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Resumen

RESUMEN

INTRODUCCION: Los biomarcadores mas importantes ya descritos en la saliva
relacionados con el dolor son el cortisol, la AAs, la IgAs, la testosterona y el sTNFaRII.
La saliva es el método de eleccion para determinar los biomarcadores de dolor ya que se
considera una prueba de diagnostico rapida y poco invasiva. Los factores ambientales
afectan a los biomarcadores que encontramos en las lagrimas, por lo que, en cierta

medida, pueden afectar a los que encontramos en la saliva.

JUSTIFICACION: En la actualidad solo estan validados métodos subjetivos para la
medicién del dolor. Estos métodos son escalas que precisan unos niveles adecuado de
agudeza visual, funcién motora y habilidad cognitiva para trasladar la sensacion de
dolor a la escala; por lo que es evidente que se necesitan nuevos métodos objetivos para

valorar el dolor.

OBJETIVOS: Analizar las diferencias inter-individuales y la variabilidad inter-
sesion de los biomarcadores de dolor en saliva de sujetos sanos bajo condiciones de

ambiente controlado.

MATERIAL Y METODOS: Estudio clinico, prospectivo y observacional
desarrollado en las dependencias del IOBA, donde se recogen dos muestras de saliva a
voluntarios sanos que cumplen los criterios de inclusion sometidos durante media hora a
condiciones de ambiente controlado, ambas muestras deben estar separadas por un
tiempo minimo de 24 horas.

RESULTADOS: Se analizaron muestras salivares a 34 sujetos sanos bajo
condiciones ambientales controladas. Los biomarcadores analizados fueron el cortisol,
la testosterona, la AAs y el sSTNFaRII, que mostraron un CCI de 0,169; 0,603; 0,42 y
0,987 respectivamente. Encontramos diferencias significativas en el cortisol y en AAs.

CONCLUSIONES: Se ha demostrado que los factores ambientales afectan a las
concentraciones de los biomarcadores en la saliva. EI sTNFaRII ha mostrado niveles
aceptables de repetibilidad, por el contrario, el cortisol y la AAs tiene un nivel de
repetibilidad bajo. Son necesarios mas estudios sobre la testosterona para establecer

conclusiones fiables.

PALABRAS CLAVE: Biomarcadores; saliva; dolor; valoracion del dolor.
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TNFs: Factor de Necrosis Tumoral



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 El dolor

Segun la International Association for the Study of Pain (IASP) el dolor se define
como “la experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada a una lesion real o
potencial de un tejido que incluye una serie de conductas visibles y/o audibles que
pueden ser modificadas por el aprendizaje” (1). En ciertas ocasiones el dolor puede
suponer una disminucion de la calidad de vida de las personas, siendo posible su

prevencion.

La clasificacion del dolor la podemos hacer atendiendo a su duraciéon (agudo y
cronico), fisiopatologia subyacente (neuropatico y nociceptivo), localizacién (somaético,
visceral), otros tipos de dolor (oncoldgico, psicogeno...) e intensidad (leve, moderado y
severo) (2). Sin embargo, en la préctica clinica observamos que estas definiciones no

son excluyentes, y podemos encontrar una persona con varias de estas caracteristicas.

La clasificacion méas importante atiende a su tiempo de duracion, por lo que podemos

diferenciarlo en dolor agudo y dolor crénico.

El dolor agudo resulta de una lesion o de un proceso inflamatorio de los tejidos por
lo que tiene una funcién protectora o de sefial de alarma. La duracion del dolor agudo es
de segundos, minutos o dias, desapareciendo cuando la afeccion que lo originé cumple

su periodo normal de sanacion (3).

El dolor cronico es el dolor que persiste méas alla del tiempo esperado de curacion (3
meses), puede 0 no estar asociado con una causa identificable o dafio real del tejido y no
tiene ninguna funcién (4). Es una mala experiencia que poco a poco deteriora el estado
de salud y después mental de un individuo, deteriora su calidad de vida y es capaz de

crear un estado emocional con tendencias hacia la ansiedad o depresion (5).

1.2 Métodos actuales subjetivos para la medicion del dolor

Actualmente no existe un método valido y confiable para cuantificar objetivamente
la experiencia de dolor de un individuo (6). Los meétodos actuales validados para la

medicion del dolor son escalas subjetivas.
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La Escala Visual Analdgica (EVA) consiste en una linea recta numerada con nimero
ordinarios con los puntos finales que definen los limites extremos como "sin dolor en
absoluto™ y "el maximo dolor posible". Se le pide al paciente que marque su nivel de

dolor en la linea entre los dos puntos finales (7).

En una Escala Numérica (EN), se les pide a los pacientes que circulen el nimero
entre 0 y 10, 0 y 20 0 0 y 100 que se ajuste mejor a su intensidad de dolor (7). Cero

representa "sin dolor", mientras que el limite superior representa "el maximo dolor".

Ademas existen otras escalas como la Escala Verbal (EV) en la cual se usan
adjetivos para describir diferentes niveles de dolor (7). Por Gltimo, la Escala facial de
Wong Baker es una escala disefiada para medir el nivel de intensidad de dolor percibido

en nifos (8).
1.3 Métodos objetivos para la medicion del dolor

La desventaja de utilizar escalas validadas, es que contamos con datos subjetivos
basados en opiniones que denotan elevadas diferencias entre individuos. S6lo pueden
ser usadas en pacientes conscientes y comunicativos. Lo ideal seria poseer un método
objetivo para medir el dolor. Con este propésito se esta trabajando en esta linea:

medicion objetiva de dolor a través de biomarcadores.

Los biomarcadores son alteraciones celulares, bioguimicas o moleculares que se
pueden medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos biol6gicos
normales, procesos patogénicos o respuestas farmacol6gicas a una intervencion

terapéutica (9).

Existen diferentes tipos de biomarcadores: los de exposicion, que se utilizan en la
prediccion del riesgo, los de enfermedad o diagnostico, que se utilizan en la deteccion y
el diagnostico de una enfermedad y los de pronostico que informan sobre la progresion

de una enfermedad (9).

Un biomarcador se debe poder medir objetivamente, ser reproducible, seguro, facil,
no resultar invasivo a la hora de su obtencion, modificarse de acuerdo con el tratamiento

y las variaciones de la enfermedad, y transferible a un amplio uso clinico (10).

En todos los fluidos corporales existen biomarcadores, aunque el interés actual en las

pruebas de diagnostico rapidas y menos invasivas ha crecido exponencialmente en la

7
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ultima década, lo que ha llevado a una extensa investigacion sobre la saliva como fluido
biolégico para el diagnostico clinico ya que la obtencion de la misma mediante la
técnica de secrecion pasiva es una técnica no invasiva, sencilla, rapida, libre de estrés y
de dolor (11).

1.3.1 Saliva

El fluido salival es una secrecidn exocrina que consiste de aproximadamente un 99%

de agua, que contiene una variedad de electrolitos y proteinas (12).

En condiciones de reposo, un individuo segrega aproximadamente de 0.1 a 0.3
mL/min, alcanzando un maximo de 7 mL/min cuando se estimula artificialmente (11).
En general, el flujo de saliva aumenta antes, durante y después de cualquier comida, el

pico maximo ocurre a medio dia y disminuye durante el suefio (13).

