


















































































































































































































































































































































































































































































































































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



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

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

Marina Rodriguez Garcia

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



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

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

Marina Rodriguez Garcia

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



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

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

Marina Rodriguez Garcia

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.
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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.
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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.
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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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