
Corvac® gs una marca regisirata e Monojact, Divison of Sherwood
Louss, MO,

Parauso diagndsticainvitro Medil, 5L R

Rasathv:Lameniykalicknsonoicnies. = T meica teyistuds 08 BUER Dk Rutie o,

el 4. Las unidadas del Systéme Itermational d'Urités se indican entre
: paréntasic

Conservacion: Guardara 2 - 8 °C.

Fecha de Caducidad: Ver la fecha de caducidad an la caja de cada
rtuchod i I dratados de

Procedimiento: Se necesita el cartucho de raactivos GHOL
Flex®. Gat. No. DF27, para llevar a cabo & métoda CHOL. Esta
nruebaswe:mw;mmu se quimicaclinica Dimension®,

cartuchos enelinstrumento, sonestables 30 dias. Los poillos R B dmaecan ibrarlo (ver aseccion de
ablertos porelinstrumento sonestables 5 dias. libratign).
' Toma de Muestras: Para las muestras a ser analizadas por este . “.
método, deben emplearse los procedimientos habltuales derecogiday £ MUEsIre0*, dispensacion dereactivos, mezcl, procesadoe
conservacion de suero y plasma s i Dimansion®. Pa ‘:Eﬁ,_ % mr- =
*Sustancias de Interferencia Conocida referirsealmanual de susistema Dimension®, ;

* La bilirrubina (conjugada) de 8.1 mo/dL [139 mmolLjey la
bilirrubina (no conjugada) de 9.4 mg/dL (161 mmaliL]
disminuyeron el resultado de colesterol en 15 mg/dL

& El contenedor de [a muestia (st no es un tubo primario) detie tener 1a
cantidied suficients para contener el volumen de muestra necesario
s el voluman musrio. Mo és necesario el lanado exacto d decho

[0:4 mmol/L] a una concentracion de colesterol de 150 mg/dL e
13.9 mmoliL], Condiciones del Andlisis
* La bilirubina {conjugada) de 12.8 m/dL [219 mmoliL] y = Volumendelamuestra: 3pL
bilirrubina (no conjugada) de 14.7 mo/dL [251 mmolL | * Volumendereactivo1: BBuL
disminuyeron el resultado de colesterol en 25 mg/dL * Volumen de reactivo 2. 26uL
[0.7 mmol/L} a una concentracian de colesterol de 250 mo/dL *  Volumendediluyente: 281l
[6.5 mmol/L]. * Temperatura del ensayo: KT
* Longitud de onda: 452,540, 700 nm

* Tipo de medicidn:
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ANEXO 13

DADE BEHRING

Dimension® ciinical chemistry system

Flex® reagent cartridge

~ TGL

Cartucho de Reactivos Flex® de Triglicéridos

Uso: El método TGL empleado por el sistema de quimica clinica
Dimension® a5 un analists de diagndstico in vitro qua tiene por
objeto 18 determinacion cuantitaliva de triglicéridos en suero y
plasma. Los resultados obtenidos se utilizan para of diagndstico y
tratamienta de pacientes con diabetes mellitus, nefrosis,
obstruccitn hepatica, otras enfermedades relacionadas con &l
metabolismo de lipidos, y diversos trastornos endocrinos.

Resumen: Los triglicéridos son lipidos insolubles en agua
compugstos por tres dcidos grasos unidos @ una molécula de
ghicerol. Los triglicéridos son transportados por la sangre en forma
de constituyentes bdsicos de todas las lipoproteinas, pero la mayor
concentracidn de este tipo de mo!&wlas se transporta en los

quilomicrones ricos en triglice an las i de muy
baja densidad WI.DL} 1las !|paﬂu ¥ lus 4cidos billares hlﬂruﬂtan
los ndo como @licerol y dcidos grasos,
fjue son ahsmtndns por tefido adiposo para su almacenamiento o
por otros tefidos que requieran una fuente de energia. Las.
concentraciones mdximas de friglicéridos asociados a
quilomicrones se observan antre ks 3 las 6 horas posteriores a la
ingestion da una comida rica en grasas; no obstante, la velocidad
d@ absorcidn de las grasas varia significativamente en funcidn de la
persona y de la composicion dietaria de las grasas. Una vez
absorbidos, los triglicéridos vuelven a sintetizarse en las células
epitefiales y se combinan con colestaral y diversas
apolipoproteinas para formar quilomicrones. 2