Los componentes salivales pueden originarse enteramente de las glandulas salivales
0 puede derivarse de la sangre por difusion pasiva o transporte activo; por ello algunos
biomarcadores que estudiaremos posteriormente se encuentran tanto en la sangre como
en la saliva como el cortisol y la testosterona y otros solo se encuentran en saliva como

la Inmunoglobulina A secretora (IgAs) y la alfa amilasa salival (AAs) (14).

1.4 Biomarcadores del dolor en saliva

Los biomarcadores mas importantes ya descritos en la saliva relacionados con el
dolor son el cortisol, la AAs, la IgAs, la testosterona y el factor de necrosis tumoral
soluble-receptor o Il (STNFaRII) (15).

1.4.1 Cortisol

Es el principal glucocorticoide producido en la corteza suprarrenal, y circula por la
sangre y se difunde en la saliva (16). Hay bastantes estudios que muestran intentos de
utilizar el cortisol como indicador de dolor agudo. El cortisol es una hormona esteroidea
importante en la regulacion del metabolismo y el estrés a través del eje hipotalamico

hipofisario adrenal (17).

1.4.2 Alfa amilasa salival (AAs)

La AAs se produce localmente en el epitelio altamente diferenciado de las células de

las glandulas salivales, que estan controladas por el sistema nervioso simpatico (18).
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Parece establecido que es un buen marcador puesto que hay una correlacion positiva
entre la secrecion de esta enzima en saliva y los pardmetros simpaticos incrementados

durante el estrés (19).

1.4.3 Inmunoglobulina A secretora (1gAs)

El dolor puede generar cierto grado de estrés psicoldgico y el estrés puede disminuir
la capacidad funcional del sistema inmunoldgico reduciendo la produccion de IgAs. La
conclusion que se obtiene en un estudio realizado en el afio 2010 es que la intensidad
del dolor muestra una tendencia a una correlacion negativa con las concentraciones de

IgAs en nifios. En los adultos no se observa variacién (20).

1.4.4. Testosterona

En el afio 2012 se investiga la relacion de la testosterona con el alivio del dolor
agudo. Ademas, se investiga si la disminucién de la testosterona provocada por el estrés
puede afectar a la percepcion del dolor. Los resultados sugieren que controlando la

relacién testosterona-estrés se puede conseguir alivio en el dolor agudo (21).

1.4.5 Factor de necrosis tumoral soluble — receptor a II (STNFaRII)

Los factores de la necrosis tumoral (TNFs) son citoquinas que estan consideradas
como modificadores de la inflamacion y de las respuestas inmunolégicas producidas por
una herida o por una infeccién. Un estudio realizado en el afio 2012 encuentra una

relacion entre el dolor y la respuesta del STNFaRII encontrada en saliva (22).

1.5 Influencia del ambiente en la saliva

La pelicula lagrimal estd constantemente expuesta a multiples factores ambientales,

incluida la temperatura variable, el flujo de aire y la humedad (23).

Los factores ambientales como la temperatura, la hora del dia y la humedad afectan a
los biomarcadores que encontramos en las lagrimas, por lo que, en cierta medida,

pueden afectar a los que encontramos en la saliva (24).

Por ello se analizan los biomarcadores del dolor en saliva bajo condiciones de
ambiente controlado, de esta forma sabemos exactamente cuales son los valores de las
variables del ambiente, de esta forma se podria mejorar la repetibilidad de los

resultados.
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2. JUSTIFICACION

El dolor en general sigue siendo uno de los principales motivos de consulta médica
en todo el mundo, ya sea por el propio sintoma o por el mal tratamiento del mismo.
Numerosas organizaciones y asociaciones cientificas se han esforzado por encontrar

soluciones para este problema y facilitar el tratamiento del dolor (25).

En la actualidad sélo existen métodos subjetivos para evaluar el nivel de dolor ya que
es lo Unico que estéa validado, por lo que es evidente que se necesitan nuevos métodos
para medir el dolor agudo postoperatorio y crénico de forma objetiva. Las mediciones
objetivas del dolor serian utiles en nifios y en sujetos que no pueden verbalizar su nivel
de dolor (26).

En el afio 2016 se realiza el primer estudio clinico observacional que analiza las
variaciones de los biomarcadores del dolor salival en sujetos sanos para establecer la
repetibilidad de las mediciones a lo largo del tiempo. Existe un evidencia cientifica de
que los biomarcadores relacionados con el dolor que se pueden medir de forma objetiva

son el cortisol, la testosterona, la AAs, la IgAs y el STNFaRII (15).

En el afio 2017 se realizé un estudio clinico observacional prospectivo sobre las
variaciones de la IgAs en saliva como biomarcador del dolor en sujetos sanos bajo
condiciones de ambiente controlado (27).

Siguiendo la linea de éste Gltimo estudio, y con la ayuda del anterior, se pretende
investigar las diferencias inter-individuales y la variabilidad inter-sesion para
comprobar si las variaciones de temperatura y humedad pueden actuar como agente
estresante de los diferentes biomarcadores en saliva tras la aparicion del dolor. De ésta
forma se creard una nueva forma de medir el dolor de forma objetiva y dard nuevas

oportunidades para tratar adecuadamente el dolor en los pacientes.

Se eligio la saliva ya que los métodos de muestreo de saliva son considerados como
no invasivos y pueden realizarse facilmente sin ningun tipo de molestia o incomodidad.
Ademas, existen protocolos y herramientas de recoleccion de muestras predefinidos que

facilitan el muestreo reproducible.

10



Hipdtesis y objetivos

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Los biomarcadores del dolor en saliva se ven afectados por factores ambientales por
lo que el control de dichos factores bajo una camara de ambiente controlado puede
mejorar la repetibilidad de sus concentraciones.

3.2 Objetivos

3.2.1 General

- Analizar la variabilidad inter-individual y la variabilidad inter-sesion de los
biomarcadores de dolor en saliva en sujetos normales (sujetos sanos) bajo
condiciones de ambiente controlado.

3.2.2 Especificos

- Justificar la importancia de establecer un método objetivo para la medicion del

dolor.

- Comparar los datos obtenidos con los existentes hasta el momento en la
bibliografia cientifica tanto en sujetos sometidos a condiciones de ambiente

controlado como a los que no lo han sido.

11
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Disefo del estudio

Estudio clinico, prospectivo y observacional, desarrollado en las dependencias del
Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) entre Mayo de 2017 y Junio de 2018.

Este Trabajo de Fin de Grado supone la continuacion de un Trabajo de Fin de Méster
publicado en el afio 2017 para aumentar el tamafio muestral, ya que se reclutaron 8
voluntarios, y, de ésta forma, poder establecer comparaciones validas con otros estudios

publicados con anterioridad (27).

El estudio consta de dos visitas separadas por un minimo de 24 horas y un maximo
de una semana, a la misma hora de la mafiana aproximadamente, entre las 10:00 y las
10:30 horas de la mafiana. Se les tomaran dos muestras de saliva a los voluntarios
después de haber permanecido durante 30 minutos en una camara de ambiente
controlado (CAC) situada en el IOBA.

4.2 Tamanio muestral

El tamafio muestral se estipul6 en 34 sujetos sanos. Se determiné el tamafio muestral
necesario para detectar diferencias significativas entre los niveles de cada marcador
utilizando el indice d de Cohen para el primer estudio que se realizé en esta linea de
investigacion, en el cual no se utilizaba la cdmara de ambiente controlado (15). Se
determina que para poder establecer comparaciones validas, el tamafio muestral ha de

ser al menos el mismo.

