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CONSIDERACIONES ETICO-LEGALES

En proyecto “Validacion de biomarcadores de estrés cronico en saliva, lagrima y
pelo, en pacientes con distrofias de la retina, fundamentalmente retinitis pigmentosa”
PI-GR-18- 938, dentro del que se engloba este trabajo, cuenta con la aprobacion del
comité ético de investigacion clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario de

Valladolid y la aprobacién de la comision de investigacion del IOBA. ANEXO IllI.
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RESUMEN

Introduccion: La Retinosis Pigmentaria (RP) es un conjunto de degeneraciones
retinianas hereditarias que afecta mayoritariamente a los bastones y que
produciendo una pérdida progresiva del campo visual (CV) periférico. Debido a su
enfermedad, los pacientes de RP suelen tener estrés cronico. El estrés se ha visto
gue puede influir en la evolucion de las enfermedades ademas de disminuir la
calidad de vida de los pacientes. Ademas, se ha propuesto el uso de biomarcadores
en saliva para la evaluacion de procesos como el estrés o el dolor de una manera

objetiva, siendo uno de estos biomarcadores la alfa amilasa salival (AAS).

Objetivo: Evaluar la relacion del estrés cronico percibido por pacientes de RP

con sus valores de AAs y su funcion visual.

Metodologia: Para el desarrollo de esta investigacion se llevé a cabo un estudio
de tipo observacional con grupo control. Se tom6 un grupo de pacientes de RP a los
que, a lo largo de dos visitas, se les administré6 una serie de cuestionarios de
ansiedad, se les tomaron muestras de saliva y se les evalud la funcion visual. Se
clasifico a los pacientes en categorias de severidad. Se analizo la relacion del estrés
subjetivo con las categorias de RP y los valores de AAs. Los valores de AAs de los

pacientes se compararon con un control de sujetos sanos.

Resultados: Segun los cuestionarios, un alto porcentaje de los pacientes
presentaron ansiedad en grado alto o severo: STAI-S1 57.6%; STAI-T 64.1%;
STAI-S2 97.5% La ansiedad en grado leve en el cuestionario STAI-Trait, fue un
factor de riesgo para la RP severa, con una Odds Ratio=21.93; 1C=(2.3417,
205.2561). EI ANOVA indicé diferencias significativas entre las concentraciones de
AAs en el grupo de RP leve-moderado y el control (p=0,0300) y entre el grupo de
RP severay el control (p=0,0108).

Conclusiones: El grupo de RP presento niveles elevados de estrés y mayores
concentraciones de AAs que el grupo control. No se observaron diferencias en el
estrés o la AAs en funcién del grado de severidad de RP. Tampoco se observo

relacion entre los grados de ansiedad y las concentraciones de AAs.
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ABREVIATURAS

AAs: Alfa Amilasa Salival

ACLARP: Asociacion Castellano Leonesa de Afectados por Retinosis Pigmentaria
AV: Agudeza Visual

AVCC: Agudeza visual con correccion

CV: Campo Visual

DM: Desviacion media/ defecto Medio

ETDRS: Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
IC: Intervalo de Confianza

IOBA: Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada
K-S: Kolmogorov-Smirnov

NHC: Namero de Historia Clinica

OCT: Tomografia de Coherencia Optica

OR: Odds ratio

RP: Retinosis pigmentosa

STAI: State-Trait Anxiety Inventory

STAI-S: State-Trait Anxiety Inventory-State

STAI-S1: State-Trait Anxiety Inventory Visita 1
STAI-T: State-Trait Anxiety Inventory-Trait

STAI-S2: State-Trait Anxiety Inventory Visita 2

S-W: Shapiro-Wilk

VAR: Visual Acuity Rating
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I. INTRODUCCION

La retinosis pigmentaria (RP) es comunmente definida como un grupo
heterogéneo de degeneraciones retinianas hereditarias, que por lo general afectan
en mayor medida a los bastones y conforme avanza la enfermedad también a los
conos (1). Entre las patologias de retina se encuentran las denominadas distrofias
retinianas, siendo la RP una de las mas comunes, con una prevalencia de 1:5.000
(1,2) o de entre 1:3.500 a 1:4.000 segun otras fuentes (3). En Espafia se estima que
existen mas de 20.000 casos (4).