Principios del procedimiento: £l método de Trighcéridos se basa
en un procedimiento enziméatico en el que se emplea una
combinatitn de enzimas para detarminar la concentracion de
triglicéridos en suero o plasma. La muestra se incuba con un
reactivo enzimético, la lipoproteina lipasa (LPL). que transforma
Ios triglicéridos en glicerol y dcidos grasos libres. La glicarol
quinasa (GK) cataliza la fosfonlagion ﬂwwm
trifosfato (ATP) para farmar glicerol-3-fosfato.

m;!;fnsrm
Ia oxidacidn del al

A NAE NS s E :H,u,). &
mlmmvmnﬁﬁ cambio en
la absorbancia provocado por [ formacién de quinongiming es
directamenta proporcional a la cantidad total de glicerol (y sus
Rrecursores) en la muestra, y se-mide utilizando una técnica de
punto final bicromatica (510, 700 am).

..un,
Thoiides S A B

Glicgrol + ATP ——> wm—mm

Gheerol-3-fostaln + 0, —— Fn-;ialu ¢ ditldroxiecetona + H,0,

2,0, + A Vil i+ HCL 4 44,0

Reactivas

Pocllioss Farma _ iogradiomes: Concentracigne.c

16 Lauido  Ligoprotsina Hpasa 75 KL
A 3 mmolL
Glicerol guinacs 0.5 KU
Glicerol-Hostato oxidasa 2.2 Kl
A-aminoanipiring 0.75 mmoiL
4'UO|_|ITmul 8 mmolil.
Peronidasa SKUNL
Mg?e 225 mmolL
Ti H72 50 mmoliL

b, Hewmmnuvamu nominal en ka
mazciy
c. Contiens albmi gl e reaceidn final.

Precauciones: Contiene azida sadj hibidor

(< 0.1%]). umnwﬂnmmu?mr";mdmr“

ﬂm«lummunmmmm

Desechar de forma adecuada este producto como material

:i;ﬁm minimizara esta Mllual I.auubﬂu usadas
enen lluidos orgdnicos humanos. Manipular con ef cuidado

necesario para svitar la ingestién o el contaclo con fa piel.

Pari uso diagnostico in vitr

Instrucciones de almacenamiento: Guardara 2 -8 C,

Fecha de caducidad: Consulte en la caja la fecha de caducidad de
los cartuchos de reactivos individuales cerrados. Los pocillos del
cartucho cerrados en el instrumento son estables durante 30 dias.
Una vez que el instrumento ha abierto los pocilios 1 & 6, son.
estables durante 10 dias.

Recogida de muestras: Los procedimientos normales de extraccidn y
‘consenvacidn de sueroy plasma pueden utilizarse para las muestras qua
vayan a analizarse mediante este método. * Los tubos de recogida de
sangre que tengan tapones lubricados con glicerol deben evitarse, ya
que causarian resultados falsamente elevados. Las muestras da suero y
plasmea que no vayan a analizarse en un plazo de 24 horas pueden
refrigerarse hasta 7 dias. Para una conservacion més prolongada, las
muestras pueden congelarse a -20¢ C hasta tres meses o muchos aflos
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ANEXO 14

OXIDISED LDL

ENZYME IMMUNOASSAY FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF OXIDISED LDL
IN HUMAN EDTA PLASMA AND SERUM
CAT.NO.BI-20042. 12 X 8 TESTS

ENZYMIMMUNOASSAY ZUR QUANTITATIVEN BESTIMMUNG VON OXIDIERTEM LDL
IN HUMANEM EDTA PLASMA ODER SERUM
KAT. NR. BI-20042. 12 X 8 TESTE