En el afio 2017 se tomaron y se analizaron muestras de saliva de 8 sujetos sanos. Este
proyecto se present6 en un Trabajo de Fin de Master (27). Estos resultados se han unido

a los del estudio actual.

4.3 Sujetos seleccionados

Se seleccionaron los sujetos que cumplieron los criterios de inclusion y exclusién
para participar en el estudio. Todos aquellos que participaron en el estudio, aceptaron
colaborar de manera voluntaria después de ser debidamente informados y asi lo

corroboraron mediante la firma del Consentimiento Informado (Anexo I).

12
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Después de informar a todos los voluntarios de que trata el estudio, ofreciéndoles
toda la informacion pertinente y resolviéndoles todas las dudas planteadas se les
administra una encuesta para recoger diversos datos sociodemograficos y clinicos y se

realiza una anamnesis de la salud reproductiva a las mujeres.

4.4 Criterios de inclusién y exclusion.

Los criterios de inclusion y de exclusion son proporcionados por el protocolo que
utilizaron en el IOBA para realizar un estudio sobre diferencias inter-individuales y
variabilidad inter-sesion de potenciales biomarcadores de dolor en saliva en sujetos
sanos sin estar sometidos a condiciones de ambiente controlado realizado en el afio
2016. Se quiere hacer este estudio con los mismos rangos de edad y con los mismos
criterios de inclusion pero bajo condiciones ambientales controladas para establecer

comparaciones validas.

4.4.1 Criterios de inclusion

Todos los voluntarios sanos de raza blanca de ambos sexos con edad comprendida
entre 30 y 40 afios que acepten participar en el estudio tras haber sido informados y

hayan firmado el consentimiento informado que se les proporciona (Anexo ).

4.4.2 Criterios de exclusion

Quedan excluidos todos aquellos sujetos que presenten cualquier dolor o enfermedad
autoinmune; ademas de esto todos aquellos que consuman de forma habitual farmacos
psicotrépicos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y analgésicos. Las
mujeres embarazadas, en periodo de lactancia o en tratamiento hormonal anticonceptivo

guedaran excluidas igualmente.

4.5 Procedimiento

En primer lugar se les facilita a los voluntarios las recomendaciones para la recogida
de saliva (Anexo Il) y se les explica toda la informacion relativa al estudio, para ello se
les proporciona la Hoja de Informacion (Anexo I11). Una vez comprendido y habiendo
esclarecido cualquier duda que pudiera surgirles, se explica a los participantes el

consentimiento informado (Anexo 1) para su posterior firma, aclarando que son libres de

13
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interrumpir la participacion antes o durante el estudio sin tener que dar ningun tipo de

explicacion.

Después de esto, los voluntarios cumplimentaron el cuestionario con diversos datos
sociodemogréficos y clinicos para comprobar que no hay ningun factor que les excluya
de su participacion en el estudio y las mujeres cumplimentaron un cuestionario relativo

a su salud reproductiva (Anexo 1V).

Por ultimo, los voluntarios permanecen dentro de la cAmara de ambiente controlado
(CAC) estableciendo un ambiente conocido de 22°C y un 50% de humedad. Deben
estar dentro de la CAC durante 30 minutos, empleando los 5 Ultimos minutos en
enjuagarse con agua con el fin de evitar la contaminacion salivar con restos de
alimentos y la activacion del flujo salivar, siguiendo instrucciones que previamente les

hemos facilitado y explicado (Anexo I1).

4.5.1 Recogida de saliva y manipulacién de las muestras

La recoleccion de saliva se realizé usando la forma de secrecion pasiva, es decir “por
babeo pasivo o escupir” (28). La principal ventaja de esta técnica pasiva por babeo o
escupir es que la secrecion salivar no se estimula por lo que se produce una saliva que
es representacion de todas las glandulas. La muestra de saliva la recogeremos durante 5

minutos por la técnica de “babeo pasivo” con guantes no estériles.

Cada sujeto fue identificado con un numero ordinal y cada tubo se identifico
mediante el nimero correspondiente al sujeto y letra. Las muestras de saliva se

congelaran para su posterior analisis.

4.6 Material utilizado

e Camara de ambiente controlado (CAC): Las CAC son los dispositivos utilizados en

el laboratorio con el fin de simular distintas posibilidades climaticas y poder evaluar

el comportamiento del objeto a ensayar en dichas condiciones ambientales.

En la céamara ambiental perteneciente al CERLab (IOBA, Universidad de
Valladolid, Espafia) se ha observado que los signos y sintomas de 0jo seco se
pueden exacerbar de manera controlada y que ademads, la regulacion de los
biomarcadores asociados en lagrima es consistente, por lo que, afectarian en cierta

medida a los biomarcadores que encontramos en la saliva (24).
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e Tubos para la recogida de saliva: Los tubos utilizados para la recogida de saliva se

encuentran embolsados y esterilizados junto a la pajita para introducir la saliva en el

bote mediante la técnica pasiva “de babeo”.

e Cuaderno de registro: En la carpeta de recogida de datos se archivan todas las

actividades que se han desarrollado en el laboratorio y los resultados obtenidos.

e Guantes no estériles y temporizadores: Los guantes no estériles se utilizaron para

recoger la saliva manteniendo las condiciones de higiene adecuadas. Los
temporizadores fueron usados para cronometrar el tempo de llenado de los botes y

posteriormente calcular la velocidad de flujo con los mililitros de saliva obtenidos.

e Protocolo sobre el Proyecto del Dolor del IOBA: El protocolo ha sido aprobado por

la Comisién de Investigacion del I0BA y por el Comité Etico de Investigacion

Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

e Hoijas de informacién, anamnesis de la historia clinica y reproductiva del paciente y

consentimiento informado: El modelo de consentimiento informado ha sido

aprobado por los Comités de Etica correspondientes.

La hoja de informacidn al paciente se cre6 para el estudio realizado en el afio 2017,
al igual que el cuestionario sobre la historia clinica y reproductiva de los pacientes,
por lo que no son de elaboracion propia.

e Gradillas, pipetas e incubadoras: Estos materiales fueron utilizados en el laboratorio

para analizar las muestras de saliva para obtener los datos de los biomarcadores.

4.7 Variables a recoger y analizar

Todas las variables analizadas fueron recogidas en una base de datos para su

posterior almacenamiento y uso. Las variables recogidas fueron:

e Sexo vy edad de los sujetos.

e Horadel dia en el que se realizan la visita 1 y la visita 2. Las visitas se realizaron a

la misma hora del dia aproximadamente (entre las 10h y las 10:30h de la mafiana)

debido a que el flujo y la proteina salival aumenta a medio dia.
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e Hora de la dltima comida. El paciente no debe comer, beber, (todo menos agua),
tomar chicles o lavarse los dientes al menos una hora antes de la recogida de la

muestra para evitar la contaminacion de la saliva con restos de alimentos.

e Cantidad de muestra de saliva. Se anotara la cantidad de saliva que el sujeto ha

depositado en el tubo. Aproximadamente, se necesita 1mL de saliva para la

determinacion, los tubos de recogida de saliva admiten 5mL como méximo.

e Tiempo de recogida de la muestra. Se recogerd en minutos y segundos el tiempo

que el sujeto ha estado depositando la saliva en el tubo, estableciendo un tiempo
méaximo de 5 minutos. Si el tubo se llena antes de los 5 minutos, se anotara en la

base de datos el tiempo que ha tardado.
e Flujo salivar. Se calculara el flujo salivar para cada sujeto (mL/min).

e Tratamientos farmacoldgicos sistémicos.

e Variables ambientales. Las variables ambientales recogidas fueron la temperatura

(22°C) y la humedad (50%) que previamente establecimos dentro de la CAC.

e Fase del ciclo menstrual. A las mujeres se les preguntara por la fase en la que se

encuentran del ciclo menstrual para analizar posibles variaciones en los

biomarcadores salivares.

e Biomarcadores en la saliva.