Esta enfermedad se caracteriza por cambios en el fondo de o0jo y una
sintomatologia variable. El patrén clasico de fondo de ojo se presenta con grumos
pigmentarios de color oscuro denominados espiculas 6seas, generalmente en el
area de la retina intermedia y en zonas perivenosas (1). También es frecuente (con
una incidencia del 10% al 50%) la presencia de edema macular cistoide, consistente
en la presencia de liquido en la macula debido a un fallo en la homeostasis de la
barrera hemato-retiniana. Esto causa un engrosamiento de la misma, que trae como
consecuencia vision borrosa o disminuida (1, 5, 6). Pueden existir también
alteraciones de los vasos retinianos, dispersion de pigmento en zonas ecuatoriales y

gliosis del nervio 6ptico (1).

Los sintomas mas comunes son la nictalopia (frecuentemente el primero en
aparecer), la dificultad de adaptacidon a la oscuridad, la perdida de sensibilidad al
contraste, la discromatopsia y la degeneracion del campo visual (CV) en forma de
vision en tunel. Esta pérdida progresiva del CV periférico es uno de los sintomas
mas caracteristicos de la RP, y se debe a que se afecta principalmente la zona
periférica de la retina, estos pacientes pueden no tener una agudeza visual (AV)
muy disminuida pero aun asi tener una notable limitacion de la funcion visual. Puede
afectarse la vision central, en mayor o menor medida en cada caso, pero es

frecuente que suceda ya en estadios avanzados de la enfermedad (1-3, 7).

Esta patologia se produce por la presencia de alguna mutacion en uno o varios

de los genes responsables de la estructura y funcion de los fotorrecepores de la
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retina. Estas mutaciones causan una variacion en la formacion de las proteinas de
los fotorreceptores haciendo que estas estén ausentes, no realicen correctamente

su funcion o causen un dafio al fotorreceptor (1, 3, 8).

Actualmente la RP es una enfermedad para la que no existe tratamiento, salvo el
sintomético como puede ser el uso de medidas que ayuden a suplir la pérdida de
vision. Algunas investigaciones (la mayoria en modelos animales) trabajan en
tratamientos de terapia génica alterando las mutaciones existentes a fin de eliminar
la enfermedad. Recientemente se ha comercializado un tratamiento sustitutivo para

la amaurosis congénita de Leber debida a una mutacién en el gen RPEG5 (9).

Debido a su cronicidad y a los efectos que tiene sobre sus vidas la RP, los
pacientes de esta patologia frecuentemente presentan un estrés cronico que les
afecta en su dia a dia (10). El estrés cronico es el proceso en el cual se presenta
una situacion de estrés psicolégico mantenida en el tiempo, siendo siempre un
proceso negativo para el individuo (11). Pequefias dosis de estrés pueden llegar a
ser estimulantes, sin embargo demasiado estrés causa fatiga psicologica (11).
Ademas de estar relacionado con multiples problemas psicosociales (como la
depresion), el estrés crénico también afecta a la salud organica del individuo (12,
13).

Un método empleado para valorar el estrés de pacientes y sujetos en estudios
es el cuestionario State-Trait Anxiety Inventory (STAI). Este cuestionario evalla dos
dimensiones de la ansiedad, la ansiedad entendida como una situacion
momentanea dentro del devenir emocional de los sujetos a lo largo del tiempo,
denominada ansiedad-estado (state-anxiety), y la ansiedad como tendencia del
individuo en cuanto a la manera de afrontar y responder a situaciones estresantes,
llamada ansiedad-rasgo (trait-anxiety). Por ello el STAI se divide en dos subescalas,
la STAI-State (STAI-S) y la STAI-Trait (STAI-T) (14-16).