FOR RESEARCH USE ONLY
NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES

BIOMEDICA
rev.no. 080401 (replacing 080205) BIOMEDICA
Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, A-1210 Wien, Divischgasse4 G R U P P E P
Tel. +43/1/291 07 45, Fax +43/1/231 07 85, E-mail export@bmgrp.at www.bmgrp.com
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4) MATERIAL AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

. 1.5 ml reaction vials

. Precision pipettes calibrated to deliver 10-1000 pl and disposable tips
. ELISA reader for absorbance at 450 nm (or from 450 nm to 620 nm)
. Graph paper or software for calculation of results

. Incubator

. Distilled or deionised water

5) REAGENTS AND SAMPLE PREPARATION

Samples should be stored at -20°C, for long term storage store at -70°C. Lipemic or haemolysed samples may give
erroneous results. Samples should be mixed well before assaying. We recommend duplicates for all values.

Handling / Reconstitution:

e  STD (standards) and CTRL (control) are supplied frozen. Immediately put them at or below -20°C after receipt.
5 freeze-thaw cylces can be performed without loss of activity. They are stable until expiry date stated on the label

when stored at or below -20°C

o  WASHBUF (Wash buffer): Dilute the concentrate 1:20 (e.g. 50 ml WASHBUF + 850 ml distilled water). Crystals in the
buffer concentrate will dissolve at room temperature. Diluted buffer is stable at 2-8°C until expiry date stated on label.

Use only diluted WASHBUF (Wash buffer) for the assay performance.

The EDTA-plasma and serum samples should be diluted 1+9 (e.g. 50 ul + 450 pl) with ASYBUF (assay buffer) prior to

analyses.
Standards and control are after thawing ready to use and MUST NOT be diluted.
6) PRINCIPLE OF THE ASSAY
“
1 4‘ »-
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7) ASSAY PROTOCOL
All reagents and samples must be at room temperature (18-26°C) before use in the assay.
Mark position for BLANK/STD (Standards)/SAMPLE/CTRL (Control) on the supplied protocol sheet.
Take microtiter strips out of the alubag, take a minimum of one well as Blank. Store unused strips with desiccant at
2-8°C in the alubag. Strips are stable until expiry date stated on the label.

Add 100 pl STD/CTRL/diluted SAMPLE (Standard /Control, /diluted Sample) in duplicate into respective wells.
Cover the strips tightly and incubate at 37°C for 2 hours.

Aspirate and wash wells 5x with 300 pl diluted WASHBUF (Wash buffer). Remove remaining WASHBUF by hitting
plate against paper towel after the latest wash.

Add 100 pl CONJ (Conjugate, anti oxLDL antibody - HRPO) into each well, except blank.

Cover the strips tightly and incubate at 37°C for 1 hour.

Aspirate and wash wells 5x with 300 pl diluted WASHBUF (Wash buffer). Remove remaining WASHBUF by hitting
plate against paper towel after the last wash.

Add 100 pl SUB (Substrate) into each well.

Incubate at room temperature (18-26°C) for 30 minutes in the dark.

Add 50 pl STOP (Stop solution) into each well, shake well.

Measure absorbance immediately at 450 nm with reference 620 nm., if available.

8) CALCULATION OF RESULTS

Subtract the blank extinction from all other values. Construct standard curve from standard values. Use commercially
available software or graph paper. Obtain sample concentration from this calibration curve.

The results of the diluted samples (ng/ml) must be multiplied by 10.

The assay has been evaluated using a 4PL algorithm. Different curve fitting methods need to be evaluated by the user.
Respective dilution factors have to be considered.

The quality control protocol supplied with the kit shows the results of the final release QC for each kit. Data for optical
density obtained by customers may differ due to various influences and/or due to the normal decrease of signal intensity
during shelf life. However, this does not affect validity of results as long as an optical density of 1.00 is obtained for the
standard with the highest concentration.