4.8 Determinacioén de los biomarcadores de dolor en la saliva

El analisis de los biomarcadores se realiza mediante la técnica de Elisa tipo
Sandwich utilizando los kits especificos para cada biomarcador:

e Cortisol: Kit de inmunoensayo enzimatico DRG Salivary Cortisol ELISA.

e AAs: Kit de ensayo a-amilasa especialmente disefiada y validados para la

medicion de la actividad a-amilasa salival.
e IgAs en saliva: Técnica de inmunodifusion radial simple.

e Testosterona: Kit de inmunoensayo enzimatico DRG testosterone.
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e STNFaRII: Quantikine, Human sTNF RII/TNFRSF1B Immunoassay.

4.9 Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizo con el software: “Statistical Package for the Social
Sciences” (SPSS v.23 para Windows).

Se describen las variables cualitativas mediante frecuencias absolutas y relativas
(n,%) y para las variables cuantitativas se utiliza la media + desviacion tipica (DT),
mediana, desviacion estandar, intervalo de confianza del 95%, y el rango. La hipotesis

de normalidad se comprobo utilizando el contraste de Shapiro-Wilk.

Las variables que siguen una distribucion normal son el flujo de saliva, la cantidad de
saliva recogida, el cortisol y la testosterona, mientras que las que no siguen una
distribucion normal son la edad, el tiempo de la Gltima comida, el tiempo de recogida de
la saliva, la AAs y STNFaRIl (Anexo VII — Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk).

Para evaluar la existencia de sesgos y realizar el contraste de hipétesis y ver las
diferencias entre dos muestras pareadas se realizd T-Student en las muestras que
seguian una distribucién normal. En caso contrario, se utilizd su alternativa no

paramétrica para muestras relacionadas, el test de Wilcoxon.

Se realiza un analisis ANOVA para evaluar la reproducibilidad de los biomarcadores

y el gréafico de Bland-Altman para evaluar la concordancia entre las muestras de saliva.

Para todos los analisis efectuados, se establecio el nivel de significacion estadistica
de p<0,05.

4.10 Consideraciones ético-legales

El protocolo utilizado para realizar este estudio, asi como el consentimiento
informado han sido aprobados por la Comisién de Investigacion del IOBA (Anexo V) y
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid (Anexo VI).

Todos los participantes aceptaron participar de forma voluntaria y firmaron el
consentimiento informado (Anexo 1) previamente a su inclusion en el estudio y seran

tratados segun los principios de La Declaracion de Helsinki.
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El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
Diciembre de proteccion de datos de caracter personal. Se tomaron toda clase de
precauciones para resguardar la intimidad de la persona que participa en la investigacion
y la confidencialidad de su informacion y todos ellos recibieron informacion pertinente
a cerca del estudio. Los sujetos fueron informados de que podian retirar su

consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a represalias.
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5. RESULTADOS

Los resultados mostrados a continuacion serdn los resultados de todo el proyecto en
su totalidad, incluyendo los 8 sujetos del estudio anterior (27) y los 26 sujetos del

actual, siendo un total de 34 sujetos.

5.1 Resultados del tamafio muestral

Inicialmente se reclutd una muestra de 42 voluntarios (28 mujeres y 14 hombres),
posteriormente se descartaron en la primera visita dos mujeres por estar bajo tratamiento
con anticonceptivos hormonales y dos hombres por estar bajo tratamiento con
antihistaminicos. Cuatro sujetos fueron descartados en la segunda visita, uno por
incompatibilidad horaria, dos por padecer dolor y haber ingerido analgésicos en las 48
horas anteriores a la muestra y el Gltimo por padecer Ulceras bucales y dolor asociado,

por lo que la muestra final se redujo a 34 sujetos (Fig. 1).

2 Tratamiento
hormonal

2 Tratamiento

’ antihistaminicos
8 Excluidos p
42 Volunatrios . g ar?a?g(!eg{ c>(l)s
34 Incluidos . §
/ 1 Incompatibilidad
de horario

Y

Figura 1. Tamafio muestral

Dos sujetos estaban bajo tratamiento sistémico con levotiroxina (Eutirox®), otro bajo
tratamiento con &cido acetil-salicilico (Adiro®), otro con mesalazina (Claversal®) y
otro con hierro (Tardyferon®). Después de revisar la bibliografia pertinente sobre estos
medicamentos, se considero que era poco probable que estos medicamentos influyesen
en los resultados de los biomarcadores en saliva, por lo que no se excluyeron del estudio

las muestras de saliva de estos voluntarios.
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La distribucion entre ambos sexos (Fig. 2) es bastante homogénea, siendo

ligeramente mayor el nimero de mujeres (58,83%) que el de hombres (41,17%). La
edad media es de 35,44+3,57 afios dentro del rango establecido previamente (rango 30-

40); una mediana y un RIQ de 36(32-39) (Fig. 2).

40,00

33,00

36,00

N® pacientes
EDAD

34,004

B 32,00

30,00

HOMERE MUlER
SEXO0

Figura 2. Distribucion de la muestra en funcion del sexo y la edad

Si consideramos tres fases menstruales; fase folicular (dia 1-14), fase lutea (dia 15-

28) y fase hemorragica, los resultados obtenidos muestran que de las 22 voluntarias del

sexo femenino incluidas en el estudio, 9 se encontraban en la fase folicular, 10 en la fase

lutea y 1 persona no contesto a la pregunta (Fig. 3).

Fases ciclo menstrual

M Fase folicular
[ Fase IGtea

M Fase hemorragica

Figura 3. Distribucion de las mujeres segun
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5.2 Condiciones de las visitas

Las muestras fueron recogidas durante los meses de mayo de 2017, enero y febrero
de 2018. Ambas visitas se realizaron entre las 10:00 y las 10:30 horas de la mafiana y
tras haber permanecido durante 30 minutos en una cAmara de ambiente controlado en
condiciones estandar de temperatura y humedad (temperatura de 22°C y 50% de
humedad).

El tiempo transcurrido entre la toma de las dos muestras fue de 24 horas como
minimo y 1 semana como méximo. El tiempo medio transcurrido desde la ultima
comida hasta el momento justo antes de la toma de la muestra fue de 179,58 minutos
(rango 60-750) en la primera visita y de 227,23 minutos (rango 92-783) en la segunda

visita.

El tiempo medio de recoleccion de la primera muestra de saliva fue de 280,41+42,79
segundos con un rango de 130-300 mientras que el tiempo medio en la segunda visita
fue de 288,17+24,52 segundos con un rango de 216-300. No existieron diferencias

significativas entre el tiempo de recoleccion de ambas visitas (p=0,230).

