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que me gustaria continuar y hacer el doctorado, y renovando
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la oportunidad de seguir formando parte del equipo.

En esta primera etapa, no me puedo olvidar de Iris, ella me
inici6 en el mundo de las medidas de carga eléctrica con esas
largas jornadas en el Instituto de Ciencia de los Materiales de
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en tiempo, ya que el grupo Food Innovation & Engineering
(FoodIE) del departamento de Ingenieria Quimica de la URV
disponia del querido e indispensable Zetasizer Nano-ZS.
Agradecida les estoy que me dejaran utilizarlo; sin su
colaboracion se hubiera dificultado enormemente la realizacion
de parte de los experimentos y medidas necesarias para esta
tesis.

Acto seguido, quisiera agradecer a todas las personas que han
colaborado directa- o indirectamente a que la realizacion de
todos los experimentos se pudiera llevar a cabo. En concreto,
al director de la unidad, Lluis Masana, a todo el equipo médico
de la URLA, UVASMET y demas unidades que han colaborado
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medicina, era un mal momento; sino sentiros orgullosos de que
logré reconducir la biologia hacia lo que me gusta, descubrir el
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A mis hermanos, Pedro, Palmelia y Ana. A lo mejor no son
conscientes de todo lo que han contribuido a que siga adelante.
Seguro que siles pregunto de qué va esto, puede que no tengan
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“Solo sé que no se nada y, al saber que no sé nada, algo sé;
porque sé que no sé nada”.
(Socrates)

I’'m only human after all.
(Jamie A. Hartman, Rory Graham)
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3-OH FAs: Acidos grasos 3-hidroxilo conjugados o conjugated
3-hydroxy fatty acids
Aas: Aminoacidos

ABCA1: ATP-binding cassette sub-family A member 1
ABCG1: ATP-binding cassette sub-family G member 1
ACTH: Hormona adrenocorticotropa

ACR: American College of Rheumatology

ACV: Accidente cerebrovascular

Apo: Apolipoproteina

CB: Bulbo carotideo

CCA: Arteria carotidea comun

CETP: Cholesterol ester transfer protein

Chol: Colesterol

cIMT: Grosor de la intima-media carotidea o carotid intima-
media thickness

COS: Centro de Ciencias Omicas o Centre for Omics Sciences
DHEA: Dehidroepiandrosterona

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

ECA: Arteria carotidea externa

ECV: Enfermedad cardiovascular

FFAs: Free Fatty Acids o acidos grasos libres

HDL: High-density lipoprotein o lipoproteina de alta densidad
HDLc: Colesterol HDL

HDL-P: Particulas totales de HDL

HDL-TG: Triglicéridos que contiene la fraccion lipoproteica
HDL

HPA: Hipotalamo-pituitaria-adrenales
HSPG: Heparan sulfato proteoglicano
HTG: Hipertrigliceridemia

ICA: Arteria carotidea interna
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IDL: Intermediate-density lipoprotein o lipoproteina de densidad
intermedia

IDLc: Colesterol IDL

IDL-P: Particulas totales de IDL

IDL-TG: Triglicéridos que contiene la fraccion lipoproteica IDL
IL: Interleucina

IMC: Indice de masa corporal

kDa: Kilodaltons

LBP: Proteina de union a lipopolisacarido

LCAT: Lecitin Colesterol Acil Transferasa

LDL: Low-density lipoprotein o lipoproteina de baja densidad
LDLc: Colesterol LDL

LDLR: Receptor de la LDL

LDL-P: Particulas totales de LDL

LDL-TG: Triglicéridos que contiene la fraccion lipoproteica LDL
LE: Lipasa endotelial

LES: Lupus Eritematoso Sistémico

LH: Lipasa hepatica

LOX-1: Lectin-like oxLDL receptor 1

LPL: Lipoproteina lipasa

LPS: Lipopolisacarido

Lp-PLA;: Fosfolipasa A; asociada a lipoproteinas

LRP-1: LDL receptor-related protein 1

MAG: Monoacilgliceroles

MTP: Microsomal triglyceride transfer protein

NEFA: Acido graso no esterificado o non-esterifyed fatty acid
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

oxLDL: LDL oxidada

PAFR: Platelet-activating factor receptor
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PCR: Proteina C reactiva

PCSK9: Proprotein convertase subtilisin/ kexin type 9
PL: Fosfolipidos

PLTP: Phospholipid transfer protein

QM: Quilomicrones

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

sdLDL: Small-dense low-density lipoprotein o LDL pequenas y
densas

SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus disease activity index
SLICC: Systemic Lupus International Collaborating Clinics
SNS: Sistema nervioso simpatico

SOP: Standard Operating Procedure

SR-B1: Scavenger receptor class B member 1

STAI: State-Trait Anxiety Inventory

TG: Triglicéridos

TLRA4: Toll-like receptor 4

TNFa: Factor de necrosis tumoral a

TRC: Transporte Reverso de Colesterol

TRL: Lipoproteinas ricas en triglicéridos

VLDL: Very low-density lipoprotein o lipoproteina de muy baja
densidad

VLDLc: Colesterol VLDL

VLDLR: Very-low density lipoprotein receptor

VLDL-P: Particulas totales de VLDL

VLDL-TG: Triglicéridos que contiene la fraccion lipoproteica

VLDL
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Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte a nivel mundial segin la Organizacion Mundial de la
Salud. Una de sus causas principales es la obstruccion de los
vasos sanguineos debido a depésitos de grasa que impiden que
la sangre fluya correctamente. Estos depodsitos de grasa en las
paredes de la arteria se llevan a cabo en la arteriosclerosis.
Ademas, aproximadamente el 30 -40 % de los infartos de
miocardio suceden en situaciones con niveles normales de
colesterol total y colesterol LDL, por lo que no se pueden
explicar por los factores de riesgo tradicionales; es lo que se
conoce como riesgo residual. Esta situacion crea la necesidad
de buscar nuevos factores de riesgo a través de analisis mas
exhaustivos, para asi mejorar la prediccion del riesgo residual
y prevenir el desarrollo de la arteriosclerosis. Los candidatos
analizados en esta tesis doctoral son el diametro y nimero de
particulas lipoproteicas, la carga eléctrica neta, las glicoformas
de Apo CIII, principalmente en funcion de la presencia o
ausencia de acido sialico, y el contenido de LPS y sus
componentes (3-OH FAs) y para ello se han utilizado diferentes
poblaciones de estudio: pacientes diagnosticados de LES,
participantes controles y mujeres y hombres jovenes y
aparentemente sanos.

Para llevar a cabo las determinaciones de estas propiedades de
las lipoproteinas se utilizan diferentes técnicas. El diametro y
numero de particulas se determinan mediante resonancia
magnética nuclear a partir de una muestra de plasma. La carga
eléctrica neta se cuantifica en las fracciones lipoproteicas
aisladas por ultracentrifugacion secuencial mediante la
determinacion de la movilidad electroforética a través de una
técnica denominada M3-PALS, que combina el Laser Doppler
micro-electrophoresis y Phase Analysis Light Scattering (PALS).
Las glicoformas de Apo CIII y el contenido de LPS y sus
componentes se determinan tanto en plasma como en las
lipoproteinas aisladas. Para las glicoformas, se aisla por
inmunoafinidad la Apo CIII y posteriormente se analiza por
espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF). El1 LPS y sus
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componentes se determinan por cromatografia de gases
acoplada en tandem a espectrometria de masas (GC-QqQ/MS?).

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la
importancia de analisis exhaustivos en la busqueda de nuevos
factores de riesgo, ya que al determinar las propiedades de las
lipoproteinas anteriormente mencionadas a través de este tipo
de analisis se obtiene mas informacion 1util para el diagnostico
de perfiles lipidicos aterogénicos en diferentes poblaciones.

Por un lado, el diametro y ntimero de particulas ayudan a
identificar un perfil lipidico mas aterogénico en situaciones de
estrés y ansiedad. En cuanto a la carga eléctrica de las
lipoproteinas, también se ve influenciada en casos de estrés y
ansiedad y en los pacientes con lupus, tiene un papel
importante, ya que tiene un efecto sobre el grosor de la intima-
media carotidea independiente a las caracteristicas
antropométricas, al tabaquismo y al perfil lipidico tradicional
obtenido por rutina clinica; asi como al diametro y nimero de
particulas.

Por otro lado, las distintas glicoformas de Apo CIII presentan
una distribucion relativa de cada una de ellas igual tanto en
plasma como en las distintas lipoproteinas y se comportan de
maneras diferentes en relacion con el perfil lipidico. En el caso
del LPS y de sus componentes la distribucion es diferente en
plasma y las lipoproteinas y se obtienen una gran variedad de
correlaciones entre dichos parametros y el perfil lipidico, las
cuales presentan distintos comportamientos en funcion del
componente del LPS y de la lipoproteina en la que se encuentre.

Por ultimo, se demuestra la importancia de estudiar las
interacciones entre varias propiedades de las lipoproteinas, ya
que las glicoformas de Apo CIII afectan sobre la cantidad de LPS
y de sus componentes que se encuentran unidos a las
lipoproteinas.
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Todo esto lleva a la conclusion de la importancia de realizar
analisis exhaustivos de las propiedades fisicoquimicas de las
lipoproteinas tanto en plasma total como en las propias
lipoproteinas aisladas, ademas del estudio de como éstas
interactian entre ellas ya que el efecto que tiene una propiedad
sobre el perfil lipidico y/o con la arteriosclerosis y el riesgo
cardiovascular en ultima instancia, podria verse afectado por
otra propiedad. También, la determinacion de estas
propiedades se deberia introducir dentro de los parametros a
determinar en un analisis de rutina clinica.
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Esta tesis doctoral se ha realizado en la Unidad de Investigacion
en Lipidos y Arteriosclerosis (URLA), la cual pertenece al
Departamento de Medicina y Cirugia de la Facultad de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universitat Rovira i Virgili
(URV). La direccion y tutorizacion de la tesis las han llevado a
cabo el Dr. Josep Ribalta y la Dra. Montse Guardiola.

La enfermedad cardiovascular (ECV) sigue siendo la principal
causa de muerte en el mundo segun la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) a pesar de los avances en investigacion y
el empeno en su prevencion. Para contribuir a solventar este
problema, esta tesis doctoral se basa en el estudio de diversas
propiedades fisicoquimicas de las lipoproteinas, el efecto que
éstas tienen sobre el riesgo cardiovascular y sus posibles
papeles como factores de riesgo independientes. Por tanto, se
centra en buscar nuevos factores de riesgo y/o propiedades de
las lipoproteinas que nos ayuden a explicar el riesgo residual
cardiovascular.

Los analisis de lipidos que se llevan a cabo en la rutina clinica
no llegan a explicar todos los casos de ECV; de hecho, hay
individuos que presentan niveles normales en su perfil lipidico
y aun asi presentan un riesgo elevado de padecer algun tipo de
enfermedad cardiovascular, es lo que se denomina riesgo
residual, o directamente sufren enfermedad cardiovascular.
Debido a la importancia de explorar nuevas lineas de
investigacion para intentar explicar este riesgo residual, la
URLA dispone de una linea de investigacion puesta en marcha
para el estudio de nuevas propiedades de las lipoproteinas.
Dentro de estas nuevas propiedades, este trabajo estudia el
diametro y el numero de particulas, la carga eléctrica, el
contenido de formas sializadas de la apolipoproteina CIII (Apo
CIII) y el contenido de lipopolisacarido (LPS) y los metabolitos
de éste que se encuentran unidos a las lipoproteinas.

La eleccion de estas propiedades de las lipoproteinas se debe a
que hay evidencias de su relaciéon con el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Por ejemplo, hay estudios publicados que
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relacionan un menor diametro de las LDL y un mayor numero
de estas particulas con mayor filtracion de lipoproteinas en las
arterias. También hay estudios que asocian a las lipoproteinas
mas electronegativas con un mayor riesgo de arteriosclerosis,
ademas de la importancia de su estudio debido a las
interacciones electrostaticas que tienen lugar entre las
diferentes moléculas participantes en el metabolismo lipidico y
desarrollo de la arteriosclerosis. En cuanto a las glicoformas de
Apo CIII, se ha visto que se asocian de forma positiva o negativa
con los niveles de triglicéridos en sangre en diferentes tipos de
individuos. Finalmente, la aterogenicidad que confiere el LPS a
las lipoproteinas, no esta del todo clara, pero si existe cierta
relacion entre ellos.

En cuanto a la metodologia utilizada en esta tesis doctoral, el
diametro y el numero de particulas se determinan mediante
RMN (Resonancia Magnética Nuclear), técnica ya aceptada por
la comunidad cientifica, al igual que su aplicacion para la
prediccion del riesgo cardiovascular. Sin embargo, la medida de
la carga eléctrica, la determinacion de las formas sializadas de
Apo CIII y el contenido de LPS son nuevas propiedades a
explorar que se han obtenido mediante diferentes técnicas. La
aplicacion en relacion con el estudio de las lipoproteinas y el
riesgo cardiovascular de las técnicas utilizadas en esta tesis es
novedosa. Estas técnicas utilizadas aportan una mayor
sensibilidad y fiabilidad en los resultados obtenidos que las
empleadas en estudios anteriores.

Actualmente, hay evidencias sobre el interés y la aplicabilidad
clinica de estudiar estas nuevas propiedades de las
lipoproteinas, pero esta tesis doctoral, a través de la
metodologia utilizada y las técnicas seleccionadas, aporta una
mayor sensibilidad, fiabilidad y un mayor conocimiento en el
estudio de todas las lipoproteinas, ya que no nos centramos
Unicamente en una de ellas, sino que tenemos en cuenta todas
las lipoproteinas debido a la importancia que tiene cada una de
ellas en el desarrollo de la arteriosclerosis.
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El planteamiento central de esta tesis, como se ha expresado
anteriormente, es la busqueda de nuevos factores de riesgo y/o
propiedades de las lipoproteinas que nos ayuden a explicar el
riesgo cardiovascular. Para ello no nos centramos unicamente
en el estudio del plasma, sino que se hace de forma
independiente en cada una de las lipoproteinas, incluyendo la
IDL, la cual suele ser olvidada por la mayoria de los
investigadores. Las técnicas utilizadas mejoran la fiabilidad de
los resultados obtenidos y aportan una mayor informacion. Al
tratarse de nuevas aplicaciones técnicas, algunas de ellas se
ponen a punto para mejorar la calidad de los resultados, asi
como para reducir, en la medida de lo posible, el volumen
minimo de muestra necesario para la realizacion los
experimentos.
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I. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La enfermedad cardiovascular (ECV) engloba un conjunto de
desordenes del corazéon y vasos sanguineos, entre los que se
encuentran:

¢ Accidente cerebro vascular o apoplejia

¢ Arritmia

¢+ Arteriosclerosis

¢ Cardiopatias coronarias, reumaticas y congénitas
¢+ Enfermedades cerebrovasculares

+ Hipertension

¢ Infarto de miocardio

+ Insuficiencia cardiaca

¢ Trombosis

Estas enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
defuncion en el mundo segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS); concretamente, en 2016, se produjeron 15,2
millones de muertes debidas a cardiopatia isquémica y
accidente cerebrovascular (ACV). El hecho mas lamentable es
que el 80 % de los ACV e infartos de miocardio prematuros son
prevenibles si se actia sobre factores de riesgo modificables y
comportamentales, como puede ser la dieta, el consumo de
alcohol y tabaco, el sedentarismo y el estrés.

Tanto los ACV como los ataques de corazéon suelen ser
fenomenos agudos, cuya causa principal es la obstruccion de
los vasos sanguineos debido a depositos de grasa que impiden
que la sangre fluya hacia el cerebro o el corazon,
respectivamente. Estos depositos de grasa en las paredes de la
arteria se llevan a cabo en la arteriosclerosis.

La arteriosclerosis (ver capitulo III de la introduccion) es un
proceso patologico de caracter inflamatorio y lipidico que afecta
a los vasos sanguineos. Se caracteriza por la infiltracion y
acumulacion de lipidos y componentes del sistema inmunitario
en la pared vascular, la proliferacion de células musculares
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lisas y acumulacion de componentes del tejido conectivo. Este
proceso provoca un engrosamiento y pérdida de elasticidad de
la pared de los vasos sanguineos y, en Ultima instancia, la
formacion de la placa de ateroma.

Riesgo cardiovascular

Los factores de riesgo cardiovascular se relacionan con un
incremento en la mortalidad al determinar la probabilidad de
sufrir una ECV.

Existen diferentes tipos de factores de riesgo:

*

Modificables: son aquellos factores de riesgo que se
pueden modificar cambiando nuestro estilo de vida, como
por ejemplo la dieta, el tabaquismo o la actividad fisica.
No modificables: son factores de riesgo que no se pueden
cambiar como la edad, el género, la historia familiar, los
condicionantes genéticos, entre otros.

Ademas, también se pueden clasificar como:

*

*

Tradicionales: comprenden los factores de riesgo mas
conocidos y aceptados por la comunidad cientifica como
la hipertension, la obesidad, el estilo de vida, el consumo
de tabaco y alcohol, los niveles en sangre de colesterol y
triglicéridos, la dieta, la edad, el género, la menopausia,
los condicionantes genéticos y la historia familiar.
Emergentes: son factores de riesgo que estan siendo
estudiados en los ultimos anos y de los cuales no se
dispone de tanta informacion. Estos factores pueden ser
el diametro y nimero de particulas de las lipoproteinas,
la carga eléctrica, la composicion de las lipoproteinas, las
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico (LES), el estrés y la ansiedad, parametros
inflamatorios, entre otros. El estudio de este tipo de
factores de riesgo tiene especial importancia en casos en
los cuales hay riesgo cardiovascular, pero los factores de
riesgo tradicionales modificables estan dentro de la
normalidad, es decir, en los cuales hay riesgo residual.
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Gracias al control de los factores de riesgo cardiovascular se
disminuye significativamente los eventos cardiovasculares,
llevando consigo una reduccion del 50 % de la mortalidad
debida a ECV [1]. De entre todos los factores de riesgo,
posiblemente el mas relevante es la hiperlipidemia, con una
especial importancia el papel del colesterol, ya que es el lipido
que se acumula en la placa de ateroma y que finalmente acaba
obstruyendo la arteria.

Las concentraciones de colesterol transportado por las LDL
(low-density lipoprotein o lipoproteinas de baja densidad)
correlacionan directamente con la prevalencia e incidencia de
eventos cardiovasculares adversos y la muerte. Ademas,
terapias dirigidas a disminuir los niveles del colesterol LDL
(LDLc) han demostrado tener gran eficacia en la prevencion y
tratamiento de la enfermedad coronaria [2]. Las contribuciones
claves respecto a lo anterior corresponden al estudio
Framingham, cuyo objetivo principal era la identificacion de
factores que promueven la enfermedad cardiovascular y su
seguimiento a lo largo del tiempo en un gran numero de
participantes [3]. El estudio demostré que tanto el colesterol
total como el LDLc son los principales inductores de la
arteriosclerosis en gran parte de la poblacion general, pero
ademas hay otros factores de riesgo importantes [4] como
niveles bajos de colesterol HDL (HDLc), hipertension, exceso de
peso, hiperglicemia, el consumo de tabaco, ausencia de
ejercicio y el estrés, entre otros.

A pesar del conocimiento de todos estos factores de riesgo, aun
queda por explicar aproximadamente el 40 % de los casos de
cardiopatia isquémica, en los cuales los lipidos plasmaticos
(colesterol y triglicéridos) estan dentro de los niveles de
normalidad [5]; a este riesgo cardiovascular se le denomina
riesgo residual. Para entender las causas del riesgo residual,
se estan empezando a estudiar factores de riesgo no
convencionales para asi poder explicar en mayor medida la
arteriosclerosis y tener un mayor nimero de factores de riesgo
candidatos a ser controlados para mejorar la prevencion de la
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ECV. Si también se tuviera en cuenta estos factores a la hora
de evaluar el riesgo cardiovascular, y no solamente los
convencionales, se podria llegar a reducir tanto el nimero de
eventos cardiovasculares como los indices de morbilidad y
mortalidad debida a ECV.

Incluso en los casos en que las concentraciones de lipidos son
normales, la principal causa de ECV son los depdsitos de grasa
que llegan a obstruir arterias, con lo cual, conocer en detalle el
metabolismo de los lipidos es importante para su prevencion,
asi como las propiedades de las lipoproteinas.
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II. METABOLISMO LIPiDICO

Los lipidos son moléculas anfipaticas esenciales para los
organismos vivos y presentan una gran variedad estructural. Sus
funciones principales son:

¢ Estructural: son componentes esenciales de las membranas
celulares como, por ejemplo, los fosfolipidos (PL) de la
superficie celular.

¢+ Reguladora: pueden actuar como hormonas (esteroideas) y
vitaminas (vitamina D).

¢+ Reserva: tienen un alto contenido energético y se pueden
almacenar en forma de depoésitos de grasa.

Para llevar a cabo estas funciones dentro del organismo, los
lipidos son transportados por las lipoproteinas a los tejidos
mediante tres rutas (Figura 1):

¢+ Metabolismo exoégeno
¢+ Metabolismo endogeno
¢+ Transporte Reverso de Colesterol (TRC)

Metabolismo endoégeno
o

_—
-

Transporte Reverso
de Colesterol

Metabolismo exogeno

Figura 1. Rutas de transporte de las lipoproteinas.
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Metabolismo exogeno

Es el responsable de que los lipidos procedentes de la dieta vayan
desde el intestino hasta el higado (Figura 2). La mayoria son
triglicéridos (TG) (> 95 %), le siguen los fosfolipidos (PL), acidos
grasos libres (FFAs), colesterol y vitaminas liposolubles, pero
dependiendo de la dieta seguida pueden variar; de hecho, la dieta
puede hacer que los PL de las membranas celulares cambien
afectando asi a las interacciones. También se ha visto que los PL
procedentes de la dieta puede tener diversos efectos sobre
distintas patologias, entre ellas la ECV [6].

Ac. Biliares

QM maduro

Torrente
sanguineo

Apo A
‘ApoE 'APOC ‘ApoB

\f VLDLR LDLR B LRP-1 N HSPG

Figura 2. Metabolismo exdgeno.

El proceso se inicia en los enterocitos, donde se forman y maduran los
quilomicrones. Una vez maduros, pasan a la linfa hasta alcanzar la circulaciéon
donde son metabolizados. La LPL hidroliza los TG dando lugar a FFAs. Acto
seguido, la CETP y PLTP actian sobre estos QM haciendo que disminuya su
contenido en TG y PL. Ademas, la Apo Ay C son cedidas a las HDL, dando lugar
a remanentes de QM, los cuales seran reconocidos por receptores para dar paso
a su hidrolisis lisosomal.

QM: quilomicrones; PL: fosfolipidos; TG: triglicéridos; FFAs: acidos grasos
libres; CETP: cholesterol ester transfer protein; LPL: lipasa lipoproteica;
PLTP: phospholipid transfer protein; VLDLR: receptor de las VLDL;
LDLR: receptor de las LDL; LRP-1: LDL receptor-related protein 1,
HSPG: heparan sulfato proteoglicano.
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Por un lado, la hidrélisis de los TG produce monoacilgliceroles
(MAG) y FFAs gracias a la accion de las lipasas gastrica y
pancreatica [7, 8]. Por otro lado, los PL dan lisofosfolipidos y FFAs
al hidrolizarse; y, finalmente, los ésteres de colesterol formaran
FFAs y colesterol libre tras desesterificarse. Los productos de
estas digestiones son absorbidos por los enterocitos mediante
diversas proteinas transportadoras. Una vez en el interior de
éstos, concretamente en el reticulo endoplasmatico, los MAG se
vuelven a esterificar con FFAs hasta formar de nuevo TG y PL
donde se pueden almacenar o se pueden ensamblar con la
apolipoproteina (Apo) B48, sintetizada en el intestino, para dar
lugar a los quilomicrones (QM) (Figura 3). La transferencia y
ensamblaje de los lipidos a la Apo B48 se debe a la acciéon de la
MTP (microsomal triglyceride transfer protein), esencial para dicho
proceso [9].

ENTEROCITO

Reticulo
endoplasmatico

Ribosomas

Aparato de Golgi

Figura 3. Formacién de quilomicrones en el enterocito.

El proceso se inicia en el reticulo endoplasmatico con la sintesis de la Apo B48,
la cual se enriquece en lipidos gracias a la MTP o es degradada. Posteriormente,
en el aparato de Golgi se anaden los PL y Apos A para terminar de estabilizar
los QM.

Apos: Apolipoproteinas; QM: quilomicrones; MTP: microsomal triglyceride
transfer protein; PL: fosfolipidos.
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El siguiente paso de la formacion de los QM tiene lugar en el
aparato de Golgi, donde se anaden mas PL y apolipoproteinas A
para estabilizar y terminar de formar los QM [10]. También, se le
pueden unir moléculas de lipopolisacarido (LPS), que se hayan
filtrado al interior del enterocito, las cuales proceden de bacterias
Gram negativas y les proporciona mas aterogenicidad mediante
un mayor poder inflamatorio [11]. Una vez terminado su
ensamblaje, los QM pasan al sistema linfatico y de éste se drenan
a la circulacion sanguinea a través del conducto toracico para asi
llegar a los tejidos periféricos.

En circulacion, los QM inician un proceso continuo de cambio de
tamano y composicion al interaccionar electrostaticamente con
proteinas de transferencia de lipidos. Son hidrolizados por la
lipoproteina lipasa (LPL), la cual es activada por la Apo CII e
inhibida por la Apo CIII [12, 13]. Los TG se hidrolizan dando
glicerol, el cual se incorporara a la gluconeogénesis, y FFAs que
pueden ser absorbidos por las células y ser almacenados como
fuente de energia. La LPL es una enzima clave en el proceso de
eliminacion de las lipoproteinas mediante receptor [14], por lo
que modificaciones en la interaccion de ésta con las lipoproteinas
puede afectar significativamente al metabolismo. Dichas
modificaciones podrian ser debidas a alteraciones en las distintas
propiedades de las lipoproteinas como pueden ser la carga
eléctrica o la glicosilacion de la Apo CIII por moléculas de acido
sialico, entre otras.

Paralelamente, los QM reciben de las HDL (high-density
lipoprotein o lipoproteina de alta densidad) la Apo CII, activador
de la LPL, y la Apo E, imprescindible para el reconocimiento por
los receptores. Ademas, por la accion de la CETP (cholesterol ester
transfer protein) y la PLTP (phospholipid transfer protein) van
perdiendo TG y PL. La PLTP distribuye los PL entre las distintas
lipoproteinas. En el caso de la CETP, ésta redistribuye los TG de
los QM y LDL a las HDL, y ésteres de colesterol de las HDL a los
QM y LDL, para asi mantener un equilibrio de los lipidos entre
lipoproteinas. Debido al importante papel en dicho equilibrio, un
déficit de esta proteina tiene un impacto sobre la arteriosclerosis
disminuyendo el LDLc y aumentando el HDLc [15]. Por otro lado,
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también afecta al diametro de estas particulas, ya que una menor
actividad de esta enzima se asocia con un diametro medio mayor
de LDL [16] y HDL [17]. Tanto la CETP como la PLTP, al igual que
transfieren lipidos, también transfieren a las LDL las moléculas
de LPS que se hayan filtrado y se encuentren unidas a las HDL
haciéndolas mas aterogénicas, siendo mas efectiva la PLTP [18].

Conforme los QM pierden TG y PL y ceden de nuevo las Apos Ay
C alas HDL, se van haciendo mas pequenos y densos dando lugar
a los remanentes de los QM, ricos en colesterol y Apo E. Estos
remanentes seran retirados de la circulaciéon por el receptor de la
LDL (LDLR), vy en menor medida por el receptor de las VLDL
(VLDLR), el LRP-1 (LDL receptor-related protein 1) y el heparan
sulfato proteoglicano (HSPG). La interaccion de los remanentes
de QM con los receptores se lleva a cabo por la Apo E, dando lugar
ala endocitosis del QM y la consiguiente hidroélisis lisosomal. Casi
todos los TG de los QM son utilizados por los tejidos periféricos;
en cambio, casi todo el colesterol llega intacto al higado.

Asi como los TG se absorben y comienzan su metabolismo con los
QM, el colesterol lo hace a través de las HDL. La absorcion de
colesterol en el intestino es un proceso altamente regulado, ya
que hay dos vias totalmente independientes: una de QM
dependientes de Apo B y MTP, y otra de HDL independiente de
Apo B, la cual esta mediada por Apo Al y ABCA1l (ATP-binding
cassette sub-family A member 1)[7, 19, 20], que incrementa el
transporte intracelular de colesterol hacia la membrana
plasmatica [21] y facilita el flujo de colesterol hacia los aceptores
extracelulares. Hay que anadir que, al igual que pasa con los QM,
en el proceso de formacion de las HDL se les pueden unir
moléculas de LPS.

Metabolismo endogeno

Engloba el transporte de los lipidos que se sintetizan en los
hepatocitos hacia los tejidos periféricos (Figura 4). Esta via se
inicia en el higado, el cual sintetiza los lipidos de origen endégeno
a partir de glicerol, acidos grasos y colesterol. Los acidos grasos
necesarios provienen de:
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¢+ Tejidos periféricos mediante el transporte reverso de
colesterol (TRC) y captacion de particulas remanentes de las
lipoproteinas ricas en TG.

¢+ Tejido adiposo, debido a su lipdlisis y transporte en
circulacion unido a la albumina. Este origen predomina en
estados de ayuno, en dietas ricas en grasa o en patologias
como puede ser la diabetes.

¢ Sintesis de novo a partir del acetil-Coenzima A
predominante en estados postprandiales.

Torretite sanguineo

‘ Apo C
‘ Apo E
'Apo B

LDLR

‘ Receptor Apo E

Figura 4. Metabolismo endégeno.

Comienza con la sintesis en el higado de las VLDL y su secrecién. En
circulacién captan Apo C y E al interaccionar con las HDL. La LPL hidroliza
los TG dando FFAs; ademas, los PL y las Apos C pasan de nuevo a las HDL,
dando lugar a los remanentes de VLDL o IDL. En condiciones normales, el
50 % de las IDL son captadas por receptores hepaticos para ser eliminadas.
Sobre el resto actiia la LPL formandose LDL. E1 75 % de la LDL es captada por
el higado y el 25 % por el resto de tejidos.

IDL: intermediate-density lipoprotein o lipoproteina de densidad intermedia;
LDL: low-density lipoprotein o lipoproteina de baja densidad; PL: fosfolipidos;
FFAs: acidos grasos libres; LPL: lipoproteina lipasa; LH: lipasa hepatica; VLDL:
very low-density lipoprotein o lipoproteina de muy baja densidad; LDLR:
receptor de las LDL.
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Unas de las lipoproteinas que se sintetizan en el higado son las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL o very low-density
lipoprotein) mediante un proceso similar al de la formacion de los
QM, con la diferencia de que la apolipoproteina inicial es la Apo
B100, en lugar de la Apo B48. La sintesis de las VLDL se ve
aumentada con la ingesta de hidratos de carbono y grasa.

Las VLDL nacientes se componen basicamente de TG de origen
endogeno y colesterol esterificado y libre. Una vez liberadas a la
circulacion, sufre cambios en cuanto a tamano y composicion al
interaccionar electrostaticamente con otras lipoproteinas,
concretamente las HDL. Al interaccionar con éstas, intercambian
apolipoproteinas (Apo CI, CII, CIII y E) y colesterol. Conforme
van circulando, la LPL de la superficie endotelial hidroliza los TG
de las VLDL, y los PL y las Apos C vuelven a las HDL formandose
asi los remanentes de las VLDL. Una porcion de ellos es captada
por el higado u otros tejidos y el resto entran en la cascada
lipolitica de las lipoproteinas (VLDL-IDL-LDL) que tiene lugar en
el plasma.

Los remanentes de las VLDL se transforman en IDL (lipoproteinas
de densidad intermedia o intermediate-density lipoprotein) por
accion de la LPL y la LH (lipasa hepatica). En condiciones
normales, aproximadamente el 50 % de las particulas IDL son
captadas y eliminadas por el higado gracias a la interaccion entre
la Apo E y el LDLR. El resto de particulas siguen circulando en
plasma, sus TG son hidrolizados por la LH y se convierten en
LDL, ya que un incremento de la actividad de la LH da lugar a
cambios en el tamano y la densidad de las lipoproteinas [22].

Las LDL son esencialmente de origen plasmatico y constituyen el
principal transporte de colesterol hacia los tejidos, siendo el 75 %
de éstas captadas en el higado y el 25 % en el resto de tejidos. En
el catabolismo de las LDL, el exceso de colesterol se transforma
en acidos biliares que se secretan a la bilis. Por otro lado, los
demas componentes lipidicos son captados por los macrofagos o
se utilizan para la sintesis de hormonas esteroideas y la
formacion de membranas celulares.
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La eliminaciéon de particulas LDL de la sangre se lleva a cabo via
LDLR, localizado en la superficie de todas las células, excepto en
los eritrocitos. E1 LDLR controla los niveles plasmaticos de
colesterol captando por endocitosis y catabolizando las
lipoproteinas que contienen Apo B100 (LDL) y Apo E (VLDL, IDL,
HDL). Una vez finalizado el proceso, el receptor se recicla en la
membrana plasmatica. Su expresion transcripcional se regula
inversamente segun los niveles de colesterol libre intracelular. Por
otro lado, su degradacion esta regulada por la PCSK9 (proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9), ya que al unirse al receptor
promueve su degradacion lisosomal [23]. Al ser la PCSK9 un
regulador del LDLR y ser el LDLR hepatico uno de los encargados
de eliminar las moléculas de LPS de la circulacion [24], hay
evidencias que demuestran el papel de la PCSK9 en la
endotoxemia metabédlica mediante la eliminacién hepatica del LPS
en casos de sepsis, siendo mayor su eliminacién al inhibirla [25].

Transporte Reverso de Colesterol

Es el encargado de devolver al higado el exceso de colesterol de
los tejidos periféricos (Figura 5), ya que el higado y los 6rganos
productores de hormonas esteroideas son los tinicos capaces de
utilizarlo para la sintesis de componentes celulares.

Las HDL son las encargadas de llevar a cabo este tipo de
transporte. Su sintesis comienza con la formacién de las HDL
nacientes, compuestas por Apo Al y PL. Estas HDL son
secretadas a la circulacion por el higado y por el intestino delgado,
pero también se pueden formar a partir de lipidos liberados en la
lipdlisis de lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRL) por la
LPL [26]. Estas HDL presentan un efecto ateroprotector al
capturar el colesterol de los tejidos periféricos, como pueden ser
las arterias, y de los macréfagos.

El colesterol se puede transferir a las HDL por dos procesos:

+ Difusién independiente de receptor: Las moléculas de
colesterol se liberan de la membrana celular y se incorporan
a las HDL nacientes sin necesidad de interaccion con
ninguan receptor.
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+ Interaccion con receptores: Las apolipoproteinas presentes
en las HDL actuan de aceptores permitiendo que las HDL
nacientes interaccionen con receptores de las membranas
celulares como pueden ser el ABCA1 [27] o el ABCG1 (ATP-
binding cassette sub-family G member 1) [28].

Torrente sanguineo

| e

U SR-B1 ' Apo Transporte
v ABCG1 Apo A de Colest:n:bl

v Receptor Apo E

Figura 5. Transporte reverso de colesterol.

Las HDL son las encargadas del TRC. Su sintesis empieza en el higado e
intestino delgado con la formacién de las HDL nacientes, o bien proceden de
las TRL tras la accién de la LPL. Estas HDL nacientes captan colesterol de los
tejidos periféricos y de los macréfagos convirtiéndose en HDL maduras. El
colesterol captado se esterifica gracias a la LCAT dando lugar a HDL3 y
posteriormente a HDLz. Estas pueden hacer que los macréfagos almacenen
mas colesterol gracias al ABCG1, pueden volver a iniciar el ciclo o pueden ser
captadas por el higado a través del SR-B1 o el receptor de la Apo E.

HDL: high-density lipoprotein o lipoproteina de alta densidad; LPL: lipasa
lipoproteica; LCAT: lecitin Colesterol Acil Transferasa; CETP: cholesterol ester
transfer protein; ABCG1: ATP-binding cassette sub-family G member 1; Chol:
colesterol; SR-B1: scavenger receptor class B member 1.

El colesterol libre que se captura es rapidamente esterificado por
la LCAT (Lecitin Colesterol Acil Transferasa), enzima unida a la
superficie de las HDL y activada por la Apo Al. Una vez
esterificado, pasa al nucleo de la particula, haciendo que las HDL
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comiencen a presentar forma esférica, se van agrandando, se
transforman en HDLs y seguidamente en HDL,, proceso
reversible gracias a la CETP. Estas particulas pueden
interaccionar con ABCG1 y promover una mayor acumulacion
intracelular de colesterol en los macrofagos [28]. Ademas de esta
formacion secuencial de las HDL, partiendo de HDL naciente y
pasando por HDL3 y HDL; para dar lugar a las HDL maduras, ha
surgido recientemente una nueva teoria basada en la secrecion
directa a la circulaciéon de cada uno de los tipos de HDL, sin
necesidad de que haya una interconversion de tamanos de las
distintas HDL, es decir, que se sintetizan y secretan directamente
HDL de distintos tamanos [29].