Seria de gran utilidad disponer de un método de evaluacion del estrés mas
objetivo. Se han encontrado estudios que analizan el uso de sustancias en saliva
como posibles biomarcadores de estrés (17, 18). Uno de ellos es la alfa amilasa
salival (AAs) (19).
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La AAs es una enzima segregada por las células acinares que forman las
glandulas salivares, esta secrecion se da principalmente en respuesta a estimulos
gustativos o movimientos de masticacion. La secrecion puede desencadenarse por
diversas vias del sistema nervioso autbnomo (20). Ciertos estudios han observado
la relacion entre el estrés y la secrecion de AAs y una de las vias propuestas por las

gue sucederia esto, es la mediada por el sistema adrenérgico (19, 21).

El estrés influye en gran medida en la vida de los pacientes de RP, llegando
poder afectar a la sintomatologia de los pacientes (22). Ademas varios autores
sugieren que la AAs puede ser Util como un biomarcador de estrés (19, 21, 23). Por
ello en esta investigacion se evaluaron los valores AAs, para valorar su funcion
como indicador objetivo del estrés cronico en pacientes de RP. Esta investigacion
forma parte de un proyecto mas amplio, en el cual se trabaja con otros posibles

biomarcadores y su relacion con el estrés.



e ioba

Instituto Universitario de
Universidad deValladolid Oftalmobiologia Aplicada

II. JUSTIFICACION

Es importante analizar la relacion entre la RP y el estrés cronico, debido a que
existen investigaciones que refuerzan la idea de que el estrés podria tener
considerables repercusiones sobre la progresion de la enfermedad (24).

Se ha demostrado que los pacientes de RP sufren dificultades, relacionadas con
actividades de la vida diaria y con desenvolverse en situaciones de poca
luminosidad o con exceso de brillo, y esto les provoca estrés (25, 26). Los pacientes
de RP con frecuencia ven afectadas su salud mental y emocional. Algunos de los
temas que mas malestar emocional causan a los pacientes de RP son las
preocupaciones acerca de la evolucion de la enfermedad, el comunicar su déficit de
vision a otras personas, la frustracion y el estrés (25, 27). Azoulay et al, observaron
gue tanto menores niveles de calidad de vida, como un peor estado emocional se
relacionaban con niveles de AV inferiores a 0.3 y con didmetros de CV inferiores a
20° (28). Se ha observado un mayor numero de sintomas depresivos en pacientes
de RP que en sujetos sanos, ademas de un mayor grado de depresion a peor AV y
también conforme mayor es la edad del sujeto (29). En un estudio a nivel nacional
en Corea se lleg6 a la conclusion de que los sujetos que padecen RP tienen una
mayor tasa de mortalidad que la poblacién general, atribuible a una mayor tasa de
suicidios, aunque esta diferencia solo era significativa en varones de 40 a 59 afios
(29, 30). Otro estudio observé en pacientes de RP una relacion entre una mayor
variabilidad del CV y la presencia estados psicoldgicos negativos (24). El mismo
grupo, encontro relaciéon entre un mayor numero de fotopsias y periodos de tiempo

en los que los pacientes se sentian mas estresados o con el &nimo bajo (22).

En la evaluacion del estrés el principal problema es que habitualmente se
emplean métodos de evaluacion subjetivos, que dependen considerablemente de la
percepcion del propio paciente. Por eso seria util encontrar marcadores objetivos del
estrés, como serian los biomarcadores en saliva. Ademas ya ha sido observado el
potencial de los biomarcadores de saliva como indicadores de otros procesos
psicoldgicos generalmente valorados de manera subjetiva, como es el dolor, en

estudios del grupo de trabajo con el que se desarrollé esta investigacion (31).

-5-
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En concreto la AAs es una enzima salivar cuya secrecion esta relacionada con la
activacion del SNS y algunos estudios la muestran como un marcador

potencialmente util y fiable de estrés, lo que justifica trabajar con ella (19).

La utilidad de la AAs como biomarcador indicativo de estrés ha sido tratada por
algunas investigaciones, pero la evidencia actual aun necesita fortalecerse. Ademas

los resultados obtenidos hasta la fecha, son algo heterogéneos (19).