El flujo medio de la primera visita fue de 0.55+£0.28 mL/min con un rango de 0.1-
1.14 y en la segunda de 0.58+0.24 mL/min con un rango de 0.18-1.16. No existieron

diferencias significativas entre el flujo de la primera y segunda muestra (p=0,347).

5.3 Resultados de los biomarcadores

La concentracion del cortisol fue significativamente mayor en la primera visita
(7,79+2,06 pg/dL) respecto a la segunda visita (7,11+1,70 ng/dL) (p=<0,035). Lo
contrario sucede con la AAS, siendo la concentracion de la primera visita menor
(42,74+£32,17 U/mL) con respecto a la de la segunda visita (61,15+42,72 U/mL)
(p=<0,001)

Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre los valores de testosterona
(p=0,250) y sTNFaRII (p=0,638) entre ambas tomas (Tabla 1) (Fig. 4).

Debido a un error en el kit de analisis de la IgAs (técnica de inmunodifusion radial
simple) no se ha podido analizar su concentracion en las muestras de saliva, aunque si

que se realizara en un futuro.
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Tabla 1. Diferencias de concentraciones de los biomarcadores de dolor en saliva entre ambas muestras

BIOM. MUESTRA 1 MUESTRA 2
CONC. MEDIANA 1C 95% CONC. MEDIANA 1C 95% P
RI RI
X+DT [RIC] X+DT [RIC]
CORTISOL 7,79+2,06 7,84(6,11-4,41) 7,07- 7,11+1,70 6,68(6,00- 6,52- 0,035
8,51 8,54) 7,70
AAs 42,76+32,17 34,56(24,37- 31,54- 61,15+42,72 55,57(38,18- 46,24- | <0,001
53,73) 53,99 67,74) 76,06
TEST. 112,17+455,43 111,85(70,22- 92,83- 104,62+61,37 | 91,59(58,13- 83,21- 0,250
143,75) 131,51 146,65) 126,03
sTNFaRNII | 106,28+139,35 | 65,25(16,64- 57,65- | 105,19+136,43 | 55,30(16,94- 57,59- 0,638
122,18) 154,90 131,69) 152,80

Biom: Biomarcador; Conc: Concentracion; IC: Intervalo de confianza; Test: Testosterona.
n = 34 para cada biomarcador. Unidades de medida: cortisol, pg / dL; sAA, a-amilasa, U / ml; testosterona, ng / mL; sTNFaRI]I,
Factor de Necrosis Tumoral Soluble — Receptor alfa Il , pg / ml.
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Figura 4. Concentracion de los biomarcadores analizados de dolor en saliva en ambas muestras
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Se calculo el Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCI) para valorar la fiabilidad a
través de la comparacion del acuerdo/desacuerdo producido en diferentes mediciones.
La repetibilidad es una medida estadistica de la consistencia entre medidas repetidas de

un mismo caracter en un mismo individuo (Tabla 2).

Para el cortisol se obtuvo un CCI (r=0,169) testosterona (r=0,603) AAs (r=0,42) y
sTNFaRII (r=0,987).

Tabla 2. Coeficiente de Correlacion Intraclase para cada biomarcador

BIOMARCADORES CcCl Grado de repetibilidad
CORTISOL 0,169 Insignificante
AAs 0,420 Débil
TESTOSTERONA 0,603 Moderado

STNAaRII 0,987 Fuerte

n = 34 para cada biomarcador. Unidades de medida: cortisol, pg / dL; sAA, a-amilasa, U / ml; testosterona, ng / mL; sTNFaRII,
Factor de Necrosis Tumoral Soluble — Receptor alfa Il , pg / ml.
Grado de repetibilidad: 0-0,1: Insignificante; 0,2-0,4: Débil; 0,5-0,7: Moderado; 0,8-1,0: Fuerte.

5.4 Analisis de Bland-Altman

Se realizaron gréaficos de Bland-Altman para estudiar el grado de concordancia o de
acuerdo entre las muestras salivares. Muestra la concordancia entre la diferencia de las
concentraciones de las dos muestras (concentracion de la 22 muestra menos la
concentracion de la 12 muestra) lo que se muestra en el eje de las ordenadas y la media

de las dos concentraciones por cada individuo, expresada en el eje de las abscisas.

El diagrama de dispersion (Fig. 5) muestra que la media de las dos tomas de cada
biomarcador se encuentra proxima a 0 por lo que significa que en ambas recogidas se

han encontrado valores similares.

Observamos que en el caso de la testosterona, la AAs y el sSTNFaRII, los datos en
torno a la linea de la diferencia de la media se dispersan conforme el valor de la media
de ambas técnicas aumenta. El diagrama de dispersion del cortisol muestra que la

diferencia entre las concentraciones de ambos dias es independiente de la media.
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6. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como proposito identificar como los biomarcadores de dolor
en la saliva se ven afectados por factores ambientales y como el control de dichos
factores bajo una camara de ambiente controlado puede mejorar la reproductibilidad de

sus concentraciones.

Para realizar comparaciones validas con otros estudios de evidencia cientifica hemos
de tener en cuenta los factores de inclusion y exclusion, que el fluido utilizado para
obtener resultados sea la saliva y la forma de analizar los diferentes biomarcadores. Por
otro lado, el suefio y el estres individual son variables que no se han valorado en éste
estudio y pueden haber influido en las concentraciones de los biomarcadores. Sin
embargo, hemos tratado de minimizar su impacto limitando el rango de edad,
eliminando personas con trastornos médicos graves, asi como personas con psicoterapia

y hemos intentado disminuir la influencia de la respuesta al despertar.

Un estudio reciente en el que analizan el cortisol y la AAs en pacientes sometidos a
ejercicio fisico de diferente intensidad confirman que estas sustancias en saliva siguen
las variaciones circardianas, dato que afianza el que en nuestro estudio se fuese muy
cuidadoso en tomar todas las muestras a la misma hora (29). Ademas, en otro estudio
publicado en el afio 2011, se analizé el cortisol sérico y salivar de 80 sujetos sanos. Se
demostro que el cortisol sérico (15,8+5,1 pg/dL) tiene una concordancia con los niveles
de cortisol medido en saliva (5,79+£3,08 pg/dL). EI CCI fue de r=0,7 (grado de
repetibilidad moderado), lo que explica el andlisis de cortisol en la saliva como método
no invasivo. En éste estudio se recogio la saliva mediante un dispositivo de algodén que
la persona mastica durante 45 segundos y posteriormente es centrifugado, obteniendo
asi una cantidad de saliva de 0,5 mL (30). Ademas muestra una concentracion media de
cortisol en saliva similar a la de nuestro estudio (7,79£2,06 ug/dL en la primera muestra
y 7,11+1,70 pg/dL en la segunda muestra).

El estudio de Nater, M et al. (2006) (31) analiza las concentraciones de AAs y
cortisol en 30 sujetos sanos antes y después de ser sometidos a una prueba de estrés
psicosocial. Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de AAs y
cortisol salivar entre las muestras recogidas antes y después de ser sometidos a estrés.
En éste estudio se demuestra que la AAs es sensible al estés, por lo que parece ser un

parametro util para su medicion. En nuestro estudio, al contrario, la AAs mostré un
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nivel de repetibilidad débil (r=0,420), por lo que no estaria indicado como un buen

biomarcador de dolor.