Una vez en circulacion, las HDL sufren modificaciones al
interaccionar electrostaticamente con diferentes enzimas.
Ademas de la acciéon de la CETP, tras la cual cambian su
composicion de ésteres de colesterol y TG, la expresion de la
lipasa endotelial (LE) correlaciona inversamente con los niveles
de HDLc al presentar actividad fosfolipasa A1l [30]. El destino de
los ésteres de colesterol provenientes de las HDL no esta definido.
Por un lado, receptores hepaticos, como el SR-B1 (scavenger
receptor class B member 1) o el de la Apo E, pueden reconocer
directamente a las HDL. Al ser éstas internalizadas, el colesterol
puede utilizarse para la sintesis de acidos biliares, el ensamblaje
de nuevas lipoproteinas o ser secretado directamente por la bilis.
Las particulas de HDL que no han sido captadas se pueden
reciclar en circulacion y empezar de nuevo el TRC. Por otro lado,
el colesterol de las HDL es transferido indirectamente a otras
lipoproteinas que contienen Apo B o es captado por el LRP-1.

Tras conocer como funciona el metabolismo lipidico y como se
forman las distintas lipoproteinas, en el siguiente capitulo se
explicaran como las lipoproteinas se acumulan en la pared
arterial dando lugar a la arteriosclerosis.
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III. ARTERIOSCLEROSIS

La arteriosclerosis, principal responsable de las enfermedades
cardiovasculares, es un proceso patologico de caracter
inflamatorio y lipidico que afecta a los vasos sanguineos de
tamano medio-grande. Es una enfermedad que cursa progresa
lentamente con el tiempo y no produce manifestaciones clinicas
hasta llegar a estadios avanzados. Se caracteriza por la
infiltracion y acumulacion de lipidos y componentes del sistema
inmunitario, la proliferacion de células musculares lisas y
acumulacion de componentes del tejido conectivo en la pared
vascular (Figura 6). Esto da lugar a la formacion de placas de
ateroma, que conlleva una pérdida de elasticidad y un
engrosamiento de la arteria.

En estadios iniciales, la arteriosclerosis es un proceso reversible
si se disminuyen la concentracion en plasma de las lipoproteinas
que contienen Apo B o su aterogenicidad. En estadios mas
avanzados o con formacion de placa, el proceso es mas dificil de
revertir, de ahi la importancia de un diagnoéstico preventivo.

Patogénesis de la arteriosclerosis

La acumulacioén de lipoproteinas que contienen Apo B en la pared
del vaso sanguineo es un paso critico y necesario para el
desencadenamiento de la arteriosclerosis [31, 32|. La lesion
comienza en la capa intima de la pared arterial y va avanzando
progresivamente pudiendo llegar a afectar a su totalidad,
incluyendo la capa media y la adventicia [33].

En presencia de una mayor concentracion de lipoproteinas mas
aterogenas, la monocapa de células endoteliales cambia
cualitativamente, dando lugar a una disfuncion endotelial.
Estos cambios cualitativos se traducen en un aumento de la
expresion de moléculas de adhesion, citoquinas inflamatorias y
factores protromboéticos y de estrés oxidativo. Ademas, se produce
una modulacién anormal del tono vascular, que sumado a lo
anterior, provoca una mayor retencion local de lipoproteinas en
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la matriz extracelular de las células endoteliales, concretamente
en los proteoglicanos [34, 35|, dando lugar a un incremento en
la permeabilidad de la pared arterial [36].
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Figura 6. Esquema de la patogenia de la arteriosclerosis.

En presencia de lipoproteinas aterogenas, el endotelio aumenta la expresiéon de
moléculas de adhesién, citoquinas..., lo que provoca una mayor filtracién de
lipoproteinas al espacio subendotelial y el desencadenamiento de la respuesta
inflamatoria. Los monocitos traspasan el endotelio y se convierten en
macrofagos, los cuales captan las lipoproteinas alli retenidas, convirtiéndose en
células espumosas. Desde la capa media hay una proliferacion y migracion de
las células musculares lisas hacia la intima, las cuales participaran en la
formacién de la placa de ateroma.

A continuacion, las lipoproteinas son retenidas en el espacio
subendotelial y sufren modificaciones como la oxidacion,
agregacion, lipolisis, cambios en sus fosfolipidos de membrana
por la Lp-PLA,... Todas estas modificaciones pueden alterar su
electronegatividad y hacerlas mas aterogénicas, llegando a
desencadenar una respuesta inflamatoria [37]. En dicha
respuesta, los monocitos traspasan el endotelio y se diferencian
en macrofagos, los cuales activan la expresion de receptores
scavenger, como el SR-B1, y receptores toll-like, como el TLR4,
para captar las lipoproteinas modificadas que se encuentran
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retenidas en el espacio subendotelial. Al captar lipoproteinas, los
macrofagos acaban convirtiéndose en células espumosas con alto
contenido lipidico en su interior y se van acumulando en la pared
vascular.

Una vez la lesion esta establecida, células musculares lisas
migran a la intima para promover la formaciéon de una capa
fibrosa de colageno y elastina que cubra la placa de ateroma y la
estabilice. A medida que la lesién progresa, los macrofagos
mueren y su insuficiente eliminacion (eferocitosis), hace que se
acumulen detritos celulares, material procoagulante y
protromboético, proteasas y cristales de colesterol dando lugar a
un nucleo necrotico dentro de la placa de ateroma [36, 38].
Paralelamente, los receptores toll-like inician una cascada de
senales de liberacion de oxido nitrico y enzimas proteoliticas
dentro de los macréofagos que no han muerto y que se encuentran
en la lesion. Estas enzimas proteoliticas degradan la matriz y
hacen que la placa se desestabilice. Una placa de ateroma
desestabilizada puede romperse y llegar a provocar un accidente
vascular trombotico.

Resumiendo, hay tres puntos claves en el proceso aterosclerotico:
la filtracion de lipoproteinas aterégenas, la retencion de éstas en
el espacio subendotelial pudiendo afectar a la intima-media, y la
respuesta inflamatoria que se desencadena. Cabe destacar, que
sobretodo la retencion de las lipoproteinas y la respuesta
inflamatoria que éstas provoque se ven influenciados por las
propiedades de las lipoproteinas. Respecto a la filtracion y
retencion de las lipoproteinas en la pared de los vasos
sanguineos, hay trabajos que concluyen que la retencion de las
lipoproteinas en la pared arterial ocurre principalmente a través
de uniones electrostaticas entre los proteoglicanos de la matriz
extrtacelular y las lipoproteinas, concretamente con la Apo B de
éstas [34, 35]; incluso estas interacciones se han llegado a
proponer como dianas terapéuticas contra la arteriosclerosis [39].
Hay que anadir que para que estas interacciones tengan lugar,
ambas moléculas se deben encontrar en la conformacion espacial
adecuada. En el caso de las lipoproteinas, la Apo B puede sufrir
cambios conformacionales, debidos al contenido de Ila
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lipoproteina, que se traducen en cambios en la carga eléctrica
de la particula afectando a las interacciones [40]. Ademas, la Apo
CIII también se ha asociado con una mayor retencion de las
lipoproteinas en la pared de las arterias, pero, al contrario que la
Apo B, el efecto es indirecto; es decir, no es la propia Apo CIII la
que interacciona electrostaticamente con los proteoglicanos de la
matriz, sino que ésta provoca un cambio conformacional en la
Apo B, el cual facilita la interaccion [41, 42]. También hay que
tener en cuenta tanto el diametro que presenten las lipoproteinas
como el nimero de particulas, ya que particulas mas pequenas
presentaran una mayor facilidad de filtracion en la pared de los
vasos sanguineos que particulas mas grandes y la probabilidad
de penetracion en dicha pared sera mayor cuanto mas particulas
haya.

Por otro lado, otra propiedad de las lipoproteinas, que en este
caso se relaciona con la respuesta inflamatoria, es el contenido
de LPS presente en éstas. La relacion del LPS con la inflamacion
desencadenada por macrofagos esta bien establecida [43, 44].
Como la arteriosclerosis es un proceso, en parte, inflamatorio, la
respuesta de los macrofagos a la presencia de LPS puede influir
en ella [45]. E1 LPS es reconocido tanto por el SR-B1 como por el
TLR4 presentes en los macrofagos. Al interaccionar con el TLR4,
lo activa [46] y desencadena un estado de inflamacion metabdlica
[47] en el cual se producen moléculas de adhesion y citoquinas
inflamatorias que se suman a las ya producidas en el proceso
aterosclerotico, agravando asi la situacion. Esto hace pensar que
una lipoproteina que tenga unido LPS también desencadenara
dicho efecto, siendo ésta mas aterogénica. En el caso de ser
reconocido por el SR-B1, se atentia la respuesta inflamatoria [48]
facilitando la eliminacion del LPS [49].

Arteriosclerosis subclinica

La arteriosclerosis subclinica se define como la fase
asintomatica o preclinica de la arteriosclerosis. Intervenir en esta
fase es crucial para la prevencion de eventos cardiovasculares; de
aqui la importancia de buscar nuevos factores de riesgo, para asi
actuar sobre ellos e intentar evitar el desarrollo de la enfermedad.
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El diagnéstico de la arteriosclerosis se enfocaba en el diagnostico
tardio de la enfermedad ya avanzada, algo insuficiente para la
prevencion de ésta. Desde hace unas décadas, este enfoque ha
cambiado y ahora su evaluacion clinica es una herramienta que
ayuda a estratificar el riesgo cardiovascular [S0-52]. De esta
manera, las técnicas de imagen y de valoracion de funcionalidad
de las arterias nos ayudan a una mayor prediccion del riesgo
cardiovascular individual [53, 54].

Existen diferentes técnicas para la evaluacion de Ila
arteriosclerosis subclinica. La determinacion del grosor de la
intima-media carotidea (cIMT) es una técnica no invasiva
realizada por ultrasonido, fiable y reproducible (ver capitulo VI de
la metodologia). Se basa en medir el grosor de las capas intima y
media conjuntamente para aumentar la factibilidad del método,
ya que debido a la resolucion del ultrasonido no es posible
distinguirlas [55, 56]. A medida que el individuo presenta factores
de riesgo como por ejemplo el tabaquismo y/o la hipertension se
facilita la acumulacion del colesterol y un aumento del grosor de
la intima-media [57]. Las guias europeas, basadas en estudios
epidemioloégicos que evaluan los riesgos de ECV en la poblacion
general, recomiendan la valoracion de la cIMT, asi como la
determinacion de la presencia de placas aterosclerdticas en la
arteria carotida [58].

Esta técnica también permite determinar la presencia de placa
de ateroma en la arteria. La definicion de placa de ateroma es algo
controvertida, ya que los valores de cIMT a partir de los cuales se
considera placa depende del estudio de referencia que se escoja
al no haber una estandarizacion de la medida. Por lo general, se
considera placa al rango 1,2 — 1,9 mm o a un engrosamiento focal
mayor de 0,5 mm o del 50 % del area colindante [59].

A pesar de que el grosor de la intima-media y la presencia de placa
reflejan un elevado riesgo cardiovascular [59, 60], hay estudios
que cuestionan la eficacia de la cIMT mas alla de los modelos
SCORE y Framingham [61, 62]. A pesar de ello, se recomienda su
uso para la clasificacion de arteriosclerosis subclinica en
individuos con riesgo cardiovascular moderado [S1].
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Factores de riesgo

La arteriosclerosis es una enfermedad multifactorial en la cual se
ven implicados distintos factores de riesgo, tanto genéticos como
ambientales. El control de estos factores de riesgo, como se ha
mencionado en el capitulo I de esta introduccion, se traduce en
una reduccion del 50 % de la mortalidad cardiovascular y una
disminucion significativa de los eventos cardiovasculares [1]. A
continuacion, se explican algunos de los factores de riesgo no
genéticos mas relevantes:

Edad

La edad es el principal factor de riesgo, ya que el proceso
aterosclerotico se inicia en los primeros anos de vida y se va
desarrollando a lo largo de ésta. Es un factor de riesgo
convencional no modificable. Con la edad, se producen cambios
en el perfil lipidico debido a las necesidades energéticas que se
dan en cada etapa de la vida. Durante la adolescencia,
disminuyen los TG circulantes debido a un incremento en la
actividad de la LPL [63]; en cambio, el colesterol total no varia
respecto a la edad adulta [64]. Por otro lado, los niveles de LDLc,
incrementan hasta llegar a mediana edad [65-67] y, por encima
de los 65 anos, se produce una reducciéon progresiva de LDLc [68-
70]. En el caso del HDLc no esta claro su comportamiento, ya que
hay controversia debido a que algunos estudios no encuentran
ninguna variaciéon en funcion de la edad [64, 67] y otros observan
una disminucion de éste [65, 66].

Hay casos en los que existe una arteriosclerosis acelerada en la
cual la edad no es el principal factor. Esta arteriosclerosis
acelerada se da en el caso de ninos con hipercolesterolemia
familiar, en el cual el factor de riesgo es el nivel de colesterol en
sangre que éstos presentan debido a mutaciones genéticas. Otro
caso son los pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES)
que pueden llegar a presentar un riesgo aterosclerético 50 veces
mayor a la poblacion general de su mismo rango de edad [71, 72].
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Género

Es un factor de riesgo convencional no modificable. Hay estudios
que muestran que hay diferencias entre ambos sexos en cuanto
a riesgo aterosclerotico, siendo el género masculino el que
presenta mayor riesgo [73]. Los factores de riesgo convencionales
son similares en ambos sexos, pero hay que tener en cuenta las
diferencias biologicas entre ambos. Mientras que se encuentra
una diferencia de 10 afnos en la mortalidad general entre hombres
y mujeres, el numero de muertes cardiovasculares se van
igualando; y es que una vez las mujeres llegan a la menopausia,
el riesgo se iguala en ambos sexos [74]. Unos de los efectos
secundarios de la menopausia son cambios lipidicos hacia un
perfil mas aterogénico, lo que no queda claro es si es resultado de
la edad [75, 76], la deficiencia de estrogenos o una combinacion
de ambos [77].

En contraposicion al efecto protector que tiene el género
femenino, hay poblaciones especificas de mujeres que no
presentan esta proteccion y que presentan alto riesgo
cardiovascular en edad joven [71, 72]. Un ejemplo son las
pacientes con LES, enfermedad que se explicara mas adelante
(ver capitulo V de esta introduccion).

Indice de masa corporal (IMC)

Un indice de masa corporal elevado se asocia fuertemente con la
dislipemia aterégena consistente en niveles elevados de TG,
sdLDL (small-dense LDL o LDL pequenas y densas) y lipoproteinas
remanentes, y bajos niveles de HDL. Este perfil aterogénico se
asocia a un mayor riesgo de ECV en individuos sanos con
sobrepeso [78], a mayor cIMT en hombres [79] y a calcificaciones
coronarias en mujeres post-menopausicas [80]. Ademas, un
incremento en el peso también se asocia a VLDL mas grandes y
LDL y HDL mas pequenas [81]. Sin embargo, cuando el IMC se
encuentra dentro de los valores normales (20 - 25 kg/m?2), el
riesgo se ve reducido [82-84].
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Inflamacion

Se sabe que la inflamacion juega un papel importante en la
arteriosclerosis [85, 86] siendo las vias inflamatorias importantes
en el desarrollo y progresion de ésta [87, 88]. Su relevancia en el
desarrollo de ECV, esta bien reflejada en estudios que relacionan
marcadores inflamatorios, como la PCR (proteina C reactiva), y
los eventos cardiovasculares [86, 89]. Medidores de inflamacion
como el factor de necrosis tumoral a (TNFa) o la interleucina 1
favorecen la union de la LDL al endotelio, su internalizacion y
posterior retencion. A continuacion, los macrofagos se convierten
en células espumosas al captarlas, desencadenando todo el
proceso aterosclerotico [83]. Por el contrario, las HDL presentan
propiedades antiinflamatorias que pueden evitar o revertir estos
procesos [90].

Dislipemia
Los parametros con mayor asociacion con el riesgo de ECV son el
LDLc y el HDLc. Se ha demostrado que el control de ambos,

mediante cambios en el estilo de vida, cambios en la dieta o
farmacos, disminuye el riesgo cardiovascular.

Estudios epidemiologicos y meta-analisis demuestran que la
bajada de los niveles de LDLc es clave para la prevencion de ECV
reduciendo su riesgo, incluso llegando a niveles extremadamente
bajos [91]. Se ha visto que una disminucion de 1 mmol/1l
(39 mg/dl) de LDLc se relaciona con una reduccion del 26,6 % de
sufrir algun accidente cardiovascular y del 28 % del riesgo
relativo de mortalidad cardiovascular [92]

Por otro lado, niveles bajos de HDLc son considerados como
factor de riesgo independiente de ECV [93-95], con lo cual estan
emergiendo nuevas terapias dirigidas a corregirlo como el
aumento del ejercicio fisico, la disminuciéon del consumo de
alcohol y tabaco o el tratamiento con inhibidores de la CETP [15].
Se estima que un incremento de 1 mg/dl de HDLc se asocia a una
reduccion de la mortalidad por ECV del 3,7 % en hombres y del
4,7 % en mujeres [96]. Sin embargo, en un meta-analisis, donde
se incluyen 108 ensayos clinicos con un total de casi 300000
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participantes con riesgo cardiovascular, no se muestran ninguna
asociacion significativa entre el HDLc y el riesgo de muerte o
accidente cardiovascular tras ajustar por los niveles de LDLc [97].

Respecto a los niveles de TG, existe cierta controversia, ya que
hay estudios epidemiologicos que sugieren que si son un factor
de riesgo independiente de ECV [98-100], y en otros pierden el
valor predictivo después de ajustar por los niveles de HDLc y otros
factores [101-103]. Ademas, si distinguimos por género, en el
Framingham Heart Study se concluye que los TG son un factor de
riesgo independiente en mujeres, pero no en hombres [104]; en
cambio, en un meta-analisis es independiente en ambos géneros
en una poblacion general [105]. Esta controversia existente se
puede explicar debido a la variabilidad de los niveles de TG a lo
largo de la vida y en respuesta a la ingesta, ya que los TG
presentan una variabilidad biolégica del 23 % frente al 9,5 % del
LDLc [106]. A esto hay que anadir la limitacion de que cuando se
determinan los TG en plasma, se obtiene un valor global y no en
qué lipoproteina se encuentran, caracteristica muy importante
debido a que la aterogenicidad de los TG depende de las
lipoproteinas en las cuales se transporta, lo que avala la
importancia de estudios mas en detalle de las lipoproteinas, sus
propiedades y constituyentes.

Otros factores de riesgo

Enfermedades (comorbilidades):

El padecer algunas enfermedades hace que se tenga un mayor
riesgo cardiovascular.

+ El estrés se ha asociado con la hipertension [107] y cambios
en los niveles plasmaticos de los lipidos hacia un perfil mas
aterogénico [107, 108] (ver capitulo IV de la introduccion).

¢ En estados de ansiedad se muestra un perfil mas
aterogénico referente a los niveles de HDLc y ratios en los
que éste se ve involucrado (colesterol/HDLc y LDLc/HDLc)
[109, 110]. Ademas, se asocian directamente la ansiedad
con la incidencia de enfermedad coronaria, llegando a
proponerla como un factor de riesgo independiente [111] (ver
capitulo IV de la introduccion).
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¢+ Enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico (LES) (ver capitulo V de la introduccion)
presentan un riesgo cardiovascular elevado [112], incluso
hay estudios que concluyen que dicho riesgo no se explica
por los factores de riesgo tradicionales [113].

Propiedades de las lipoproteinas:

La importancia de las lipoproteinas en el riesgo cardiovascular es
bastante conocida y aceptada dentro de la comunidad cientifica,
pero el estudio de sus propiedades no esta muy avanzado. Es
cierto que hay propiedades, como el diametro de las particulas,
que si se han estudiado, pero otras como la carga eléctrica neta,
la union de moléculas de LPS o la presencia de acido sialico en
sus apolipoproteinas que se desconocen en gran medida.
Respecto a la carga eléctrica de las lipoproteinas, si hay estudios
sobre la LDL electronegativa, pero no tienen en cuenta el resto de
LDL ni las demas lipoproteinas, de las cuales ya se ha
mencionado anteriormente que estan involucradas en el
metabolismo lipidico y asociadas al riesgo de sufrir ECV.

En los siguientes capitulos de la introduccion se explicaran mas
en detalle las evidencias cientificas que relacionan al estrés y la
ansiedad (Capitulo IV) y al LES (Capitulo V), con el riesgo
cardiovascular. Igualmente, se procedera a explicar cada una de
estas “nuevas” propiedades de las lipoproteinas y su relacion con
la ECV (capitulo VI).
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IV. ESTRES y ANSIEDAD

Hay patologias en las que aparentemente no hay una implicacion
directa de los lipidos y lipoproteinas, como pueden ser el estrés y
la ansiedad, pero que predisponen a tener mayor riesgo
cardiovascular a través de un perfil lipidico mas aterogénico.

ESTRES

El estrés es un proceso natural que responde a la necesidad de
adaptarnos al entorno que nos rodea, normalmente a situaciones
que nos resultan amenazadoras o desafiantes [114, 115]. Esta
respuesta resulta perjudicial si se prolonga en el tiempo o si es
muy intenso, aunque no siempre es negativo, ya que puede
presentar oportunidades para poner en marcha nuevos recursos
personales, fortaleciendo asi la autoestima e incrementando las
posibilidades de éxito en el futuro.

Este estado da lugar a una reaccion fisiologica como respuesta
fisica ante determinados estimulos. Se pueden distinguir tres
fases del estrés [116]:

¢ Fase de alarma: La respuesta inmediata que se produce
frente a un estimulo de un agente estresante es la activacion
del sistema nervioso simpatico (SNS) y el eje HPA
(hipotalamo-pituitaria-adrenales). E1 SNS actua sobre la
médula adrenal haciendo que se segreguen catecolaminas.
A los 30 — 60 minutos del estimulo, se inicia una serie de
reacciones bioquimicas como la activacion de receptores
corticotropicos para la produccion del precursor de la ACTH
(hormona adrenocorticotropa) y endorfina [117]. La ACTH
provoca la secrecion de cortisol (hormona catabdlica) y
dehidroepiandrosterona (DHEA) (anabdlica) [114]. El grado
de percepcion y afectacion del estrés depende del equilibrio
entre ambas. Ademas de estas reacciones, también se
produce hiperglucemia, aumento de la presion arterial e
hipertrigliceridemia por lipdlisis, caracteristicas de un perfil
aterogénico.
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+ Fase de adaptacion o resistencia: En esta fase el organismo
intenta equilibrar su homeostasis ante la permanencia del
agente estresante, lo que requiere un gran esfuerzo
metabdlico.

¢+ Fase de descompensacion o agotamiento: Si el agente
estresante contintia, puede haber un agotamiento a la hora
de mantener la homeostasis y se entra en un estado de fatiga
cronica.

El sistema nervioso simpatico responde rapidamente a agentes
estresantes, pero por otro lado, también regula otros sistemas
como el cardiovascular, el respiratorio, el gastrointestinal y el
renal [118]. Con lo cual, el sufrir estrés se ha relacionado con
diferentes afecciones como pueden ser la obesidad [119], 1a ECV,
la inflamacién, la respuesta inmune... A continuacion, se
explicara mas en detalle la relacion entre el estrés y los factores
de riesgo de ECV.

Estrés e inflamacion

La respuesta inflamatoria se puede dar bien por una agresion
externa bioquimica, como puede ser un agente infeccioso, o bien
por una agresion psiquica como puede ser el estrés. Al producirse
el estrés, se aumentan los niveles de los glucocorticoides, los
cuales presentan un efecto antiinflamatorio [120-122] al inhibir
la expresion de mediadores inflamatorios [123]. Por otro lado, se
produce la IL-6 (interleucina 6), entre otros, por los linfocitos y
monocitos en estado de estrés. Esta IL-6 induce la sintesis de la
PCR y ambas se asocian con el desarrollo de ECV.

Estrés y obesidad

Durante la situacion de estrés se encuentran elevados los niveles
de cortisol y éste mantiene en constante activacion a la LPL, que
liberara acidos grasos de las lipoproteinas para la produccion de
energia en forma de TG. Estos TG se acumularan en los
adipocitos, lo que se traduce en obesidad a largo plazo.
Paralelamente, el cortisol también mantiene elevados los niveles
de insulina, inhibiendo la lipdlisis y asi favorecer atin mas la
acumulacion de grasa.
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Estrés y arteriosclerosis

Hay evidencias de la implicacion de muchos agentes estresantes,
tanto fisicos como psicologicos, en el desarrollo de Ila
arteriosclerosis [124, 125]. Por un lado, la formacion de placas
de ateroma es la cumbre de un largo proceso inflamatorio, el cual
puede verse favorecido tras la exposicion a un agente estresante
como se ha mencionado anteriormente. A esto hay que anadir que
la sintesis de PCR se encuentra inducida por la IL-6 durante el
estrés. Un desequilibrio en la secrecion de citoquinas y un
aumento del estrés oxidativo son las causas de la aceleracion de
la formacion de placas de ateroma que, junto con un aumento de
la presion arterial producida también por el estrés, se traduce
en una mayor progresion de ECV. Ademas, la migracién de las
células de musculo liso, necesaria para la formacion de las
placas, también se ve aumentada en situaciones de estrés, ya que
responsables de la quimiotaxis que tiene lugar, como el TNF-a y
la IL-1, se encuentran aumentados. Por otro lado, en situaciones
de estrés agudo se puede provocar hemoconcentracion
intravascular aguda debido al descenso del volumen plasmatico,
que se traduce en un aumento en la concentracion de células
sanguineas, proteinas plasmaticas y lipoproteinas [126]. El
aumento de estas lipoproteinas se debe a la imposibilidad de
éstas de cruzar pasivamente la pared vascular y con ello se
observa un perfil lipidico mas perjudicial, concretamente con
niveles superiores de colesterol total, LDLc y HDLc [108].

Hay que anadir que el cortisol regula genes que codifican para los
receptores de las lipoproteinas y enzimas del metabolismo [127],
y que las catecolaminas tienen efectos sobre la funcién de las
plaquetas, como por ejemplo, su agregacion [128], lo cual
repercute posteriormente en la ECV.

Debido a que, como se mencioné en el capitulo I de la
introduccion, la formacion de las placas de ateroma se debe
principalmente a la acumulacion de lipidos en la pared arterial, y
que el cortisol, como agente regulador del estrés, tiene una
estructura quimica similar a los lipidos, es interesante estudiar
si existe relacion entre los lipidos y el estrés. Concretamente, hay
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articulos que ya han descrito una relacion entre los niveles de
cortisol y un el perfil mas aterogénico en situacion de estrés
académico, es decir, el debido al proceso de examenes [129, 130],
pero hasta la fecha no hay evidencias que lo relacionen con un
estudio mas avanzado de las lipoproteinas que incluya, por
ejemplo, el perfil de lipoproteinas medido por RMN (Resonancia
Magnética Nuclear) o la carga eléctrica.

ANSIEDAD

Es el estrés que contintia después de que el factor estresante haya
desaparecido, es decir, el estado animico como consecuencia de
la activacion del sistema nervioso ante una senal de alarma. Su
prevalencia en Espana es del 6,2 %, siendo mas frecuente en las
mujeres [131].

La ansiedad puede ser generalizada, social... y entre los
trastornos mas comunes se encuentran fobias, estados de panico,
trastornos obsesivos-compulsivos, etc. Como en el caso del
estrés, la ansiedad a partir de una cierta intensidad o prolongada
en el tiempo puede ser perjudicial y pudiendo aumentar el riesgo
cardiovascular.

Ansiedad vy arteriosclerosis

La relacion entre ansiedad y ECV no esta tan clara como la
existente entre otros trastornos mentales, como la depresion, y la
ECV, llegandose a considerar la depresion como factor de riesgo
cardiovascular [132]. Sin embargo en un meta-analisis la
ansiedad se relaciona con un mayor riesgo de ECV;
concretamente con un 26 % mas de riesgo [111]. También, en el
mismo estudio se llega a considerar a la ansiedad como un nuevo
factor de riesgo, independiente al efecto de la depresion, que se
asocia a un aumento del 48 % de la mortalidad cardiaca, infarto
de miocardio [133] e incidencia de ECV [111]. En otro estudio
relacionan la ansiedad con la arteriosclerosis mediante la
progresion de la cIMT. Lo que observan es que hombres con un
mayor grado de ansiedad presentan un incremento de cIMT y de
riesgo de presencia de placas ateroscleréticas [134].



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

El incremento de riesgo debido a la ansiedad podria explicarse
por la presencia incrementada de VLDL y TG [135]. Ademas, los
resultados obtenidos por Huang et al. sugieren que los valores de
HDLc, asi como los ratios de colesterol total y LDLc con el HDLc
podrian ser marcadores de ansiedad y mejores predictores que el
colesterol total [110].

Tanto en el caso del estrés como en el de la ansiedad se produce
una hiperactivacion del SNS, la cual puede causar dano a nivel
del endotelio y, por consiguiente, favorecer la arteriosclerosis
subclinica [136]. A esto hay que sumarle el hecho de que niveles
elevados de noradrenalina, neurotransmisor implicado en la
ansiedad y el estrés, se asocian con mayores niveles de colesterol
total y LDLc [107]. Hay evidencias de que factores psicologicos y
comportamentales (estrés, ansiedad, depresion...) se asocian con
una disminucién en el control autonoémico del corazén, lo que
induce una mayor variabilidad en la presion arterial debida a
efectos en el endotelio y formacion de placas de ateroma [137].
Estos factores también pueden afectar al estilo de vida,
predominando un patréon mas perjudicial caracterizado por
menor actividad fisica, mayor consumo de tabaco y habitos
dietéticos menos saludables, lo que se traduce en un perfil
lipidico mas aterogénico [138-140].

Por otro lado, hay estudios que relacionan estos dos estados,
estrés y ansiedad, con un perfil lipidico mas perjudicial, pero no
existen estudios en los que se haya estudiado en profundidad esta
relacion con las diferentes lipoproteinas y sus propiedades.
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V. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad
autoinmune, sistémica, cronica e inflamatoria que se caracteriza
por un conjunto de manifestaciones clinicas asociadas a la
presencia de auto-anticuerpos. El lupus afecta principalmente a
mujeres en edad fértil [141], aunque se puede manifestar a
cualquier edad. Sobre ella influyen la etnia, siendo mas frecuente
en etnias africanas, hispanas y asiaticas, y menos en caucasicas
[142] y la predisposicion genética [143]. Hay una gran
variabilidad en sus manifestaciones clinicas y se manifiesta de
manera fluctuante, alternando periodos de inactividad (remision)
y periodos de mayor actividad (exacerbacion o brote), los cuales
son dificiles de controlar.

Hasta la primera mitad del siglo XX, el lupus se consideraba una
enfermedad progresiva terminal [144] con una esperanza de vida
de, aproximadamente, 3 anos desde las primeras manifestaciones
de la enfermedad [145]. Las muertes se producian por infecciones
y complicaciones renales [146]. Una vez introducido el uso de
esteroides e inmunosupresores, la supervivencia de los enfermos
de lupus mejora, dando lugar a casos cronicos. En las ultimas
décadas, la incidencia de lupus se ha visto triplicada debido a
mejoras en el diagnostico.

La incidencia y la prevalencia del LES varia en funciéon del area
geografica y la etnia. En Espana, segin el estudio EPISER de la
Sociedad Espanola de Reumatologia, la incidencia es de
2/100000 habitantes por ano [147] y la prevalencia de 34 - 91
por cada 100000, una de las mas altas de Europa [141]. Sin
embargo, el LES afecta a mujeres en el 90 % de los casos [148],
pudiendo llegar a ser el ratio 12:1 en mujeres en edad fértil [149].

Las observaciones del incremento de la prevalencia sugieren que
factores hormonales juegan un papel importante en la patogenia
del LES; concretamente se le ha atribuido al efecto hormonal del
estrogeno [150, 151]. En situaciones de alteracion hormonal,
como puede ser el uso de anticonceptivos orales [152, 153], una
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menstruacion prematura o la sustituciéon hormonal durante la
menopausia, las mujeres presentan mayor riesgo de padecer
LES [150, 154].

En cuanto a los factores hereditarios, el 27 % de los hijos de
madres con lupus presentan anticuerpos antinucleares [155].
Ademas, se han identificado diversos polimorfismos genéticos que
predisponen a padecer LES [156-159].

También, existen factores ambientales que podrian
desencadenar un cuadro clinico de lupus a través de sus efectos
sobre el sistema inmune. Algunos de estos factores pueden ser el
tabaquismo [160], las infecciones [161], la exposicion a radiacion
ultravioleta [162] o la ingesta de farmacos [163].

A pesar del mayor conocimiento de la enfermedad y de los factores
que puedan contribuir a su desarrollo, la mortalidad es tres veces
superior a la de la poblaciéon general de igual sexo y edad y es
debida a la ECV [164, 163].

Se sabe que la actividad de la enfermedad a lo largo del tiempo es
un predictor importante de mortalidad y se relaciona con el dano
presentado. Tanto la medida de la actividad como la del dano
producido es importante y para ello hay varios indices validos,
fiables y comparables [166]. El SLEDAI (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index) es el mas facil de utilizar
para la medida de la actividad. Por otro lado, hay un consenso
internacional para determinar el dafio producido: Systemic Lupus
International  Collaborating  Clinics/American  College  of
Rheumatology (SLICC/ACR) Damage index [167, 168].

Diagnéstico del LES

Debido a que el LES es una enfermedad multifactorial y al amplio
espectro de sus manifestaciones clinicas, no hay pruebas de
laboratorio o cuadro clinico especifico para su diagnéstico. El
diagnostico del lupus se basa en unos criterios de clasificacion
que se establecieron en 1982 por el American College of
Rheumatology y que se revisaron en 1997 [169] (ver ANEXO I).
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Posteriormente, se presentaron unos criterios de clasificacion,
SLICC 2012, que definen mejor algunas caracteristicas clinicas,
da mas valor a alteraciones hematologicas y establece que se han
de cumplir criterios tanto clinicos como inmunologicos [170].
Gracias a la aplicacion de los nuevos criterios de clasificacion, se
puede realizar un diagnoéstico mas precoz y sensible; en cambio,
se pierde en especificidad, de ahi que se sigan utilizando los
criterios de 1997 [169].

Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas varian entre individuos, al igual que
con la edad, género y etnia. Las mas frecuentes son de caracter
general y articular, hematologicas [171], cardiopulmonares,
cutaneas, renales [171, 172], neuropsiquiatricas [172], oculares
[172] y vasculares; pero las que presentan una mayor mortalidad
son las renales y las cardiovasculares.

Las manifestaciones renales dan lugar a la nefropatia lapica.
Suele ser grave y reduce la supervivencia de aquellos pacientes

con LES que la padecen, en torno al 60 % [173].

Las manifestaciones cardiovasculares, sus causas y sus
consecuencias se explicaran a continuacion.

LES y arteriosclerosis

Los enfermos de lupus presentan una alta mortalidad
cardiovascular [164, 174-177], ya que el riesgo de ACV es 7 veces
mayor en pacientes con LES que en la poblaciéon general [178].
Ademas, tienen un incremento de riesgo cardiovascular incluso
teniendo en cuenta los factores de riesgo de Framingham [179].

La prevalencia de la ECV en el lupus incrementa en funcion de la
edad y la duracion de la enfermedad [164, 180, 181]. Dicho
incremento puede consistir en tener un riesgo de padecer
arteriosclerosis acelerada seis veces mayor que en la poblacion
general, llegando a ser el infarto de miocardio hasta ser 50 veces
mayor en mujeres de 35-44 anos [72]. Este hecho es
sorprendente, ya que la arteriosclerosis aumenta con la edad en
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la poblacion general, y son precisamente las mujeres jovenes el
grupo mas protegido contra ésta gracias al efecto protector de los
estrogenos [182]. Por otro lado, en grupos de mayor edad, el riesgo
entre pacientes con LES y controles no presenta diferencias
significativas [183].

La patogénesis de la ECV prematura en el lupus probablemente
es debida al origen multifactorial de la enfermedad, y como
resultado se presentan diversas manifestaciones clinicas como la
artritis, la trombosis o la embolia; y subclinicas como la
arteriosclerosis [184].

En cuanto a la arteriosclerosis, se observa moderada o severa en
el 52 % de las autopsias que se han llevado a cabo en pacientes
con lupus [176, 185, 186]. También, se ha detectado una
prevalencia de arteriosclerosis subclinica un 40 % superior en
LES que en la poblacion general [112, 187]. Ademas, entre un
40 % [187] y un 54 % de las mujeres con lupus presentan placa
aterosclerotica, estando calcificada en un 76 % [188]. La
prevalencia se reparte segin la edad, siendo un 21 % en menores
de 35 anos y un 100 % en mayores de 65 [187, 188].
Paradojicamente, las mujeres jovenes, son las que tienen mayor
riesgo de ECV en el LES. No es so6lo que la arteriosclerosis sea
mas frecuente, sino que esta mas acelerada, progresando
0,011 + 0,030 mm al ano [189], de ahi la importancia de estudiar
nuevos posibles factores de riesgo cardiovascular que se vean
incrementados en esta patologia.

Factores de riesgo cardiovascular en LES

El origen de la arteriosclerosis en el lupus es multifactorial.
Observaciones clinicas epidemiolégicas sugieren que tanto los
factores de riesgo convencionales como los no convencionales, asi
como la interaccion entre ambos, promueven la arteriosclerosis
acelerada en el LES. En la Tabla 1 se muestran los principales
factores de riesgo.
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Tabla 1. Factores convencionales y no convencionales de riesgo
cardiovascular en LES.