Dada la falta de métodos de valoracion objetivos del estrés, este estudid busco
evaluar el uso de la AAs como un posible biomarcador de dicho estrés y analizar su
relacion con la progresion de la enfermedad, lo que podria contribuir a una
valoracién mas objetiva del estrés y a mejores métodos de control del mismo y de la
RP. Ademas no existen estudios previos que analicen los valores de AAs en esta
patologia como indicativos de estrés. Esto dificultdé plantear el enfoque de la
investigacion pero hace que el estudio sea de mayor interés dado que es un intento

novedoso de explorar este tema.

A dia de hoy lo que se conoce sobre la relacion del estrés cronico con la RP es
escaso. Esto le convierte en un tema interesante de investigar, por los posibles
beneficios que podria tener para los pacientes. Con los resultados observados en
esta investigacion se podria evaluar el uso de la AAs como un biomarcador util para
la valoracién del estrés crénico en la RP. A fin de desarrollar investigaciones futuras
gue estudien como mejorar el manejo de esta patologia, la calidad de vida de los
pacientes y conservar su funcién visual en espera del desarrollo de terapias
curativas. Por ello el propésito de este estudio es evaluar el estrés en pacientes con
RP y observar como este estrés influye o se relaciona con su patologia, funcion
visual y con las concentraciones de AAs.
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IIl. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la relacion de los valores de AAs y el estrés cronico con la funcién

visual de los pacientes con retinosis pigmentaria?
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V. PICOT

PACIENTE: Sujetos diagnosticados de RP mayores de 18 afios pertenecientes a
la Asociacion Castellano Leonesa de Afectados por Retinosis Pigmentaria
(ACLARP).

INTERVENCION: El estudio consté de 2 visitas por paciente. Se tomaron

muestras de saliva. La funcion visual se evalu6 mediante la toma de la AV, la
realizacion de una campimetria y una Tomografia de Coherencia Optica (OCT). Se
empleo el cuestionario STAI con sus secciones Ansiedad-Estado y Ansiedad-Rasgo,

para evaluar el estrés. Se realiz6 una exploracion oftalmolégica.

COMPARACION: Como grupo control para las medidas de la AAs, se empled un

conjunto de individuos sanos pertenecientes a un estudio previo (31).
VARIABLES:
Primarias:

e Estrés cronico: Medido en base a la puntuacion de la escala STAL
Variable cualitativa ordinal.

e Grado de RP. Variable cualitativa ordinal.
Secundarias:

e Concentracion de AAs en U/ml. Variable cuantitativa continua.

e Funcidn visual: Expresada mediante la AV, la desviacion media de las
campimetrias (DMCV) 24-2 y el volumen macular del HD-OCT.
Variables cuantitativas.

¢ Variables sociodemograficas:

o Edad. Variable cuantitativa continua.

o Sexo. Variable cualitativa nominal.

TIEMPO: Desde el 17/04/2018 hasta el 15/02/2019.
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V. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

V.1 HIPOTESIS

Los pacientes con mayor grado de RP y peor funcion visual presentan mayor

grado de estrés cronico y concentraciones mas altas de AAs.

V.2 OBJETIVOS
Obijetivo principal:

Evaluar la relacion del estrés crénico percibido por pacientes de RP con sus

valores de AAs y su funcion visual.
Objetivos especificos:

% Analizar la relacion entre el grado de estrés cronico medido mediante el
State-Trait Anxiety Inventory (STAI) y la severidad de la enfermedad.

% Analizar la relacion de los niveles de AAs y la severidad de la enfermedad.

% Comparar los niveles de AAs de los pacientes de RP con los de sujetos
sanos.

% Valorar el grado de estrés que presentan los pacientes de RP de acuerdo

al STAI.



e ioba

Instituto Universitario de
Universidad deValladolid Oftalmobiologia Aplicada

VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1 MARCO DE ACTUACION

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Instituto Universitario de
Oftalmobiologia Aplicada (IOBA), se emplearon tanto las infraestructuras como los
medios técnicos y el aparataje. Los sujetos que compusieron la muestra fueron
pacientes de retinosis pigmentaria pertenecientes la Asociacion Castellano Leonesa
de Afectados por Retinosis Pigmentaria (ACLARP) (32), captados por el IOBA con la

ayuda de dicha asociacion.