En el estudio publicado por Gooding, BR et al. (2012) (22), se tomaron muestras de
saliva a 46 sujetos sanos bajo tres situaciones estresantes y una situaciéon normal y se
analizaron el cortisol y el sTNFaRIIl. Los criterios de exclusion e inclusion eran
similares a los de nuestro estudio, aunque las muestras fueron tomadas entre las 16:00 y
las 19:00 horas de la tarde. Los valores basales medios para el cortisol no fueron
estadisticamente diferentes en las cuatro modalidades (F(3,42)=1,64, p=0,19). La
ausencia de diferencias estadisticas entre el cortisol basal en las cuatro modalidades
sugiere que los participantes tenian niveles equivalentes de cortisol antes del inicio de
cada modalidad de estimulo. Por el contrario, los valores basales medios para sTNFoRII
fueron estadisticamente diferentes (F(3,42)=3.15, p=0.03). Como conclusion se obtiene
una relacién positiva del cortisol con el dolor, ya que muestra como aumenta al someter
a los individuos a situaciones dolorosas experimentales y, al cesar estas actividades
disminuye y una negativa con el STNFaRII, ya que hay variaciones menos claras que no
siguen un patrén constante, aunque su concentracién disminuye desde el inicio en
relacién con las modalidades dolorosas experimentadas. Muestra diferencias con el p-
valor de nuestro estudio, mientras que para el cortisol obtenemos diferencias
significativas (p=0,035), para sTNFaRII no hay diferencias significativas (p=0,638), al
contrario que en el estudio nombrado (p=0,19) y (p=0,03) respectivamente (22).

Los resultados del estudio de Sobas, EM et al. (2016) (15) a 34 sujetos sanos sin
estar sometidos a condiciones de ambiente controlado, en el que se analizaron los
mismos biomarcadores que en el presente estudio, mostraron que solo la IgAs (r=0,879)
y la sTNFaRIl (r=0,828) presentan niveles aceptables de repetibilidad. Ademas la
variabilidad inter-sesion es relativamente uniforme para la IgAs y para la STNFaRlI.

Este estudio fue realizado con los mismos criterios de inclusion y en las mismas horas.

Comparando los resultados de las concentraciones de ambos estudios (Tabla 3),
podemos afirmar que existen grandes diferencias en las concentraciones de cortisol y
testosterona, y menores en las de AAs y sTNFaRIIl. En cuanto al p-valor hay grandes
variaciones, ya que en el estudio publicado en el afio 2016, los sujetos sin estar
sometidos a condiciones de ambiente controlado presentaban valores significativos de

testosterona (p=<0,001), siendo el resto de los biomarcadores no significativos (15). En
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cambio, en el estudio actual obtenemos valores significativos del cortisol (p=0,035) y de

la AAs (p<0,001).

Tabla 3. Comparacion de valores obtenidos en el estudio del afio 2016 (15) sin estar sometidos a condiciones de
ambiente controlado con este estudio

Estudio 1 Estudio 2
BIOM. Muestra 1 Muestra 2 Muestra 1 Muestra 2
CONC. IC 95% CONC. IC 93% p CONC. IC 93% CONC. IC 93% r
®#=DT *=DT *=DT #=DT
CORTISOL | 1.20+0.91 0.89- 1.15=1.14 0,73 | 0,721 7,79£206 | 7078531 711170 |6,52-7,70| 0,033
1,32 1,34

AAs 531321027 | 4641— |4700=2028 | 3992 | 0,109 | 42.76=32,17 | 31.54- | 61.15=42.72 | 4624- | <0001

59,86 5407 53.99 76.06

TEST. |39.51+3393| 28.07- |223842182| 1477 |<0001| 112,175543 | 92.83- | 1046226137 8321- | 0250
51,73 30,00 13151 126.03

sTNFoRIT | 794626624 | 3634— | 757746410 | 5338 | 0.565 | 106.28=13935 | 37.65- | 1051913643 | 57.59- | 0.638
102,57 98.16 154,90 152,80

Estudio 1: Sobas EM; Estudio 2: Ruano P; Biom: Biomarcador; Conc: Concentracion; IC: Intervalo de confianza; Test:
Testosterona.

n = 34 para cada biomarcador. Unidades de medida: cortisol, pg / dL; SAA, a-amilasa, U / ml; testosterona, ng / mL; sTNFoRII,
fraccion soluble del receptor II del factor de necrosis tumoral o, pg / ml.

Es interesante comparar el CCl de ambos estudios ya que muestra la repetibilidad de
cada uno de los biomarcadores (Tabla 4). En el estudio realizado en el afio 2016, AAs
tuvo los valores de repetibilidad mas bajos entre todos los biomarcadores, por el
contrario IgAs y sSTNAaRII tuvieron los valores de CCl més altos (15). En éste estudio
sTNAaRII es el biomarcador que mas repetibilidad presenta, mientras que el cortisol es
el que menos.

Tabla 4. Comparacion de repetibilidad de los biomarcadores en saliva en sujetos sanos bajo condiciones de

ambiente controlado con el estudio publicado en el afio 2016 (15).

Estudio 1 Estudio 2
BIOMARCADORES CCI(n) Grado de repetibilidad CCI () Grado de repetibilidad
CORTISOL 0,526 Moderado 0,169 Insignificante
AAs 0,003 Insignificante 0,420 Débil
TESTOSTERONA 0,412 Débil 0,603 Moderado
STNAaRII 0,828 Fuerte 0,987 Fuerte

Estudio 1: Sobas, EM; Estudio 2: Ruano, P.

n = 34 para cada biomarcador. Unidades de medida: cortisol, pg / dL; sAA, a-amilasa, U / ml; testosterona, ng / mL; sTNFaRII,
Factor de Necrosis Tumoral Soluble — Receptor alfa Il , pg / ml.

Grado de repetibilidad: 0-0,1: Insignificante; 0,2-0,4: Débil; 0,5-0,7: Moderado; 0,8-1,0: Fuerte.
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7. LIMITACIONES Y FORTALEZAS

7.1 Limitaciones

La primera limitacion que encontramos es el tiempo, puesto que es un Trabajo de Fin

de Grado, el tiempo del que he dispuesto para realzar el estudio es relativamente corto.

Otra limitacion importante que ha complicado el reclutamiento de pacientes ha sido
el rango de edad establecido (30-40 afios), tratandose de personas jovenes la mayoria
tenian obligaciones que les hacia imposible realizar el estudio, negandose muchas

personas a participar.

7.2 Fortalezas

La principal fortaleza de éste estudio de investigacion ha sido poder formar parte de
un equipo multidisciplinar y especializado que ha facilitado el desarrollo adecuado del

proyecto.

Se aflade como fortaleza el gran deseo de superacion de todo el equipo de
investigacién que ha participado en el proyecto, la comunicacién con el equipo a la hora
de planificar y gestionar y la disposicion de herramientas necesarias para realizar la

investigacion y el analisis de los resultados.

Otra fortaleza presente es la disposicion y el uso de la CAC, ya que solo hay 5 en el
mundo Y, gracias a ella, hemos podido realizar éste estudio controlando la temperatura y
la humedad, para asi evaluar el comportamiento de los biomarcadores bajo condiciones

ambientales conocidas.