Convencionales No convencionales
Sedentarismo LDL oxidada

Historia de ECV Anticuerpos antifosfolipidos
Tabaquismo Sistema del complemento [190]
Diabetes mellitus Tratamiento lupus

Obesidad Marcadores inflamatorios
Sindrome metabdlico Enfermedad renal

Hipertension arterial Diametro lipoproteinas [191]
Dislipemia lapica N° particulas lipoproteinas [191]

ECV: enfermedad cardiovascular; LDL: low-density lipoprotein o lipoproteina
de baja densidad.
Extraida y adaptada de Sinicato et al. [192].

Factores de riesgo convencionales

Los factores de riesgo convencionales descritos para la
arteriosclerosis difieren de los que se dan en la arteriosclerosis
acelerada del lupus.

Para comenzar, ni la edad ni el género masculino son factores de
riesgo en el lupus, ya que el 90 % de los casos de LES son
mujeres [148] y son las jovenes las que presentan un mayor
riesgo ateroscleroético [72].

Ademas, hay cierta controversia sobre la prevalencia de otros
factores de riesgo convencionales. Hay estudios con alta
prevalencia de éstos, pero habria que tener en cuenta su
asociacion con la etnia de los individuos [193, 194]. Algunos
proponen al tabaquismo como el principal factor de riesgo en
LES [195, 196]; en cambio, otros proponen al sindrome
metabolico [197-199] o a la hipertension [174].

Por otro lado, la dislipemia lapica, caracterizada por niveles
plasmaticos de TG y VLDL elevados y de HDLc disminuidos [200,
201], esta ampliamente aceptada como factor de riesgo, pero los
mecanismos por los que se produce no se conocen bien y hay
diversas interpretaciones. Se ha observado que los TG estan
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elevados incluso en pacientes que no estan en tratamiento con
corticoesteroides (asociados a su incremento), e incluso se
encuentran mas aumentados en estados de brote [202]. Respecto
a las HDL, se presentan cambios tanto cuantitativos como
cualitativos, consistentes en la presencia de HDL disfuncionales
cuyas capacidades antiinflamatoria y antioxidante se han
perdido [203-2035] en el 40 % de los pacientes con LES. Ademas,
la composicion lipoproteica es importante para estas funciones,
ya que pueden promover dano en el endotelio [204] y provocar
una disminucion en la adhesion endotelial [206, 207].

Todos estos parametros no explican por si solos el incremento de
riesgo de los pacientes con lupus, ya que siguen presentando
dicho incremento después de ajustar por los factores de riesgo de
Framingham [179]. Este hecho puede ser explicado debido a las
limitaciones en el uso de estos factores teniendo en cuenta que la
mayoria de pacientes son mujeres jovenes y en Framingham el
peso de la edad y el hecho de ser hombre es muy importante.

Factores de riesgo no convencionales

Teniendo en cuenta tanto que el lupus se considera un factor de
riesgo de arteriosclerosis independiente [113, 179, 184, 208§]
como que Unicamente los factores de riesgo convencionales no
explican el riesgo de arteriosclerosis acelerada en estos pacientes,
se sugiere que hay otros factores relacionados con la
fisiopatologia del LES a tener en cuenta (Tabla 1). Un aspecto
importante que destacar es que todos estos factores intervienen
en los cambios que se producen en el perfil lipidico.

Como es bien sabido, el LES es una enfermedad inflamatoria
cronica y, como se explico anteriormente (capitulo III de esta
introduccion), la inflamacion es un factor de riesgo
aterosclerotico. Ademas, la presencia de células inmunes
activadas, como los macrofagos, es tipica de inflamacion
sistémica [209, 210] y de lesiones ateroscleréticas [85]. Como
resultado de la inflamacion, se liberan mediadores inflamatorios
relacionados con la ECV [211] e incrementados en LES [212,
213]. Algunos de estos marcadores se asocian con caracteristicas
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de la dislipemia lupica como el TNFa que se asocia a bajos niveles
de HDLc y altos de TG [214, 215]. Respecto a la PCR, se ha
asociado con la presencia de placa aterosclerotica [187] y con
valores elevados de cIMT [216]. Por otro lado, citoquinas [217],
otros mediadores de la inflamacion [218-220], o factores
coagulantes [112, 197, 221] parece que jueguen un papel
importante en la arteriosclerosis del LES, pero los resultados no
son del todo concluyentes [194].

Al estado de inflamacion hay que anadir la produccion de
anticuerpos debido a la respuesta autoinmune que tiene lugar
en los pacientes con LES. La participacion de estos anticuerpos
en la arteriosclerosis subclinica esta ampliamente estudiada
[222-225] y se sabe que causan lesiones en el endotelio y alteran
el metabolismo de las lipoproteinas. Por ejemplo, los anticuerpos
antifoglicoproteina 1 o Apo H inducen el incremento de las LDL
oxidadas (oxLDL). El incremento de éstas podria promover la
formacion de anticuerpos anti-oxLDL [226, 227], cuyos niveles
son bajos al inicio del proceso aterosclerético y altos en estados
posteriores [228] En cambio, hay controversia en cuanto al papel
que juegan, ya que un tipo de anticuerpo tiene un papel protector
mientras que otro es aterogénico [229].

A continuacion, por la accién autoinmunitaria de los anticuerpos,
se forman complejos inmunes que activan al sistema del
complemento, siendo comunes los desequilibrios en los
mecanismos del sistema del complemento en el LES, los cuales
también pueden contribuir al desarrollo de ECV [230].

Por ultimo, otro factor de riesgo no convencional para la
arteriosclerosis en el lupus es el uso de corticoesteroides, ya que
se asocian a disfuncion endotelial [231], presencia de placa [187],
riesgo aterosclerotico [232], mortalidad [72, 174, 187, 227, 232—
234] e incremento de los TG y las VLDL [235]. Este efecto
perjudicial se ha observado en pacientes con dosis altas y con
tiempos prolongados de tratamiento. En cambio, dosis bajas
pueden ser protectoras [234].
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Otro tipo de tratamiento utilizado en el lupus son los
antipalidicos, que mejoran el perfil lipidico disminuyendo el
colesterol total [233], LDLc y TG, y aumentando el HDLc, sobre
todo si se toman conjuntamente con los corticoesteroides [236].
Ademas, su uso se asocia negativamente con la placa de
ateroma [208] y con una menor mortalidad.

A pesar del conocimiento de los factores de riesgo tradicionales y
los estudios con algunos factores de riesgo no convencionales, los
pacientes con lupus siguen presentando arteriosclerosis
acelerada. Esto nos lleva a la busqueda de nuevos factores de
riesgo como podria ser la carga eléctrica de las lipoproteinas
(capitulo VI de la introduccion).
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VI. NUEVAS PROPIEDADES DE LAS
LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas plasmaticas son el principal transportador de
lipidos, distribuyéndolos a todos los tejidos y 6rganos, donde se
pueden modificar, almacenar o utilizar como fuente de energia
(capitulo II de la introduccion). Estan compuestas por una capa
externa, formada por fracciones proteicas (apolipoproteinas o
apoproteinas (Apo)) y lipidos polares como el colesterol (Chol) no
esterificado y los fosfolipidos (PL); ¥y un nucleo interno apolar de
triglicéridos (TG) y ésteres de colesterol (Figura 7). En definitiva,
presentan estructura de pseudomicela con una parte externa
polar, que es la que esta en contacto con el medio acuoso, y un
corazon hidrofébico.
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Figura 7. Estructura y componentes
principales de las lipoproteinas.

Son un grupo altamente heterogéneo de particulas que difieren
en diversas caracteristicas como pueden ser la composicion
lipidica y proteica, el diametro, el numero de particulas, la carga
eléctrica, la funcion fisiolégica y la union de otras moléculas como
el lipopolisacarido (LPS), entre otras. Ademas, durante su
trascurso por el torrente sanguineo, pueden intercambiar
componentes, lo que hace que estas caracteristicas cambien.
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Se conocen cinco lipoproteinas diferentes, los quilomicrones
(QM), tnicamente presentes en estados post-absortivos, y las
presentes en un estado de ayuno normal y que se denominan
segun la densidad que presentan: de muy baja densidad o VLDL
(very low-density lipoprotein), de densidad intermedia o IDL
(intermediate-density lipoprotein), de baja densidad o LDL (low-
density lipoprotein) y de alta densidad o HDL (high-density
lipoprotein). Para mas informacion sobre las lipoproteinas y
apolipoproteinas ver ANEXO II.

La relacion existente entre las lipoproteinas y la arteriosclerosis
esta bien establecida y, debido a que la ECV es la principal causa
de muerte mundial segiin la OMS, es de vital importancia seguir
investigando sobre los distintos factores de riesgo y mecanismos
de proteccion y prevencion de la enfermedad.

Durante muchos anos se ha centrado la atencion en el estudio de
LDLc y HDLc, pero sigue habiendo un nimero muy significativo,
aproximadamente un 40 %, de los infartos de miocardio en
individuos con un perfil lipidico normal con niveles de
TG < 150 mg/dl, LDLc< 115mg/dl y HDLc >40 mg/dl en
hombres y > 45 mg/dl en mujeres [1, 5, 237, 238].

Ademas, las lipoproteinas y sus apolipoproteinas pueden sufrir
alteraciones que afecten a su estructura, funcionalidad,
composicion y concentracion en sangre. Estos cambios se pueden
traducir en una menor o mayor afinidad por sus receptores u
otras moléculas, lo que afecta al tiempo que permanecen en
circulacion permitiendo que sufran modificaciones que aumenten
su capacidad para acumularse en la pared arterial y para
desencadenar una respuesta inmune mayor. Esto aumenta su
aterogenicidad, facilitando el desarrollo de la arteriosclerosis y
con ello una complicacién cardiovascular mayor. Debido a esto,
es importante explorar distintas propiedades fisicoquimicas de
las lipoproteinas como pueden ser el diametro y numero de
particulas, la carga eléctrica, el contenido de las distintas
glicoformas de Apo CIII o la cantidad de LPS que se encuentra
unido a las lipoproteinas, para intentar darle explicacion al riesgo
residual.
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Diametro y numero de particulas

Hay situaciones en las que el LDLc es un pobre predictor del
riesgo cardiovascular, y determinar el perfil lipoproteico mediante
resonancia magnética nuclear (RMN), consistente en diametro
y numero de particulas, ayuda a predecir el riesgo de ECV [190,
191, 239-241].

Diametro

El diametro de las lipoproteinas es una propiedad que puede
ayudar a iniciar el proceso aterosclerotico, ya que puede facilitar
la retenciéon de las lipoproteinas en el endotelio, concretamente
de las lipoproteinas pequenas [242-247] a excepcion de las VLDL,
que cuanto mas grandes mas aterogenas [240, 248]. A diferencia
del efecto directo del diametro de las LDL con la arteriosclerosis,
las VLDL grandes son mas aterégenas debido a que su
metabolismo genera sdLDL y son éstas las que presentan dicho
efecto aterogénico directo. Hay estudios en los que se han
observado distintas distribuciones de lipoproteinas segun el
género, incluso en estados no patologicos, presentando las
mujeres HDL y LDL mas grandes que los hombres [249-251], lo
que corresponde a un perfil mas beneficioso.

Debido al protagonismo que siempre se le ha dado a la LDL como
factor de riesgo cardiovascular, ha sido objeto de numerosas
investigaciones. La mayoria de los estudios relacionan las LDL
pequeias [242-247] con un mayor poder aterogénico, aunque
hay otros en los que no se observa esta relacion [252-254].
También hay evidencias de que en algunos casos las LDL grandes
tienen un papel aterogénico [255-258]; por ejemplo, en algunos
pacientes con enfermedad coronaria predomina la LDL grande
frente a otras subclases [256]. Por otro lado, en hombres sanos
se ha observado que la LDL grande es un determinante
independiente de la cIMT [257] y en el estudio MESA, se
correlaciona con la cIMT de igual forma que las LDL pequenas,
aunque las pequenas son mas aterogénicas [258]. La divergencia
que presentan estos resultados puede explicarse debido a que en
casos en los cuales los niveles de TG son bajos, la LDL grande
puede ser un factor predictivo del riesgo coronario [259].
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En el caso de las HDL, las HDL pequeiias presentes en la
dislipemia aterégena muestran modificaciones cualitativas
respecto a las grandes, pudiendo perder sus funciones
antiaterogénicas (flujo reverso de colesterol y actividades
antioxidante y antiinflamatoria) y convirtiéndose en HDL
disfuncionales [260]. Sin embargo, hay controversia a la hora de
confirmar la implicacion del diametro de las HDL como factor
predictivo de la ECV [261]. Por un lado, hay estudios que asocian,
de forma independiente al HDLc y a las HDL pequenas con ECV
y mayor cIMT [262-265] y a las HDL grandes con una mayor
capacidad antiaterosclerotica [80, 241, 266-272]. Por otro lado,
algunos autores han descrito una asociacion positiva de las HDL
pequenas con factores inhibidores de la arteriosclerosis [273,
274]; en cambio, otros no discriminan segun el diametro las
particulas aterogénicas y las antiaterogénicas [275, 276].

Numero de particulas

Otra propiedad muy relacionada con el riesgo de ECV, y con el
diametro de las lipoproteinas, es el numero de particulas
determinado por RMN o por los niveles de Apo B en el caso de las
LDL, ya que, debido a su tamafo, en una particula de LDL s6lo
se encuentra una molécula de Apo B. Por ejemplo, Sniderman et
al. concluyen que la Apo B es un marcador de riesgo
cardiovascular mas potente que el LDLc y el no-HDLc [277].

Hay estudios en los cuales no se observa la capacidad aterogénica
de las LDL pequenas, pero si describen al numero de particulas
totales como mejor predictor de riesgo cardiovascular, bien se
refieran a particulas totales de LDL (LDL-P) [258, 278-281] o a
HDL-P (particulas totales de HDL) [282]; de hecho, hay casos en
los que el 70 % de las diferencias interindividuales son debidas al
numero de particulas y no al diametro de éstas [283]. Ademas, la
acumulacion de lipidos en la pared arterial, punto critico del
inicio de la arteriosclerosis, se encuentra directamente
relacionada con la cantidad de lipoproteinas circulantes, es decir,
con el namero de particulas [284].
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Respecto al diametro y al nimero de particulas, en 2003, se
introdujo el concepto de analisis de discordancia en un analisis
del Quebec Cardiovascular Study [285] basado en la comparacion
de factores de riesgo cuando sus predicciones difieren en lugar de
ser las mismas. El analisis de discordancia se puede aplicar en
casos en los que alto contenido de LDLc no se corresponde a un
alto namero de LDL-P, y viceversa, lo que indica que puede haber
riesgo de ECV debido a las LDL-P pequenas que queda
enmascarado bajo una aparente normalidad de LDLc [286].

Carga eléctrica

Otra propiedad que poseen las lipoproteinas, y que es interesante
estudiar respecto al riesgo arteriosclerotico, es la carga eléctrica,
debido a que la mayor parte de las interacciones a nivel molecular
son electroestaticas. Esta carga eléctrica afecta al metabolismo
lipidico al controlar las interacciones con enzimas [287-289] y
con moléculas de la superficie celular [290-292], por lo que
modificaciones en la carga de las lipoproteinas afectan a las rutas
metabodlicas de almacenamiento de colesterol y metabolismo de
TG [40].

Desde hace mas de 50 anos, las lipoproteinas son consideradas
como moléculas cargadas eléctricamente [293]. Pocos anos
después se desarrollaron técnicas que permitian separar e
identificar distintos patrones electroforéticos [294]; incluso, se
establecio una clasificacion de desérdenes lipidicos basada en las
anomalias del perfil electroforético que se presentaba [295].

Todas las lipoproteinas presentan carga eléctrica neta negativa,
siendo la HDL la mas electronegativa, seguida de la VLDL y LDL
[296]. Dicha carga es determinada por los constituyentes lipidicos
y apolipoproteinas de cada lipoproteina [297]; concretamente, se
han asociado a la carga eléctrica de las lipoproteinas cambios en
los niveles de colesterol libre [298-300] y esterificado [300, 301],
acidos grasos no esterificados (NEFAs) [300], TG [298-300, 302—-
311], PL [300, 304] y apolipoproteinas [299-301, 303, 304, 306-
314], en cuyo caso no soOlo afectan sus niveles, sino también la
conformacion que adopten [296, 297, 315].
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Debido a la asociacion de la carga eléctrica y los constituyentes
lipoproteicos, hay estudios que relacionan la electronegatividad
de las lipoproteinas con el riesgo de ECV. Un aspecto a destacar
es la casi exclusividad de los trabajos publicados en estudiar la
electronegatividad de las LDL, habiendo muy pocos articulos
referentes a la VLDL [303] y HDL [316-318]; ni que decir que
hasta la fecha no hay ningin estudio que determine la carga
eléctrica en las IDL. En general, el poseer una carga eléctrica mas
negativa se asocia con un mayor riesgo cardiovascular.

Carga eléctrica de la VLDL

En primer lugar, respecto a la VLDL, se ha observado que la V5
(subfraccion de VLDL mas electronegativa) se encuentra casi 3
veces incrementada en pacientes con sindrome metabélico y no
es so6lo debido a que éstos presentan una mayor cantidad total de
VLDL, sino que la proporcion de la VS respecto a las demas
también es mayor. La V5 de estos pacientes presenta menor Apo
B100 y mayor Apo E y C; ademas, se correlaciona con los TG y
con el colesterol total. Por otro lado, experimentos in vitro
demostraron que la V5 induce apoptosis y estrés oxidativo en
células humanas del endotelio arterial y que esta induccion se ve
reducida conforme disminuye la electronegatividad de las VLDL.
Por 1ltimo, la internalizaciéon de la V5 por estas células mediante
el VLDLR es mas rapida que la de las otras subfracciones de VLDL
cuya carga es menos negativa [303].

Carga eléctrica de la HDL

En segundo lugar, se referencia a la carga eléctrica de la HDL.
Hay estudios que muestran que la carga eléctrica de las HDL es
un factor determinante para la correcta actividad de la LCAT
[316], de la CETP y de la PLTP [317-319] y para el proceso de
transferencia de lipidos entre lipoproteinas, lo cual puede
repercutir en gran medida en el metabolismo lipidico al tener
estas enzimas papeles clave en éste (capitulo II de la
introduccion). Ademas, el eflujo de colesterol también se ve
afectado por la electronegatividad, siendo menor la efectividad de
las H5 en este proceso [316]. Como se mencion6 anteriormente,
la carga eléctrica de las lipoproteinas puede variar en funcioén de
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los componentes de éstas; concretamente, en las HDL se ha visto
que el mayor determinante de su carga eléctrica es el nucleo de
lipidos neutros debido a cambios conformacionales que genera en
la Apo Al, bien por las interacciones que tienen lugar entre la
Apo Al y los lipidos neutros o por el cambio global de la particula
de HDL de una forma mas discoidal a una mas esférica. Ademas,
se han observado modificaciones en el contenido de Apo AI, CIII
y E, colesterol libre y TG [297, 316, 318].

Carga eléctrica de la LDL

Por ultimo, respecto a la electronegatividad de la LDL, se le ha
llegado a considerar como un nuevo indice para predecir la ECV
[312, 320]. La LDL con mayor carga negativa (LS) al igual que la
VLDL, también se encuentra elevada en pacientes con riesgo
cardiovascular y se asocia de manera dosis-dependiente con
mayores niveles de PCR [321]. La L5 se caracteriza por presentar
una mayor afinidad hacia los proteoglicanos [314, 322] y por
incrementar la capacidad de agregacion de las LDL, lo que se
asocia con un incremento del riesgo cardiovascular [314, 323].
Ademas, induce inflamacion [304|, disfuncion endotelial [324],
activacion plaquetaria [325], produccion de citoquinas [326-328]
y apoptosis en células endoteliales a través de los receptores
PAFR (platelet-activating factor receptor) [327] y LOX-1 (lectin-like
oxLDL receptor-1) [329], lo que contribuye a la progresion de la
arteriosclerosis.

Respecto a su composicion, Avogaro observa un incremento en
los niveles de colesterol libre y PL [330], pero por otro lado, otros
investigadores no s6lo no observan esto, sino que ven niveles
incrementados de TG y NEFAs [302, 306, 311, 326, 331]; estas
diferencias pueden ser debidas al tipo de sujetos que se estudia.
El contenido en apolipoproteinas también se ve modificado;
mientras la LDL con menor carga negativa tiene en su totalidad
Apo B100, la L5, ademas de la Apo B100, en ocasiones mal
plegada favoreciendo la agregacion [332], tiene Apo E, Al, All,
CIll, D, F J y Lp-PLA;, (fosfolipasa A, asociada a lipoproteinas)
[300, 311]. Por otro lado, la LDL electronegativa presenta
actividad esfingomielinasa, la cual hidroliza la esfingomielina
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dando lugar a ceramida y fosfocolina. La acumulacion de los
productos de dicha actividad se asocia a un estado mayor de
inflamacion y agregacion de lipoproteinas [333]. Como se ha
demostrado mediante las evidencias mencionadas, la LDL con
mayor carga eléctrica negativa tiene un papel aterogénico
ampliamente demostrado pudiéndose considerar la carga
eléctrica como un nuevo factor de riesgo a estudiar.

Finalmente, otro aspecto a tener en cuenta sobre la carga
eléctrica es que practicamente en todos los estudios no se
cuantifican los valores de dicha carga, sino que se separan las
lipoproteinas en diferentes grupos en funcion de su
electronegatividad, V1 — V5, L1 - L5 y H1 - H3 o H1 — H5, siendo
la V5, L5 y H3 o H5 las mas electronegativas y las que se
encuentran en menor proporcion. El hecho de no cuantificar
estas subfracciones lipoproteicas hace imposible la comparacion
de sus efectos observados por distintos investigadores, ya que no
tienen por qué tener la misma carga.

Glicoformas de Apo CIII

Por un lado, el efecto aterogénico de los TG se describidé por
primera vez en 1979 [334] recogiéndose en diversos estudios su
papel como factor de riesgo de ECV independiente [105, 335-
337]. Por otro lado, la Apo CIII es un regulador clave de los niveles
plasmaticos de TG y se asocia con la hipertrigliceridemia [338§]
fuertemente, por lo que teniendo en cuenta estas dos
afirmaciones, es importante el estudio de la Apo CIII en relacion
al riesgo cardiovascular.

La Apo CIII regula los niveles de TG a través de 4 mecanismos:

¢ Inhibicion de la lipolisis de los TG por inhibicion no
competitiva de la LPL [12].

¢ Inhibicion de la eliminacion de lipoproteinas que contienen
Apo B al interferir en la unién de éstas con los receptores
hepaticos de Apo By E [339-341].

¢ Inhibicion de la HL [342].

¢+ Estimulacion de la sintesis de VLDL mas grandes
relacionada con la inhibicion de la degradacion de Apo B
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mediada por proteosoma, la cual resulta en un incremento
de Apo B [343].

Ademas del efecto de la Apo CIII sobre los niveles de TG, también
esta implicada en otros procesos que ayudan a desencadenar la
arteriosclerosis. Uno de ellos es que atenua el efecto protector de
las HDL, ya que su presencia hace que se induzca un mayor
riesgo cardiovascular [344] al alterar la funcién de las HDL y
estimular, en vez de bloquear, rutas potencialmente
proapoptoticas [345]. Otro es que tiene un papel regulador del
estado proinflamatorio, ya que promueve la adhesion de
monocitos a la superficie de las células endoteliales [346-348].
También parece estar implicada en la formacion de sdLDL [340].

Referente a estudios genéticos, se ha visto que mutaciones de
pérdida de funciéon en el gen de la Apo CIII se asocian a una
reduccion del riesgo cardiovascular [338, 349, 350]. Ademas, la
Apo CIII se puede considerar como un factor de riesgo
independiente, especialmente cuando se encuentra en
lipoproteinas que contienen Apo B [351, 352]. Sin embargo, su
papel en el metabolismo lipidico, asi como en el progreso de la
arteriosclerosis, puede verse afectado dependiendo de las
glicoformas de Apo CIII que se encuentren en mayor proporcion.

La Apo CIII, al igual que todas las demas proteinas, puede sufrir
modificaciones post-traduccionales, dando lugar a diferentes
glicoformas. Las mas comunes difieren en el contenido de acido
sialico que presentan, cero (Apo CIII-0), una (Apo CIII-1), o dos
moléculas (Apo CIII-2) [353, 354|. La proporcion en la que se
encuentra cada una de estas glicoformas difiere entre ellas,
siendo la mas abundante la Apo CIII-1y menos la Apo CIII-O [355,
356]. La relevancia de la sializacion de la Apo CIII depende de la
presencia relativa de cada glicoforma. En base a diversos
estudios, parece que la adicién de acido sialico se relaciona con
el control del metabolismo. Por ejemplo, en situaciones de pérdida
de peso se ve reducido el ratio Apo CIII-1/Apo CIII-2 [357]; sin
embargo, un incremento de Apo CIII-O se relaciona con el
consumo de carbohidratos [358] y una reduccion de Apo CIII-2
con sindrome metabélico [359]. Ademas, un bajo contenido de
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acido sialico se relaciona con la hiperlipidemia familiar
combinada [360] y con un mayor efecto inhibitorio en la
eliminacion de las TRL [361].

A pesar de que la importancia del estudio de las glicoformas de
Apo CIII si esta bien clara, ya que dependiendo del contenido de
acido sialico que presente, se comporta de distinta manera,
pudiendo ser perjudicial o bien tener un efecto protector frente a
patologias metabdblicas y arteriosclerosis, el handicap de los
escasos trabajos cientificos disponibles es que la mayoria
determinan las formas sializadas de Apo CIII en plasma, no
suelen diferenciar en qué lipoproteina se encuentran, y si lo
hacen no las determinan en todas ellas, algo importante a tener
en cuenta. Esta falta de estudios, sumada a la importancia del
estudio individualizado de las distintas lipoproteinas, nos lleva a
tomar la decision de determinar las formas sializadas de Apo CIII
en cada una de ellas, ademas de en el plasma.

Lipopolisacarido (LPS)

El lipopolisacarido (LPS) es el componente principal de la
membrana externa de la pared celular de las bacterias Gram
negativas [362] y juega un papel importante en la patogenia de
las infecciones por bacterias al ser una endotoxina, es decir, una
toxina que se encuentra en la pared celular de estas bacterias y
que es liberada tras la destrucciéon de dicha pared.

El LPS es una molécula compleja con dos partes bien
diferenciadas; una hidrofilica y otra hidrofébica. La porciéon
hidrofilica se compone del antigeno O y de un nucleo de
polisacaridos, con alta variabilidad estructural. Por otro lado, la
porcion hidrofébica consta de un glucolipido denominado lipido
A; el cual se encuentra muy conservado entre especies y es el
componente bioactivo del LPS responsable de sus propiedades
patofisiologicas [363]. El lipido A se compone de un disacarido de
glucosamina esterificado en cuatro posiciones con acidos grasos
y con un grupo fosfato en las dos posiciones restantes. Dichos
acidos grasos son 3-hydroxy fatty acids (3-OH FAs) y son
considerados marcadores quimicos de endotoxinas [364].
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Respecto a su patogenia, el LPS es una potente endotoxina
involucrada en la respuesta en fase aguda de las infecciones
bacterianas e induce una respuesta inflamatoria sistémica
mediada por una gran cantidad de citoquinas y una potente
activacion de macrofagos [365]. Hay que anadir que el LPS causa
endotoxemia metabolica, caracterizada por concentraciones
elevadas de LPS en circulacion [366]. La endotoxemia metabdlica
desencadena un estado cronico de inflamacion que incrementa
potencialmente el riesgo de diabetes [367, 368], de enfermedad
vascular [369] y de arteriosclerosis [370]. Este hecho se sustenta
con la deteccion de concentraciones mas altas de LPS en
pacientes con factores de riesgo cardiovascular [371, 372].
Ademas, el LPS correlaciona positivamente con diferentes
parametros lipidicos como los TG [373], el colesterol total, el LDLc
y el HDLc [374].

Ya en los anios 80, un grupo de investigadores demostraron que
el LPS se puede unir a las lipoproteinas en funcién de la
concentracion plasmatica de lipoproteinas ricas en colesterol, que
esta union se da posiblemente entre el lipido A y fosfolipidos de
las lipoproteinas, la cual es estable, y que la captacion de los
complejos LDL-LPS es mediante endocitosis a través del
LDLR [375]. Esta union puede darse directamente o mediante el
ensamblaje de la proteina de unién a lipopolisacarido (LBP), la
cual facilita la unién del LPS a los QM y HDL que se forman tras
la digestion [18]. Hay que anadir que practicamente todo el LPS
presente en circulacion se encuentra unido a lipoproteinas [376]
y, con ayuda de proteinas transferidoras de lipidos como la PLTP
[377], CETP, LCAT o LPL, su distribucion en las distintas
lipoproteinas puede variar.

Se postula que la union de las lipoproteinas al LPS atenua la
respuesta inflamatoria de éste facilitando su neutralizacion y
eliminacion [378, 379], con lo cual seria un mecanismo de
proteccion al disminuir su toxicidad [380, 381]. Sin embargo, las
evidencias no coinciden en el tipo de lipoproteina que realiza este
efecto, ya que en algunos casos esta funcion recae sobre la LDL,
en otros sobre la HDL [382] y en otros se distribuye de manera
uniforme entre todas las lipoproteinas [376]. Sumado a esta
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discrepancia, Vergeés et al. observaron diferencias significativas
en cuanto a la concentracion de LPS unido a cada lipoproteina al
comparar pacientes con diabetes tipo 2 y un grupo control; sin
embargo, no habia diferencias en el contenido total de LPS en
plasma [376].

Los resultados obtenidos hasta ahora presentan cierta
controversia entre ellos. La variabilidad de estos resultados puede
ser debida a la metodologia utilizada en cada caso para la
determinaciéon del LPS, ya que no hay un método de referencia
bien estandarizado para ello. Ademas, las técnicas utilizadas
pueden no llegar a ser lo suficientemente sensibles en algunos
casos, con lo cual estudios con una metodologia robusta podrian
ayudar a elucidar estas discrepancias.
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HIPOTESIS

Como se mencioné al inicio de esta tesis doctoral, todavia en la
actualidad se suceden infartos de miocardio y aparicion de
arteriosclerosis en individuos que presentan un perfil lipidico,
medido por métodos tradicionales de la rutina clinica,
aparentemente normal.

Debido a esto, se plantea la necesidad de una busqueda mas
exhaustiva de nuevos factores de riesgo cardiovascular, asi como
explorar nuevas propiedades de las lipoproteinas mediante
meétodos avanzados de analisis para intentar dar explicacion a la
presencia de enfermedad cardiovascular con perfiles lipidicos
aparentemente normales. Con todo esto, la hipotesis planteada
en esta tesis es la siguiente:

“Un andlisis avanzado del perfil lipidico basado en el
estudio de nuevas propiedades de las lipoproteinas
como son el diadmetro y numero de particulas, la carga
eléctrica, las glicoformas de Apo CIII y el contenido de
LPS, aporta mayor informacién que la obtenida por
rutina clinica, util para la deteccion de un perfil
aterogénico, asi como para la prevencion de la
arteriosclerosis.”

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que un estudio mas detallado que el realizado en la
rutina clinica aporta mas informaciéon util para la deteccion de
perfiles lipidicos aterogénicos y la prevencion de la
arteriosclerosis.

Para llevar a cabo este objetivo general, se han realizado diversos
estudios, los cuales presentan distintos objetivos especificos que
se exponen a continuacion:
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OBJETIVOS POR ESTUDIOS

ESTUDIO 1:

En este estudio se quiere elucidar la importancia del analisis
lipidico avanzado frente al de rutina clinica en relacion con el
estrés y la ansiedad y para ello se disponen los siguientes
objetivos:

¢+ Determinar en mujeres estudiantes de medicina:
= El perfil lipidico tradicional utilizado en la rutina clinica.
= El perfil lipidico avanzado basado en el diametro y
numero de particulas y carga eléctrica.
= Determinar el grado de ansiedad como estado y como
rasgo de personalidad’.
= Determinar del grado de estrés actual y global; éste
ultimo clasificado en general, académico y social.
+ Establecer asociaciones entre ambos perfiles lipidicos, el
tradicional y el avanzado, y los grados de estrés y ansiedad.

ESTUDIO 2:

Comprobar si la carga eléctrica de las lipoproteinas contribuye de
forma significativa a la arteriosclerosis subclinica (cIMT) en
pacientes con LES:

¢ Determinar la carga eléctrica de cada una de las
lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL y HDL) obtenidas por
ultracentrigugacion secuencial en pacientes diagnosticados
de LES y controles.

¢+ Comparacion de grupos:
= LES vs controles
= LES sin y con placa aterosclerotica

¢+ Establecer asociacion entre la carga eléctrica de las
lipoproteinas y la cIMT en LES.

¢+ Comprobar si el efecto de la carga eléctrica sobre la cIMT es
dependiente o independiente del resto de parametros
lipidicos.
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ESTUDIO 3:

Determinar el efecto de las distintas glicoformas de Apo CIII,

detec
perfil

*

tadas en plasma y en las distintas lipoproteinas, sobre el
lipidico:

Determinar el perfil lipidico tradicional y avanzado por RMN
(diametro y numero de particulas).

Determinacion de las distintas glicoformas de Apo CIII en
plasma y cada una de las lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL y
HDL) obtenidas por ultracentrigugacion secuencial.
Establecer asociaciones entre las distintas glicoformas de
Apo CIII y el perfil lipidico.

ESTUDIO 4:

Determinar el efecto del contenido de LPS total y de cada uno de

Sus

componentes, detectado en plasma y en las distintas

lipoproteinas, sobre el perfil lipidico:

*

Determinar el perfil lipidico tradicional y de las distintas
subclases de lipoproteinas mediante RMN.

Cuantificar el contenido total de LPS y de sus distintos
componentes (3-OH FAs) en plasma y cada una de las
lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL y HDL) obtenidas por
ultracentrigugacion secuencial.

Establecer asociaciones entre el LPS y sus componentes y el
perfil lipidico.

ESTUDIO 5:

Estudiar la existencia de posibles relaciones entre las glicoformas
de Apo CIIl y el LPS, asi como con los componentes de éste.
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I. SELECCION DE PARTICIPANTES

Todos los estudios que aparecen en esta tesis fueron aprobados
por el Comité Etico del Hospital Universitario Sant Joan de Reus
y todos los voluntarios firmaron el consentimiento informado
para su participacion en el estudio correspondiente.

Estudio 1. Mujeres jovenes con estrés v ansiedad

Se busca una poblacion compuesta por individuos con alto y bajo
grado de estrés y ansiedad sin otros factores de riesgo
cardiovascular aparentes. Para ello, se seleccionan en una
primera fase a 210 estudiantes de medicina, con edades
comprendidas entre los 18 y 25 anos. Se decide que continian en
el proceso de seleccion las 146 mujeres participantes, para asi
tener una poblacion mas homogénea. Tras completar los
cuestionarios STAI y de estrés académico para medir el grado de
ansiedad y estrés, detallados mas adelante, se seleccionan 69
segun la puntuacion obtenida en dichos test, quedandonos con
las puntuaciones extremas. Finalmente, 46 acceden a pasar a la
siguiente fase.

Cdlculo del tamano de la muestra

Para determinar el tamafno minimo de la muestra, se selecciona
la diferencia media del n°® de particulas LDL pequenas entre
sujetos con normopeso y sujetos con sobrepeso, teniendo en
cuenta la desviacion estandar media procedente de un estudio
previo de nuestro grupo en el cual se buscan diferencias en el
perfil lipidico [78]. Se asume un error alfa de 0,05 y una potencia
del 80 %, el tamano minimo necesario es de 14 sujetos por grupo.

Estudio 2. Pacientes con LES vy controles

Por un lado, se usa una coleccion de pacientes diagnosticados
de LES reclutados con anterioridad en la Unidad de
Enfermedades  Autoinmunes Sistémicas del Hospital
Universitario Sant Joan de Reus. Los criterios de inclusion fueron
cumplir al menos cuatro de los criterios de diagnéstico
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desarrollados por el American College of Rheumatology (ver
ANEXO I) [169] y no presentar actividad de la enfermedad en el
momento del reclutamiento (indice SLEDAI < 4), ni dafno organico
cronico. Los criterios de exclusion fueron la presencia de diabetes
mellitus, sindrome nefritico, hipertension o haber sufrido algin
evento cardiovascular adverso o isquémico. Se seleccionan 78
pacientes. La informacion disponible con anterioridad a esta tesis
era edad, género, IMC, habito tabaquico, cIMT, perfil lipidico
tradicional y avanzado obtenido por RMN. Durante la realizacion
del estudio, 13 pacientes presentaron manifestaciones clinicas,
encontrandose en estado de brote, con lo que se procedio a la
obtencion de muestra sanguinea e inclusion de éstos al estudio.

Por otro lado, 32 voluntarias control, previamente reclutadas
por la Unidad de Medicina Vascular y Metabolismo del mismo
hospital, se introducen en el estudio. Estas voluntarias son todas
mujeres y ninguna presentaba factores de riesgo cardiovascular.

Finalmente, ninglin participante del estudio, indistintamente al
grupo al que pertenece, estaba bajo tratamiento hipolipemiante.

Cdlculo del tamano de la muestra

El tamano minimo de muestra se calculé a partir de datos de
carga eléctrica obtenidos en un estudio piloto previo. El nimero
minimo de participantes obtenido para cada grupo fue de 17 al
asumir un error alfa de 0,05 y una potencia del 80 %.

Estudios 3, 4 v 5. Hombres jovenes y sanos

Se reclutan a 25 hombres. Los criterios de inclusion son: ser
joven, mayor de 18 anos y aparentemente sano, ya que se busca
una poblacion lo mas homogénea posible para evitar variabilidad.