VI.2 DISENO

La presente investigacion se desarrollé en el seno de un estudio de varias fases
desarrollado por el IOBA, que lleva por titulo “Validacion de biomarcadores de estrés
cronico en saliva, lagrima y pelo, en pacientes con distrofias de la retina,
fundamentalmente retinitis pigmentosa” PI-GR-18- 938. La investigacion llevada a

cabo fue de tipo observacional con grupo control (33, 34).

V1.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Como criterios de inclusion se establecié que los sujetos a estudio debian ser
individuos de 18 afios 0 mas que padeciesen RP. Asimismo los sujetos debian
pertenecer a ACLARP.

Por otra parte se excluyd de ser participes del estudio a aquellos individuos que
cumplieran una o mas de las siguientes caracteristicas: Historial de trastornos
psiquiatricos, presencia de una enfermedad autoinmune, mujeres embarazadas o en
periodo de lactancia, mujeres en tratamiento hormonal (incluyendo anticonceptivos),
haber sido sometidos a cirugia ocular en los 6 meses previos a su inclusion en el

estudio, consumo habitual de farmacos psicotropicos  (antipsicoticos,

-10 -
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benzodiacepinas, farmacos anticonvulsivos 0 antidepresivos), farmacos

antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o analgésicos.

VI.4 ESTRATEGIA DE RECLUTAMIENTO

Para la captacion de los pacientes se cont6 con la ayuda de ACLARP. El director
de ACLARP se encarg6 de cada semana proponer a miembros de la asociacion la
participacion en el estudio y cada semana facilitar al IOBA los datos de 4 de ellos

para que fueran citados.

VI.5 ESTRATEGIA DE ADHERENCIA

Para favorecer que los pacientes participasen en ambas visitas, en la segunda
de ellas se les realiz6 una exploracién oftalmoldgica, en la que el oftalmologo les
informd acerca de su estado y resolvié las dudas que pudieran tener. Ademas
cuando se concluya todo el proyecto “Validacién de biomarcadores de estrés
cronico en saliva, lagrima y pelo, en pacientes con distrofias de la retina,
fundamentalmente retinitis pigmentosa” se entregara un informe con los resultados
finales a ACLARP. Con ello la adherencia de los pacientes se vio favorecida por la
posibilidad de méas informacién, una revisién sin coste y nuevas opiniones acerca de

su estado.

VI.6 DESARROLLO DE LAS VISITAS

Cada paciente acudio a dos visitas, separadas en 3 dias entre si ya que en el
grupo usado como control las mediciones se hicieron con un intervalo maximo de
una semana (31). Aunque lo conveniente es realizar el consentimiento informado y
valorar que se cumplan los criterios de inclusion y exclusion en una visita previa
separada (visita 0), por motivos de logistica esto se realizd en la primera visita (visita

1) junto con el primer bloque de pruebas. Las pruebas realizadas en cada vista se

-11 -
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recogen en la tabla 1. De no poder realizarse alguna prueba en la visita 1, se

realizaron en la visita 2.

De los diversos apartados del proyecto, la presente investigacion se centré en
analizar los valores de AAs de las muestras de saliva, el cuestionario STAIl y la

funcién visual.

Tabla 1. Timeline de las visitas del estudio.