Por ultimo, he aprendido y consolidado mis conocimientos sobre estadistica y
técnicas de laboratorio
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8. APLICACION A LA PRACTICA CLINICA

En la actualidad existen varias escalas subjetivas para evaluar el nivel de dolor pero
ninguno de ellos esta completamente libre de problemas, por lo que existe la necesidad
de desarrollar nuevos modelos clinicos objetivos para investigar de forma maés eficaz el
manejo del dolor después de la cirugia y el efecto de los tratamientos preventivos o de

protocolos analgésicos que se van desarrollando.

Los biomarcadores en saliva, ademas, podrian ser usados para testar nuevos farmacos
o0 dosis diferentes de farmacos ya existentes, ya que el dolor suele ser tratado de forma

inadecuada con los analgésicos actuales.

Encontrar biomarcadores del dolor seria un gran avance. Nos permitiria conocer el
dolor de personas que no pueden expresarse como pacientes pediatricos, 0 personas con
alteraciones neuroldgicas (por ejemplo en coma), ya que hasta ahora solo podemos usar

las escalas subjetivas, que no son Utiles en este tipo de pacientes.

Si se consiguiese, en un futuro podria existir un dispositivo cuya funcion sea la de
medir el dolor a través de la saliva, un método poco invasivo para los pacientes, lo que
supondria un cambio, ya que se controlaria mejor el dolor, reduciria la toma de
analgesia y ademas supondria una descarga de trabajo para la enfermera tanto de

atencion primaria como especializada.
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9. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

En el estudio realizado a 34 sujetos sanos sin ser sometido a condiciones de ambiente
controlado los biomarcadores relacionados con el dolor con mayor reproducibilidad
fueron IgAs y sTNFaRII., en este estudio se analizaron también el cortisol, testosterona
y la AAs para corroborar los niveles bajo ambiente controlado y establecer

comparaciones.

Seria util realizar estudios sobre repetibilidad de los biomarcadores del dolor en
pacientes que se encuentren en el postquirtrgico de una operacion y en pacientes con
dolor crénico para estudiar las relaciones existentes entre los datos subjetivos
proporcionados por los pacientes a través de las escalas subjetivas y los datos
“objetivos” a partir de los biomarcadores de dolor. Estos datos servirian para evaluar la

eficacia de las escalas subjetivas existentes.

Ademaés seria interesante comparar los resultados de los sujetos sanos con los
biomarcadores de los sujetos con dolor, al igual que realizar un estudio sobre la
reproducibilidad de los biomarcadores en sujetos con dolor bajo condiciones de

ambiente controlado.

Por dltimo se podria investigar si las modificaciones de temperatura y humedad
pudieran actuar como agente estresante de los biomarcadores tras la aparicion del dolor,
para ello seria de interés disefiar un estudio en el que se sometiera a sujetos sanos y a
otros con dolor asociado a diferentes y variadas temperaturas y condiciones de humedad

para analizar las variaciones existentes.
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10. CONCLUSIONES

1. ElIsTNFaRII y la testosterona muestran una buena reproducibilidad.

2. Los factores ambientales como la temperatura y la humedad afectan a la
reproducibilidad de los diferentes biomarcadores analizados, ya que se observan

variaciones respecto al estudio previo sin condiciones ambientales controladas.

e La reproducibilidad de los biomarcadores: STNFaRII, AAS y testosterona ha

mejorado bajo condiciones ambientales controladas (22°C y 50%H).
e Sin embargo, la reproducibilidad del cortisol se ha visto disminuida.

3. El sTNFoRIl muestra una variacion inter-sesibn minima, con un grado de
repetibilidad fuerte, por lo que puede ser considerada un buen biomarcador. La
testosterona muestra un grado de reproducibilidad moderado y por el contrario, el
cortisol y la AAs muestran un grado insignificante y débil respectivamente.

4. Existen estudios que han demostrado (sin controlar las condiciones ambientales) una
gran variabilidad inter-sesion de la testosterona. ES necesario realizar mayores

investigaciones sobre este biomarcador para poder establecer conclusiones firmes.
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12. ANEXOS

Anexo | — Consentimiento informado

Consentimiento informado para el estudio de repetitividad de determinaciones
bioquimicas en saliva en voluntarios sanos relacionadas con el dolor agudo,

neuropatico y postquirargico.

Caodigo del Estudio:

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

............................................................................................ (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas
en la hoja de informacion.

- Para cumplir con lo establecido en el Real Decreto 1716/2011, del 18 de noviembre,
por el que se establecen los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de
muestras biologicas de origen humano, esta previsto que las muestras se destruyan a los

tres meses de finalizar el proyecto.

SIO NOO

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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Recomendaciones para la recogida de la muestra de saliva

El paciente no debe comer, beber, (todo menos agua), tomar chicles o lavarse los

dientes al menos una hora antes de la recogida de la muestra.
El consumo de cafeina aguda se debe evitar una hora antes de la extraccion.
El ejercicio se debe evitar antes de la participacion en el estudio.

Justo antes de la toma de saliva se realizara un enjuague con agua limpia durante 5
minutos para evitar la contaminacion de la saliva con restos de alimentos y la

activacion del flujo salivar.

El paciente tienen que tragar toda la saliva de la boca antes de empezar la recogida

de la muestra.

El paciente debe depositar en el tubo de forma intermitente toda la saliva que fuese
acumulando durante un periodo de 5 minutos. Aproximadamente, se necesita 1 ml

de saliva para la determinacion. Se recogeran 4-5 ml de saliva en cada tubo.

Es importante aclarar que en este método de recoleccion no puede existir
estimulacién intencionada de la saliva, como pueden ser estimulos gustativos como

el &cido citrico o estimulos mecéanicos.

No se recogeran muestras cuando hay enfermedades bucales, inflamacién o lesiones
de la boca. Si existiera una contaminacion por sangre visible en la muestra del
paciente, ésta debera ser descartada, se esperara 10 minutos y se recogera una nueva

muestra.
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Anexo Il — Hoja de informacion al paciente

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: “Diferencias inter-individuales y variabilidad intersesion de
potenciales biomarcadores de dolor en saliva de sujetos sanos bajo condiciones de ambiente

controlado"
CODIGO DEL PROMOTOR:

PROMOTOR: Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de
Valladolid

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Eva Maria Sobas Abad.

CENTRO: Instituto de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA) de la Universidad de
Valladolid

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente y la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios, de acuerdo a la legislacion vigente, el Real Decreto 223/2004, de 6 de
febrero, por el que se regulan los ensayos clinicos.

Para cumplir con lo establecido en el Real Decreto 1716/2011, del 18 de noviembre, por
el que se establecen los requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de muestras
biolégicas de origen humano, esta previsto que las muestras se destruyan a los tres
meses de finalizar el proyecto.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir
después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere

oportuno.
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PARTICIPACION VOLUNTARIA
Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no

participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El objetivo de este estudio es analizar la repetitividad interindividual del cortisol, la alfa
amilasa secretora, la inmunoglobulina A, la testosterona y el factor soluble del receptor
2 del TNFa a través de la saliva.

Para ello, a 34 sujetos sanos entre 30 y 40 afios, después de haber permanecido durante
30 minutos en una camara de ambiente controlado, situada en el IOBA, se les tomaran
dos muestras de saliva en un intervalo minimo de un dia entre toma y toma. La
obtencion de esta muestra no supondrd ningln riesgo para el sujeto puesto que no se
trata de una técnica invasiva. Consiste en recoger la saliva durante cinco minutos en
unos tubos especificos mediante la técnica pasiva denominada “de babeo”.
BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

En la actualidad hay un especial interés por la forma de medir el dolor y por establecer
qué tipo de escalas pueden ser mas eficaces.