Cdlculo del tamano de la muestra

Se calcula tomando los datos medios de LPS [364] y de
glicosilacion de Apo CIII [383]. Se selecciona una diferencia del
10 % en ambos parametros, asumiendo un error alfa de 0,05 y
una potencia del 80 %, el tamafio minimo necesario es de 12
sujetos.
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II. ANALISIS BIOQUIMICO DEL PLASMA

Obtencion de plasma

En primer lugar, se citan a los participantes a primera hora de la
manana para que acudan en ayunas, se realiza una puncion
endovenosa y se extrae sangre en un tubo de EDTA-Na,. Se
centrifuga inmediatamente a 4 °Cy 1500 x g durante 15 minutos.
Se obtienen tres capas bien diferenciadas:

¢ Una capa inferior roja en la cual se encuentran los
eritrocitos.

¢ Una capa intermedia fina blanca en la cual se encuentran
las plaquetas y los leucocitos.

¢ Una capa superior amarillenta que corresponde al plasma.

En el caso de los participantes que ya estuvieran reclutados y
formadas las colecciones, este paso es previo a la realizacion de
esta tesis doctoral. Las muestras de dichos participantes de
obtuvieron del biobanco del Instituto de Investigacion Sanitaria
Pere Virgili (IISPV).

Una vez separado el plasma, se realizan alicuotas que se
conservaran a -80 °C hasta su procesamiento (Figura 8).

. Alicuotas

Plasma
- = Plaquetas
g Leucocitos
1500 g, 15 min Células

Figura 8. Proceso de obtencion del plasma.
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Analisis bioquimico

En todos los estudios que engloba este trabajo se determinan el
colesterol total, los TG y el HDLc mediante métodos enzimaticos
colorimétricos. El LDLc se calcula utilizando la ecuacion de
Friedewald [384]. Las apolipoproteinas se cuantifican con
anticuerpos especificos para la Apo AI y B1l00 mediante
inmunoturbidimetria.

En el caso del estudio 2, también se analizan los niveles de
glucosa, mediante un método enzimatico colorimétrico, y PCR
ultrasensible por inmunoensayo.

En las muestras de los estudios 3, 4 y 5 también se determina
la concentracion plasmatica total de Apo CIII con anticuerpos
especificos mediante inmunoturbidimetria.

Todas estas determinaciones bioquimicas del plasma fueron
realizadas mediante kits comerciales (SPINREACT, Espana) y se
adaptaron a un auto-analizador Cobas Mira-Plus (Roche
Diagnosis, Espana).
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III. DIAMETRO Y NUMERO DE PARTICULAS

Para la obtencion de un perfil lipidico mas detallado, se determina
simultaneamente el diametro y numero de particulas por RMN
(Resonancia Magnética Nuclear). Esta técnica se desarrollo en
1992 [385] y se ha demostrado que es de gran ayuda para ampliar
el espectro de factores de riesgo cardiovascular en poblaciones
especificas [272]. Se ha desarrollado una nueva version de la
técnica denominada Liposcale®: 2D diffusion-ordered :H NMR
spectroscopy (DOSY) [386], cuyas ventajas respecto a la anterior
son: una medida mas precisa del diametro de las particulas y la
capacidad para determinar el contenido de colesterol y TG en
cada una de las lipoproteinas (VLDL, IDL, LDL y HDL). Ademas,
tiene una alta sensibilidad, la manipulacion de las muestras es
facil y casi minima y la obtencion de los resultados es rapida. Una
limitacion de este método es que se trata de una técnica analitica,
no preparativa, con lo cual solamente podremos obtener los
valores a determinar, no un aislamiento de las lipoproteinas
segun los parametros medidos.

Brevemente, la técnica consiste en la deconvoluciéon matematica
de las diversas senales de resonancia dada por los grupos metilos
del nucleo lipidico de las lipoproteinas [272, 386]; las particulas
pequenas resuenan a bajas frecuencias y viceversa. El Liposcale®
test permite obtener 9 subclases de lipoproteinas: VLDL, LDL y
HDL grandes, medianas y pequenas (Figura 9); ademas también
se obtiene el diametro medio de las VLDL, LDL y HDL, el
contenido en colesterol y TG de éstas y de la IDL y el n° de
particulas totales de cada lipoproteina (VLDL-P, LDL-P HDL-P).

Debido al error intrinseco de la técnica, no se determinan el
diametro y el n° de particulas de las IDL, con lo que quedaran
incluidas dentro de las LDL, concretamente de las LDL grandes.
Esta nueva version de la técnica (Liposcale® test) es la que se
utiliza en los estudios que comprende esta tesis doctoral, a
excepcion del estudio 2 en el que los valores de diametro y
numero de particulas se determinaron mediante LipoProfile® test
comercializado por Liposcience [272], ya que estos datos se
obtuvieron con anterioridad. Debido a esto, en el estudio 2, los
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valores de IDL si se determinaron (IDL-P) y en el caso de las
particulas LDL se obtuvieron 4 grupos: grandes, medianas,
pequenas y muy pequenas.

La determinacién del diametro y del numero de particulas lo
determina la empresa Biosfer Teslab (Reus, Espana) a partir de
=300 - 500 pl de plasma obtenido de los participantes como se
explico anteriormente en el capitulo II de la metodologia.

Grande Mediana Pequena

VLDL

LDL

HDL

11,5 nm 9,0 nm 7,8 nm

Figura 9. Clasificacion de las lipoproteinas segin su diametro.
Extraida y adaptada de Mallol et al. [386)].

VLDL: Very low-density lipoprotein, LDL: Low-density lipoprotein, HDL: High-
density lipoprotein.
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IV. OBTENCION DE LAS LIPOPROTEINAS

El método de referencia para la separacion de las lipoproteinas es
la ultracentrifucacion secuencial descrita por Havel et al. [387],
la cual separa las lipoproteinas en base a su densidad, derivando
de ahi la nomenclatura de éstas [388]. Es un método fiable y
robusto y es utilizado en todos los estudios de esta tesis doctoral.

Las distintas lipoproteinas se obtienen mediante este método,
usando una ultracentrifuga modelo Optima XPN-100 (Beckman
Coulter, EEUU) con rotor de angulo fijo Kontron 45.6. Para la
obtenciéon de cada lipoproteina es necesaria una densidad
determinada (1,006, 1,019, 1,063, 1,239 g/ml para las VLDL,
IDL, LDL y HDL, respectivamente). Brevemente, se pone en cada
tubo el volumen de plasma del que se dispone (normalmente 2 ml)
y se le anade la solucion de densidad correspondiente para cada
lipoproteina. Estas densidades se consiguen mediante la
combinacion de soluciones de densidad compuestas por
diferentes concentraciones de distintas sales. Se centrifuga a
37000 rpm y 4 °C durantel6 h en el caso de las VLDL, se extrae
la fraccion lipoproteica, se anade la soluciéon de densidad
correspondiente y se vuelve a centrifugar durante 20 h para las
IDL. Se repite el proceso para las LDL y en el caso de las HDL se
centrifuga durante 40 h (Figura 10). En el ANEXO III se explica
mas en detalle el proceso de separacion de lipoproteinas mediante
ultracentrifucacion secuencial, asi como la composicion de las
distintas soluciones de densidad.

Dependiendo del experimento que se quiera realizar tras la
separacion de las lipoproteinas, sera necesaria realizar una
dialisis de las fracciones lipoproteicas aisladas para eliminar el
contenido de sales proveniente de las soluciones de densidad.
Dicha dialisis se realiza poniendo la muestra dentro de una
membrana de dialisis y ésta en un matraz con PBS, dejandose
durante toda la noche en agitacion a 4 °C. La dialisis se realiza
en las muestras de los estudios 1, 2 y 3. En el ANEXO IV se
explica en detalle dicho proceso.
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Es muy importante mantener siempre el pH a 7,4 en todo el
proceso, tanto en las soluciones de densidad como en el PBS, ya
que, en el caso de querer medir posteriormente la carga eléctrica
de las lipoproteinas, ésta podria verse alterada si no se controla
el pH.

ULTRACENTRIFUCACION

o 2 VLDL
37000 rpm 4 °C 16 h 7

IDL
LDL
Plasma
+
Sol. densidad
HDL

Figura 10. Ultracentrifugacion.
Ay B. Ejemplos de VLDL y LDL separadas por ultracentrifugaciéon secuencial,
respectivamente.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

V. CARGA ELECTRICA

Para llevar a cabo la determinacion de la carga eléctrica, en forma
de potencial Z, de las lipoproteinas se utiliza un Zetasizer Nano-
ZS (Malvern, Reino Unido), inicialmente disponible en el Instituto
de Ciencia de los Materiales de Barcelona (ICMAB) y
posteriormente en el grupo Food Innovation & Engineering
(FoodIE) del departamento de Ingenieria Quimica de la URV.

El Zetasizer Nano-ZS utiliza una técnica denominada M3-PALS,
que combina el Laser Doppler micro-electrophoresis y Phase
Analysis Light Scattering (PALS) para determinar la movilidad
electroforética, ofreciendo también los valores de potencial Z y
conductividad, entre otros. Ademas, esta combinacion permite
obtener un patron de distribucion de la movilidad electroforética
que hace posible analizar muestras cuya movilidad es baja.

La técnica utilizada para su determinacion se basa en la medida
de la velocidad a la cual se mueven las particulas en un
determinado dispersante cuando se les aplica un campo eléctrico,
a lo que se le denomina movilidad electroforética (Ug). Teniendo
en cuenta diferentes parametros como la viscosidad (n) del
dispersante, la constante dieléctrica (¢) y la movilidad
electroforética medida, se puede calcular el potencial Z ({) a
través de la ecuacion de Henry, donde F(Ka) es la funcion de
Henry:

_2e{F(Ka)

F(Ka) puede tomar dos valores dependiendo del tipo de
dispersante, habiendo dos aproximaciones a la hora de convertir
la movilidad electroforética en potencial Z:

¢ 1: cuando el medio es no polar, se sigue la aproximacion de
Huckel.

¢ 1,5: en el caso de que el dispersante sea polar se usa la
aproximacion de Smoluchowski.
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El parametro que se va a utilizar para referirnos a la carga
eléctrica neta de las lipoproteinas es el potencial Z expresado en
mV.

Potencial Z

Es una propiedad fisica que presenta cualquier particula que se
encuentra en suspension. Depende de las condiciones quimicas
de la superficie de la particula y del dispersante en el que se
encuentre; por lo que es importante hacer todas las medidas en
las mismas condiciones para que sean comparables; por ejemplo,
pequenos cambios en el pH provocan cambios en el potencial Z.

Cuando una particula se encuentra en suspension, hay una capa
liquida que la rodea denominada doble capa eléctrica o
electrical double layer, en la cual se pueden diferenciar dos
partes. Una region interna, denominada Stern layer, en la que
los iones estan fuertemente unidos; y una region externa (capa
difusa) en la que estan menos firmemente asociadas (Figura 11).
Dentro de la capa difusa hay un limite teorico dentro del cual los
iones y las particulas forman una entidad estable. Cuando una
particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones
dentro del limite se mueven junto a ésta; en cambio, los iones
mas alla de la frontera permanecen con el dispersante. El
potencial en este limite (superficie de corte hidrodinamico) es el
potencial Z.

Los valores del potencial Z pueden oscilar entre +100 y -100 mV
y dan una idea de cuan estable es la muestra en un sistema
coloidal; asi como de la capacidad de interaccion de las
moléculas, ya que es una medida de la magnitud de las fuerzas
de atraccion y repulsion entre particulas. Si todas las particulas
en suspension tienen un gran potencial Z negativo o positivo,
tenderan a repelerse entre si y no habra tendencia a que las
particulas se junten. Sin embargo, si las particulas tienen bajos
valores de potencial zeta (proximos a 0), entonces no habra fuerza
para evitar que las particulas se junten y sedimenten. La linea
divisoria general entre suspensiones estables e inestables se
encuentra generalmente a +30 y -30 mV,; es decir, las particulas
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con potencial Z mas positivo que +30 mV o mas negativo
que -30 mV se consideran normalmente estables.

,—Doble capa
r -ﬂ:;,» eléctrica

= d}lﬂz ?}:I.:._ Stern Layer
gk &p e :
= 4P o {}:
T = =, 5 |Capa difusa
i I i
b
4 DGI r__* Potencial Superficie
e —~ Potencial Stern
mV :4— -Potencial Z
0 : LA

Distancia dezde la superficie

Figura 11. Capas y potencial Z de una particula.

Medida del potencial Z

La determinacion de la carga eléctrica de las lipoproteinas se
realiza una vez se han aislado las lipoproteinas del plasma. En
este caso es muy importante dializar cada una de las
lipoproteinas obtenidas (VLDL, IDL, LDL y HDL) y asi eliminar la
mayor cantidad posible de sales de la soluciéon y conseguir una
conductividad < 1 mS/cm. De no ser asi, los electrodos de la
cubeta utilizada se queman rapidamente disminuyendo la vida
util de ésta; ademas de afectar considerablemente a la medida de
la carga eléctrica. Ademas de la dialisis, también se debe hacer
una dilucién adecuada de la muestra con agua Milli Q (1:100 6
1:50), ya que, si ésta esta muy concentrada o muy diluida, no se
realiza una buena medida. Dicha dilucién se prepara justo en el
momento de realizar la medida para asi evitar que la muestra
sedimente y/o se agreguen las particulas.

Una vez preparada la dilucion, se pone la muestra en la cubeta
con los electrodos, se introduce en el Zetasizer, se programa el
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software creando un SOP (Standard Operating Procedure) que se
utilizara en todas las medidas, para asi asegurarnos de que todas
se realizan de igual manera y sean comparables posteriormente
(ver ANEXO V). Al realizar la medida, se aplica el campo eléctrico
provocando el movimiento de las particulas cargadas. Un haz de
rayo laser incide sobre las particulas, en la parte baja de la cubeta
(Figura 12). La intensidad de luz que llega a las particulas la
regula el atenuador, permitiendo que pase mas o menos luz. El
valor que adapte este atenuador; es decir, la cantidad de luz que
incide en cada muestra, debe ser igual en todas las medidas para
que éstas se puedan comparar, ya que las particulas al incidirle
el laser, se excitan y se ponen en movimiento, provocando un
cambio en la frecuencia (efecto Doppler) proporcional a la
velocidad a la que se mueven. La tecnologia utilizada por el
Zetasizer es capaz de medir esa diferencia de frecuencia, la cual
es proporcional a la movilidad electroforética y de ésta se obtiene
el potencial Z mediante la ecuacion de Henry explicada

anteriormente.
Tapones
2N
[ ]
N
Electrodo -~

Capilar — "

Figura 12. Cubeta utilizada para el potencial Z.

Cabe destacar, la novedad en la aplicaciéon de dicha técnica para
determinar la carga eléctrica de las lipoproteinas, ya que es la
primera vez que se utiliza con este fin, de ahi la extension de este
capitulo y la puesta a punto explicada a continuacion.
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Optimizaciéon del volumen minimo necesario y reutilizaciéon de
muestras para la medida del potencial Z

Por norma general, con el rotor y tubos empleados para la
separacion de las lipoproteinas el volumen inicial de plasma que
se utiliza y el de fraccion lipoproteica que se obtiene es de 2 ml.
Debido a la dificultad de la obtencion de muestras de este
volumen, bien directamente de los participantes a reclutar o bien
de las colecciones creadas con anterioridad, se crea la necesidad
de reducir el volumen minimo necesario para la realizacion de
una ultracentrifugacion secuencial que separe correctamente las
distintas lipoproteinas. Por otro lado, el volumen de fraccion
lipoproteica ya aislada para la determinacion del potencial Z es
pequeno (10 — 50 pl) debido a la dilucién posterior que hay que
preparar justo antes de su determinacion, por lo que en principio
no es necesario la obtencion de tanto volumen final ni la de una
fraccion lipoproteica sin diluir. Todo esto nos condujo a
determinar el volumen minimo necesario para la
ultracentrifugacion y posterior determinacion del potencial Z.

Partimos de cuatro volimenes iniciales diferentes: 200, 300, 500
y 1000 pl del mismo pool de plasma. En el proceso de
ultracentrifugacion secuencial se saca 1 ml de fraccion
lipoproteica, independientemente del volumen inicial del que se
parta. Hay que tener en cuenta que en este caso, el protocolo a
seguir difiere Unicamente del explicado con anterioridad en el
capitulo IV de la metodologia (ANEXO III) en los volumenes de
solucion de densidad que hay que extraer del tubo y anadir
posteriormente, pero siempre obteniendo la densidad necesaria.
Una vez obtenidas las lipoproteinas, se determina la carga
eléctrica de éstas haciendo una dilucién 1:100 con agua Milli Q.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13. En el caso
de la VLDL e IDL, la carga eléctrica de la fraccion obtenida a partir
del volumen inicial de 200mul es diferente de forma
estadisticamente significativa de la obtenida a partir de los demas
volumenes iniciales de plasma. En la carga eléctrica de la LDL no
se observan diferencias estadisticamente significativas. Los
resultados de carga eléctrica de la HDL son concluyentes para
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decidir el volumen minimo necesario para la ultracentrifugacion
sin que se vea afectada la determinacion de la carga eléctrica. En
este caso se observa que el Unico volumen utilizado que no
muestra diferencias significativas respecto al de 1 ml es el de

500 pl.
Volumen inicial de plasma (pl Volumen inicial de plasma (pl|
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Figura 13. Comparacion de la carga eléctrica media de las
lipoproteinas en funcion del volumen inicial de plasma utilizado en
la ultracentrifugacion secuencial.

Datos expresados como media y desviaciéon estandar.

VLDL: Very low-density lipoprotein o lipoproteina de muy baja densidad;
IDL: Intermediate-density lipoprotein o lipoproteina de densidad intermedia;
LDL: Low-density lipoprotein o lipoproteina de baja densidad; HDL: High-density
lipoprotein o lipoproteina de alta densidad; mV: milivoltios; pl: microlitros.

*p < 0,05

Después de esta primera optimizaciéon, se quiso comprobar si el
volumen utilizado (500 pl en nuestro caso) para la clasificacion
de las diferentes subclases de lipoproteinas mediante RMN se
podia reutilizar para la determinacion de la carga eléctrica.
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En este caso se utiliza el plasma de las 46 participantes que
integran el estudio 1, aprovechando que para dicho estudio era
necesario la determinacion de la carga eléctrica de las
lipoproteinas. La carga eléctrica media, a nivel poblacional, de las
lipoproteinas aisladas de un plasma intacto y de otro el cual se
ha sometido a RMN para la determinacion de las subclases de
lipoproteinas se muestra en la Figura 14. No se observan
diferencias significativas entre la carga eléctrica de ambos
grupos, excepto en el caso de la VLDL (p < 0,05), perdiendo
electronegatividad tras la determinacion por RMN de las
subclases de lipoproteinas.

VLDL IDL LDL HDL
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-30 A *
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Figura 14. Comparacion de la carga eléctrica de las
lipoproteinas antes y después de la determinacion de las
subclases de lipoproteinas mediante RMN.

Datos expresados como media y desviaciéon estandar.

VLDL: Very low-density lipoprotein o lipoproteina de muy baja
densidad; IDL: Intermediate-density lipoprotein o lipoproteina de
densidad intermedia; LDL: Low-density lipoprotein o lipoproteina de
baja densidad; HDL: High-density lipoprotein o lipoproteina de alta
densidad; mV: milivoltios. RMN: Resonancia magnética nuclear.

*p < 0,05

A pesar de existir esta diferencia, existen correlaciones altas
estadisticamente significativas entre los valores de carga eléctrica
de ambos grupos:

¢+ VLDL: r=0,818*%* + LDL: r=0,743*%*
+ IDL: r = 0,629** + HDL: r = 0,750**

*p < 0,01
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Si en vez de realizar el estudio a nivel poblacional, se hace a nivel
de individuo, se observa que todas las medidas presentan alguna
diferencia en mV tras la RMN al representar la carga eléctrica
observada tras la RMN frente a la esperada, que es la obtenida de
forma previa (Figura 15).
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Figura 15. Valores de carga eléctrica tras la RMN respecto
a los valores previos a ésta.

VLDL: Very low-density lipoprotein o lipoproteina de muy baja
densidad; IDL: Intermediate-density lipoprotein o lipoproteina de
densidad intermedia; LDL: Low-density lipoprotein o lipoproteina de
baja densidad; HDL: High-density lipoprotein o lipoproteina de alta
densidad; RMN: Resonancia magnética nuclear; mV: milivoltios.
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Cabe destacar que, a pesar de que la incertidumbre de las
medidas pueda explicar estas diferencias encontradas en los
valores de carga eléctrica, se puede observar como dichos valores
tienden a disminuir la pendiente de la recta en todos los casos,
igualandose asi los valores entre los individuos. El efecto de la
RMN sobre la carga eléctrica cambia a ambos lados del punto de
interseccion de las rectas, teniendo un valor = -15 mV en las
VLDL, IDL y HDL, y # -12 mV en las LDL.

Todas estas variaciones en los valores de carga eléctrica se
podrian explicar por la incertidumbre en las medidas realizadas.
Dicha incertidumbre se ha calculado siguiendo el método
publicado por la Cooperacion Europea para la Acreditacion [389],
tiene en cuenta la estabilidad de la medida y la calibracion del
equipo (A), la resolucion del equipo (B) y la repetibilidad de las
medidas (C), siendo la ecuacion utilizada para un intervalo de
confianza del 95 %:

Incertidumbre(mV) = k -/ A% + B2 + (C?

Siendo:

¢ Calibracion + estabilidad (A): Media de las desviaciones
estandares de las diferentes medidas de cada muestra / 2

¢+ Resolucion (B): 0,05 mV

¢ Repetibilidad (C): Desviacion estandar / n°® de medidas

¢+ k=196

En este caso, la repetibilidad tiene en cuenta tanto la variabilidad
como el error cometido por el personal manipulador de las
muestras. Para cada muestra se obtienen 6 valores de carga
eléctrica, procedentes de duplicados reales y triplicados técnicos.

Hay que anadir que la incertidumbre observada en las medidas
es debida, principalmente, a la inestabilidad que presentan las
muestras, siendo su aportacion tres veces superior a la
repetibilidad. Esto indica que el método utilizado es bueno y
que lo importante a tener en cuenta es la calidad y/o estabilidad
de la muestra.
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Por tanto, de esta comparacion de la carga eléctrica de las
lipoproteinas antes y después de someter al plasma a RMN, se
llega a la conclusion de que si se puede reutilizar el plasma
utilizado para la determinacion de las subclases de lipoproteinas
por RMN, ya que no se puede asegurar que las diferencias
encontradas sean debidas exclusivamente a la RMN, ya que se
pueden explicar por la incertidumbre de las medidas. Aun asi, el
que en todas las lipoproteinas se observe la misma tendencia en
cuanto a la pendiente de las rectas, hace sospechar de la
existencia de un efecto del proceso de determinacion de las
subclases de lipoproteinas por RMN sobre la carga eléctrica, bien
sea directamente por el proceso fisicoquimico de la RMN, por la
temperatura a la cual se determinan o por el ciclo de
descongelacion/congelacion extra que sufre el plasma utilizado
para RMN respecto al intacto. Hay que senalar que el proceso de
ultracentrifugacion, dialisis y determinacion de la carga eléctrica
ha sido exactamente igual en ambos grupos.

Por ultimo, se aconsejaria utilizar un plasma intacto siempre que
sea posible, ya que se minimizarian las variaciones en las
medidas.
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VI. GROSOR DE LA INTIMA-MEDIA (cIMT)

La determinaciéon del grosor de la intima-media carotidea
(cIMT) se realiza por ultrasonido y es una técnica relativamente
economica, no invasiva, fiable y reproducible para la deteccion
precoz de la arteriosclerosis subclinica (Figura 16).

.

Piel
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.
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Bifurcaciéon

Figura 16. Esquema de la medida de la cIMT.

cIMT: grosor de la intima-media carotidea o carotid intima-media
thickness; CCA: arteria carédtida comun; CB: bulbo carotideo;
ICA: arteria carotida interna; ECA: arteria carétida externa.

Se utiliza un sonégrafo MyLab 50 XVision (Esaote SpA, Espana)
equipado con una sonda de ultrasonido de matriz lineal de banda
variable (5 - 12 MHz), para identificar y digitalizar la pared de las
arterias carotideas comunes (CCAs) izquierda y derecha a 1 cm
de la parte proximal de la bifurcacion, el bulbo carotideo (CB) en
la bifurcacién y la arteria carétida interna (ICA) a 1 cm de la parte
distal de la bifurcacion. Las medidas de cIMT se representan
como puntos predefinidos usando el procesador de imagenes
ThickSoft software [390] y se determina mediante medidas en tres
imagenes estaticas de las arterias carotideas izquierda y derecha
para obtener la cIMT media.
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Esta cIMT so6lo se ha determinado en los sujetos del estudio 2 y
la ha realizado el equipo médico de la URLA y UVASMET en el
Hospital Universitario Sant Joan de Reus.
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VII. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE
CONSUMO ALIMENTARIO

El Cuestionario de Frecuencia de Consumo Alimentario
(CFCA) tiene como objetivo conocer la frecuencia con la que se
consume un alimento o grupo de alimentos en un periodo
concreto de tiempo (ver ANEXO VI).

Los alimentos que se seleccionan para el cuestionario dependeran
de lo que se quiera valorar posteriormente. Si se compara con
otros test, éste ofrece una informacion mas global al poder
abarcar periodos de tiempo mas amplios y mas grupos de
alimentos, pero menos precisa desde el punto de vista cualitativo.

Este cuestionario lnicamente se ha utilizado en el estudio 1.
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VIII. GRADO DE ESTRES Y DE ANSIEDAD

La determinacion del grado de estrés y ansiedad se lleva a cabo
Unicamente en los participantes del estudio 1.

Estrés

El estrés se evaluia segiin la escala de estrés académico publicada
por De Pablo et al. [391]. El test a realizar (ver ANEXO VII) esta
compuesto por 18 items y se basa en la evaluacion de las fuentes
de intensidad del estrés directamente relacionado con la actividad
académica, ofreciendo informacioén sobre:

+ Estrés actual: es aquel existente en las semanas previas a
la realizacion del test (item 4).
+ Estrés global: se subdivide en 3 subescalas asociadas a
actividades académicas potencialmente estresantes.
= Estrés general: relacionado con la actividad académica
en general (items 7, 8, 10, 11, 12, 13,y 15).
= Estrés en los examenes: el presente en periodos de
examenes (items 1, 3, 5, 17 y 18).
= Estrés social: asociado a actividades académicas con
interaccion social como realizar una presentacion de
un trabajo en publico o ser preguntado en clase (items
2,6,9 14y 16).

Ansiedad

Para evaluar el grado de ansiedad se utiliza el cuestionario STAI
(State-Trait Anxiety Inventory), el cual destaca por ser una de las
primeras herramientas en ser validadas en Espana y de las mas
utilizadas en investigacion [392].

Este cuestionario se divide en dos partes, las cuales se componen
de 20 items cada una (ver ANEXO VIII) [393]:

¢ La primera parte evalua la ansiedad como estado.
Concretamente evalia un estado emocional transitorio
caracterizado por sentimientos subjetivos de tension y
aprension, asi como por hiperactividad del sistema nervioso
autonomo en el momento que se realiza el test. La
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intensidad puede fluctuar y variar con el tiempo,
aumentando frente a distintos tipos de tension y
disminuyendo en respuesta a técnicas de relajacion.

¢+ La segunda evalua la ansiedad como rasgo de personalidad.
Seniala una tendencia ansiosa, relativamente estable, que
caracteriza a los individuos a percibir situaciones como
amenazadoras. La ansiedad como rasgo posee
caracteristicas que permanecen latentes hasta que son
activadas por estimulos y que suelen ser residuos de
experiencias pasadas que predisponen a ver el mundo de
una manera determinada.

En general, las personas con una mayor ansiedad tipo rasgo
presentaran mayor ansiedad estado, ya que veran muchas mas
situaciones como amenazadoras.
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IX.

RGILI
FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION

GLICOFORMAS DE APO CIII

Las glicoformas de Apo CIII se han determinado tanto en plasma
como en las lipoproteinas ya aisladas, Unicamente, de los
participantes del estudio 3, es decir, en el conjunto de 25
hombres voluntarios, jovenes y aparentemente sanos. Esta
metodologia se ha llevado a cabo el Centro de Ciencias Omicas

(COS

) de Reus.

La técnica utilizada para su determinacion fue descrita por
Trenchevska et al. [383] y posteriormente aplicada por Koska et
al. [394]. Consta de dos partes:

*

Primera parte en la cual se aisla la Apo CIII por
inmunoafinidad. Para ello se dializan las muestras en PBS
y se incuban con un anticuerpo biotinilado contra la
Apo CIIl humana (Academy Bio-Medical Co., Holzel
Diagnostika, Alemania). Acto seguido, se inmovilizan sobre
cartuchos de estreptavidina (AssayMAP Streptavidin
cartridges, Agilent Technologies, Espana) de manera
automatizada mediante la tecnologia AssayMap del robot
BRAVO (Agilent Technologies, Espana). Finalmente, se eluye
la Apo CIII con acido férmico al 1 %, se secan bajo una
corriente de nitrogeno en forma de gas y se resuspenden en
una solucion de 15 mg/ml de acido sinapinico en un 33 %
de acetonitrilo y un 0,4 % de acido trifluoroacético.
Segunda parte donde se identifican y cuantifican de forma
relativa las diferentes formas sializadas. Para ello, se ponen
las muestras eluidas en una placa Ground Steel Target Plate
de Bruker y se analizan por MALDI-TOF/TOF (MALDI
ultrafleXtreme®, Alemania). La obtencién de los espectros
se realiza con el software FlexControl (Bruker, Alemania)
con un método lineal en modo positivo y con un rango de 4
a 20 kDa. Ademas, para el calibrado del método se utiliza el
Protein Standard I (Bruker, Germany) y para el procesado de
espectros y deteccion de picos se usa el software
FlexAnalysis (Bruker, Alemania).
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Figura 17. Espectro de glicoformas de Apo CIII detectadas.
Apo: apolipoproteina; Apo CIII-Oa: nativa; Apo CII-Ob: nativa +
galactosa + N-acetilgalactosamina; Apo CIII-Of: nativa + galactosa + 2
N-acetilgalactosamina + 3 fucosa; Apo CIII-1: nativa + 1 acido sialico;
Apo CIII-1d: nativa +1 acido sialico - 1 alanina; Apo CIII-2: nativa + 2
acido sialico; Apo CIII-2d: nativa + 2 acido sialico - 1 alanina.

En la Figura 17 se muestra un espectro tipo con los picos
correspondientes a las distintas glicoformas de Apo CIII
detectadas, las cuales presentan distintas modificaciones
quimicas que se explican a continuacion:

¢ Apo CIII-Oa: nativa.

¢+ Apo CIII-Ob: glicosilada con una molécula de galactosa y
otra de N-acetilgalactosamina.

¢ Apo CIII-Of: es una Apo CIII-Oa nativa con una molécula de
galactosa, dos de N-Acetilgalactosamina y tres de fucosa.

¢+ Apo CIII-1: presenta una molécula de acido sialico.

¢+ Apo CIII-1d: presenta una molécula de acido sialico, pero
ha perdido una alanina.

¢+ Apo CIII-2: presenta dos moléculas de acido sialico.

¢+ Apo CIII-2d: presenta dos moléculas de acido sialico, pero,
al igual que la 1d, ha perdido una alanina.
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X. LPS y sus COMPONENTES

La determinacion del LPS y sus componentes se lleva a cabo
mediante la cuantificacion de los acidos grasos 3-hidroxilo
conjugados o conjugated 3-hydroxy fatty acids (3-OH FAs)
por cromatografia de gases acoplada en tandem a la
espectrometria de masas (GC-QqQ/MS?2). Al igual que en el caso
anterior de la Apo CIII, el LPS total y sus componentes se han
determinado tanto en plasma como en las lipoproteinas ya
aisladas, inicamente, de los participantes del estudio 4, es decir,
en el conjunto de 25 hombres voluntarios, jovenes y
aparentemente sanos. Ademas, esta metodologia también se ha
llevado a cabo en el Centro de Ciencias Omicas (COS) de Reus.

Como se ha explicado en el capitulo VI de la introduccion, estos
3-0OH FAs son componentes estructurales del LPS con lo cual, si
los cuantificamos, se puede determinar la cantidad de LPS
presente en la muestra. Con esta metodologia se detectan hasta
seis 3-OH FAs, en beneficio de los tres [395], cuatro [364] o cinco
[396] detectados por otros investigadores:

¢+ 3-OH C:8: acido caprilico
¢ 3-OH C:10: acido caprico
¢ 3-OH C:12: acido laurico
¢ 3-OH C:14: acido miristico
¢ 3-OH C:16: acido palmitico
¢ 3-OH C:18: acido estearico

Debido a que estos 3-OH FAs también son productos de la B-
oxidacion mitocondrial de los acidos grasos, pueden representar
una limitacion al poder interferir los de origen mitocondrial en los
analisis [396]. Esto se solventa analizando los 3-OH FAs libres y
totales que hay en cada muestra, obteniendo asi los 3-OH FAs
procedentes del LPS mediante la diferencia entre los totales y los
libres. Finalmente, el contenido de LPS total de cada muestra se
calcula como la suma de los nanomoles de cada 3-OH FAs
detectado dividido por 4, ya que se asume que por cada molécula
de LPS hay 4 moléculas de 3-OH FAs [395]. En el caso de
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determinar estos 3-OH FAs en las lipoproteinas, no habria
influencia de la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos,
pero el procedimiento a seguir en el caso de las fracciones
lipoproteicas ha sido el mismo que en el plasma, ya que asi es
como lo tienen optimizado en el COS.

Para llevar a cabo esta técnica y, por tanto, la determinacion de
los distintos 3-OH FAs, se han de preparar las muestras de
plasma y lipoproteinas. Se realiza una hidroélisis alcalina con
NaOH 10M para la determinacion de los 3-OH FAs totales. En el
caso de los 3-OH FAs libres, se afnade agua ultrapura para tener
un volumen final igual al de los tubos en los cuales se lleva a cabo
la hidrolisis alcalina. En ambos casos se le anade también un
estandar interno y se lleva a cabo una extraccion liquido-liquido
con cloroformo. Dicha extraccion consiste en separar en dos fases
liquidas el contenido de la muestra. La fraccion que nos interesa
es la fase organica, ya que en ella es en la que se encuentran los
acidos grasos a determinar. Esta fase se seca bajo un flujo de N3
gas. A continuacion, se derivatizan los componentes de las
muestras mediante la adicion de N, O-bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida con trimetilclorosilano al 10 % y 10 % de
piridina. Después de 1 h a temperatura ambiente, las muestras
se analizan por GC-QqQ/MS2 (Agilent Technologies, Espana)
dentro de las proximas 24 horas.
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XI. ANALISIS ESTADISTICO

Toda la estadistica realizada en esta tesis doctoral se ha llevado
a cabo utilizando el software SPSS versiones 23, 24 y 25 (Chicago,
EEUU). Se fija la significacion estadistica en p < 0,05 (*), aunque
también se destaca la significancia p < 0,01 (*¥).

TEST DE NORMALIDAD:

¢+ Kolmogorov-Smirnov para los casos en los que el tamano
poblacional sea > 50.
¢ Shapiro-Wilk para poblaciones cuyo tamano sea < 50.

Si alguna variable no presenta distribucion normal, ésta se
intenta normalizar realizando su logaritmo en base 10, en primer
lugar, y posteriormente otras operaciones matematicas. De no
conseguir la normalizacion de las variables, las correspondientes
se trataran como variables no normales.

DESCRIPTIVOS:

¢ Media + desviacion estandar para variables cuantitativas
con distribucién normal.

¢+ Mediana (rango intercuartilico) para variables cuantitativas
con distribucién no normal.

¢ Frecuencia para variables cualitativas.

Ademas de mostrar los descriptivos de las variables de las
poblaciones estudiadas, también se han comparado los valores
de estas variables en busca de diferencias significativas. Para ello
se realizan diferentes test:

¢ T-Student: para comparar medias de variables cuantitativas
con distribucion normal y que se encuentren emparejadas.

¢+ ANOVA: para comparar medias de variables cuantitativas
con distribucion normal. En el caso de que las variables
estén clasificadas en mas de 2 categorias, se realiza un
ANOVA con el ajuste post-hoc de Bonferroni.
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U-Mann-Whitney: para variables cuantitativas con
distribucion no normal.

2 . . . .
X’: para comparar la frecuencia de las variables cualitativas.

CORRELACIONES LINEALES:

Se realizan para estudiar posibles asociaciones de forma lineal
entre distintas variables cuantitativas de una poblacion.

*

Correlacién bivariada de Pearson: para variables con
distribucion normal.

Correlacion bivariada de Spearman: para variables con
distribucion no normal.

Correlaciones parciales: para estudiar asociaciones de
forma lineal entre variables cuantitativas teniendo en
cuenta los valores de otra/s variable/s con los que
ajustamos dicha correlacion.

REGRESION LINEAL:

Se realizan para buscar las variables predictoras (independientes)
de la variable de interés (dependiente). Los modelos de regresion
utilizados en esta tesis son:

Por pasos: introduce a la variable independiente que no se
encuentre ya en la ecuacion y que tenga la probabilidad
para F mas pequena, si esa probabilidad es
suficientemente pequena. Las variables ya introducidas en
el modelo de regresion se eliminan de €l si su probabilidad
F llega a ser insuficientemente grande. Termina cuando ya
no hay mas variables candidatas a ser incluidas o
excluidas.