Consentimiento Screening
informado de
VISITA condiciones
0
Recogida Realizacion de Campimetria | Tomade | OCT
de saliva cuestionarios agudeza
VISITA visual
1
Recogida Realizacion de Exploracion
de saliva un cuestionario oftalmolégica
VISITA
2

VI.7 INTERVENCIONES

Recogida de saliva: La saliva se recogio por la denominada técnica de babeo

(35). Esto consiste en que los pacientes escupan saliva dentro de un tubo de
recoleccion de muestras, a través de un tubo colector. Previamente a iniciar la
recogida de la muestra los sujetos se enjuagaron 5 veces con agua y se les indicé
gue justo antes de empezar tragasen una vez toda la saliva que tuviesen. La
secrecion no fue estimulada de ninguna forma. La cantidad minima para poder
realizar el analisis era de 1ml. Los pacientes debian de llevar como minimo una hora
sin comer, mascar chicle, tomar caramelos, lavarse los dientes, ni fumar y pudiendo
beber UGnicamente agua. Todas estas instrucciones les fueron explicadas
previamente a los sujetos de acuerdo a lo desarrollado en el Anexo |. Se anot6 la

hora de la ultima comida.

Cuestionarios: El cuestionario STAI fue autoadministrado cuando los sujetos

tenian capacidad de lectura. En caso de que no pudieran leer, los investigadores
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colaboradores se lo leyeron y anotaron las respuestas, limitAndose su funcién a
ofrecer las respuestas del cuestionario, no a interpretar las respuestas de los
pacientes. Este cuestionario esta compuesto de una serie de cuestiones tipo Likert,
todos los items cuentan con 4 posibles respuestas que expresan un menor 0 mayor
grado de acuerdo con el item en cuestion. Mayor grado de acuerdo en algunos
items conlleva una mayor ansiedad, mientras que otros indican menor ansiedad a
mayor grado de acuerdo. La puntuacion resultante indica mayor ansiedad a mayor
puntuacion del STAI. En la primera visita se administro el cuestionario STAI en sus
apartados Trait y State. En la segunda visita se administr6 Unicamente el

cuestionario STAI en su apartado State.

Campimetria: Se realiz0 una campimetria para ambos ojos a cada sujeto,

empleando la estrategia SITA (Swedish Interactive Threshold Algorithm) estandar
24-2. El campimetro empleado fue un Campimetro Humphrey Visual Field Analyser
(HFA, Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA).

AV: Se tomé la agudeza visual de ambos ojos a cada sujeto con la mejor
correccion. Para ello se emplearon optotipos Logarithmic Visual Acuity Chart
‘ETDRS” Chart 2 de la casa comercial Precision Vision. La distancia entre los
sujetos y los optotipos fue de 4m o 1m en caso de que no pudieran diferenciar las
letras de la primera linea a 4m. En caso de no diferenciar las letras de ninguna linea
a 1m, se registré si eran capaces de ver el nimero de dedos que el examinador les
mostraba (CD), en su defecto si percibian movimiento de manos (MM) o en su

defecto si percibian luz (PL) o no percibian luz (NPL).

OCT: Mediante un Cirrus HD-OCT 5000 (Carl Zeiss Meditec, Dublin, EE.UU.), se
realizaron en cada 0jo los siguientes protocolos: Macular Cube 200x200, Optic Disc

Cube 200x200, Angyography 3x3 y Angyography 6x6.

Exploracién oftalmoldgica: Como fin a la segunda visita se realizé a los pacientes

una exploracion oftalmolégica completa.
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CLASIFICACION DEL GRADO DE SEVERIDAD DE LA

ENFERMEDAD

Se establecieron unas categorias de severidad de la RP, en base a lo propuesto

por Smith et al (36) . Para realizar dicha clasificacion se tuvieron en cuenta:

Desviacion media (DM) de las campimetrias: Expresada en decibelios (dB) y
obtenida mediante la realizacion de las campimetrias.

AV de lejos con la mejor correccion: Determinada en base al test ETDRS y
cuantificada en escala Visual Acuity Rating (VAR).

Volumen macular medio: Expresado en mm?® y extraido de la realizacion del
OCT.

Para calcular la categoria de severidad dichas variables clinicas se valoraron de

0ad4:

A

AV 275=0; 66-74=1; 56-65=2; 46-55=3 y <45=4.