Hay varias escalas y métodos subjetivos para evaluar el dolor pero ninguno de ellos esta
completamente libre de problemas. Entre las mas utilizadas se encuentran las Escalas
Analdgicas Visuales (EVA) y las Escalas de Calificacion Numéricas del Dolor (NRS).
No obstante, existe la necesidad de desarrollar nuevos modelos clinicos objetivos para
investigar de forma mas eficaz el manejo del dolor después de la cirugia y el efecto de
los tratamientos preventivos o de protocolos analgésicos que se van desarrollando.

Con este estudio se pretende comprobar la repetitividad interindividual del anélisis de
los marcadores citados anteriormente en la saliva para luego poder probar la validez de
estos biomarcadores como un modelo clinico de dolor en la cirugia refractiva corneal,
que es la que se usa para corregir la miopia, la hipermetropia, el astigmatismo y la

presbicia.
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CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.
Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y solo su
médico del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted. Por lo tanto,

su identidad no sera revelada a persona alguna.

El paciente firmara dos copias del consentimiento de las cuales, una copia sera para el

participante y otra copia sera para el investigador.

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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en salud reproductiva, general y visual

Evaluacion de la paciente — Anamnesis en la historia clinica

en salud reproductiva, general y visual

Nombre: Fecha de nacimiento:

Fecha actual:

Preguntas sobre periodo fértil:

*Si no esté en periodo de gestacion pase a la pregunta N° 3.

o > w N

¢ Esta embarazada?
¢ Esté en periodo de lactancia?
¢ Cuénto tiempo aproximado le duran sus ciclos menstruales?
¢Sus ciclos son regulares?
¢Se encuentra en este momento con el periodo?
Si es asi, ¢A qué dia del periodo pertenece?
Si no es asi, ¢Sabria decirme en qué dia del ciclo se encuentra?
71 Antes del periodo de ovulacion (dia 14)
1 Después del periodo de ovulacion
¢Siente dolores en su periodo?

¢ Esté bajo tratamiento hormonal?

Si es asi, ¢Cual de los siguientes es?

Pastillas anticonceptivas

Parche

Anillo

Inyeccion de progestina trimestral
Dispositivo intrauterino (DIU)

I I B o

Preguntas sobre salud general:

8.

¢ Tiene alguna enfermedad de caracter autoinmune?

[ Uveitis
"1 Enfermedad de Sjogren
(] Psoriasis
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Anemia autoinmune
Artritis reumatoide
Asma

Celiaquia

Diabetes Tipo 1
Enfermedad de Crohn

N O O B 0 R O

9. ¢Estd tomando alguna medicacion actualmente?

10. ¢ Tiene algun dolor asociado a patologias?

Preguntas sobre salud visual:

11. ¢ Ha sido intervenida de cirugia ocular en menos de 12 meses?

12. ¢ Esta tomando algun tipo de tratamiento o medicacion ocular?
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Anexo V — Informe de aprobacion de la Comision de Investigacion Clinica
del IOBA

& ioba

Universidad deValladolid e e Ab L]

COMISION DE INVESTIGACION

Dfia. MP Paz Garcia Garcia como Secretaria de la Comision de Investigacion del
Instituto

Universitario de Oftalmobiclogia Aplicada (I0BA) de la Universidad de Valladolid,
CERTIFICA

Que el proyects de TFM “Valorar las diferencias inter-individuales y la variabilidad
intersesion de potenciales biomarcadores de dolor en sujetos sanos bajo
condiciones de ambiente controlado™ de la alumna Andrea Giaguintana Aranda con
numers de registro: 00372017, ha sido revisado en la dltima reunion de la Comision de

Investigacion de 9 de marzo de 2017.
Y para que asi conste expido el presente certificado.

En Walladolid, a 14 de marzo de 2017

Fdo.: NP Paz Garcia Garcia

Secretaria de la Comision de Investigacion

Edificio W3BA - Campus Migwsl Delipes - Paseo de Belen, 17 - 47011 Valledohd -
W inDa.es
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Anexo VI — Informe de aprobacion del Comité Etico de Investigacion

Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid

ns sacyl ¢
COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

.iH'.E.l. DE SALUD VALLADDLID = ESTE {EEIC*‘HA-ES'I'E*HELI‘H]
Valladolid a 23 de marzo de 2017

En la reunibn del CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID - ESTE del 23 de marzo de 2017, se
procedib a la evaluacidn de los aspectos éticos del siguiente proyedto de investigacidn,

DIFERENCIAS INTER-INDIVIDUALES Y IP: ROBERTO REINGSO
17-607 | VARIABILIDAD INTERSESION DE OTROS INVESTIGADORES
POTENCIALES BIOMARCADORES DE EN 108A: ANDREA
— DOLOR EN SALIVA DE SUJETOS SANOS GIAQUINTANA, EDUARDO
BAJD CONDICIONES DE AMBIENTE TAMAYQ, EVA MARTA SOBAS
- CONTROLADO ABAD:.
HOUV PoRA
RECISIDO: 08-03-2017

A continuacidn les sefialo Ios scuerdes tomados por el CEIC AREA DE SALUD VALLADOLID -
ESTE en relacidn a dicho Proyecto de Investigaciin:

Considerando gue & Proyecto conternpla los Convenios v Normmas establecidos en la legislacidn
egpaiiola en el dmbito de la irvestigacion biemédica, la proteccién de datos de caracter
personal y la bioética, s hace constar & informe favorable v 12 aceptacién del Comité Etico
de Investigacién Clinica del Area de Salud Valladolid Este para gue sea llevado a efecto dicho

Provecto de Investigacidn,

Un cordial saludda.

Dr. F. Javier Alvarez.
CEIC Area de Salud Valladolid Este - Hospital Clinico
Universitario de Valladolid. Farmacologia

Facultad de Medicina, Universidad de Valladolid, </
Ramon vy Cajal 7, 47005 Valladolid
alvarez@med.uva.es, jalvarezgo@saludcastillayleon.es

tel.: 983 423077
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Anexo VII — Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad

Anexos

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
EDAD ,150 34 ,049 ,890 34 ,003
TIEMPOULTIMACOMIDA_V1 ,296 34 ,000 ,570 34 ,000
TIEMPO_V1 471 34 ,000 ,529 34 ,000
CANTIDAD_V1 ,107 34 200" ,966 34 ,369
FLUJO_V1 111 34 ,200° ,961 34 ,264
CORTISOL_V1 ,136 34 ,113 ,963 34 ,293
TESTOST_V1 ,076 34 ,200* ,961 34 ,257
ALFAAMILAS_V1 ,173 34 ,011 197 34 ,000
TNF_V1 ,229 34 ,000 ,708 34 ,000
TIEMPOULTIMACOMIDA_V2 ,333 34 ,000 ,585 34 ,000
TIEMPO_V2 479 34 ,000 ,532 34 ,000
CANTIDAD_V2 , 144 34 ,072 ,951 34 ,130
FLUJO_V2 ,087 34 ,200* ,973 34 ,537
CORTISOL_V2 ,120 34 200" ,976 34 ,659
TESTOST_V2 ,116 34 ,200* ,914 34 ,011
ALFAAMILAS_V2 ,256 34 ,000 179 34 ,000
TNFE V2 241 34 ,000 717 34 ,000

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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