Hacia __ adelante: las  variables se introducen
secuencialmente en el modelo. La primera sera la que
tenga mayor correlacion, positiva o negativa, con la
variable dependiente. A continuacion, se considera la
variable independiente cuya correlacion parcial sea mayor
y que aun no esté en el modelo. Termina cuando ya no
quedan variables que cumplan el criterio de entrada.
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ESTUDIO 1. Estrés, ansiedad, diametro, n° de
particulas y carga eléctrica

El objetivo principal de este estudio es demostrar que un analisis
mas detallado y avanzado de los lipidos y lipoproteinas medido
por RMN, sumado a la determinacion de la carga eléctrica neta
de cada una de las lipoproteinas aisladas por ultracentrifugacion
secuencial, permite identificar alteraciones en el perfil lipidico y
lipoproteico relacionadas con el grado de estrés y ansiedad y que
no pueden ser detectadas con analisis de rutina clinica. Para ello,
se reclutan mujeres estudiantes de medicina, jovenes y
aparentemente sanas, siendo 46 las que terminan por completar
el proceso de reclutamiento y pruebas a realizar. Se les realiza el
cuestionario STAI, el test de estrés académico y el CFCA en el
mismo momento en el que se le realiza una extraccion de sangre.
Se lleva a cabo un analisis lipidico tradicional y otro avanzado
consistente en lipidos, diametro y nimero de particulas por RMN
y la determinacion de la carga eléctrica neta de las lipoproteinas.
Se establecen asociaciones entre ambos perfiles lipidicos, el
tradicional y el avanzado, y los diferentes grados de estrés y
ansiedad; al igual que la carga eléctrica.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.
Caracteristicas de la poblacion

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas antropométricas, de
estilo de vida y parametros lipidicos tradicionales de las 46
mujeres participantes. Los resultados obtenidos corroboran que
se trata de una poblaciéon joven, sana y con habitos de vida
saludables.
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Tabla 2. Caracteristicas de la poblacion.

Caracteristicas N=46
Edad, afos 20,5 (20,0 - 21,0)
IMC, kg/m? 20,7 (19,4 - 22,2)
Normal (IMC < 25), % 95,6
Sobrepeso (25 < IMC > 30), % 2,2
Obesidad (IMC > 30), % 2,2
Tabaquismo, % si 10,9
Ejercicio fisico, % si 71,7
Colesterol total, mg/dl 156,6 (146,7 - 177,7)
TG, mg/dl 62,4 (49,8 — 75,9)
LDLc, mg/dl 83,3+ 18,6
HDLc, mg/dl 63,3 (54,7 - 70,1)
Apo Al, mg/dl 144 (132,3 - 161,3)
Apo B100, mg/dl 71,2 £ 14,6

Datos expresados como mediana (rango intercuartilico) o media *
desviacion estandar, excepto en los que a variable se expresa como %.
IMC: indice de masa corporal; TG: triglicéridos; HDLc: colesterol
HDL; LDLc: colesterol LDL; Apo: apolipoproteina.

ESTRES

Caracteristicas de la poblacion segin el grado de estrés

Las participantes del estudio se han dividido en dos grupos
dependiendo de la puntuacién obtenida en el test de estrés
académico, quedando dividida en grupos de bajo (< percentil 50)
y alto (> percentil 50) grado de estrés. Cabe mencionar que, del
total de las 46 participantes, 43 fueron las que completaron
correctamente el test, ya que en 3 test se encontraron errores en
las respuestas, como por ejemplo dejar alguna pregunta sin
contestar.

Las caracteristicas antropométricas, estilo de vida y parametros
psicologicos de los grupos con bajo y alto grado de estrés se
muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas de los grupos de poblacion segin el grado
de estrés.

Caracteristicas ESTRES

Bajo (N = 20)

Alto (N = 23)

Edad, afos
IMC, kg/m?

20,5 (20,0 - 21,0)
21,1 (19,5 -22,2)

20,0 (19,0 - 21,0)
20,8 (19,3 - 22,7)

Tabaquismo, % si 10,0 13,0
Medicacion, % si 40,0 39,1
Ejercicio fisico, % si 75,0 69,6
Grasa total, g/semana 361,9 (249,1 -411,9) 363,3 (307,6 — 404,3)
Alcohol, g/semana 2,6 (0,7 —4,7) 2,9 (0,0 - 4,4)
Carbohidratos, g/semana 723,5 £ 200,8 780,3 £ 203,6
Estrés global 69,5 (61,8 — 79,8) 104,0 (91,0 — 121,0)**
Estrés social 20,6 £ 7,4 31,5 £ 6,9%*
Estrés de examenes 34,5+6,2 43,5 + 6,4**
Estrés general 14,0 (12,0 - 15,7) 31,0 (23,0 — 38,0)**
Estrés actual 28,6 + 14,8 48,1 + 22,7**

Ansiedad rasgo

Ansiedad estado

13,0 (10,5 - 28,0)
12,0 (7,0 - 13,2)

34,0 (13,5 - 37,5)**
21,0 (15,0 — 28,5)**

Datos expresados como media * desviacion estandar o mediana (rango
intercuartilico), excepto en los casos en los que la variable se expresa como %.

**p < 0,01

Referente a las caracteristicas antropomeétricas y estilo de vida,
no se observan diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos de bajo y alto grado de estrés. Sin embargo, hay una
tendencia en cuanto a la practica de ejercicio fisico, y es que ésta
es mayor en el grupo de bajo grado de estrés. En cuanto a los
datos obtenidos en el cuestionario de frecuencia de consumo
alimentario, se detecta la tendencia de una mayor ingesta de
carbohidratos y de grasas en el grupo de alto grado de estrés.

Por otro lado, el grupo de alto grado de estrés presenta mayores
niveles de estrés global y de los diferentes tipos de estrés
detectados, asi como de ansiedad estado y ansiedad rasgo.
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Caracterizacion del perfil lipidico de la poblacion con bajo y
alto grado de estrés

En cuanto a los parametros lipidicos, se determinaron los lipidos
tradicionales de rutina clinica como el colesterol total, el LDLc y
HDLc, los triglicéridos y las apolipoproteinas Al y B100. También
se realizo un estudio avanzado del perfil lipidico en el cual se
determina el diametro medio, el n°® de particulas y las subclases
de lipoproteinas mediante RMN, asi como la carga eléctrica de las
lipoproteinas. Al comparar los valores de todos los parametros
determinados en ambos grupos (bajo y alto grado de estrés), no
se observan diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4).

Tabla 4. Perfil lipidico de una poblacion segin el grado de estrés.

ESTRES

Bajo (N = 20) Alto (N = 23)
LIPIDOS TRADICIONALES
Colesterol total (mg/dl) 160,5 + 23,7 162,2 £ 28,0
TG (mg/dl) 67,7 (50,7 - 79,9) 61,1 (46,9 — 70,8)
LDLc (mg/dl) 81,1+13,5 83,5+21,9
HDLc (mg/dl) 61,0 (56,2 — 68,5) 64,5 (54,4 — 74,5)
Apo Al (mg/d]) 143,0 (129,3 - 162,0) 146,0 (133,0 - 161,0)
Apo B100 (mg/dl) 65,5 (63,0 — 76,8) 68,0 (58,0 — 79,0)
LiPIDOS MEDIDOS POR RMN
VLDL-TG (mg/dl) 37,3 (30,8 - 43,2) 35,5 (30,9 - 43,3)
IDL-TG (mg/dl) 4,9 (4,6 - 6,0) 4,6 (4,2-5,9)
LDL-TG (mg/dl) 5,0 (4,0 - 6,1) 4,7 (4,0 - 6,0)
HDL-TG (mg/dl) 7,9 (7,4 - 10,4) 8,0 (6,5 — 8,9)
VLDLc (mg/dl) 5,2 (3,5 - 6,8) 5,4 (3,7 - 6,4)
IDLc (mg/dl) 2,6 (2,1 - 3,8) 2,1 (1,5 - 3,0)
LDLc (mg/dl) 70,8 £ 6,8 72,1+ 8,9
HDLc (mg/dl) 49,5 (45,3 - 53,9) 47,5 (43,6 - 55,1)

Continuia en la pagina siguiente.
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Continuacion Tabla 4.

N° de PARTICULAS MEDIDO POR RMN

VLDL-P(nmol/])

22,3 (18,7 - 28,1)

22,2 (19,1 - 26,1)

Grandes (nmol/l) 0,9+0,3 0,8 £0,2
Medianas (nmol/]) 3,8(3,1-4,2) 3,5 (3,0 -4,8)
Pequefias (nmol/1) 17,6 (15,2 — 23,5) 17,8 (15,4 — 21,0)
LDL-P (nmol/]) 4743 +52.4 4759 + 60,7
Grandes (nmol/l) 69,3+9,3 71,1+10,6
Medianas (nmol/l) 178,0 £ 24,0 176,0 £+ 30,8

Pequenas (nmol/])

219,9 (206,1 - 239,7)

233,4 (215,3 - 240,8)

HDL-P (pmol/])
Grandes (pmol/1)
Medianas (pmol/1)
Pequenas (pmol/])

24,1 (22,1 - 27,3)
0,1+0,1
7,9 (7,0 - 8,7)
16,3 (15,2 — 18,6)

23,8 (22,0 - 27,5)
0,1%0,1
7,5 (6,7 - 8,3)
16,1 (15,1 - 19,1)

DIAMETRO MEDIDO POR

RMN

VLDL (nm) 42,3 (42,3 - 43,5) 42,7 (42,4 - 43,1)
LDL (nm) 21,2+0,1 21,2£0,2
HDL (nm) 8,2 (8,2 - 8,2) 8,2 (8,2 -8,2)
CARGA ELECTRICA NETA

VLDL (mV) -23,1+5,7 -22,0+5,9
IDL (mV) -17,7+ 4,6 -17,4+6,1
LDL (mV) -14,4 (-19,5 - -12,0) -16,7 (-19,0 - -13,4)
HDL (mV) -20,9 + 3,9 -19,5+5,6

Datos expresados como mediana (rango intercuartilico) o media + desviacion
estandar.

TG: Triglicéridos; Apo: Apolipoproteina; VLDL: Very low-density lipoprotein;
VLDL-P: Particulas totales de VLDL; IDL: Intermediate-density lipoprotein;
IDL-P: Particulas totales de IDL; LDL: Low-density lipoprotein; LDL-P: Particulas
totales de LDL; HDL: High-density lipoprotein; HDL-P: Particulas totales de HDL.
**p <0,01

Relacion entre el perfil lipidico y el tipo de estrés

A pesar de no encontrar diferencias significativas entre ambos
grupos, se quiso evaluar si hay algun tipo de asociacion entre el
perfil lipidico y los distintos tipos de estrés evaluados. Para ello
se realizaron correlaciones parciales, ajustadas por edad, IMC,
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habito tabaquico, ingesta total de grasas, alcohol y carbohidratos,
medicacion y actividad fisica, entre los resultados obtenidos en el
test de estrés académico y los parametros lipidicos. Se han
obtenido correlaciones estadisticamente significativas entre el
estrés académico debido a los examenes y los TG contenidos en
la VLDL (r = -0,340; p = 0,046), el numero de particulas VLDL
medianas (r =-0,354; p=0,037) y el diametro de la HDL
(r =-0,360; p = 0,033). Dichas correlaciones son negativas, lo que
significa que cuanto mayor estrés académico debido a los
examenes, menores niveles de TG en las VLDL, menos particulas
VLDL medianas y mas pequenas son las HDL. Cabe destacar, la
correlacion entre este tipo de estrés y la carga eléctrica de la HDL,
la cual roza la significancia (r = 0,371; p = 0,062). Por otro lado,
el estrés actual correlaciona positivamente con la carga eléctrica
de la VLDL (r = 0,342; p = 0,038) y HDL (r = 0,383; p = 0,049).

Dadas estas correlaciones, se quiso cuantificar la contribucién de
dichos parametros a la variabilidad presentada del estrés. Para
ello se construye un modelo de regresion lineal, tipo hacia
adelante, con las caracteristicas antropométricas y de estilo de
vida, los lipidos determinados por rutina clinica, los parametros
lipidicos obtenidos por RMN y la carga eléctrica (Tabla 5). Para el
estrés debido a los examenes, el modelo determina que tanto el
diametro como la carga eléctrica de la HDL son responsables del
31,0 % de su variabilidad; ademas, el incremento de 1mV en los
valores de carga de la HDL aumentaria en 0,7 los puntos
obtenidos en el test referente al estrés debido a los examenes. En
el caso del estrés actual, es la carga eléctrica de la VLDL la que
explica el 14,4 % de su variabilidad.

Tabla 5. Modelos de regresion lineal para la variabilidad del estrés.

Modelo R? p-valor
Estrés debido Diametro HDL 0,126 0,039
a examenes Diametro + Carga HDL 0,310 0,007

Estrés actual Carga VLDL 0,144 0,025
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ANSIEDAD

Caracteristicas de la poblacion segin el grado de ansiedad

Al igual que con el estrés, las participantes del estudio se dividen
en dos grupos dependiendo de la puntuacion obtenida en el STAI,
quedando dividida en un grupo de bajo (< percentil 50) y otro de
alto (> percentil 50) grado de ansiedad. Las participantes que
completaron correctamente el test fueron 44, ya que en 2 test se
encontraron errores en las respuestas, como por ejemplo dejar
alguna pregunta sin contestar.

Las caracteristicas antropomeétricas, estilo de vida y parametros
psicologicos de los grupos con bajo y alto grado de ansiedad se
muestran en la Tabla 6. Referente a las caracteristicas
antropométricas y estilo de vida, no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de bajo y alto
grado de ansiedad. Sin embargo, hay una tendencia en cuanto a
la practica de ejercicio fisico, y es que ésta es mayor en los grupos
con bajo grado de ansiedad. También, se detecta una mayor
ingesta de carbohidratos y alcohol en el grupo de alto grado de
ansiedad.

Por otro lado, hay diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de bajo y alto grado de ansiedad respecto a la
ansiedad como estado y como rasgo. El cuestionario de estrés
académico también muestra que el grado de los distintos tipos de
estrés (global, general y el asociado a examenes) es superior en el
grupo de estudiantes con una personalidad con mayor tendencia
a la ansiedad (p = 0,010; p = 0,036y p < 0,001; respectivamente).
Sin embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas
en el caso del estrés actual ni en el social.
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Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion segin el grado de ansiedad.

Caracteristicas ANSIEDAD
Bajo (N = 19) Alto (N = 25)
Edad, afios 20,0 (19,0 -21,0) 21,0 (20,0 - 21,0)
IMC, kg/m? 21,5 (18,8 -22,2) 20,7 (19,5 -21,9)
Tabaquismo, % si 15,8 8,0
Medicacion, % si 36,8 36,0
Ejercicio fisico, % si 84,2 64,0
Grasa total, g/semana 364,2 £ 91,1 364,9 + 109,4
Alcohol, g/semana 1,9 (0,9 - 3,8) 3,2 (0,0 - 4,9)
Carbohidratos, g/semana 713,4 £212,1 819,0 + 194,8
Estrés global 79,2 + 22,2 98,6 + 23,5%*
Estrés social 25,5+ 8,4 28,2 +8,8
Estrés de examenes 34,9+6,6 43,3 £ 6,9%*
Estrés general 16,0 (12,0 -25,0) 23,5 (14,8 — 38,8)*
Estrés actual 35,0 (20,0 - 47,0) 44,0 (21,0 - 58,0)
Ansiedad rasgo 12,0 (9,0 -13,0) 35,0 (32,0 — 39,0)**
Ansiedad estado 9,7+4,3 24,5 + 8,1%*
Datos expresados como media * desviacion estandar o mediana (rango
intercuartilico).
*p < 0,05
*p < 0,01

Caracterizacion del perfil lipidico de la poblacion segiun el
grado de ansiedad

Al comparar los valores de los parametros lipidicos en los
diferentes grupos, se observan diferencias estadisticamente
significativas en la carga eléctrica de las HDL, siendo mas
electronegativa en el grupo con bajo grado de ansiedad (p < 0,01)
(Tabla 7).
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Tabla 7. Perfil lipidico de una poblacion segiin el grado de ansiedad.

ANSIEDAD

Bajo (N = 19) Alto (N = 25)

LIiPIDOS TRADICIONALES

Colesterol total (mg/dl) 154,3 (139,2 - 177,5) 157,8 (148,5-177,3)

TG (mg/dl) 64,6 (51,3 - 80,5) 61,1 (46,5 — 74,8)
LDLc (mg/dl) 80,0 + 17,1 86,5 + 20,1
HDLc (mg/dl) 59,5 (54,8 — 71,8) 64,1 (55,6 — 68,7)
Apo Al (mg/d]) 146,5 £ 19,3 146,0 + 18,3
Apo B100 (mg/dl) 66,0 (62,0 - 77,0) 69,0 (60,5 - 81,0)
LiPIDOS MEDIDOS POR RMN
VLDL-TG (mg/dl) 37,5 (33,6 — 46,0) 35,8 (29,7 - 41,3)
IDL-TG (mg/dl) 5,1 (4,8 -5,9) 4,7 (4,3 - 5,6)
LDL-TG (mg/dl) 4,7 (4,1 - 6,0) 4,8 (4,1-6,1)
HDL-TG (mg/dl) 8,6 (7,6 — 10,1) 7,5 (6,9 - 9,2)
VLDLc (mg/dl) 6,1 (4,4 - 7,1) 4,9 (3,5-6,2)
IDLc (mg/dl) 2,6 (2,2 - 3,8) 2,2 (1,6 - 3,6)
LDLc (mg/dl) 69,8 £7,4 73,8 £8,7
HDLc (mg/dl) 49,4 £5,7 48,8 £5,6
N° de PARTICULAS MEDIDO POR RMN
VLDL-P(nmol/]) 23,7 (20,9 — 29,6) 21,5 (19,1 — 25,4)
Grandes (nmol/l) 0,9+0,3 0,8 £0,2
Medianas (nmol/]) 3,6 (3,2 - 4,8) 3,6 (2,9 -4,1)
Pequenas (nmol/1) 20,0 (16,6 — 24,4) 16,8 (15,1 — 20,9)
LDL-P (nmol/]) 455,3 (433,1 - 506,6)  489,8 (445,2 — 508,9)
Grandes (nmol/l) 69,1 £ 8,4 71,9 £10,9
Medianas (nmol/l) 173,6 £ 27,3 183,0 £ 29,6
Pequehas (nmol/1) 221,3 £ 27,7 233,0 £ 24,4
HDL-P (pmol/]) 24,9 2,5 242+2.8
Grandes (umol/]) 0,1 (0,1-0,1) 0,1(0,1-0,2)
Medianas (pmol/]) 7,9+1,0 7,6 +0,9
Pequenas (pmol/]) 16,9 £2,6 16,5+1,9

Continua en la pagina siguiente.
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Continuacion de la Tabla 7.

ANSIEDAD
Bajo (N = 19) Alto (N = 25)
DIAMETRO MEDIDO POR RMN
VLDL (nm) 42,8 £ 0,5 42,8 £0,6
LDL (nm) 21,3+0,1 21,2+0,1
HDL (nm) 8,210,1 8,2+0,1
CARGA ELECTRICA NETA
VLDL (mV) -24,3+6,7 -21,1+4,4
IDL (mV) -18,7%5,9 -16,2 + 4,7
LDL (mV) -15,9+3,5 -14,8 3,8
HDL (mV) -22,0 £ 4,2%* -17,2 £ 4,7*%*
Datos expresados como media * desviacion estandar o mediana (rango
intercuartilico).
*p < 0,01

Relacion entre el perfil lipidico y el tipo de ansiedad

Tabla 8. Correlaciones entre el perfil lipidico y la ansiedad.

ANSIEDAD Rasgo Estado
LiPIDOS TRADICIONALES

Colesterol total 0,389* 0,273
TG -0,061 -0,168
LDLc 0,436* 0,294
HDLc 0,174 0,144
Apo Al 0,008 0,065
Apo B100 0,403* 0,223

LIPIDOS MEDIDOS POR RMN

VLDL-TG -0,136 -0,204
IDL-TG 0,016 0,055
LDL-TG 0,203 0,051
HDL-TG -0,247 -0,102

Contintia en la pagina siguiente.
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Continuacion de la Tabla 8.

ANSIEDAD Rasgo Estado
LiPIDOS MEDIDOS POR RMN

VLDLc 0,019 -0,114
IDLc 0,076 0,104
LDLc 0,526** 0,334*
HDLc -0,060 0,056

N° de PARTICULAS MEDIDO POR RMN

VLDL-P -0,133 -0,174
Grandes -0,051 -0,116
Medianas -0,081 -0,267
Pequenas -0,120 -0,120

LDL-P 0,508** 0,316
Grandes 0,360* 0,159
Medianas 0,450%* 0,282
Pequenas 0,485** 0,315

HDL-P -0,124 -0,007
Grandes -0,195 0,098
Medianas -0,094 -0,021
Pequenas -0,129 -0,003

DIAMETRO MEDIDO POR RMN

VLDL 0,091 -0,149
LDL -0,090 -0,162
HDL -0,052 -0,054

CARGA ELECTRICA NETA

VLDL 0,220 0,335%*
IDL 0,248 0,280
LDL 0,074 0,182
HDL 0,513* 0,482*

Los valores representan los coeficientes de correlacion ajustados por edad, IMC,
habito tabaquico, ingesta total de grasas, alcohol y carbohidratos, medicacién y
actividad fisica.

*p<0,05

** p<0,01
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En la Tabla 8 se muestran las correlaciones parciales, ajustadas
por edad, IMC, habito tabaquico, ingesta total de grasas, alcohol
y carbohidratos, medicaciéon y actividad fisica, entre los
resultados del STAI y el perfil lipidico tradicional y avanzado.

Por un lado, la ansiedad como rasgo de personalidad correlaciona
positivamente con el colesterol total, el LDLc y la Apo B100
medidos por rutina clinica; y el LDLc medido por RMN, el numero
de particulas LDL total, grandes, medianas y pequenas; ademas
de la carga eléctrica de la HDL. Por otro lado, la ansiedad como
estado no correlaciona con ningtin parametro lipidico medido por
rutina clinica; en cambio, si correlaciona positivamente con el
LDLc medido por RMN y con la carga eléctrica de la VLDL y HDL.

Dadas estas correlaciones entre ambos tipos de ansiedad y
distintos parametros lipidicos, se quiso cuantificar la
contribucion de éstos a la variabilidad de la ansiedad. Para ello
se construye un modelo de regresion lineal, tipo hacia adelante,
con las caracteristicas antropomeétricas y estilo de vida, los lipidos
determinados por rutina clinica, el perfil lipidico obtenido por
RMN y la carga eléctrica (Tabla 9). Para la ansiedad como rasgo,
el modelo determina que el LDLc medido por RMN y la carga
eléctrica de la HDL son responsables del 12,3 % y del 30,0 % de
su variabilidad, respectivamente. Ademas, el incremento de 1
unidad en los valores de LDLc y de carga de la HDL aumentaria
en 0,5 y 1,4 los puntos obtenidos referentes a la ansiedad como
rasgo. En el caso de la ansiedad actual, la carga eléctrica de la
HDL explica el 19,4 % de la variabilidad. También, un incremento
de 1 mV en la carga eléctrica de la HDL, se reflejara en un
aumento de 0,9 puntos referentes a la ansiedad actual en el STAI

Tabla 9. Modelos de regresion lineal para la variabilidad de la

ansiedad.
Modelo R? p-valor
LDLc medido por RMN 0,123 0,026
Ansiedad rasgo
Carga HDL 0,300 0,001
Ansiedad actual Carga HDL 0,194 0,010

RMN: Resonancia magnética nuclear
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ESTUDIO 2. cIMT y carga eléctrica en LES

En este estudio se intenta demostrar que la carga eléctrica de
las lipoproteinas contribuye de forma significativa a la
arteriosclerosis subclinica en pacientes con LES. Para ello, se
utilizan dos poblaciones, una de 78 pacientes diagnosticados de
LES y otra de 32 individuos controles. Se determina la carga
eléctrica de cada una de las lipoproteinas y se establece una
asociacion entre la carga eléctrica de las lipoproteinas y la ¢cIMT.
Ademas, se compara la carga entre ambos grupos.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Caracteristicas de las dos poblaciones de estudio

Los datos referentes a los valores antropométricos, bioquimicos,
lipidos tradicionales de rutina clinica y caracteristicas clinicas de
ambas poblaciones se incluyen en la Tabla 10. Brevemente, la
distribucion de edad y género es similar en ambas poblaciones.
En el caso del IMC, no hay diferencias significativas entre ambos
grupos, pero si se clasifica a la poblacion segun su IMC en peso
normal, sobrepeso y obesidad, se observa que el grupo de LES
presenta un mayor porcentaje de individuos con obesidad.
Ademas, la presencia de fumadores en el grupo de LES es
superior, de forma estadisticamente significativa, al grupo
control. Referente a los parametros bioquimicos, la glucosa, el
colesterol total, el LDLc, el HDLc, la Apo Al y la Apo B100 son
similares en ambos grupos; en cambio, los TG son superiores en
los pacientes con LES (p = 0,027). Por otro lado, el marcador de
inflamacion medido es la PCR ultrasensible (PCRus): a pesar de
presentar valores superiores en pacientes con LES, la diferencia
entre ambos grupos no llega a ser estadisticamente significativa.
En cuanto a la arteriosclerosis subclinica, el valor medio de cIMT
es similar en ambas poblaciones, pero se observa que la presencia
de placa en el grupo de LES es superior (p < 0,001) respecto al
grupo control.
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Tabla 10. Caracteristicas de las poblaciones de LES y de controles.

Caracteristicas LES Controles
Edad, anos 46,8 + 16,6 48,6 + 11,3
Género, % mujeres 92,3* 100
IMC, kg/m? 24,7 (22,6 - 28,9) 24,7 £ 3,1
Normal (IMC < 25), % 51,3* 62,5
Sobrepeso (25 < IMC > 30), % 32,1% 34,4
Obesidad (IMC > 30), % 16,7* 3,1
Tabaquismo, % si 30,9* 0
cIMT, mm 0,6 (0,5 -0,7) 0,6 (0,6 — 0,7)
Placa, % presencia 12,8** 0
PCRus, mg/dl 1,5 (0,6 - 3,9) 1,2 (0,5-2,3)
Glucosa, mg/dl 88,7 (92,3 — 94,3) 85,1 (78,5 — 93,3)
Colesterol total, mg/dl 190,3 £ 41,2 189,9 + 31,9
TG, mg/dl 78,8 (54,7 — 107,8)* 58,2 (46,6 — 94,1)
LDLc, mg/dl 108,9 + 31,0 108,9 + 31,8
HDLc, mg/dl 63,4 + 15,5 69,1 + 15,7
Apo Al, mg/dl 145,0 (137,0 - 156,3) 144,5 (133,3 - 154,0)
Apo B100, mg/dl 86,3 £ 22,4 89,0 £ 21,0
Ratio Apo B100/AI 0,6 0,2 0,6+0,2

Datos expresados como media * desviacién estandar o mediana (rango
intercuartilico, excepto en los casos en los que la variable se expresa como %.
IMC; Indice de masa corporal; cIMT: Grosor de la intima-media carotidea;

PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; HDLc: Colesterol HDL; LDLc:
Colesterol LDL; TG: Triglicéridos; Apo: Apolipoproteina.

*p < 0,05

*p < 0,01

Ademas de los lipidos tradicionales obtenidos en la rutina clinica,
también se dispone del estudio avanzado de lipidos por RMN, el
cual determina el diametro y el n°® de particulas de cada una de
las distintas lipoproteinas. Estos datos se muestran en la Tabla
11.

En este caso, los pacientes con LES presentan menor nimero de
particulas totales de HDL de forma estadisticamente significativa.
A pesar de no ser significativo, los pacientes con LES presentan
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mayor numero de particulas VLDL, tanto totales como de cada
una de las subclases obtenidas. Igualmente, presentan mayor
numero de particulas IDL. Ambos resultados se corresponden
con la mayor concentracién de TG de los pacientes con LES. Por
otro lado, las LDL-P y LDL grandes se encuentran en menor
cantidad; sin embargo, los niveles de las mas aterégenas (LDL
medianas, pequenas y muy pequenas) si son mas elevados, a
pesar de no llegar a la significacion estadistica.

Tabla 11. Caracteristicas del perfil lipidico avanzado por RMN en
LES y controles.

LES Controles
VLDL-P, nmol/1 36,9 (18,0 — 70,0) 33,5 (24,0 - 56,3)
Grandes, nmol/1 0,5 (0,1 -1,2) 0,2 (0,1 -0,7)
Medianas, nmol/1 12,3 (4,4 - 21,3) 9,6 (5,9 — 20,0)
Pequeiias, nmol/l 24,6 (13,8 — 43,8) 25,14 (15,12)
IDL-P, nmol/1 23,5 (7,0 - 59,3) 18,8 (0,7 — 58,7)
LDL-P, nmol/1 1027,5 (833,8 - 1366,3) 970,4 (870,8 - 1339,8)
Grandes, nmol/1 554,3 £ 248,6 575,2 +213,7
Mediana, nmol/l 105,0 (24,3 — 162,0) 98,0 (36,8 — 157,6)
Pequeiias, nmol/l 513,0 (113,0 - 805,0)  454,2 (124,0 - 719,4)
Muy pequeiias, nmol/1 402,5 (87,8 — 643,0) 350,5 (103,0 - 564,8)
HDL-P, pmol/1 31,6 £ 5,6% 34,7+5,8
Grandes, pmol/l 9,4 +3,7 10,9 £ 3,7
Medianas, pmol/1 1,9 (0,3 - 3,9) 2,6 (0,8 - 4,2)
Pequeias, pmol/1 19,7 £5,2 20,8 £5,4
Diametro VLDL, nm 47,9 (42,4 - 57,1) 47,1 (43,2 - 53,5)
Diametro LDL, nm 21,4 (21,1 - 22,5) 21,7 (21,2 - 22,4)
Diametro HDL, nm 9,4+0,5 9,4+0,5

Datos expresados como media * desviacion estandar o mediana (rango
intercuartilico).

VLDL: Very low-density lipoprotein, VLDL-P: Particulas totales de VLDL;
IDL: Intermediate-density lipoprotein; IDL-P: Particulas totales de IDL;
LDL: Low-density lipoprotein; LDL-P: Particulas totales de LDL; HDL: High-
density lipoprotein; HDL-P: Particulas totales de HDL.

*p < 0,05
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Carga eléctrica neta de las lipoproteinas

Tras determinar la carga eléctrica neta de todas las lipoproteinas
(VLDL, IDL, LDL y HDL) aisladas por ultracentrifugacion
secuencial en un total de 78 pacientes diagnosticados de LES y
32 individuos control, se obtienen los resultados incluidos en la
Figura 18.

Lipoproteinas
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-35
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Figura 18. Carga eléctrica de las lipoproteinas de pacientes
con LES y controles.
Representaciéon del valor medio y la desviacion estandar de la carga

eléctrica neta de cada lipoproteina en pacientes diagnosticados de LES
y controles.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density
lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein,
mV: Milivoltios.

*p < 0,01

Todas las lipoproteinas presentan carga eléctrica neta negativa.
En ambas poblaciones, la VLDL y la HDL son las mas
electronegativas. Para los pacientes con LES, los valores de carga
eléctrica de la VLDL, IDL, LDL y HDL expresados como media +
desviacion estandar son -21,5+6,3; -18,1+49; -18,3+ 3,2
y -22,4 = 3,7 mV, respectivamente. En el caso de los individuos
controles son -25,2 + 3,8; -17,4+3,0; -19,3+£3,6 y -21,8+4,1
mV, respectivamente. Al comparar ambos grupos, se observa que
la VLDL de los controles es mas electronegativa que la de los
pacientes con LES (p = 0,003).
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Durante la realizacion del estudio, 13 pacientes diagnosticados
de lupus presentando manifestaciones de la enfermedad,
encontrandose en estado de brote, con lo que se procede a
determinar la carga eléctrica de las lipoproteinas. En la Figura 19
se muestra la carga eléctrica de 13 pacientes de LES en estado
basal y brote y 32 controles.

Lipoproteinas
VLDL IDL LDL HDL

-10 1

Carga eléctrica (mV)
o

-25

-30 -

ECONTROL OLES BLES Brote

Figura 19. Carga eléctrica de las lipoproteinas de pacientes con
LES, LES en estado de brote y controles.

Representacion del valor medio y la desviacion estandar de la carga eléctrica
neta de cada lipoproteina en pacientes diagnosticados de LES, LES en estado
de brote y controles.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein;
LDL: Low-density lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein; mV: Milivoltios.

*p < 0,05

**p < 0,01

Ademas de la carga eléctrica, también se determino el perfil
lipidico tradicional, el cual se muestra en la Tabla 12. Se observa
como los pacientes en estado de brote presentan un perfil mas
aterogénico.
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Tabla 12. Perfil lipidico tradicional de los pacientes con LES y LES

en Brote.
Caracteristicas LES (N=13) LES Brote (N=13)
Glucosa, mg/dl 81,9+2,0 91,2 +3,2
Colesterol total, mg/dl 192,1 (156,0 -215,0) 198,3 (168,4 —215,0)
TG, mg/dl 88,4+11,3 120,2 £ 20,6
LDLc, mg/dl 113,1 (88,6 — 129,1) 115,3 (92,1 - 138,2)
HDLc, mg/dl 60,9 £ 3,3 64,8+45
Apo AI, mg/dl 134,8 £ 5,7 139,5+7,3
Apo B100, mg/dl 81,0 (70,5 -99,5) 86,0 (75,5 — 102,5)
Datos expresados como mediana (rango intercuartilico) o media + desviacion
estandar.
HDLc: Colesterol HDL; LDLc: Colesterol LDL; TG: Triglicéridos; Apo:
Apolipoproteina.

ESTUDIO DE LA cIMT

Relacion entre la cIMT y la carga eléctrica neta de las
lipoproteinas

En pacientes con LES, la carga eléctrica de la IDL y la LDL
correlacionan negativamente con la cIMT (r = -0,361; p = 0,004;
r=-0,306; p=0,015, respectivamente), indicando que cuanto
mas electronegativa es la IDL y la LDL, mayor es el grosor de la
intima-media; en cambio, la VLDL y la HDL no correlacionan de
forma estadisticamente significativa. Estas correlaciones fueron
ajustadas por edad, género, IMC, habito tabaquico y PCRus como
marcador de inflamacion (Tabla 13).

La carga eléctrica neta de las lipoproteinas del grupo control no
correlaciona de forma estadisticamente significativa con la cIMT,
pero esta cerca de la significacion la correlacion positiva de la
carga de la LDL y la cIMT (r = 0,356; p = 0,058). Las correlaciones
también fueron ajustadas por edad, género, IMC, tabaquismo y
PCRus como marcador de inflamaciéon (Tabla 13).

Para ver si la correlacion entre la carga eléctrica y la cIMT
depende del perfil lipidico, también se ajustan las correlaciones
por los parametros lipidicos correspondientes a cada lipoproteina
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(Tabla 13). Al hacer este ajuste mas restrictivo, las correlaciones
entre la carga eléctrica de la IDL y LDL con la cIMT se mantienen,
afirmando que dicha relacion es independiente de los valores
lipidicos, del diametro y del n°® de particulas de las lipoproteinas.

Tabla 13. Correlaciones entre la carga eléctrica neta de las
lipoproteinas y la cIMT en pacientes con LES y controles.

LES Controles
r p r P
Carga neta VLDL' -0,172 0,177 -0,255 0,182
Carga neta VLDL? -0,132 0,316 -0,234 0,241
Carga neta IDL’ -0,361** 0,004 -0,087 0,653
Carga neta IDL® -0,290* 0,022 -0,120 0,535
Carga neta LDL' -0,306* 0,015 0,356 0,058
Carga neta LDL* -0,313* 0,015 0,294 0,137
Carga neta HDL' 0,035 0,786 0,143 0,458
Carga neta HDL® 0,060 0,651 0,147 0,482

1: Valores ajustados por edad, género, IMC, habito tabaquico y PCRus.

2: Modelo 1 y TG, diametro de VLDL y VLDL-P.

3: Modelo 1 y IDL-P.

4: Modelo 1 y LDLc, diametro de las LDL y LDL-P.

5: Modelo 1 y Apo Al, HDLc, diametro de las HDL y HDL-P.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein;
LDL: Low-density lipoprotein, HDL: High-density lipoprotein, IMC: Indice de
masa corporal; PCRus: PCR ultrasensible; VLDL-P: Particulas VLDL; IDL-P:
Particulas IDL; LDL-P: Particulas LDL; HDL-P: Particulas HDL; LDLc: colesterol
LDL; HDLc: colesterol HDL; Apo: Apolipoproteina.

*p < 0,05

**p < 0,01

Posteriormente, se analizan las posibles variables predictoras de
la cIMT en el LES mediante un modelo de regresion por pasos. Se
analizaron todas las variables disponibles (edad, género, IMC,
habito tabaquico, PCRus, perfil lipidico tradicional de rutina
clinica y avanzado determinado por RMN y carga eléctrica neta de
las lipoproteinas). Los resultados se muestran en la Tabla 14.