DM <15DM =0; -15.1 a -20=1; -20.1 a -25=2; -25.1 a -30=3 y = 30=4.
Volumen macular medio: =2 9.7=0; 9.0 a 9.6=1; 8.3 a 8.9=2; 7.6 a 82=3 y
<7.5=4.

eso se le sumaron las puntuaciones de 4 criterios de la exploracion

oftalmoldgica que se valoraron de 0 a 2:

Grado de catarata siguiendo la escala LOCS-IlI (37).
Apariencia del nervio éptico.
Atrofia de la retina.

Patologia macular.

La clasificacion global consiste en la suma de los valores de la exploracion

clinica (AV, CV y OCT) més los obtenidos en la exploracion oftalmolégica quedando

de la siguiente manera:

0 a 3: RP leve.
4 a 7: RP moderada.

28: RP severa.
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VI.9 MANEJO Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Las muestras biologicas fueron identificadas nada mas recogerse mediante
pegatinas con un coédigo. Dicho cddigo consistié en el numero de historia clinica
(NHC) seguido de “S1” para la primera muestra de saliva, y el NHC seguido de “S2”
para la muestra de la segunda visita. Tras su recogida las muestras de saliva fueron

almacenadas a -20°C.

El andlisis de los valores de AAs se realizd6 mediante ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), en este test la sustancia a detectar
(antigeno), en este caso la AAs, es detectada por un anticuerpo ligado a una enzima
cuya actividad, una vez agregado un sustrato enzimatico, genera un producto que

es detectable.

Dicho analisis comenzo a partir del 25/02/2019 y fue realizado en el laboratorio
del IOBA.

VI.10 VARIABLES A ANALIZAR

» Valores medios de la AAs (U/ml). Es una variable cuantitativa continua.

» Puntuacion del STAI-State de las visitas 1 y 2 (STAI-S1 y STAI-S2). Los
resultados del STAI-S se expresan como una variable cualitativa ordinal
constituida por 4 grados de ansiedad: 0-19: normal; 20-28: leve; 29-39: alta;
>40: severa.

> Puntuacion del STAI-Trait (STAI-T). Los resultados del STAI-T se expresan
como una variable cualitativa ordinal constituida por 4 grados de ansiedad:
0-19: normal; 20-28: leve; 29-39: alta; >40: severa.

» Severidad de la patologia, agrupada en 3 categorias. Es una variable
cualitativa ordinal. La puntuaciéon de la que derivan esas categorias es una
variable cuantitativa discreta.

» Edad. Es una variable cuantitativa continua.

» Sexo. Se trata de una variable cualitativa nominal.

» Variables cinicas: AV con correccion (AVCC), volumen macular del OCT y

desviacion media de las campimetrias (DMCV). Son variables cuantitativas.
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V.11 MANEJO DE DATOS

Los datos obtenidos durante las visitas de los pacientes se recogieron en un
cuaderno de recogida de datos (CRD) disefiado para ello, ANEXO Il. Cada paciente
fue identificado por el valor numérico del n al que correspondia, ademas de por su
namero de historia clinica en el CDR. Los valores de los biomarcadores fueron
suministrados por los técnicos de laboratorio una vez concluido el andlisis. Las
variables fueron pasadas a una base de datos por los investigadores colaboradores.
El manejo de los datos se llevd a cabo conforme a la Ley Organica 3/2018, del 5 de
diciembre, de Proteccién de Datos Personales (LOPD) y garantia de los derechos
digitales.

V.12 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion diana de la investigacion son las personas que padecen RP. La
muestra empleada para el estudio fueron pacientes pertenecientes la Asociacion
Castellano Leonesa de Afectados por Retinosis Pigmentaria (ACLARP) (32),
captados por el IOBA con la ayuda de dicha asociacion.

Poblacion de referencia: Pacientes con RP de edades de entre 218 y 60 afos.

Método de estimacion de los Limites de Referencia: Asumiendo que la
distribucion de cada uno de estos marcadores es normal, el intervalo de referencia
se estimara utilizando el intervalo inter-fractilico, cuya expresion es: X +kS_ X.
Donde X representa la media muestral, S_X la desviacién estandar y k es el valor
de la distribucién normal para el nivel de probabilidad fijado, generalmente a=0.05.
Los limites asi estimados, se corresponden con los fractiles 0.025 y 0.975. Para
cada fractil, es necesario calcular un intervalo de confianza (IC) (90%). Fijando un
nivel del 90%, se calcula este IC utilizando la expresion, fractil+2.81 S_X/\/n, donde

n es el tamafo de la muestra.