9) ASSAY CHARACTERISTICS
Reference data : Each laboratory should establish its own reference data.
Standard range: 0 to 750 ng/ml
Sample volume: 50 pl human serum or EDTA plasma
Detection Limit: (0 ng/ml + 3 SD): 0.8 ng/ml
Incubation time: 2h/1h/30min
10) PRECISION
Intra-Assay (n=16) Inter-Assay (n=10)
Mean (ng/ml) 4903 360.9 Mean (ng/ml) 556.9 3935
sSD 174 276 sD 593 243
CV% 40 786 CV% 107 62

Data are corrected for dilution 1:10 (1+9)
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ANEXO 15

@ assay designs Stressgen

Anti-Human Hsp60
(total) ELISA Kit

For the detection and quantitation
of antibodies to Hsp60 in serum.

Catalog Number: EKS-650

TOLL FREE 1-800-833-8651 FAX 734-668-2793
INFO http://www.assavdesigns.com

FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC OR
THERAPEUTIC PROCEDURES.
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A. INTRODUCTION

ASSAY DESIGN

The Assay Designs™ Anti-Human Hsp60 (total) ELISA (enzyme -linked
immunosorbent assay) Kit provides a method to detect and quantitate
antibodies to human Hsp60 in serum samples from human origin. This assay
allows for reproducible, accurate and precise determination of IgG . IgA and
IgM antibodies (total) to human Hsp60 in serum.

Assay Designs Anti-Human Hsp60 (total) ELISA Kit uses recombinant human
Hsp60 bound to the wells of the Rec. Human Hsp60 Immunoassay Plate to bind
anti-human Hsp60 antibodies present in human serum. The captured anti-
human Hsp60 antibodies are detected with a hydrogen peroxidase conjugated
goat polyclonal antibody specific for human IgG, IgA and IgM molecules. The
assay 1s developed with tetramethylbenzidine substrate pro ducing a blue color
in proportion to the amount of captured anti -human Hsp60 antibodies. The
color development is stopped with acid stop solution which converts the
endpoint color to yellow. The intensity of the color is measured in a microplate
reader at 450nm.

Traditional methods for detection and quantitation of antihuman Hsp60
antibodies were accomplished by using prescreened serum samples with a high
level of anti-human Hsp60. These samples were assigned a concentration of
1000 arbitrary units/mL ( Aunits/mL) and were used to generate standard dose -
response curves from which antibody levels in test samples were determined.

Assay Designs Anti-Human Hsp60 (total) ELISA kit uses a calibrated standard
of anti-human Hsp60 (1gG/A/M) isolated from pooled human sera to generate a
standard curve. The kit provides researchers with a rapid. reliable and
standardized method to measure the levels of anti -human Hsp60 in human
serum samples by interpolating absorbance readings from the st andard curve.

Assay Designs 1-800-833-8651

[ B8]
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INTRODUCTION

ASSAY PROCEDURE SUMMARY

1. Bring to room temperature: Rec. Human Hsp60 Immunoassay Plate.
20X Wash Buffer. Sample Diluent 1. TMB Substrate and Stop
Solution 2.

2. Centrifuge Anti-Human Hsp60 Standard before removing cap.
Caution! This component is derived from human serum. Treat as
biohazard.

3. Dilute Anti-Human Hsp60 Standard and samples in Sample Diluent
1.

4. Add 100uL prepared standards and samples in duplicate to wells of Rec.
Human Hsp60 Immunoassay Plate. Cover immunoassay plate.

5. Incubate plate at room temperature for 2 hours.

Wash wells 4X with 1X Wash Buffer.

Add 100uL Anti-Human GAM:HRP Conjugate to each well. Cover
immunoassay plate.

Incubate plate at room temperature forl hour.

Wash wells 4X with 1X Wash Buffer.

10.  Add 100uL TMB Substrate to each well.

11.  Incubate at room temperature for 15 minutes.

12.  Add 100uL Stop Solution 2 to each well.

13.  Measure absorbance at 450nm.

14.  Plot the anti-human Hsp60 (IgG/A/M) standard curve and calculate the
anti-human Hsp60 sample concentrations.

Assay Designs 1-800-833-8651
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