El modelo de regresion indica que la mejor variable predictora es
la edad, explicando el 33,6 % de la variabilidad general de la cIMT
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en el LES. También, las IDL-P son un predictor independiente de
cIMT como ya se obtuvo en estudios previos [191], representando
en este caso un aumento significativo de la variabilidad general
del 7,9 %. Cabe destacar que la prediccion de la carga neta de las
IDL pierde la significancia estadistica al introducir las IDL-P en el
modelo debido a la existencia de una correlacion entre ambas
(r=-0,311; p= 0,013, incluso teniendo en cuenta la edad, el IMC,
el género, el tabaquismo y los niveles de PCRus), siendo, por
tanto, las IDL-P la responsable directa de dicho efecto. Por otro
lado, la carga neta de las LDL representa una variabilidad del
4,0 %. En general, la variabilidad de la cIMT explicada en el LES
fue del 42,9 %.

Tabla 14. Predictores independientes de la cIMT en LES.

R? Cambio en R? p-valor
Edad 0,336 <0,001
IDL-P 0,396 0,079 0,004
Carga neta LDL 0,429 0,040 0,035

IDL-P: Particulas totales de IDL; LDL: Low-density lipoprotein.

Los analisis de regresion lineal demuestran una correlacion
positiva significativa entre las IDL-P y la cIMT, y otra negativa
entre la carga neta de las LDL y la cIMT en pacientes con LES. El
coeficiente B del modelo de regresion multivariable muestra que
una disminuciéon de 1 mV en la carga neta de LDL se asocia
significativamente con un aumento de 0,01 mm en la cIMT. Este
efecto se ajusté por factores de confusion potenciales (edad,
género, IMC, habito tabaquico, colesterol total, LDLc, HLDc, TG,
apolipoproteinas, diametro y n°® de particulas y niveles de PCRus).

ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE PLACA

Paralelamente, se hace un estudio teniendo en cuenta la
presencia o no de placa de ateroma. Para ello se divide la
poblacion de LES en funcion de si presentan placa o no;
considerando como placa valores de la cIMT maxima > 1,4 mm.
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Caracteristicas de los pacientes con LES con y sin placa

Las caracteristicas antropométricas, clinicas y bioquimicas, el
perfil lipidico y carga eléctrica neta se muestran en la Tabla 15.
Brevemente, la edad, el IMC, la cIMT, la glucosa y los TG son
mayores en pacientes con LES con placa. Por otra parte, el grupo
con placa presenta un perfil de lipoproteinas obtenido por RMN
mas aterogénico. Concretamente, presentan niveles mas de
VLDL-P, siendo estadisticamente significativos el niumero total de
VLDL-P y VLDL medianas; las IDL-P y las LDL-P, en particular,
las LDL mas aterogénicas, LDL pequenas y muy pequenas. Esto
es consistente con el menor diametro de LDL en el mismo grupo.
También hay diferencia estadisticamente significativa en cuanto
a las HDL-P grandes, al diametro de las LDL y HDL. En cuanto a
la carga eléctrica, hay una tendencia a que las lipoproteinas de
los pacientes con placa sean mas electronegativas

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes con LES con y sin placa.

Caracteristicas Placa (N=10) No Placa (N=68)
Edad, anos 56,9 + 14,7* 45,4+ 16,5
Género, % mujeres 90,0* 92,6

IMC, kg/m? 28,1 (23,5-30,7)* 24,3 (22,4 - 28,4)
Normal (IMC < 25), % 30,0* 54,4
Sobrepeso (25 < IMC > 30), % 40,0* 30,9
Obesidad (IMC > 30), % 30,0* 14,7
Tabaquismo, % si 16,7* 32,3
cIMT, mm 0,9 £ 0,3** 0,6 £0,1
PCRus, mg/dl 1,9 (1,2 - 4,0) 1,4 (0,6 - 3,9)
Glucosa, mg/dl 98,3 + 10,0** 87,3+9,6
Colesterol total, mg/dl 190,5 + 34,6 190,2 £ 42,3
TG, mg/dl 112,9 + 40,5* 86,7 £ 48,6
LDLc, mg/dl 111,2 + 24,9 108,6 + 31,9
HDLc, mg/dl 56,8 + 14,3 64,3+ 15,5
Apo AI, mg/dl 137,4 + 23,8 147,3+ 17,6
Apo B100, mg/dl 88,8 + 16,2 85,9 + 23,3

Continua en la pagina siguiente.
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Continuacion de la Tabla 15.

Analisis por RMN Placa (N=6) No Placa (N=62)
VLDL-P, nmol/1 82,6 £ 51,8* 46,1 £ 39,8
Grandes, nmol/1 0,8 (0,5 -4,1) 0,3 (0,1 -1,1)
Medianas, nmol/1 33,7 £ 26,4* 16,6 £ 20,9
Pequeiias, nmol/l 46,8 + 27,6 28,6 £ 22,3

IDL-P, nmol/l

65,0 (51,0 — 137,5)**

20,0 (6,8 - 54,3)

LDL-P, nmol/1

1377,0 £ 266,7*

1086,9 + 390,7

Grandes, nmol/1 415,7 £ 202,4 567,7 £ 249,9
Medianas, nmol/l 166,5 + 64,4 102,7 + 87,9
Pequeiias, nmol/l 858,2 + 289,3* 481,3+419,4
Muy pequeiias, nmol/l 691,7 £ 225 ,4* 378,6 £ 334,7
HDL-P, pmol/l 31,2 +3,3 31,7+5,8
Grandes, pmol/1 6,8 + 2,3* 9,7 £ 3,7
Medianas, pmol/1 1,0 (0,1 -7,2) 2,0 (0,4 - 3,7)
Pequeiias, pmol/l 21,7+2,0 19,5+ 5,4
Diametro VLDL, nm 45,7 £ 7,2 51,6 £+11,3
Diametro LDL, nm 20,8 £ 0,5 21,7+0,9
Diametro HDL, nm 8,9 £ 0,2% 9,4+0,5
Carga Placa (N=10) No Placa (N=68)
VLDL, mV 24,1 £ 6,6 -21,1 £6,2
IDL, mV -19,5+ 4,2 -17,9+5,0
LDL, mV -19,8 + 3,5 -18,1 £3,1
HDL, mV -23,7+3,4 -222+37

Datos expresados como media *

desviacion estandar o mediana (rango

intercuartilico), excepto en los que a variable se expresa como %.

IMC; Indice de masa corporal; cIMT: Grosor de la intima-media carotidea;
PCRus: Proteina C reactiva ultrasensible; TG: Triglicéridos; HDLc: Colesterol
HDL; LDLc: Colesterol LDL; Apo: Apolipoproteina; VLDL: Very low-density
lipoprotein;, VLDL-P: Particulas totales VLDL; IDL: Intermediate-density
lipoprotein; IDL-P: Particulas totales IDL; LDL: Low-density lipoprotein; LDL-P:
Particulas totales LDL; HDL: High-density lipoprotein, HDL-P: Particulas totales
HDL.

*p < 0,05

**p < 0,01
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ESTUDIO 3. Glicoformas de Apo CIII

El objetivo principal de este estudio es determinar las distintas
glicoformas de Apo CIII, diferenciadas principalmente en
funcion de su contenido de acido sialico, y el posible efecto de
éstas sobre el perfil lipidico en una poblaciéon sana. Para ello, se
reclutan a 25 hombres jovenes, mayores de 18 anos y
aparentemente sanos y se determina el perfil lipidico tradicional
y avanzado por RMN (diametro y numero de particulas), las
distintas glicoformas de Apo CIII en plasma y cada una de las
lipoproteinas, y se establecen asociaciones entre las distintas
glicoformas de Apo CIII y el perfil lipidico.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Caracteristicas descriptivas de la poblacion

Antes de comenzar, cabe mencionar que una vez analizado el
perfil lipidico tradicional, se descarta a un individuo por
presentar valores elevados de TG, con lo cual, el estudio sigue
adelante con un total de 24 individuos. Las caracteristicas
antropométricas y de estilo de vida de la poblacion se muestran
en la Tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas antropométricas y de estilo de vida
de la poblacion del estudio de Apo CIII.

Caracteristicas N=24
Edad, anos 25,2 5,0
IMC, kg/m? 23,2+2,3
Normal (IMC < 25), % 70,8
Sobrepeso (25 < IMC > 30), % 29,2
Obesidad (IMC > 30), % 0,0
Tabaquismo, % si 20,8
Ejercicio fisico, % si 100,0

Datos expresados como media * desviacion estandar, excepto en los
que a variable se expresa como %.
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En la Tabla 17 se muestran los valores de los parametros del perfil
lipidico tanto tradicional, obtenido por rutina clinica, como
avanzado, obtenido por RMN.

Tabla 17. Perfil lipidico tradicional y avanzado obtenido por RMN
de la poblacion del estudio de Apo CIII.

Caracteristicas N=24

LIPIDOS TRADICIONALES

Colesterol total, mg/dl 168,4 + 22,5
TG, mg/dl 80,7 £ 20,0
LDLc, mg/dl 91,2 £22,4
HDLc, mg/dl 58,1 (52,2 — 69,4)
Apo Al, mg/dl 139,7 £+ 18,8
Apo B100, mg/dl 78,9 £16,6
Apo CIII, mg/dl 7,5+2,7
LIPIDOS MEDIDOS POR RMN
VLDL-TG (mg/dl) 40,9 £11,5
IDL-TG (mg/dl) 57+1,1
LDL-TG (mg/dl) 7,421
HDL-TG (mg/dl) 6,8+ 1,7
VLDLc (mg/dl) 3,9(1,9-6,2)
IDLc (mg/dl) 3,7 1,7
LDLc (mg/dl) 92,1 £15,6
HDLc (mg/dl) 62,1 (57,7 - 69,3)
N° de PARTICULAS MEDIDO POR RMN
VLDL-P(nmol/]) 25,1+7,2
Grandes (nmol/l) 0,8+0,3
Medianas (nmol/l) 4,1+£1,2
Pequenas (nmol/l) 20,2 £5,8
LDL-P (nmol/]) 614,8 (514,3 — 677,6)
Grandes (nmol/l) 88,2 £ 15,6
Medianas (nmol/l) 220,5 + 43,2
Pequenas (nmol/l) 306,6 (285,4 — 349,8)

Continuia en la pagina siguiente.
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Continuacion de la Tabla 17.

HDL-P (umol/]) 28,9 (27,0 - 32,3)
Grandes (pmol/]) 0,1(0,1-0,2)
Medianas (pmol/]) 9,4+1,6
Pequenas (pmol/l) 20,4 £2,2

DIAMETRO MEDIDO POR RMN

VLDL (nm) 42,5+0,3
LDL (nm) 21,1 (21,1 - 21,2)
HDL (nm) 8,2+0,0

Datos expresados como media + desviaciéon estandar o mediana (rango
intercuartilico), excepto en los que a variable se expresa como %.
TG: triglicéridos; HDLc: colesterol HDL; LDLc: colesterol LDL; Apo:
apolipoproteina; VLDL-P: Particulas totales de VLDL; VLDL: Very low-
density lipoprotein; IDL-P: Particulas totales de IDL; IDL: Intermediate-
density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein; LDL-P: Particulas totales
de LDL; HDL: High-density lipoprotein; HDL-P: Particulas totales de HDL.
Los resultados obtenidos corroboran que se trata de una
poblacion compuesta por individuos jovenes, sanos y con habitos

de vida saludables.
Glicoformas de Apo CIII

Respecto a las glicoformas de Apo CIII, se han podido detectar
siete formas diferentes: Apo CIII-Oa (nativa), Apo CIII-Ob
(glicosilada con una galactosa y una N-acetilgalactosamina), Apo
CIII-Of (nativa con una galactosa, dos N-Acetilgalactosaminas y
tres fucosas), Apo CIII-1 (un acido sialico), Apo CIII-1d (Apo CIII-1
sin una alanina), Apo CIII-2 (dos acidos sialicos), Apo CIII-2d (Apo
CIII-2 sin una alanina). La proporcion relativa en la que cada una
de ellas se encuentra en nuestra poblacion de estudio se muestra
en la Figura 20.

Todas las glicoformas se han podido detectar en los 24 individuos,
a excepcion de la Apo CIII-0f, que s6lo se ha detectado en 20 de
ellos, ya que es la menos abundante. Ademas, se observa que la
distribucién relativa de todas las glicoformas se mantiene
constante en el plasma y las cuatro lipoproteinas, siendo la Apo
CIII-1 la mas abundante, seguida de la CIII-2 y la CIII-Ob.
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Glicoformas de Apo CIII
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Figura 20. Distribucion de las siete glicoformas de Apo CIII en la
poblacion de estudio.

Por otro lado, si se analizan los datos individualmente, se observa
la existencia de una alta variabilidad interindividual de la
distribuciéon relativa de las glicoformas de Apo CIII detectadas
(Figura 21); sin embargo, la proporcion de cada una de ellas en
las lipoproteinas se suele mantener, al igual que pasa a nivel
poblacional.
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21. Distribucion relativa de las glicoformas de Apo CIII en

las lipoproteinas de cada individuo.
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Relacion de las glicoformas de Apo CIII, los TG y las TRL

Al explorar las posibles asociaciones entre las glicoformas de
Apo CIII con los TG y las TRL, se observa que la Apo CIII-Ob, tanto
plasmatica como la detectada en la fraccion lipoproteica VLDL, es
la Ginica que correlaciona de forma estadisticamente significativa
con los TG del plasma obtenidos por rutina clinica (Tabla 18).
Dicha correlaciéon es negativa, es decir, a mayor contenido relativo
de Apo CIII-Ob, niveles mas bajos de TG. A pesar de que las demas
glicoformas no correlacionan de forma estadisticamente
significativa con los TG, es importante destacar que algunas
presentan asociaciones positivas (CIII-Oa, CIII-Of, CIII-2 y CIII-2d)
y otras negativas (CIII-1 y CIII-1d).

En cuanto a las TRL, se observan diferentes correlaciones
estadisticamente significativas entre la Apo CIII-Ob y los TG y el
numero de particulas VLDL, las cuales también se recogen en la
Tabla 18. En relacion con el diametro medio de las VLDL y los TG,
no se observan asociaciones estadisticamente significativas.

Tabla 18. Correlaciones entre la glicoforma Apo CIII-Ob, los TG y las

TRL.
CIII-Ob plasma CIII-Ob VLDL
Plasma-TG -0,563** -0,452*
VLDL-TG -0,565** -0,625%*
VLDL-P -0,531%* -0,601%**
Grandes -0,635** -0,569**
Medianas -0,604** -0,601**
Pequenas -0,500* -0,591**

Los valores representan los coeficientes de correlacion de Pearson o Spearman,
en funcion de la normalidad de las variables.

TG: Triglicéridos; VLDL: Very low-density lipoprotein; VLDL-P: Particulas
totales de VLDL.

*p < 0,05

**p < 0,01

Ademas, al realizar un heatmap de correlaciones, se pueden
apreciar diferentes cliisteres que agrupan a los individuos en
funcién del comportamiento de sus glicoformas de Apo CIII
respecto a los TG (Figura 22).
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Figura 22. Heatmap de correlaciones entre los TG y las glicoformas

de Apo CIII.
VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein,
LDL: Low-density lipoprotein, HDL: High-density lipoprotein. Color Key
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Relacion de las glicoformas de Apo CIII con el perfil lipidico
completo

Aparte de la conocida relacion de la Apo CIII y el metabolismo de
los TG, también se han explorado las posibles relaciones de las
glicoformas de Apo CIII y el resto de componentes del
metabolismo lipidico, como son el colesterol, LDLc, HDLc y resto
de particulas lipoproteicas.

En primer lugar, la Apo CIII-Oa correlaciona positivamente con el
colesterol total (r=0,455; p=0,025), el LDLc (r=0,425;
p=0,039) ylaApo B100 (r = 0,421; p = 0,041). Respecto a la Apo
CIII-Ob, ademas de los resultados previamente mostrados en
relacion a los TG y TRL, esta glicoforma también correlaciona con
el HDLc (r = 0,430; p = 0,036), la Apo Al (r = 0,468; p = 0,021), el
numero de particulas totales de HDL (r = 0,419; p = 0,041), las
medianas (r=0,510; p=0,011) y las pequenas (r=0,461;
p = 0,005). Sin embargo, estas correlaciones pierden la
significancia estadistica si los valores de TG plasmaticos se tienen
en cuenta al realizar correlaciones parciales, debido a la
asociacion de los TG con estas variables.

En segundo lugar, la Apo CIII-2 correlaciona negativamente con
el HDLc (r = -0,448; p = 0,032), la Apo AI (r = -0,457; p=0,028) y
el namero de particulas HDL pequenas (r = -0,461; p = 0,027) de
forma independiente de los niveles plasmaticos de TG.

Por ultimo, el contenido de Apo CIII-Of en las HDL correlaciona
con los TG (r = 0,456; p = 0,033).
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ESTUDIO 4. LPS y sus componentes

El objetivo principal de este estudio es determinar el contenido de
LPS total y de sus componentes en plasma y en las distintas
lipoproteinas. Para llevarlo a cabo, se reclutan hombres jovenes y
aparentemente sanos a los que se les cuantifica el contenido total
de LPS y de sus componentes (3-OH FAs), tanto en plasma como
en cada lipoproteina. Ademas, se determina el perfil lipidico
tradicional y el avanzado, consistente en la cuantificacion del
numero de particulas de lipoproteinas, su clasificacion en
distintas subclases, asi como la obtencién del diametro medio de
éstas mediante RMN. Finalmente, se establecen asociaciones
entre el LPS y sus componentes y el perfil lipidico.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Caracteristicas descriptivas de la poblacion

Antes de comenzar, cabe mencionar que se descarta a un
individuo por presentar valores elevados de TG y a otros dos por
presentar valores muy elevados de LPS respecto al resto de la
poblacion. Por consiguiente, el estudio sigue adelante con un total
de 22 hombres. Sus caracteristicas antropomeétricas y de estilo de
vida se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas antropométricas y de estilo de vida
de la poblacion del estudio de LPS.

Caracteristicas N=22
Edad, anos 25,5+5,1
IMC, kg/m? 23,3+2,4
Normal (IMC < 25), % 68,2
Sobrepeso (25 < IMC > 30), % 31,8
Obesidad (IMC > 30), % 0,0
Tabaquismo, % si 22,7
Ejercicio fisico, % si 100,0

Datos expresados como media * desviacion estandar, excepto en los
que a variable se expresa como %.
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En la Tabla 20 se muestran los valores del perfil lipidico
tradicional, obtenido por rutina clinica, y del perfil lipidico
avanzado, obtenido por RMN.

Tabla 20. Perfil lipidico tradicional y avanzado obtenido por RMN
de la poblacion del estudio de LPS.

Caracteristicas N=22

LIPIDOS TRADICIONALES

Colesterol total, mg/dl 170,5 £ 22,2
TG, mg/dl 79,7 £19,2
LDLc, mg/dl 92,1 £23,2
HDLc, mg/dl 58,5 (52,8 - 70,8)
Apo Al, mg/dl 142,0+ 17,8
Apo B100, mg/dl 79,0 £ 17,2
Apo CIII, mg/dl 7,6+2.8
LIPIDOS MEDIDOS POR RMN

VLDL-TG (mg/dl) 40,3 + 10,9
IDL-TG (mg/dl) 55+1,1
LDL-TG (mg/dl) 7,3+2,2
HDL-TG (mg/dl) 6,6+ 1,6
VLDLc (mg/dl) 3,9(1,9-6,2)
IDLc (mg/dl) 3,5£1,6
LDLc (mg/dl) 91,9 £ 16,2

HDLc (mg/dl)
N° de PARTICULAS MEDIDO POR RMN

63,1 (57,9 - 70,0)

VLDL-P(nmol/]) 24,7 £ 6,6
Grandes (nmol/l) 0,8+0,3
Medianas (nmol/1) 4,1+£1,2
Pequenas (nmol/l) 19,952

LDL-P (nmol/])

Grandes (nmol/])
Medianas (nmol/])

Pequehas (nmol/1)

610,7 (536,1 — 679,6)
88,3+ 16,3
219,4 + 45,1

306,6 (283,6 — 345,3)

Continua en la pagina siguiente
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Continuacion de la Tabla 20.

HDL-P (amol/]) 30,0 (27,1 - 32,6)
Grandes (pmol/1) 0,1(0,1-0,2)
Medianas (pmol/1) 9,5+ 1,6
Pequenas (pmol/l) 20,6 £ 2,2

DIAMETRO MEDIDO POR RMN

VLDL (nm) 42,5+0,3

LDL (nm) 21,1 (21,0 - 21,2)

HDL (nm) 8,2+0,0

Datos expresados como media *+ desviacién estandar o mediana (rango
intercuartilico), excepto en los que a variable se expresa como %.

TG: triglicéridos; HDLc: colesterol HDL; LDLc: colesterol LDL; Apo:
apolipoproteina; VLDL: Very low-density lipoprotein, VLDL-P: Particulas
totales de VLDL; IDL: Intermediate-density lipoprotein; IDL-P: Particulas
totales de IDL; LDL: Low-density lipoprotein, LDL-P: Particulas totales de
LDL; HDL: High-density lipoprotein; HDL-P: Particulas totales de HDL.

Descripcion del LPS y sus componentes (3-OH FAs) y su
distribucion en las lipoproteinas

Son seis componentes del LPS los que se han detectado,
consistentes en acidos grasos 3-hidroxilo conjugados o
conjugated 3-hydroxy fatty acids: 3-OH C8:0 (acido caprilico),
3-OH C10:0 (acido caprico), 3-OH C12:0 (acido laurico),
3-OH C14:0 (acido miristico), 3-OH C16:0 (acido palmitico) y
3-OH C18:0 (acido estearico). La distribuciéon del LPS y de todos
los 3—-OH FAs detectados es diferente en plasma y en las distintas
lipoproteinas, como se muestra en la Figura 23. Brevemente, el
3-OH C10:0 es el mas abundante en plasma, pero esto no ocurre
en las lipoproteinas, en las cuales a veces el mayoritario es el
3-OH C8:0 (en VLDL y IDL), y otras veces es el 3-OH C16:0 (en
LDL y HDL). En cuanto al LPS total, la fracciéon lipoproteica que
contiene mayor cantidad de LPS es la LDL, seguida de la HDL; las
fracciones VLDL e IDL presentan un contenido similar de LPS.
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Figura 23. Distribucion de LPS y sus componentes en plasma y las
lipoproteinas.

Datos representados como mediana y rango intercuartilico.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein,
LDL: Low-density lipoprotein,; HDL: High-density lipoprotein. LPS:
lipopolisacarido; 3-OH C8:0: acido caprilico; 3-OH C10:0: acido caprico; 3-OH
C12:0: acido laurico; 3-OH C14:0: acido miristico; 3-OH C16:0: acido palmitico;
3-OH C18:0: acido estearico.

A pesar de encontrar mayor cantidad de LPS en la fraccion LDL,
si tenemos en cuenta el numero de particulas de cada
lipoproteina, son las particulas VLDL las que transportan un
mayor numero de moléculas de LPS por particula (Figura 24).
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Figura 24. Nimero de moléculas de LPS por cada
particula lipoproteica.
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Si en vez de tener en cuenta la distribucion a nivel poblacional,
la estudiamos individualmente, se observa una gran variabilidad
interindividual del contenido de LPS y de sus componentes. Al
mismo tiempo, se observa que no todos los 3-OH FAs detectados
estan presentes en todos los individuos o en todas las
lipoproteinas (Figura 25). Por ejemplo, el 3-OH C18:0 es el menos
abundante, detectandose en la fraccion HDL de 17 individuos y
también en las fracciones VLDL y LDL en dos de ellos. Por otro
lado, el 3-OH C8:0 es el mayoritario en cuanto a cantidad,
numero de individuos que lo presentan y lipoproteinas en las que
se encuentra.
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Figura 25. Distribucion individual del LPS y sus componentes
(3-OH FAs) en las lipoproteinas.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein,
LDL: Low-density lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein. LPS:
lipopolisacarido; 3-OH C8:0: acido caprilico; 3-OH C10:0: acido caprico; 3-OH
C12:0: acido laurico; 3-OH C14:0: acido miristico; 3-OH C16:0: acido
palmitico; 3-OH C18:0: acido estearico.

Relacion del LPS y sus componentes con el perfil lipidico

El contenido total de LPS en plasma o en las lipoproteinas no
correlaciona de forma estadisticamente significativa con ningtn
parametro lipidico, pero las moléculas de LPS presentes en cada
particula de VLDL si correlacionan con la Apo CIII (r = -0,471;



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

p=0,027). En cambio, existen diferentes correlaciones entre los
3-OH FAs y el perfil lipidico. Primero, teniendo en cuenta los
lipidos tradicionales, el 3-OH C10:0 detectado en plasma
correlaciona negativamente con los TG (r =-0,461; p = 0,041).
Segundo, los 3-OH FAs detectados en cada lipoproteina
correlacionan positivamente con diferentes parametros lipidicos.
El 3-OH C16:0 en la LDL correlaciona con el colesterol total
(r=0,445; p=0,038), los TG (r=0,430; p=0,046), el LDLc
(r=0,530; p=0,011) y la Apo B100 (r = 0,536; p=0,010). En la
fraccion HDL, el 3-OH C8:0 correlaciona negativamente con el
HDLc (r =-0,451; p=0,040) y el 3-OH C10:0 con la Apo CIII
(r=-0,598; p=0,019).

Por otro lado, si se tiene en cuenta el perfil lipidico avanzado
obtenido mediante RMN, también se observan correlaciones
estadisticamente significativas entre los 3-OH FAs y dicho perfil
(ver Tabla 21).

Estos resultados corroboran la importancia de un analisis
detallado tanto del LPS, de sus componentes y del perfil lipidico,
debido a la gran variedad de correlaciones obtenidas, asi como a
la obtencion de mayor informacion. Por ejemplo, en el analisis de
lipidos tradicionales de rutina clinica, el 3-OH C8:0, el
3-OH C10:0 y el 3-OH C16:0 correlacionan con algun parametro
lipidico de forma estadisticamente significativa; en cambio, todos
los 3-OH FAs correlacionan con algin parametro del perfil
lipidico obtenido por RMN. Ademas, cabe destacar que no todas
las correlaciones existentes entre los 3-OH FAs y los parametros
lipidicos tienen el mismo signo, pudiendo deducir la existencia de
distinto comportamiento de estos componentes del LPS.
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Tabla 21. Correlacion entre los 3-OH FAs y el perfil lipidico
avanzado.
3-OH 3-OH 3-OH 3-O0H 3-OH 3-OH
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0
VLDL-TG -0,468* -0,486* -0,335 -0,119 -0,298 -0,226
% LDL-TG -0,019 -0,323 -0,131 -0.467* 0,125 -0.429*
3 VLDL-P -0,438* -0,465* -0,289 -0,104  -0,230 -0,276
a Pequenas -0,429 -0,451* -0,319 -0,090 -0,235 -0,260
LDL-TG -0,055 -0,218 -0,290 0,147 0,426* -
LDLc -0,076 0,057 -0,163 0,144 0,536** -
LDL-P 0,049 0,075 0,086 0,150 0,591** -
é Grandes -0,046 0,054 -0,059 0,181 0,444* -
Medianas -0,032 -0,025 -0,096 0,123 0,489* -
Pequeias 0,042 0,064 0,086 0,125 0,565** -
Diametro 0,154 0,184 0,928** 0,048 -0,207 -
HDL-TG -0,086 -0,299 -0,517* 0,076 0,476* 0,202
HDLc -0,323  -0,480 -0,213 0,027 0,513* 0,133
é HDL-P -0,301 -0,407 -0,260 0,029 0,523* 0,243
Medianas -0,310 -0,337 -0,246 0,036 0,500* 0,158
Pequeinas -0,242 -0,643** -0,303 0,036 0,485* 0,127

Los valores representan los coeficientes de correlacion de Pearson o Spearman,
en funciéon de la normalidad de las variables.
TG: triglicéridos; HDLc: colesterol HDL; LDLc: colesterol LDL; VLDL: Very
low-density lipoprotein; VLDL-P: Particulas totales de VLDL; LDL: Low-density
lipoprotein, LDL-P: Particulas totales de LDL; HDL: High-density lipoprotein,
HDL-P: Particulas totales de HDL. 3-OH C8:0: acido caprilico; 3-OH C10:0:
acido caprico; 3-OH C12:0: acido laurico; 3-OH C14:0: acido miristico; 3-OH
C16:0; acido palmitico; 3-OH C18:0: acido estearico.
*p < 0,05
*p < 0,01
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ESTUDIO 5. Relacion entre las glicoformas de
Apo CIII, LPS y sus componentes

Dado que la Apo CIII dificulta la union de la lipoproteina con
otras moléculas o receptores, el objetivo de este estudio es
analizar si el grado de sializacion modula la unién del LPS y de
sus componentes. Este estudio surge como un subestudio de los
dos anteriores a partir de las asociaciones del LPS con los TG y la
Apo CIII encontradas en el estudio 4.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Correlaciones entre el LPS, asi como de sus componentes y
las glicoformas de Apo CIII

Se han realizado correlaciones entre el contenido de LPS total, asi
como del n° de moléculas de LPS que hay en cada particula
lipoproteica y la distribucion relativa de las glicoformas de
Apo CIII, tanto en plasma como en cada lipoproteina (Tabla 22).
Unicamente se han realizado correlaciones entre el LPS de las
fracciones lipoproteicas y el contenido de las glicoformas de
Apo CIII en plasma y en la misma lipoproteina; por ejemplo, el
LPS de la fraccion VLDL so6lo se ha correlacionado con la
distribucién relativa de glicoformas de Apo CIII del plasma y de
las VLDL, no con la que se da en el resto de lipoproteinas.

Es importante destacar que, al igual que se ha obtenido en el
estudio 3, no todas las glicoformas de Apo CIII correlacionan en
igual sentido. Las glicoformas que no tienen acido sialico
presentan una relacion positiva con el LPS. En el caso de la
presencia de una molécula de acido sialico, el comportamiento de
la glicoforma se ve afectado en funciéon de si ha perdido una
alanina o no, ya que la Apo CIII-1 correlaciona negativamente con
el LPS y la Apo CIII-1d lo hace positivamente.
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Tabla 22. Correlaciones entre el LPS y las glicoformas de Apo CIII.

LPS
Plasma VLDL LDL VLDL-P

CIII-Oa 0,466* 0,495* 0,265 0,395
CIII-Oa_V 0,537** 0,554** - 0,470*
CIII-Oa_I 0,453* - - -
CIII-Oa_H 0,441* - - -
CIII-Ob_V 0,491* 0,171 - 0,407
CIII-Of 0,381 0,383 0,413 0,534*
CIII-Of V 0,418 0,309 - 0,515*
CIII-1 -0,273 -0,308 -0,458* -0,333
CIII-1. V -0,470* -0,504* - -0,447*
CIII-1d_V 0,448* 0,310 - 0,307

Los valores representan el coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman
en funciéon de la normalidad de las variables.

LPS: lipopolisacarido; VLDL: Very low-density lipoprotein; VLDL-P: Particulas
totales de VLDL; LDL: Low-density lipoprotein.

*p < 0,05

**p < 0,01

Si en vez de tener en cuenta el contenido de LPS total, se
correlacionan sus componentes, también se encuentran
correlaciones estadisticamente significativas. En el plasma, las
correlaciones estadisticamente significativas se muestran en la
Tabla 23. Brevemente, el 3-OH C16:0 es el que presenta un mayor
numero de correlaciones con las glicoformas de Apo CIII. Ademas,
en este caso ocurre lo mismo que con el LPS total, y es que las
glicoformas de Apo CIII que presentan una o dos moléculas de
acido sialico tienen una relacion inversamente proporcional con
los componentes del LPS en plasma. El siguiente con mayor
numero de correlaciones es el 3-OH C12:0, seguido del
3-OH C8:0; en cambio los componentes 3-OH C10:0, 3-OH C14:0
y 3-OH C18:0 no correlacionan de forma estadisticamente
significativa en plasma con ninguna glicoforma de Apo CIII.
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Tabla 23. Correlaciones entre los 3-OH FAs del plasma y las
glicoformas de Apo CIII.

3-OH C8:0 3-OH C12:0 3-OH C16:0

CIII-Oa 0,412 0,082 0,543*
CIII-Oa_V 0,432* 0,126 0,623**
CIII-Oa_I 0,402 0,204 0,533*
CIII-Oa_L 0,236 -0,005 0,454*
CIII-Oa_H 0,342 0,107 0,626**
CIII-Ob_V 0,405 0,308 0,567**
CIII-Of V 0,225 0,606* 0,211
CIII-Of L 0,075 0,505* 0,132
CIII-1_V -0,497* -0,501* -0,211
CIII-2_V -0,058 0,051 -0,511*

Los valores representan el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman
en funciéon de la normalidad de las variables.

3-OH C8:0: acido caprilico; 3-OH C12:0: acido laurico; 3-OH C16:0: acido
palmitico.

*p < 0,05

**p < 0,01

Por otro lado, se ha estudiado si los componentes del LPS
determinados en las fracciones lipoproteicas correlacionan de
forma estadisticamente significativa con glicoformas de Apo CIII
(Tabla 24). Resumiendo, el 3-OH FAs que mayor numero de
correlaciones presenta es el 3-OH C8:0 y mas concretamente el
detectado en la VLDL, lo que tiene sentido al ser ésta la
lipoproteina que mayor contenido de TG presenta. Al igual que en
los casos anteriores, cabe destacar la existencia de correlaciones
con signos opuestos dependiendo de si la glicoforma presenta
una, dos o ninguna molécula de acido sialico, de si ha perdido o
no una alanina y de en qué lipoproteina se encuentre.
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Tabla 24. Correlaciones entre los 3-OH FAs de las lipoproteinas y
las glicoformas de Apo CIII.

VLDL IDL LDL HDL

CIII 3-OH 3-OH 3-OH | 3-OH 3-OH 3-OH 3-OH

C8:0 C10:0 : C10:0 | C8:0 Cl6:0 : C10:0 C18:0
Oa 0,453* -0,167 -0,203 : 0,291 0,133 -0,038 -0,014
Oa_V 0,475* -0,167 - - - - -
Oof L - - - 0,524* -0,086 - -
of H - - - - - -0,262  -0,544*
1V -0,525*% 0,595 - - - - -
1L - - - -0,102  -0,476* - -
1d 0,032 -0,167 0,582* 0,215 0,051 0,034 -0,038
2 -0,097 -0,262 -0,126 : -0,282 0,199 0,527* 0,017
2d -0,249 -0,714* : -0,253 | -0,099 0,000 0,118 0,022
2d.v -0,096 -0,810* - - - - -

Los valores representan el coeficiente de correlacién de Pearson o Spearman en
funcién de la normalidad de las variables.

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein,
LDL: Low-density lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein; 3-OH C8:0: acido
caprilico; 3-OH C10:0: acido caprico; 3-OH C16:0; acido palmitico; 3-OH C18:0:
acido estearico.

*p < 0,05

Tras los resultados previos, se quiso comprobar si las
correlaciones obtenidas mostraban una relacion directa entre las
glicoformas de Apo CIII y el contenido de LPS total y sus
componentes, o podian ser debidas a la relacion anteriormente
demostrada de los TG, tanto con el LPS y sus componentes como
con la Apo CIIl y sus glicoformas. Para ello, se volvieron a realizar
correlaciones, esta vez, ajustando por los niveles de TG
plasmaticos. Los datos obtenidos referentes al LPS se muestran
en la Tabla 25. Llama la atencion la diferencia de signo de la
correlacion de la glicoforma Apo CIII-Ob, ya que si se encuentra
en la IDL presenta una relacién inversa con el contenido de LPS
total de dicha lipoproteina y, en cambio, si se encuentra en la
VLDL, se relaciona con mayor contenido de LPS total unido a las
VLDL. Los resultados de los (3-OH FAs) se recogen en la Tabla 26
y también se observan diferencias de signo de las correlaciones.
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Tabla 25. Correlaciones ajustadas por TG del LPS y las
glicoformas de Apo CIII.

LPS IDL LDL VLDL-P
Ob_V - - 0,459*
CIII Ob.I -0,492* - -
1 -0,088 -0,445* -0,110

IDL: Intermediate-density lipoprotein; LDL: Low-density lipoprotein;
VLDL-P: Particulas totales de VLDL LPS: lipopolisacarido.
*p < 0,05

Tabla 26. Correlaciones ajustadas por TG de los 3-OH FAs y las
glicoformas de Apo CIII.

Plasma VLDL IDL LDL HDL

CIlI 3-OH C8:0

of L 0,013 - - 0,519* -
1V -0,339  -0,596** - - -
CIII 3-OH C10:0

1.1 -0,010 - 0,621* - }

2 0,114 0,557  -0,07 0,011 0,546*
CIII 3-0OH C14:0

1d_L -0,049 - - 0,597** -
CIII 3-0OH C16:0

Oa 0,493+ 0,210  -0,239 0,045 0,054
0a_V 0,534+ 0,221 - - -
0a_H 0,460* - - - 0,194
Ob_V 0,484+ 0,233 - - -

1 0,015 0,086 0,047 -0,508*  -0,051
1L -0,237 - - -0,448* -

VLDL: Very low-density lipoprotein; IDL: Intermediate-density lipoprotein;
LDL: Low-density lipoprotein, HDL: High-density lipoprotein; 3-OH C8:0:
acido caprilico; 3-OH C10:0: acido caprico; 3-OH C14:0: acido miristico;
3-OH C16:0: acido palmitico.

*p < 0,05

**p < 0,01
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DISCUSION POR ESTUDIOS

ESTUDIO 1. Estrés, ansiedad, diametro, nimero de
particulas y carga eléctrica

Por un lado, la relacion entre la ansiedad y los eventos
cardiovasculares esta bien establecida [111]. Por otro lado,
también lo esta la relacion entre los lipidos y el riesgo
cardiovascular [280]. Sin embargo, la relacion del estrés y de la
ansiedad con los lipidos no esta tan clara como en el caso de otros
trastornos mentales como la depresion [132]. Por ello, surge la
idea de realizar este estudio para esclarecer la relacion del estrés
y la ansiedad con los lipidos. Ademas, la determinacion del perfil
lipidico mediante RMN aportaria una mayor informacion que la
obtenida a partir de un analisis tradicional.

En primer lugar, la poblacion seleccionada para este estudio esta
compuesta por mujeres jovenes y aparentemente sanas, al
tratarse de un subgrupo de poblaciéon general el cual presenta un
riesgo cardiovascular muy bajo.

Este estudio muestra una asociacion entre el estrés debido al
periodo de examenes y el perfil lipidico avanzado; concretamente,
se observan asociaciones negativas con los TG contenidos en las
VLDL, las particulas VLDL medianas y el diametro medio de las
HDL-P. Esto indica que el metabolismo lipidico que se encuentra
mas alterado en este caso es el ligado a los TG, ya que son las
lipoproteinas mayormente involucradas en este metabolismo las
que presentan algln tipo de asociaciéon con este tipo de estrés. La
disminucién de los TG y de las VLDL-P puede ser debida a que
las participantes del estudio se podrian encontrar en la fase de
adaptacion del estrés [116], en la cual el esfuerzo metabdlico
requerido para mantener la homeostasis podria hacer que
disminuyeran los niveles de TG, los cuales podrian haberse visto
elevados en la primera fase de alarma. En esta fase previa de
alarma [116], la secrecion de cortisol favoreceria la lipolisis; pero
al tratarse de mujeres con un IMC correspondiente a un
normopeso, no presentan grandes reservas energéticas en forma
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de grasa, por lo que el incremento inicial no seria muy elevado.
Ademas, una moderada ingesta de grasa del grupo con alto estrés
ayudaria a que se diera esta situacion. Si en lugar de realizar este
estudio en este tipo de participantes, se llevara a cabo en
individuos con un mayor IMC, una mayor ingesta de grasas y con
habitos de vida menos saludables, probablemente los resultados
obtenidos podrian ser diferentes.

Por otro lado, este estudio no es completamente comparable con
los ya publicados, ya que los parametros lipidicos que muestran
relacion con el estrés en este estudio son los determinados en el
analisis avanzado, siendo esta vez la primera en realizarse este
tipo de asociaciones. El hecho de que no se encuentren
asociaciones entre el perfil lipidico tradicional y el estrés, a pesar
de que investigadores muestran asociaciones positivas entre
dicho estrés y los niveles de colesterol, LDLc, HDLc y TG [107,
108], puede deberse a que en este estudio las correlaciones se
han ajustado por los parametros de estilo de vida que podrian
estar involucrados, a diferencia de los estudios publicados que no
realizan ajuste alguno. Ademas, las poblaciones de estudio son
diferentes, ya que, en los trabajos publicados, las poblaciones son
de mayor edad, presentan niveles mas elevados de los parametros
lipidicos y combinan ambos géneros, mientras que la poblacion
estudiada en esta tesis estd compuesta integramente por
mujeres.

En segundo lugar, se observan asociaciones entre el perfil lipidico
y el grado de ansiedad detectado en las participantes del estudio.
Por un lado, la ansiedad como rasgo de personalidad presenta
asociaciones con el perfil lipidico tradicional y con el avanzado,
principalmente con el colesterol total, el LDLc y sus particulas.
Por otro lado, la ansiedad como estado se asocia de forma positiva
con el LDLc medido por RMN.

Estos resultados se corroboran con algun estudio previo que ha
confirmado la asociacion de la ansiedad con el metabolismo
lipidico, provocando un perfil mas aterogénico; es decir, que
individuos con mayores puntuaciones en el test de ansiedad
tienen mayor riesgo cardiovascular [110]. Incluso la ansiedad
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sostenida en el tiempo se ha llegado a considerar como un
acelerador de arteriosclerosis [134], pudiendo ser debido a los
cambios que se han observado en esta tesis.

A pesar de ser un test validado a nivel nacional y ser uno de los
mas utilizados por los investigadores y diversos profesionales de
la salud mental, cabe destacar la escasez de estudios que
determinen el grado de ansiedad con el test utilizado en esta tesis
(STAI) y que a la vez estudie las asociaciones entre la puntuacion
obtenida en dicho test y el perfil lipidico. Con lo cual, la
comparacion con estudios ya publicados es limitada. A pesar de
que la mayoria de los estudios muestran una relacion entre la
ansiedad y el HDLc [110], los resultados obtenidos en la tesis se
relacionan con un perfil lipidico mas aterogénico basado en el
incremento del colesterol total, el LDLc y el nimero de todos los
subtipos de particulas LDL, siendo la asociacion de las mas
pequenas con la ansiedad la de mayor grado y mayor significancia
estadistica. Esto se puede explicar mediante la relacién de la
norepinefrina y el colesterol total y LDLc. Dicha relacion, consiste
en que el aumento de la norepinefrina que tiene lugar en
situaciones de ansiedad, conlleva también un incremento en los
niveles de colesterol total y LDLc [107].

En tercer lugar, no se han encontrado estudios previos que
relacionen la carga eléctrica de las lipoproteinas ni con el estrés
ni con la ansiedad. En el presente estudio, la carga eléctrica de la
VLDL y HDL se asocia positivamente tanto con el estrés actual,
como con ambos tipos de ansiedad, es decir, a mayor grado de
estrés y ansiedad, menos carga negativa presentan las
lipoproteinas. Una posible explicacion a las asociaciones
encontradas en este estudio es que la carga eléctrica depende
principalmente de la composicion lipidica y proteica de las
lipoproteinas, viéndose afectada, entre otros, por los TG y el
colesterol [40], lo que va en consonancia con las correlaciones
encontradas en esta tesis entre el estrés y los TG y la ansiedad y
el colesterol. Ademas, hay que tener en cuenta que la poblacion
de estudio presenta bajo riesgo cardiovascular.
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Por ultimo, cabe destacar que, tras la realizacion del test de estrés
académico y el STAI, se detecta que la mayoria de mujeres
pertenecientes al grupo de ansiedad alta, también presentan un
alto grado de estrés, lo que podria tener un efecto mas
pronunciado sobre el perfil lipidico.

En definitiva, los resultados obtenidos muestran la importancia
de realizar analisis mas avanzados en cuanto a los lipidos y
propiedades de las lipoproteinas para asi ayudar a prevenir
comorbilidades como la arteriosclerosis, ya que, excepto en el
caso de la ansiedad como rasgo de personalidad, tanto en los
tipos de estrés como en la ansiedad tipo estado, las asociaciones
encontradas se dan con parametros lipidicos no determinados en
un analisis tradicional de rutina clinica.

ESTUDIO 2. cIMT y carga eléctrica en LES

Debido a que las interacciones entre las lipoproteinas y la pared
arterial, asi como con sus receptores y las enzimas son
electrostaticas, la hipotesis de este segundo estudio es que la
carga eléctrica de las lipoproteinas podria ser un nuevo y
adicional factor de riesgo independiente de la arteriosclerosis
acelerada de los pacientes con LES, ya que no se explica
completamente por los factores de riesgo tradicionales [179].

Los resultados indican que una LDL con carga mas negativa se
asocia significativamente con un mayor grosor de la intima-media
carotidea de forma independiente a los factores de riesgo
tradicionales, incluyendo la concentracion lipidica. Esto va en
linea con que la subpoblacion de LDL electronegativa favorece la
arteriosclerosis promoviendo la agregacion de las lipoproteinas y
facilitando la unién a los proteoglicanos de la matriz extracelular
[397]. Esta LDL electronegativa es una lipoproteina modificada,
la cual presenta un mayor contenido de TG, NEFAs, ceramidas,
lisofosfatidilcolina y apolipoproteinas minoritarias diferentes a la
Apo B100. Ademas, la LDL electronegativa representa un 10 % de
la LDL total en individuos sanos, y esta ligeramente incrementada
en situaciones de riesgo cardiovascular como puede ser el
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sindrome metabdlico [312]; en cambio, no lo esta en desérdenes
autoinmunes [398].

Se propone que la variabilidad natural de la carga eléctrica de
todas las lipoproteinas podria contribuir en el desarrollo y
progresion de la arteriosclerosis en pacientes con LES con alto
riesgo cardiovascular y con ausencia de anormalidades en otros
marcadores lipidicos.

Tanto en los pacientes diagnosticados de LES como en la
poblacion control, todas las lipoproteinas presentan carga
eléctrica neta negativa, lo que es consistente con los datos
publicados [296]. La VLDL es mas electronegativa en los
controles, lo que va en contra de lo esperado, ya que la porcion
mas electronegativa de la VLDL se asocia con dafio endotelial,
pero el estudio referenciado se lleva a cabo en pacientes con
sindrome metabodlico, situacion diferente a la estudiada [303]. Por
otro lado, una carga eléctrica mas negativa de la IDL y de la LDL,
pero no la de la VLDL, son las que actualmente se asocian con un
incremento de cIMT y el hecho de no haber diferencias
estadisticamente significativas entre la cIMT del grupo LES y el
grupo control hace pensar que esto podria no ser un resultado
contradictorio. El estilo de vida y diversos factores metabdlicos,
como los NEFAs procedentes de la dieta, o diferencias en la
eficacia de la lipdlisis podrian explicar esta diferencia [399], asi
como que la carga eléctrica de la VLDL de las controles sea debida
a una posible composiciéon quimica diferente [40, 400] a la que
presentan los pacientes con LES, la cual no contribuya al
desarrollo de arteriosclerosis. Dicho razonamiento puede ser
igualmente valido para la relacion entre la cIMT y la carga
eléctrica de la IDL y LDL.

Otro aspecto que tener presente es que la poblacién de LES
estudiada no presentaba actividad de la enfermedad, lo que
influye a la hora de intentar encontrar diferencias con una
poblacion control, ya que las alteraciones que se producen en
estados de brote y las debidas a los farmacos para su tratamiento
en este caso no se dan. Esto se ve apoyado por los resultados
obtenidos de la comparativa de la carga eléctrica de las
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lipoproteinas de las pacientes que presentaron un estado de brote
durante el estudio. Estas pacientes presentaban lipoproteinas
con carga eléctrica mas negativa y un perfil lipidico tradicional
mas aterogénico.

Los resultados obtenidos demuestran que en pacientes
diagnosticados de lupus y sin actividad de la enfermedad, la carga
eléctrica neta de la IDL y LDL contribuyen significativamente a la
cIMT y que este efecto es independiente de otros factores de riesgo
bien conocidos como la edad, el género, el IMC, el consumo de
tabaco y la PCRus. Ademas, en el caso de la LDL dicho efecto es
también independiente de la concentracion de lipidos, del numero
de particulas y del diametro de éstas. Sin embargo, la
contribucion de la carga de la IDL a la cIMT no es independiente
a su numero de particulas, debido a que si en el modelo de
regresion lineal se introducen las IDL-P, la carga de la IDL sale
del modelo. Esto puede ser debido a la existencia de una
correlacion negativa entre ambas propiedades, la carga eléctrica
neta de la IDL y las IDL-P.

En el grupo control, la carga eléctrica neta de la LDL correlaciona
positivamente con la cIMT, aunque no de forma estadisticamente
significativa. A pesar de que la carga eléctrica neta sea la misma
en ambos casos, la existencia de correlaciones en sentido inverso,
dependiendo de si es en una poblaciéon de estudio u otra, podria
ser debida a las diferencias en la composicion de las
lipoproteinas, ya que la carga eléctrica se ve afectada por la
composicion [40]. Para esclarecer dicha controversia serian
necesarios mas estudios y un tamano poblacional mayor.

En cuanto a la presencia de placa, hay estudios que recogen que
la presencia de placa es un mejor marcador de arteriosclerosis en
LES [401, 402], lo que va en linea a las observaciones establecidas
en esta tesis. Mientras que la cIMT no es estadisticamente
diferente entre el LES y la poblacion control, la presencia de placa
aterosclerotica si es significativamente mayor en la poblacion
diagnosticada de LES. De igual forma, la carga eléctrica de las
lipoproteinas tiende a ser mas negativa en el grupo de LES con
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presencia de placa, a pesar de no haber diferencias
estadisticamente significativas.

El mecanismo implicado en la relacion de la carga eléctrica neta
y la cIMT es muy similar al de las subpoblaciones de LDL
electronegativas en el que la agregacion y la fusion de
lipoproteinas desencadenan la retencion subendotelial del
colesterol, promoviendo la aterosclerosis. Hay estudios que
demuestran que cuanto mas electronegativa es la carga de
lipoproteina, mas se agregan estas lipoproteinas, lo que aumenta
su aterogenicidad [323]. El transito de lipoproteinas a través del
endotelio puede seguir la ruta de transporte paracelular pero, sin
embargo, esta restringida a macromoléculas bastante pequenas
de 3 - 6 nm. Las particulas mas grandes como LDL (20 — 30 nm)
cruzaran el endotelio por transcitosis mediada por vesiculas
[403]. La interaccion vesicula-lipoproteina es probable que
también se vea afectada por las interacciones electrostaticas, es
decir por la carga eléctrica.

En términos de riesgo cardiovascular, es importante tener en
cuenta que la carga eléctrica neta de las lipoproteinas no sélo
afecta a la interaccion directa entre las lipoproteinas y la
superficie endotelial, sino que también afecta al metabolismo de
los lipidos y las lipoproteinas interactuando con las enzimas y las
moléculas de la superficie celular. Existen evidencias de que la
carga eléctrica neta bloquea selectivamente el almacenamiento de
colesterol [292] y ésteres de colesterol [288, 318], moléculas
controladas por la LCAT, la cual afecta a la esterificacion del
colesterol, la CETP [404], y lipasas como la LPL y la LH [289, 405];
todo esto puede ser indicativo del desarrollo acelerado de
arteriosclerosis.

Este estudio postula que la carga neta de lipoproteinas es un
contribuyente significativo e independiente a la progresion de la
arteriosclerosis. Su papel puede ser mas relevante en patologias
en las que los factores de riesgo tradicionales son menos
influyentes y pueden ayudar a explicar parte del 30 -40 %
restante del riesgo residual. También deja espacio para la terapia
y la intervencién, ya que la composicion de fosfolipidos de las
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lipoproteinas es un determinante principal de sus cargas netas.
Este hallazgo implica que la carga eléctrica neta puede ser
modulada de alguna manera por cambios en la dieta, asi como de
una manera mas directa a través de la administracion de
moléculas de fosfatidilinositol [289, 297].

En resumen, la carga eléctrica neta de la LDL contribuye a la
arteriosclerosis subclinica en pacientes con LES y su efecto es
independiente de la edad, el género, el IMC, el consumo de tabaco,
la PCRus, los lipidos tradicionales, el numero de particulas de
lipoproteinas y su diametro. Los datos sugieren que la carga neta
de LDL (independientemente de su concentracion de colesterol)
puede ser un factor de riesgo aterosclerético en patologias con
alto riesgo residual.

ESTUDIO 3. Glicoformas de Apo CIII

Aunque existe evidencia convincente de que los niveles reducidos
de TG durante toda la vida debido a las mutaciones de Apo CIII
resultan en wuna proteccion eficaz contra la enfermedad
cardiovascular [406, 407], el efecto de la Apo CIII puede depender
de la lipoproteina a la que se encuentre unida [339, 344].
Recientemente, se ha visto que también puede depender de la
abundancia relativa de sus glicoformas [357, 359, 408, 409].
Ademas del efecto de la Apo CIII sobre los niveles de TG, también
esta implicada en otros procesos que ayudan a desencadenar la
arteriosclerosis. Por un lado, atenua el efecto protector de las
HDL, ya que su presencia puede inducir un mayor riesgo
cardiovascular [344] al alterar la funciéon de las HDL y estimular,
en vez de bloquear, rutas potencialmente proapoptoticas [343].
Por otro lado, promueve la adhesion de monocitos a la superficie
de las células endoteliales [346-348], regulando el estado
proinflamatorio. También parece estar implicada en la formaciéon
de sdLDL [340].

Como consecuencia de las distintas implicaciones de la Apo CIII
en el metabolismo lipidico, se ha intentado medir eficientemente
siete glicoformas de Apo CIII en plasma y en cada una de las
lipoproteinas aisladas (VLDL, IDL, LDL y HDL) de sujetos varones
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sanos. Hasta la fecha, solo las formas no sializadas, mono-
sializadas y di-sializadas se han medido en VLDL, LDL y HDL
[359], pero no en la IDL.

Para el analisis de la Apo CIII en las lipoproteinas individuales se
elige una poblacion de hombres jovenes y aparentemente sanos,
ya que se asume que la capacidad de detectar las siete
glicoformas en lipoproteinas de baja concentracion, seria un
indicador de la solidez del método. En los estudios anteriores, en
los cuales se determinaban las distintas glicoformas de Apo CIII,
las poblaciones de estudio estaban compuestas por individuos
que presentaban alteraciones metabdlicas, como por ejemplo
diabetes mellitus tipo 2 [394].

Se ha demostrado que las siete glicoformas de Apo CIII se pueden
medir de manera confiable tanto en plasma como en cada una de
las lipoproteinas aisladas (VLDL, IDL, LDL y HDL) en sujetos
jovenes y aparentemente sanos. En base a las medidas obtenidas,
se deducen dos observaciones principales: existe una variabilidad
interindividual significativa en la distribucion relativa de las siete
glicoformas, pero, dicha distribuciéon se suele mantener a lo largo
de las diferentes lipoproteinas en cada individuo. Ademas, y de
acuerdo con varias observaciones previas, las correlaciones con
los TG difieren segiin la glicoforma Apo CIII y las lipoproteinas.

El hecho de que la distribuciéon de las glicoformas de Apo CIII se
mantenga entre las diferentes lipoproteinas, plantea la pregunta
de si realmente es necesario medir la distribucion de dichas
glicoformas en cada lipoproteina cuando el plasma puede ser un
indicador igualmente valido. Aunque este es un posible escenario,
también existe la posibilidad de que ésta sea una caracteristica
del metabolismo normal, que sin embargo se puede ver alterada
en presencia de alteraciones metabodlicas [410], siendo dicha
disrupcién en si misma un biomarcador util. Obviamente, este
aspecto merecera mas estudios; por ejemplo, en pacientes obesos,
diabéticos o con sindrome metabdlico. Otra posibilidad puede ser
el hecho de que la importancia de las glicoformas de Apo CIII
resida en la cantidad total de cada glicoforma; es decir, que haya
una concentracion minima de alguna glicoforma de Apo CIII a
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partir de la cual ésta afecte al metabolismo lipidico, aun
manteniéndose la distribucion relativa igual en todos los
individuos. Esto es una limitacion del estudio realizado en esta
tesis doctoral, ya que solo se han podido detectar las proporciones
relativas y no cuantificar el contenido exacto de cada glicoforma.

La asociacion de las glicoformas de Apo CIII con TG y los
parametros lipidicos puede analizarse para cada una de las siete
glicoformas (Oa, Ob, 0Of, 1, 1d, 2 y 2d) o agruparse de acuerdo con
la presencia de ninguna, una o dos moléculas de acido sialico.
Segun la literatura, hay dos hechos indiscutibles. En primer
lugar, las asociaciones con TG, LDLc, HDLc y otros parametros
lipidicos dependen de la glicoforma, pudiendo observarse
asociaciones opuestas dependiendo de la glicoforma de Apo CIII
estudiada, como se observan en los resultados obtenidos en esta
tesis. En segundo lugar, las asociaciones descritas son bastante
controvertidas en algunos casos y ademas los resultados de las
glicoformas se presentan de diferentes maneras segun el estudio.
Por ejemplo, como concentraciones relativas o absolutas, como
datos Unicos de glicoforma o como datos derivados de las
relaciones, lo que dificulta la interpretacion de las correlaciones
de estos parametros con lipidos y lipoproteinas.

Estudios futuros en los cuales las poblaciones presenten un
mayor tamano poblacional podrian afianzar y corroborar los
resultados obtenidos, asi como esclarecer la posible existencia o
no de un contenido minimo necesario de Apo CIII para que se
observen efectos sobre el metabolismo y/o riesgo cardiovascular
en individuos con parametros lipidicos normales.

ESTUDIO 4. LPS vy sus componentes

La endotoxemia metabdlica, caracterizada por concentraciones
elevadas de LPS en circulacién, desencadena un estado cronico
de inflamacion que hace incrementar, entre otros, el riesgo de
arteriosclerosis [370] y de enfermedad cardiovascular [369].
Ademas, la concentracién de LPS esta elevada en pacientes con
factores de riesgo cardiovascular [371, 372] y correlaciona de
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forma positiva con los TG [373], el colesterol total, el LDLc y el
HDLc [374].

A pesar de las evidencias cientificas que demuestran que
practicamente todo el LPS presente en circulacion se encuentra
unido a lipoproteinas [376], que la union se da en funcion de la
concentracion plasmatica de lipoproteinas ricas en colesterol, que
es estable y se da posiblemente entre el lipido A y los fosfolipidos
de las lipoproteinas de forma directa o mediante el ensamblaje de
la LBP y que con ayuda de proteinas transferidoras de lipidos su
distribucion en las distintas lipoproteinas puede variar [377],
existe cierta controversia sobre cual de ellas es la que transporta
mayor LPS. En algunos casos es la LDL, en otros la HDL [382] y
en otros se distribuye de manera uniforme entre todas las
lipoproteinas [376]. Esta controversia puede ser debida bien a la
variabilidad en la determinacion del LPS, ya que no hay un
meétodo de referencia bien estandarizado y las técnicas utilizadas
pueden no ser lo suficientemente sensibles, o bien a los diferentes
estados metabolicos de las distintas poblaciones estudiadas.

Para establecer la determinacion del LPS y de sus componentes
en las lipoproteinas se elige una poblacion de hombres jovenes y
aparentemente sanos, ya que se asume que la capacidad de
detectar seis componentes del LPS unidos a lipoproteinas en baja
concentracion, seria un indicador de la solidez del método. Se ha
demostrado que se pueden medir de manera fiable los
componentes del LPS tanto en plasma como en las lipoproteinas
aisladas de sujetos jovenes y aparentemente sanos, pero no todos
se encuentran en todas las lipoproteinas ni en todos los
individuos. En base a las determinaciones obtenidas, se observa
una distribucion del LPS y de los 3—-OH FAs detectados diferente
en plasma y en las distintas lipoproteinas, lo que en el caso del
LPS concuerda con lo publicado con anterioridad por otros
autores [376, 382]. En el caso de los 3—-OH FAs es la primera vez
que se realiza esta determinacion.

La diferente distribucion del LPS en las lipoproteinas podria ser
un reflejo del metabolismo lipidico, ya que las moléculas de LPS
que se encuentran unidas en una lipoproteina, pueden ser
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transferidas a otra por la actividad de las enzimas transferidoras
de lipidos como la PLTP [377], CETP, LCAT o LPL. Si existiera
alguna modificacion en la actividad de estas enzimas y/o en el
reconocimiento de las lipoproteinas por dichas enzimas o sus
receptores, el cual puede ser debido a modificaciones en las
propiedades fisicoquimicas de éstas, se veria alterada la
distribucion del LPS en las lipoproteinas y/o plasma.

El hecho de que la distribucion del LPS y sus componentes no se
mantenga entre el plasma y las diferentes lipoproteinas, incluso
que algunos 3-OH FAs no se encuentren en todos los individuos
ni en todas las lipoproteinas, demuestra que es realmente
necesario medir dicha distribucion en ambas fracciones, ya que,
ademas, ésta puede verse alterada debido a enfermedades
metabolicas [376] o a cambios en la ingesta alimentaria [367, 411,
412].

Cabe destacar que, a pesar de encontrar mayor cantidad de LPS
en la fraccion LDL, se ha visto que son las particulas VLDL las
que transportan un mayor numero de moléculas de LPS por
particula, lo que puede ser consecuencia de un menor n° de
particulas VLDL y/o del mayor diametro de éstas en comparacion
con las LDL. Esto puede ser caracteristico de un metabolismo
aparentemente normal, con lo cual serian necesarios mas
estudios con distintas poblaciones y cuyo tamano poblacional
fuera mayor para corroborar este resultado, ya que es la primera
vez que se lleva a cabo esta relacion. Ademas, el nimero de
moléculas de LPS que transporta cada lipoproteina podria
establecerse como un nuevo ratio a determinar, ya que es la Gnica
variable en relacion al LPS total que correlaciona de forma
significativa con algan parametro del perfil lipidico de la
poblacion estudiada y hay evidencias cientificas de que el estudio
de ratios relacionados con el LPS son importantes al asociarse
con una mayor incidencia de diabetes [413].

El hecho de que el n° de moléculas de LPS que se encuentran
unidas a cada particula de VLDL correlacione negativamente con
la Apo CIII puede parecer contradictorio, ya que una mayor
cantidad de Apo CIII se asocia a un mayor contenido de TG, los
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cuales son transportados por las TRL, siendo la mas importante
la VLDL. Si hay una mayor cantidad de TG, se esperaria que las
particulas VLDL fueran mas grandes y disponer asi de mayor
superficie para poder anclarse un mayor niumero de moléculas de
LPS, pero la asociacion encontrada muestra lo contrario. Una
posible explicacion podria ser la existencia de cambios
conformacionales entre las moléculas involucradas en la union
del LPS a la lipoproteina, los cuales facilitarian dicha union.

Los resultados obtenidos de la determinacion exhaustiva de los
3-OH FAs y la relacion de éstos con los distintos parametros
lipidicos muestran la importancia de este tipo de analisis, ya que
existe una amplia variabilidad de correlaciones entre ellos, siendo
unas positivas y otras negativas, las cuales ademas varian en
funcion de en qué fraccion lipoproteica se encuentra. Esto se
traduce en que un 3-OH FAs podria tener un efecto protector y
otro efecto aterogénico en funcion de en qué lipoproteina se
encuentre, lo cual repercutiria en el efecto que podria tener el LPS
sobre el perfil lipidico en funciéon de si sus componentes son unos
3-OH FAs u otros, pudiendo hacer cambiar la idea de que el LPS
podria ser un factor de riesgo aterosclerotico.

A parte de la relacion del LPS y sus componentes con el perfil
lipidico, cabe mencionar el posible efecto que puede tener el LPS
sobre la aterogenicidad de las lipoproteinas. Al unirse a la
lipoproteina, el LPS podria cambiar el comportamiento de la
lipoproteina hacia uno mas aterogénico. Por ejemplo, al presentar
la lipoproteina una molécula extrana en su superficie, ésta podria
desencadenar una respuesta inflamatoria e inmune que podria
acelerar el desarrollo de la arteriosclerosis. Ademas, la unién del
LPS a la lipoproteina tiene lugar, directa o indirectamente a través
de la LBP, sobre la Apo B, la Apo E y los PL [25, 414], lo que
podria dificultar el reconocimiento de las lipoproteinas por sus
receptores. Esto haria que permanecieran asi un mayor tiempo
en circulacion, lo que lleva a una mayor posibilidad de sufrir
modificaciones, como podria ser la oxidacién, la disminucion de
su diametro, la agregacion..., las cuales aumentarian su efecto
aterogénico.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

Por otra parte, al ser el LPS una molécula cargada eléctricamente,
también afecta a la carga eléctrica neta de las lipoproteinas,
haciéndola mas electronegativa [415]. El que la lipoproteina
presente mas carga electronegativa es un factor aterogénico
ampliamente reconocido [303, 312, 320]. Con lo cual, seria
interesante realizar estudios futuros en los cuales se determinen
ambas propiedades de las lipoproteinas y como la presencia de
LPS y cada uno de sus componentes podrian afectar a la carga
eléctrica neta.

ESTUDIO 5. Relacion entre las glicoformas de Apo CIII,
LPS y sus componentes

En este estudio se establecieron asociaciones entre las distintas
glicoformas de Apo CIII y el contenido de LPS y de sus
componentes debido a las asociaciones del LPS con los TG y la
Apo CIII encontradas en el estudio 4.

Los resultados muestran una amplia variedad de efectos de las
diferentes glicoformas de Apo CIII sobre la cantidad de LPS y de
sus componentes que se encuentran tanto en plasma como en las
lipoproteinas. Hay casos en los que existe una correlacion positiva
entre una glicoforma y el LPS y en otros esta correlacion es
negativa. El resultado mas relevante es que el hecho de la
presencia de una molécula de acido sialico hace que la relacion
entre la Apo CIII y el LPS sea inversa; en cambio, la ausencia de
acido sialico hace que la relacion sea positiva; es decir que la
presencia de acido sialico dificulta la uniéon del LPS a la
lipoproteina. Esto puede ser debido a que el LPS se una a la Apo
CIII en la misma treonina a la que se une el acido sialido o en
alguna region cercana, lo que podria ser incompatible.

También podria ser que la union no fuera directa entre el LPS y
la Apo CIII. En este caso, la presencia de acido sialico en la Apo
CIII podria provocar algun tipo de cambio conformacional que
afecte a la union del LPS a la lipoproteina. Este cambio puede
darse bien directamente sobre la Apo CIII o indirectamente sobre
alguna otra molécula, ya que hay evidencias de que la Apo CIII
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puede tener efecto en las interacciones de otras moléculas de la
lipoproteina con el organismo [41, 42].

Por otro lado, es llamativo el hecho de que en los casos en los que
se pierde una alanina de la Apo CIII, la correlacion observada va
en sentido opuesto a la dada si dicha alanina no se pierde,
anulando asi el efecto del acido sialico. Esta modificacion de la
Apo CIII podria impedir la exposicion del acido sialico,
permitiendo la unién del LPS.

Lo explicado para el LPS es igualmente extrapolable a las
correlaciones encontradas entre las glicoformas de Apo CIII y los
componentes del LPS.

Seria interesante estudiar si las relaciones encontradas entre el
LPS y sus componentes y las distintas glicoformas de Apo CIII son
debidas a una interaccion directa entre dichas moléculas o es a
través de un efecto indirecto. Seran necesarios mas estudios con
un mayor numero de participantes, incluso estudios en
poblaciones con distintas caracteristicas metabodlicas para
esclarecer los resultados obtenidos.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

DISCUSION GLOBAL

El objetivo principal de esta tesis es demostrar que un estudio
mas detallado que el realizado en la rutina clinica y basado en
nuevas propiedades de las lipoproteinas como el diametro y
numero de particulas, la carga eléctrica, las glicoformas de Apo
CIII y el contenido de LPS y sus componentes, aporta una mayor
informaciéon y mas tutil para la deteccion de perfiles lipidicos
aterogénicos y la prevencion de la arteriosclerosis.

La razon principal por la cual se ha realizado todo el trabajo es
que la enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal causa
de muerte en el mundo segun la OMS a pesar de los avances en
su investigacion y el empeno en su prevencion. Aun teniendo en
cuenta los factores de riesgo tradicionales, queda por explicar
aproximadamente el 40 % de los casos [5]; de ahi la necesidad de
buscar nuevos factores de riesgo como pueden ser las diferentes
propiedades de las lipoproteinas, al ser éstas las principales
protagonistas de la arteriosclerosis.

Como se ha comentado en la introducciéon (ver capitulo VI), las
lipoproteinas constituyen un grupo amplio y heterogéneo de
particulas que difieren en su diametro, densidad, composicion
tanto lipidica como proteica, y carga eléctrica. Desde la primera
separacion y obtencion de las lipoproteinas segiin su densidad,
se han desarrollado y mejorado diversas técnicas que se basan en
las propiedades fisicoquimicas de éstas, para asi tener una mejor
caracterizacion de ellas tanto cualitativa como cuantitativa [416].
Estas mejoras permiten una mayor comprension del proceso
patogénico de la arteriosclerosis, pero todavia no se han
trasladado a la rutina clinica, limitandose ilnicamente al ambito
de la investigacion.

De una forma global, los resultados obtenidos refuerzan la
importancia de analisis avanzados, los cuales se basan en
estudios en mayor profundidad de posibles factores de riesgo.

En primer lugar, se ha visto que el diametro y numero de
particulas ayudan a identificar un perfil lipidico mas aterogénico
en situaciones de estrés y ansiedad, lo que va en consonancia a
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las evidencias cientificas de que estas propiedades de las
lipoproteinas ayudan a predecir el riesgo de ECV [190, 191, 239-
241] en situaciones en las que el LDLc es un pobre predictor de
dicho riesgo. En el caso del lupus, ya hay estudios publicados en
los cuales se muestra el papel que tienen el diametro y el namero
de particulas [190, 191]. En cuanto a las glicoformas de Apo CIII
y el contenido de LPS y sus componentes, las relaciones
encontradas con el diametro y nimero de particulas es una
muestra mas de que la determinacion de estas propiedades ayuda
a encontrar un perfil lipidico mas aterogénico y se deberia
introducir dentro de los parametros a determinar en un analisis
de rutina clinica.

En segundo lugar, la carga eléctrica de las lipoproteinas también
se ve influenciada en casos de estrés y ansiedad. Por otro lado,
en el estudio de los pacientes con lupus, se muestra como la carga
eléctrica tiene un papel importante en este tipo de poblacion, ya
que tiene un efecto sobre el grosor de la intima-media carotidea
independiente al perfil lipidico tradicional obtenido por rutina
clinica; asi como al diametro y namero de particulas, excepto en
el caso de la IDL que se pierde el efecto al tener en cuenta las
IDL-P, ya que las éstas se asocian directamente con la cIMT como
ya public6 Gonzalez et al. [191] con anterioridad.

En tercer lugar, el estudio de las formas sializadas de Apo CIII
muestran una vez mas la importancia de un analisis avanzado,
ya que las distintas glicoformas presentan comportamientos
diferentes en relacién con el perfil lipidico. E1 hecho de que la
distribucién relativa de cada una de ellas sea igual tanto en
plasma como en las distintas lipoproteinas muestra que, igual
con esta propiedad, su analisis en plasma ya es suficiente para
determinar el riesgo, pero mas estudios con poblaciones mas
diversas deberian corroborarlo.

En cuarto lugar, la determinacion del LPS y de sus componentes
tanto en plasma como en las lipoproteinas aisladas es el mayor
ejemplo de que un analisis exhaustivo de la propiedad estudiada
aporta mas informacion, debido a la gran variedad de
correlaciones establecidas entre dichos parametros y el perfil
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lipidico. Por ejemplo, dependiendo de los 3-OH Fas que
compongan el LPS, éste podria tener un efecto mas o menos
aterogénico debido a los diferentes comportamientos de éstos
encontrados con relacion al perfil lipidico.

Por ultimo, el estudio 5, en el cual se estudia la interaccion de las
glicoformas de Apo CIII y el LPS y sus componentes, demuestra
que ademas de la importancia de determinar todas las
propiedades posibles de las lipoproteinas de una forma
exhaustiva, el estudio de como éstas interactian entre ellas es
también importante, ya que el efecto que tiene una propiedad
sobre el perfil lipidico y/o con la arteriosclerosis y el riesgo
cardiovascular en ultima instancia, podria verse afectado por otra
propiedad.

Seria interesante realizar futuros estudios en los cuales se
determinasen todas estas propiedades de las lipoproteinas en una
misma poblacion, para asi poder analizar las interacciones entre
todas ellas. Ademas, también habria que comprobar que los
resultados que se encontraran no fueran exclusivos de la
poblacion estudiada, con lo cual se podrian replicar estos analisis
de determinacion e interaccion de diferentes propiedades de las
lipoproteinas en otras poblaciones de interés.

Paralelamente a los resultados que relacionan las propiedades de
las lipoproteinas con el perfil lipidico, hay que mencionar la
importancia de la metodologia utilizada en cada caso. En todos
ellos son metodologias robustas, reproducibles y con alta
sensibilidad. Ademas, tanto en la carga eléctrica y el LPS la
informacion que aportan es mayor que la que aportan las técnicas
normalmente utilizadas.

En el caso de la carga eléctrica la principal diferencia con la
metodologia utilizada previamente y en los estudios publicados
es que en esta tesis se cuantifica dicha carga. Con otros métodos,
Unicamente se obtienen fracciones en funcién a la carga eléctrica
que presente o incluso solamente se observa si la lipoproteina
presenta mayor o menor electronegatividad. Al poder cuantificar
la carga eléctrica, se permite comparar diferentes estudios que
utilicen la misma metodologia y establecer valores de referencia
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y/o de normalidad, los cuales serian muy utiles a la hora de
determinar el riesgo cardiovascular.

En el caso del LPS, la determinacion de sus componentes en
forma de 3-OH Fas no era posible con los otros métodos
anteriormente utilizados y se ha visto que la informacion que
aporta dicha determinaciéon es de importancia.

En resumen, analisis avanzados y de forma mas exhaustiva de
las diferentes propiedades de las lipoproteinas aportan mas
informacion util para la deteccion de un perfil lipidico aterogénico
y la posible prevencion de la arteriosclerosis.
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CONCLUSIONES DE LOS ESTUDIOS

ESTUDIO 1. Estrés, ansiedad, diametro, nimero de

particulas y carga eléctrica

*

Los individuos que se encuentran dentro del grupo con alto
grado de estrés presentan mayor ansiedad y viceversa.

El perfil lipidico no se ve significativamente alterado en
participantes mujeres jovenes y sanas en situaciones de
estrés.

El estrés actual se asocia positivamente con la carga
eléctrica de las VLDL y HDL de forma independiente a las
caracteristicas antropométricas, estilo de vida e ingesta
alimentaria.

Las asociaciones negativas entre el estrés debido a los
examenes y el perfil lipidico (TG, VLDL-P medianas y
diametro de las HDL) son independientes de las
caracteristicas antropométricas, estilo de vida e ingesta
alimentaria.

La ansiedad como rasgo de personalidad se asocia a un
perfil lipidico mas aterogénico en cuanto al colesterol total,
al LDLc y a las particulas LDL en mujeres jovenes y sanas.
La electronegatividad de la HDL disminuye con la ansiedad
actual y como rasgo de personalidad

La carga eléctrica neta de la HDL es la variable con mayor
poder de prediccion de la ansiedad.

ESTUDIO 2. cIMT y carga eléctrica en LES

La carga eléctrica de todas las lipoproteinas es negativa.
Los pacientes con LES presentan una carga eléctrica de las
lipoproteinas similar a los controles, excepto la de la VLDL
que es menos electronegativa.

En situacion de brote la carga eléctrica de la IDL y de la LDL
es mas electronegativa.

La carga eléctrica neta de la LDL de pacientes con LES se
asocia negativamente con cIMT de forma independiente a la
edad, el género, el IMC, el tabaquismo, la PCRus y el resto
de parametros lipidicos.
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L 4

La edad con un 33,6 %, el numero de particulas IDL con un
7,9 % y la carga eléctrica neta de la LDL con un 4 % son las
variables predictoras independientes de la cIMT en el LES.
Los pacientes con LES que presentan placa ateromatosa,
tienen un perfil lipidico mas aterogénico.

ESTUDIO 3. Glicoformas de Apo CIII

*

Las siete glicoformas de Apo CIII se pueden detectar en la
totalidad de los individuos de una poblacion de hombres
jovenes y sanos, a excepcion de la Apo CIII-Of.
La Apo CIII-1 es la mas abundante, seguida de la CIII-2 y la
CIII-Ob.
La distribuciéon relativa de todas las glicoformas es igual
tanto en plasma como en las lipoproteinas.
Existe una amplia variabilidad interindividual en cuanto a
las glicoformas de Apo CIII.
Existen diversas correlaciones entre las glicoformas de Apo
CIII y los diferentes parametros del perfil lipidico:
= La Apo CIII-Oa se asocia positivamente al colesterol,
LDLc y Apo B100.
= La Apo CIII-Ob se asocia negativamente a los TG y a
todos los subtipos de particulas VLDL y de forma
positiva al HDLc, Apo Al y HDL-P (totales, medianas
y pequenas)
= La Apo CIII-2 se asocia negativamente con el HDLc,
la Apo Al y HDL-P pequenas de forma independiente
a los niveles de TG.
La ausencia de acido sialico o la presencia de una o dos
moléculas de éste en la Apo CIII afecta directamente sobre
el efecto de la Apo CIII en el perfil lipidico.
La determinacion de las glicoformas de Apo CIII permite
agrupar a los individuos en diferentes clisteres en funcion
de como afecten estas glicoformas a los niveles de TG.

ESTUDIO 4. LPS y sus componentes

*

El LPS y seis de sus componentes se pueden determinar en
el plasma y las lipoproteinas de hombres jovenes y sanos.
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No todos los 3-OH FAs estan presentes en todos los
individuos ni en todas las lipoproteinas.

La distribucion del LPS y sus componentes es diferente en
plasma y en las lipoproteinas.

Existe una amplia variabilidad interindividual en cuanto al
contenido y distribucion del LPS y sus componentes.

La fraccion lipoproteica que mayor contenido de LPS
contiene es la LDL.

Las particulas VLDL son las que mas moléculas de LPS
transportan por particula.

La mayoria de los 3-OH FAs se asocia negativamente con el
perfil lipidico, excepto el 3-OH C16:0 que presenta una
asociacion positiva.

ESTUDIO 5. Relacion entre las glicoformas de Apo CIII,

LPS v sus componentes

*

Las glicoformas de Apo CIII se asocian bien positiva o
negativamente con el LPS y sus componentes en funcion de
la glicoforma de la que se trate.

No todos los componentes del LPS presentan asociaciones
con todas las glicoformas de Apo CIIL.

La pérdida de una alanina en la Apo CIII revierte el efecto
del acido sialico sobre la interaccion con el LPS.

La presencia de acido sialico en la Apo CIII dificulta directa
o indirectamente la uniéon del LPS y/o de sus componentes
a la lipoproteina.

CONCLUSION GLOBAL

El diametro, el nimero de particulas y la carga eléctrica de
las lipoproteinas, asi como las glicoformas de Apo CIII y el
contenido de LPS y sus componentes son propiedades que
ayudan a detectar un perfil lipidico aterogénico y por
consiguiente, a la prevencion del riesgo cardiovascular.
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ANEXO I. ACR 1997

Criterios de clasificacion del Lupus Eritematoso Sistémico:

Se necesitan >4 criterios de los 11 que se muestran a
continuacion [169]:

Criterio Definicion
. Eritema fijo o plano sobre distincion malar.
1. Eritema Malar : Jo 0 prar .
Tiende a evitar pliegue nasolabial.
. Parches eritematosos con descamacion y
2. Eritema s .
discoideo obstruccién folicular. Pueden aparecer
cicatrices atroéficas en lesiones antiguas.
iy 1 Eritema cutaneo como respuesta a la
3. Fotosensibilidad o p
exposicion solar.
4. Ulceras orales Ulceracion oral o nasofaringea no dolorosa.
Artritis unilateral que afecta a 2 o mas
S. Artritis no articulaciones periféricas. Caracterizada
erosiva por un aumento de sensibilidad, derrame o
inflamacion.
Pleuritis: historia convincente de dolor
.. pleuritico o roce identificado por el médico
6. Pleuritis o . .
; o o evidencia de derrame pleural.
Pericarditis . L
Pericarditis: documentada por
electrocardiograma o derrame pericardico.
. Proteinuria persistente (> 0,5 g/dia
7. Alteraciones P (> 0,5 g/dia)
renales Sedimento celular, hemoglobina, granular,
tubular o mixto.
Convulsiones en ausencia de tratamientos
8. Alteraciones farmacolégicos o alteraciones metabdlicas.
neurologicas Psicosis en ausencia de tratamientos
farmacolégicos o alteraciones metabdlicas.
Anemia hemolitica con reticulocitosis.
Leucopenia (< 4000/mm?3) en = 2
9. Alteraciones ocasiones.
Hematologicas

Lifopenia (< 1500/mm3) en = 2 ocasiones.

Trombocitopenia (< 100000/ mm3) en
ausencia de tratamientos farmacolégicos.
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Anticuerpos contra ADN nativo con titulos
anormales.

Anticuerpos contra el antigeno nuclear SM

10.Alteraciones Anticuerpos antifosfolipidos en:
inmunolégicas = IgG o IgM anormal anticardiolipina.
= Test positivo para anticoagulante
Iapico.
= Falso positivo para Treponema
pallidum.

Titulos anormales por inmunofluorescencia
de anticuerpos antinucleares en ausencia
de tratamientos farmacologicos.

11.Anticuerpos
antinucleares
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ANEXO II. LIPOPROTEINAS

En la Tabla 27 se recogen las principales caracteristicas

basicas de las lipoproteinas:
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Quilomicrones

Son lipoproteinas Unicamente presentes en periodos post-
absortivos. Son las mas grandes (75 — 1200 nm) y tienen una
densidad extremadamente baja (< 0,950 g/ml). Su masa
atomica es de 400000 kDa. El 84 — 89 % de su contenido
corresponde a TG, el 2 % a proteina, el 4 % a colesterol y el
7 — 9 % a PL. Las principales apolipoproteinas que se le asocian
son Apo Al, All, B48, CI, CII, CIll y E. La vida media en
circulacion es, aproximadamente, de 1 hora, a pesar de que se
pueden llegar a encontrar en sangre hasta al cabo de 4 horas.

VLDL

Lipoproteinas de muy baja densidad (< 1,006 g/ml) que se
sintetizan en el higado a partir de acidos grasos y colesterol.
Presentan un diametro entre 30 y 80 nm y una masa atoémica
entre 10000 y 80000 kDa. Su contenido es: 50 — 65 % de TG,
18 % de colesterol, 5 - 10 % de proteinas, y 15 - 20 % de PL.
Sus principales apolipoproteinas son la Apo B100, CI, CII, CIII
y E. Sufren una maduracion en los vasos sanguineos dando
IDL. Su vida media es de 1 — 3 horas.

IDL

Las lipoproteinas de densidad intermedia (1,006 — 1,019 g/ml)
son el intermediario del metabolismo de las VLDL para dar LDL.
Su masa atémica es de 5000 — 10000 kDa y su diametro es de
25 - 35 nm y contienen un 22 % de TG, un 20 % de proteinas,
un 40 % de colesterol y un 22 % de PL. Sus principales
apolipoproteinas son la Apo B100, CI, CII, Clll y la E.

LDL

Las lipoproteinas de baja densidad (1,019 — 1,063 g/ml) tienen
un diametro de 18 — 25 nm y una masa atomica de 2300 kDa.
Estan formadas por un 10 % de TG, un 20 — 25 % de proteinas,
un 50 % de colesterol y un 15-20% PL. Su principal
apolipoproteina es la Apo B100. Transportan el 80 % del
colesterol circulante y presentan una vida media de 2 — 3 dias.
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HDL

Las lipoproteinas de alta densidad (1,063 — 1,210 g/ml) tienen
una masa atomica de 175-360kDa y un diametro de
5 - 12 nm. Se componen por un 3 -4 % de TG, un 55 % de
proteina, un 15 % de colesterol y un 20 - 35 % de PL. Sus
principales apolipoproteinas son la Apo Al, All, CI, CII, CIII, D
y E, siendo la Al mayoritaria con un 70 %. Son las responsables
del transporte reverso de colesterol. Son muy heterogéneas y
comprenden una amplia variedad de subfracciones que difieren
en diametro, densidad y composicion [417].

Apolipoproteinas

Las apolipoproteinas son los componentes estructurales de
naturaleza proteica de las lipoproteinas. Se sintetizan en el
higado y juegan un papel fundamental en el metabolismo:

¢ Proporcionando estabilidad a las lipoproteinas al
colocarse en la superficie para solubilizar sus lipidos.

¢ Actuando como cofactores o activadores de diversas
enzimas, permitiendo que actien sobre los lipidos que
transportan las lipoproteinas.

¢+ Actuando como ligando especifico de receptores celulares,
permitiendo que las lipoproteinas sean reconocidas por
las células.

De las distintas apolipoproteinas que se conocen, nueve son las
mas estudiadas. Todas difieren en su contenido de aminoacidos
(aas), peso molecular y distribucion en las lipoproteinas (Tabla
28). Se pueden agrupar en cuatro familias en funcion de su
estructura, funcion y caracter metabdlico. Todas presentan
una conformacion molecular de alfa-hélice anfipatica, con una
porcion de aas no polares (hidrofébica) y otra porcion de aas
polares (hidrofilica). Ambas estructuras son esenciales para la
integridad de la lipoproteina, ya que la parte hidrofébica
interacciona con los lipidos de la lipoproteina, y la hidrofilica
permite interaccionar con el ambiente acuoso.
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Tabla 28. Caracteristicas de las apolipoproteinas.

Apolipoproteina kDa Aas Lipoproteina
Al 28 243
All 17 TT+77 QM y HDL
AIV 44 376
B48 240 2152 QM
B100 513 4536 VLDL, IDL y LDL
CI 7 S7
ClI 9 79 QM, VLDL, IDL,
CIII 9 79 LDL y HDL
E 34 299

QM: quilomicrones; VLDL: very low-density lipoprotein; IDL: intermediate-
density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein, HDL: high-density
lipoprotein; Aas: aminoacidos; kDa: kiloDaltons.

Apolipoproteinas A

Al: es la mas abundante en plasma (1,0-1,5mg/dl) y
mayormente esta presente en la HDL. Participa en el transporte
reverso de colesterol siendo ligando para la union receptor-
HDL. Se sintetiza en el higado e intestino como un precursor
proteico, el cual madura posteriormente hacia sus 243 aas.

AII: es el segundo componente mayoritario de las HDL. Es la
Unica apolipoproteina en forma de dimero, formada por 2
cadenas polipeptidicas, de 77 aas cada una unidas por un
enlace disulfuro. Su funcién no esta bien definida, ya que su
participacion en el metabolismo de los lipidos es reducida.

AIV: Ademas de estar presente en los QM y HDL, circula libre
en plasma, pero su concentraciéon es minima. La cadena
polipeptidica de la que se compone esta formada por 376 aas.
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Apolipoproteinas B

Debido a su gran peso molecular, solamente hay una molécula
de Apo B por particula de lipoproteina, de ahi que la medida de
Apo B circulante refleje el numero de particulas de
lipoproteinas que la contienen. Estan presentes en los QM,
VLDL, IDL y LDL y se distinguen dos formas:

B48: constituida por una cadena polipeptidica de 2152 aas
formada por splicing alternativo del gen de la Apo B. Su
similitud con la Apo B100 es del 48 %, el cual corresponde a su
extremo N-terminal, de ahi su nombre. Se sintetiza en el
intestino y es una molécula esencial en la formacion de los QM,
estando Ginicamente presente en ellos.

B100: esta formada por una simple cadena polipeptidica de
4536 aas, por lo que es una de las proteinas mas grandes
presentes en el plasma. Se sintetiza en el higado, de ahi que en
humanos sélo esté presente en lipoproteinas de origen hepatico
como la VLDL, ya que es con la que se secreta [418],1la IDLy la
LDL.

Apolipoproteinas C

Esta familia agrupa proteinas de bajo peso molecular
sintetizadas en mayor parte por el higado y en menor
proporcion en el intestino. Sobre todo, estan presentes en
lipoproteinas ricas en TG como los QM, VLDL e IDL, asi como
en las HDL, ya que su funcion principal es mantener el
equilibrio dinamico entre ellas.

CI: es la mas pequenia de todas con 57 aas y su funcion parece
ser la de activar a la LCAT.

CII: tiene 79 aas y juega un papel importante en el metabolismo
de los TG al ser un cofactor esencial para la actividad de la LPL,
la cual hidroliza los TG presentes en las lipoproteinas y es clave
en el catabolismo de los QM y VLDL.
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CIII: también se compone de 79 aas y en plasma se puede
encontrar glicosilada. Presenta tres glicoformas diferentes
dependiendo de las moléculas de acido sialico que tenga
unidas, CIII-O, CIII-1 y CIII-2, con ninguna, una o dos
moléculas, respectivamente. Su principal implicacion en la
ECV es la de promover HTG actuando como un regulador clave
en el metabolismo de los TG [338], ademas de estar considerado
como un predictor independiente del riesgo cardiovascular
[352, 419]. Al igual que la Apo CII, también participa en la
regulacion de la LPL, pero en este caso inhibiéndola [12, 13].
Otra de sus funciones es la regulacion de la captacion de las
lipoproteinas al interrumpir el reconocimiento de la Apo E con
los receptores hepaticos [420, 421].

Apolipoproteina E

Esta formada por 299 aas, se encuentra en las VLDL, LDL y
HDL y es clave en el catabolismo de las TRL, ya que es
reconocida por los receptores. Mayoritariamente se sintetiza en
el higado, pero entre un 20 — 40 % se puede sintetizar en tejidos
extrahepaticos. En humanos existen tres isoformas, Ez, E3 y
E4, que difieren en su afinidad por el LDLR y su union a lipidos
y lipoproteinas [422] y, por tanto, en su relacion con la
ECV [423]. Cada isoforma esta codificada por un solo alelo y
sus frecuencias pueden variar segun la poblacion de
estudio [424]:

¢ E3z es la mas rara y sirve como criterio absoluto de la
hiperlipoproteinemia tipo III [425]. Su presencia es del
3 - 12 % y es la que menor afinidad tiene para el LDLR.

¢+ Es es la mas comun, con una presencia del 70 — 835 %.

¢+ E4 presenta alta afinidad por el LDLR y se asocia con
niveles mayores de LDLc y menores de TG. Esto es debido
al aumento de LDLc intracelular, ya que al haber una alta
captacion debido a su gran afinidad por el LDLR, hace que
los hepatocitos expresen menos LDLR y, por consiguiente,
haya menor interacciéon LDLc-LDLR. El descenso de los
TG se explica por la mayor preferencia de uniéon de E4 por
las particulas ricas en TG. Su frecuencia es del 12 — 18 %.
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ANEXO III. ULTRACENTRIFUGACION

En la Tabla 29 se muestra la composicion de cada una de las
soluciones de densidad utilizadas para la separacion de
lipoproteinas mediante ultracentrifugacion secuencial. Todas
deben tener un pH final de 7,4.

Tabla 29. Composicion de las soluciones de densidad.

Solucion Componentes
5,8 g NaCl
0,1 g EDTA-Nay
1,006 0,3 ml NaOH 1M

0,0125 g Cloranfenicol
H,O destilada hasta un volumen final de 500 ml

400 ml solucién 1,006

1,019 100 ml solucién 1,071
400 ml solucion 1,019
1,063 100 ml 1,239
382 ml solucion 1,019
1,071 118 ml solucién 1,239
1,239 164 g NaBr

Solucién 1,006 hasta un volumen final de 500 ml

NaCl: Cloruro sédico; EDTA-Nay: etilendiamina tetraacético disédico; NaOH:
Hidroxido sédico; NaBr: Bromuro sédico.

Una vez preparada la solucion de densidad y ajustado su pH,
hay que comprobar que realmente la densidad que presenta es
la adecuada. Para ello, se utiliza el refractometro para
soluciones con densidad < 1,071 g/ml, y el picnometro para
soluciones > 1,071 g/ml.

En el caso del refractometro, se pone una o dos gotas de la
solucion que se quiere comprobar sobre cristal, ponemos la
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tapa, inclinamos hacia el haz de luz y miramos por el objetivo.
Se ve una zona oscura y otra clara separada por una linea de
color azul. El nimero de la izquierda es el indice de refraccion
de la solucion (Figura 26, B), el cual debemos insertar en la
siguiente ecuacion para obtener la densidad:

Densidad (g/ ml) = (indice de refraccion x 5,391) — 6,185

A) B)

1.020

1o10-8 E2°
1.000 0
a2 20c %

[ SALINITY Y

Figura 26. Visualizacion medida con el refractometro.

A) Refractometro. B) Los ntimeros de la izquierda representan el indice de
refraccién y los de la derecha el grado de salinidad. El valor a tener en cuenta
es el que indica la linea azul que separa las zonas oscura y clara.

En el caso de la solucion 1,239 se utiliza el picnémetro (Figura
27) Hay que pesar el picnéometro vacio, lleno de agua y lleno de
la solucion de densidad a comprobar con la precaucion de que
no haya burbujas en su interior. Se anotan todos los pesos y se
insertan en la siguiente ecuacion:

. . W
+ Peso picnometro vacio: A n
¢ Peso picnometro con agua: B ||

¢ Peso picnometro con soluciéon: C
Densidad (g/ml) = (C-A)/(B-A)

Figura 27. Picnémetro
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Ultracentrifugacion

En primer lugar, se descongelan las muestras a temperatura
ambiente. Una vez descongeladas, se pone el volumen de
plasma en tubos de 6,5 ml (Beckman Coulter, EEUU). En todos
los estudios se ha utilizado un volumen de 2 ml de muestra,
excepto en el estudio 1 en el que se han utilizado 500 pl.

VLDL

La fraccion lipoproteica de VLDL presenta una densidad entre
0,960 y 1,006 g/ml por lo que se utiliza la solucion de
1,006 g/ml, ya que el plasma presenta una densidad similar.
En los tubos donde ya esta el plasma, se pone solucion de
densidad 1,006 g/ml en capa u “overlay”, hasta tener un
volumen final en el tubo de 5 ml, permitiendo que ésta se vaya
deslizando por la pared del tubo de forma que quede en la parte
inferior el plasma y en la superior la solucion. Antes de cerrar
los tubos, se equilibran dos a dos, en una balanza anadiendo
mas solucion de densidad al que lo necesite. Se
ultracentrifugan las muestras, en la ultracentrifuga Optima
XPN-100 (Beckman Coulter, EEUU), a 37000 rpm, durante
16 h y a temperatura constante de 4 °C. Una vez terminada la
ultracentrifucacion, se sacan los tubos con mucho cuidado
para no mezclar la muestra, se abren los tapones y se extrae
el sobrenadante, con una pipeta Pasteur de vidrio. En el caso
de partir de 2 ml se extraen 2 ml en un matraz aforado; en
cambio, si se parte de 500 pl, se saca 1 ml (el factor de diluciéon
se tendra en cuenta para futuros analisis). Posteriormente, se
vierten en eppendorfs y se guardan en la nevera a 4 °C hasta
proseguir con el experimento.

IDL

Para su extraccién, se parte de los tubos de los cuales hemos
aislado anteriormente las VLDL. Si se parte de 2 ml, se le afiade
1 ml de soluciéon de densidad 1,071 g/ml y otro de 1,006 g/ ml
para asi obtener una densidad final en la muestra de
1,019 g/ml. Si se parte de 500 pl, Gnicamente anadimos 1 ml
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de solucion de densidad 1,071 g/ml. En este caso, las
soluciones ya no se vierten en capa. Se vuelven a equilibrar los
tubos en la balanza, dos a dos, y a los que lo necesiten se le
anade solucion de densidad 1,006 g/ml. Se cierran los tubos,
se homogeniza todo y se ultracentrifugan a 37000 rpm,
durante 20 h, y a temperatura constante de 4 °C. Transcurrido
este tiempo se procede de igual manera que en el caso anterior.

LDL

Para la obtencion de las lipoproteinas de baja densidad se
procede de igual manera que en los casos anteriores, pero al
presentar una densidad entre 1,019 y 1,063 g/ml se le anade
a los tubos 1 ml de solucion de densidad 1,239 g/mly 1 ml de
1,019 g/ml, que es la utilizada para equilibrar los tubos,
obteniendo asi la densidad correspondiente. Al igual que en el
caso anterior, si se parte de 500 pl, inicamente anadimos 1 ml
de solucion de densidad 1,239 g/ml. Se ultracentrifuga a
37000 rpm, durante 20 h a 4 °C.

HDL

El proceso de obtencion de las HDL es parcialmente diferente,
ya que presentan una densidad mayor, de entre 1,063 y
1,210 g/ml. Para conseguir la solucion de densidad adecuada,
se disuelve en un vaso de precipitado 1,1 g de NaBr por tubo
en la cantidad necesaria de solucion de densidad 1,063 g/ml
para obtener un volumen total final de 5 ml en cada tubo. Esta
soluciéon no se prepara al inicio del experimento igual que las
demas, ya que a que precipita debido a su alta salinidad,
modificandose asi la densidad final de la solucion. Otra
diferencia es que en este caso se ultracentrifugan las muestras
a 37000 rpm, a 4 °C, pero durante 40 h.

Importante: Limpiar bien la boca del tubo cada vez que se
saque una lipoproteina y antes de echar la solucion de densidad
correspondiente. También, limpiar muy bien los tapones entre
ciclos de ultracentrifugacion para no contaminar una fracciéon
lipoproteica con otra.
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ANEXO IV. DIALISIS

La composicion del PBS utilizado para dializar las fracciones
lipoproteicas ya aisladas se muestra en la Tabla 30. La solucion
de PBS debe tener un pH final de 7,4.

Tabla 30. Composicion del PBS.

Solucion Componentes

1,8 g Na,PO42H,0
1,56 g HoNaPO4+2H20
9,4 g NaCl

H>0 hasta llegar a 11

PBS

H20: Agua; Na2PO42H20: Di-Sodium hydrogen phosphate dihydrate;
H2oNaPOs: Di-sodium hydrogen phosphate; NaCl: Cloruro Sédico.

Dialisis

La dialisis se realiza tras la extraccion de cada fraccion
lipoproteica. Es necesario el uso de membranas de dialisis
semipermeables, las cuales se cortan a la longitud que se
precise y, posteriormente, se hidratan para que se activen
poniéndolas en un vaso de precipitado con agua hasta que ésta
llegue al punto de ebullicion. Mientras tanto, se preparan
300 ml de PBS por cada ml de muestra. Una vez activadas
las membranas, se secan para retirar el exceso de agua, se
cierra un extremo con una pinza, se rellena la membrana con
la muestra de fraccion lipoproteica correspondiente y se cierra
el otro extremo con otra pinza, dejando una pequena bolsa de
aire para facilitar la dialisis. Una vez preparadas las muestras
para dializar, se introducen en el matraz con PBS y se deja en
la camara fria, a 4 °C, agitando durante toda la noche. En el
caso de las HDL, seran necesarios 400 ml PBS/ml muestra.

Pasada la noche, se sacan los matraces de la camara fria y se
procede a la extraccion de la muestra dializada. Dicha
extraccion se realiza sacando cada una de las membranas del
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matraz con unas pinzas, secandolas muy bien para que cuando
se abra la pinza de uno de los extremos no se introduzca liquido
y cogiendo con una pipeta Pasteur la muestra, la cual se
almacena en eppendorfs, a 4 °C, hasta la realizacién de la
siguiente fase del experimento.

Importante: Tanto al poner la muestra en el interior de la
membrana de dialisis como al sacarla, se comprobara el
volumen total que hay, para asi conocer en cada momento el
factor de dilucion a aplicar en los calculos que se realicen
posteriormente.
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ANEXO V. CARGA ELECTRICA

Como se ha explicado en el capitulo V de la metodologia la carga
eléctrica se determina en las fracciones lipoproteicas obtenidas
por ultracentrifugacion y una vez ya dializadas.

Antes de comenzar, se enciende el Zetasizer Nano-ZS
(Malvern, Reino Unido) y se debe esperar 30 minutos para
comenzar a utilizarlo. Se abre el software y se crea un SOP
(Standard Operating Procedure) que se utilizara en todas las
medidas, para asi asegurarnos de que se realizan de igual
manera y sean comparables (Tabla 31).

Tabla 31. SOP para la determinacion de la carga eléctrica.

. Filtro de banda estrecha No
CONFIGURACION
Alta temperatura No
IR 1,450
Material Proteina
Abs 0,001
T2 25 °C
Viscosidad 0,8872
§ Dispersante Agua
& IR 1,330
Eg Cte dieléctrica 78,5
E Opciones Modelo Smoluchowski  F(ka)= 1,5
generales v/ Usar la viscosidad del dispersante como
viscosidad de la muestra
T 25 °C Tiempo de 15 s
equilibrio
Cubeta DTS1070
wn Duraciéon Automatica 10 - 100 runs
g N° medidas 3
[
g Seleccion automatica de atenuador 11
& Seleccién automatica de voltaje Si
PROCESADO DE DATOS Modelo General purpose

IR: Indice de refraccién; Abs: Absorbancia.
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En el momento de realizar la medida, el dispersante que
ponemos es agua, pero una vez se hayan realizado todas las
medidas y antes de analizar todos los datos, el dispersante se
cambia gracias a la funcion de edicion de resultados del
software. En cada muestra se pone la composicion del
dispersante teniendo en cuenta las sales de las soluciones de
densidad y los factores de dilucion a lo largo de todo el proceso.

Una vez transcurrido el tiempo de espera de puesta a punto del
Zetasizer, se llena la cubeta cogiendo la muestra, con la
dilucion correspondiente, con ayuda de una jeringuilla
comprobando que no quedan burbujas en todo el capilar. Se
ponen los tapones, se introduce de forma correcta en el
Zetasizer, se pone la identificacion de la muestra en el SOP y
se mide. Conforme va transcurriendo la medida, se puede ir
comprobando que la calidad de ésta sea buena mediante
diferentes parametros y graficas que muestra el software
(Figura 28).

En el caso de utilizar una cubeta nueva (sin uso previo), ésta
se debe activar. Para ello, primero se limpia con etanol y
posteriormente con abundante agua, se llena de una solucion
patron (estandar) y se mide. Los valores de dicha solucion
deben ser: potencial Z de -42 * 4,2 mV y conductividad entre
0,23 - 0,40 mS/cm. Si los valores obtenidos de potencial Z son
los que el estandar indica, se puede proceder a las medidas de
las muestras. Sin embargo, si el potencial Z no es el adecuado,
se debe volver a pasar etanol, seguido de abundante agua y
repetir la medida con el estandar hasta obtener el adecuado.

Una vez finalizada la medida, se saca la cubeta y se limpia.
Para ello, se quitan los tapones, se pasa agua destilada por el
interior de la cubeta, se seca con aire a presion y se repite el
proceso con todas las muestras.
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Figura 28. Graficos de una medida de buena calidad.

A) La parte izquierda de la grafica debe mostrar esa apariencia d estabilidad
y fluctuaciones constantes iguales. En la parte derecha se aprecia una
fluctuacion ampliada de las anteriores y se observa cémo es totalmente
simétrica. En caso de no ser una medida de buena calidad, no se observaria
un patrén de repeticiéon tan estable. B) En este caso es un pico perfecto de
distribucién de una muestra con una distribuciéon monomodal, en la cual
solamente hay presente una poblacion diferenciada; en el caso de haber mas,
aparecerian mas picos.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTUDIO DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS LIPOPROTEINAS PARA UNA MEJOR PREDICCION
DEL RIESGO RESIDUAL.

Marina Rodriguez Garcia

ANEXO VI. CFCA (Cuestionario de Frecuencia de

Consumo Alimentario)

¢CUANTAS VECES
ALIMENTOS COME?

A LA SEMANA | AL MES

Leche

Yogur

Chocolate: tableta, bombones, Kit Kat...

Cereales inflados de desayuno

Galletas tipo “Maria”

Galletas con chocolate, crema...

Magdalenas, bizcocho...

Ensaimada, donut, croissant...

Ensalada: lechuga, tomate, escarola...

Judias verdes, acelgas o espinacas

Verduras de guarnicién: berenjenas...

Patatas al horno, fritas o hervidas

Legumbres: lentejas, garbanzos...

Arroz blanco, paella

Pasta: fideos, macarrones, espaguetis

Sopas y cremas

Huevos

Pollo o pavo

Ternera, cerdo, cordero

Carne picada, longaniza, hamburguesa

Pescado blanco: merluza, mero...

Pescado azul: sardinas, attin, salmon...

Marisco: mejillones, gambas, calamares

Croquetas, empanadillas, pizza

Pan (en bocadillo y en comidas)
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SCUANTAS VECES
ALIMENTOS COME?

A LA SEMANA | AL MES

Jamoén serrano, cocido, embutidos

Queso fresco, blanco o bajo en calorias

Otros quesos; curados, cremosos...

Frutas citricas: naranja, mandarina...

Otras frutas: manzana, pera, platano...

Frutas en conserva (en almibar...)

Zumos de fruta natural

Zumos de frutas comercial

Frutos secos: cacahuetes, avellanas...

Postres lacteos: natillas, flan, requesén

Pasteles de crema o chocolate

Bolsas de aperitivos (chips, fritos...)

Golosinas: gominolas, caramelos...

Helados

Bebidas azucaradas: coca-cola, fanta...

Bebidas baja en calorias (light)

Vino, sangria

Cerveza

Cerveza sin alcohol

Bebidas destiladas: whisky, ginebra...
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ANEXO VII. TEST ESTRES ACADEMICO

Los siguientes puntos describen actividades o situaciones que
se presentan en la vida académica y que pueden ser estresantes
para los estudiantes; es decir, provocan tension o malestar en
el individuo. En cada punto, sefiala con una cruz el numero
(del 1 al 9) que mejor indique en qué medida es estresante para
ti. A continuacion marca con un circulo si te has encontrado o
no en esta situacion durante las tltimas 4 semanas.

Nada estresante Muy estresante
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Preparar un examen | Q O O OO O O OO0
inmediato
Ultimas 4 semanas SI O NO O
2. Efectuar un examenoral | O O O O O O O O O
Ultimas 4 semanas SI O NO O
3. Efectuar un examen| O O O O O O O O O
escrito
Ultimas 4 semanas SI O NO O
4. Esperarlos resultadosde | O© O O O O O O O O
un examen
Ultimas 4 semanas SI O NO O
5. Suspender un examen O O O O o0 o0 O O o
Ultimas 4 semanas SI O NO O
6. Ser preguntadoenclase | © O O O O O O O O
Ultimas 4 semanas SI O NO O
7. Preparar un trabajo| O O O O O O O O O
individualmente
Ultimas 4 semanas SI O NO O
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Nada estresante Muy estresante
1 2 3 4 5 6 7 8 9

8 Preparar un trabajoen| 0 O O O O O O O O
grupo
Ultimas 4 semanas SI O NO O

9. Preguntar una duda a un
profesor en clase (en
publico)

Ultimas 4 semanas SI O NO O

0 O o0 O O o o oo

10.Preguntar una duda a un
profesor fuera de clase

(en privado)
Ultimas 4 semanas SI O NO O

11.Hablar con un profesor
sobre tus problemas
académicos (en privado, | O O O O O O O O O
desacuerdos sobre
resultados de examenes,
demanda de orientacion)

Ultimas 4 semanas SI O NO O

12.Participar en un
seminario (discusion de| © O O O O O O O O
temas en grupos
reducidos)
Ultimas 4 semanas SI O NO O

13.Efectuar actividades de| © O O O O O O O O
practicas
Ultimas 4 semanas SI O NO O

14.Exponer un tema en| O O O O O O O O O
clase
Ultimas 4 semanas ST O NO O
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Nada estresante Muy estresante
1 2 3 4 5 6 7 8 9

15.Discutir problemas
académicos conl o O 0O O O O O O O

companeros (en

asambleas o reuniones)
Ultimas 4 semanas SI O NO O

16.Entrar o salir del aula

cuando la clase ha
empezado

Ultimas 4 semanas SI O NO O

17.Excesiva cantidad de| O O O O O O O O O
materia para estudio

Ultimas 4 semanas SI O NO O

18.Falta de tiempo para| O O O O O O O O O
estudiar

Ultimas 4 semanas SI O NO O
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ANEXO VIII. STAI (State-Trait Anxiety Inventory)

A continuacion, encontrara unas frases corrientemente para
describirse uno a si mismo. Lea cada frase y senale la
puntuacion (0 a 3) que indique mejor como se SIENTE USTED
AHORA MISMO, en este momento. No hay respuestas buenas
ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y conteste
senalando la respuesta que mejor describa su situacion

presente.
Nada Algo Bastante Mucho
0 1 2 3
1. Me siento calmado................ O O O O
2. Me siento seguro................... O O O O
3. Estoy tenso.....ccocevvveneinnnnnnn. O O O O
4. Estoy contrariado................. O O O O
5. Me siento comodo (estoy a

gUStO). i O O = O
6. Me siento alterado................ O O O O
7. Estoy preocupado por

posibles desgracias futuras... = = O O
8. Me siento descansado........... O O O O
9. Me siento angustiado............ O O O O
10.Me siento confortable............ O O O O
11.Tengo confianza en mi

MISMO...euiniiiiiiiiiniiiniiiines O O = O
12.Me siento nervioso................ O O O O
13.Estoy desasosegado.............. O O O O
14.Me siento muy “atado”

(oprimido).....cceveveininininnnnnnen. O O = O
15.Estoy relajado.........ccceuveneen.. O O O O
16.Me siento satisfecho............. O O O O
17.Estoy preocupado................. O O O O
18.Me  siento aturdido 'y

sobreexcitado..............coeeenene = = O O
19.Me siento alegre................... O O O O
20.En este momento me siento 0O 0O 0O 0O
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A continuacion, encontrara unas frases corrientemente para
describirse uno a si mismo. Lea cada frase y senale la
puntuacion (0 a 3) que indique mejor como se SIENTE USTED
EN GENERAL, en la mayoria de ocasiones. No hay respuestas
buenas ni malas. No emplee demasiado tiempo en cada frase y
conteste senalando la respuesta que mejor describa como se
siente usted generalmente.

Casi A A Casi
nunca veces menudo siempre
0 1 2 3
21. Me siento bien.................. O O O O
22. Me canso rapidamente....... O O O O
23. Siento ganas de llorar........ O O O O
24. Me gustaria ser tan feliz
COmMO OtroS.....ccevvvviiiinnnnn. O O = O
25. Pierdo oportunidades por
no decidirme pronto.......... O O O =
26. Me siento descansado....... O O O O
27. Soy una persona tranquila, . . 0O .
serena y sosegada...........
28. Veo que las dificultades se
amontonan y no puedo con O O O O
ellas....cccoeveiiiiiiiiiiiin,
29. Me preocupo demasgdo O O 0O O
por cosas sin importancia.
30. Soy felize..oeeveenneeniiinaennnen. O O O O
31. Suelo ‘ tomar. las cosas 0 0 0O 0
demasiado seriamente.......
32. Mg falta confianza en mi . . 0O O
MISMO..evieiiriiiiiiiaennen.
33. Me siento seguro............... O O O O
34. E\{lt.o en.fljentarme a las 0 0 0O 0
crisis o dificultades...........
35. Me ) §1ento triste 0O 0O 0O 0O
(melancolico)......c..eeeueenens
36. Estoy satisfecho................ O O O O
37. Me rondan y molestan
pensamientos sin O O O O
importancia........coceeueeenent
38. Me afectan tanto los
desenganos que no puedo O O O O

olvidarlos.........ccecvvvvvinnnnnn.
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39. Soy una persona estable.... O O O O
40. Cuando pienso  sobre
asuntos y preocupaciones O O . 0

actuales, me pongo tensoy
agitado.....c.cceeiiieiiiiiiniane.
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