Estimacion del tamafio muestral: Los a fractiles y (1-a) fracties no son
estimables al menos que a sea como minimo del orden de 1/n. De este modo, la
determinacién paramétrica de los fractiles 0.025 y 0.975 requiere de al menos 40

individuos.
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La muestra final se compuso de Nmyjeres=30 Y Nvarones=48. Con una media de edad
de 51.59+13.4 afios.

Se empleé un grupo control (GC) para las medidas de biomarcadores,

procedente de un estudio previo (31) y compuesto por 34 individuos sanos.

V.13 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico fue realizado empleando el software R version 3.5.3
(11/03/2019) (38).

Se fij6 la significacion estadistica en un p-valor <0"05.

Las variables cuantitativas se expresaron en base a la media, la desviacion tipica

y el intervalo de confianza del 95% para la media.

El analisis descriptivo de las variables cualitativas se realizé en términos de

porcentajes junto con un intervalo de confianza al 95% para cada categoria.

Previamente al analisis inferencial de las variables cuantitativas se empleo la
prueba de Shapiro-Wilk (S-W) para determinar si la distribucion de las muestras se
correspondia con una distribucion normal, no se empled la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) debido a que el tamafio muestral era pequefio. No se asumio
normalidad en ninguno de los casos, por lo cual se emple6 la U de Mann-Whitney.
Ademas se comprobd la homogeneidad de varianzas mediante el contraste de

Brown-Forsythe (una modificacion del test de Levene).

Para el andlisis de la variable cualitativa sexo (mujeres=M; varones=V) se

empled el contraste de Chi-cuadrado (x?).

Cuando se realizaron andlisis de regresion logistica, los coeficientes del modelo
de regresion se interpretan en términos de Odds Ratio (OR), la OR sirve para

cuantificar el riesgo de tener RP en categoria severa.

Se realiz6 un andlisis de la relacién de las variables demogréficas con la

severidad de la enfermedad.
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Se analiz6é la correlacion entre las variables clinicas indicativas de gravedad
(AVCC, volumen macular del OCT y DMCV), mediante el coeficiente de correlacion

de Pearson.

Se analizdé por separado la relacion de cada una de las escalas de ansiedad
(STAI-S1, STAI-T, STAI-S2), con las categorias de RP mediante el Test exacto de
Fisher y aplicando un modelo de regresion logistica a cada uno de los casos.
Después se realiz6 un modelo de regresion logistica con la severidad de la

enfermedad, los grados de ansiedad de escalas y los valores de AAs.

Posteriormente se paso a realizar el andlisis en comparacion con el GC. Para
comparar las diferencias en los valores de AAs en el GC frente a los pacientes de
RP, divididos en sus dos categorias de severidad, se empleé un ANOVA de un
factor. Previamente a realizar el ANOVA se analizé la homogeneidad de varianzas
de las muestras con el Test de Levene. Se comprobd la normalidad mediante la
prueba de K-S y ademas mediante el andlisis de los residuos, la curtosis y el
coeficiente de asimetria. Después se realizaron un ANOVA de Brown-Forsythe y un
ANOVA de Welch's. Por ultimo se realizé una prueba de comparaciones multiples
de T2 de Tamhane.

V.14 CONSIDERACIONES ETICO-LEGALES

El proyecto en el que se engloba esta investigacion cuenta con la aprobacion del
comité ético de investigacion clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid y ha sido aprobado por la comisién de investigacion del IOBA ANEXO IlI
PI-GR-18- 938. Todos los pacientes participaron tras firmar un consentimiento
informado ANEXO 1V. La investigacion se llevé a cabo en base a las normas de la
declaracion de Helsinki. El autor del presente trabajo firmé una clausula de

confidencialidad de datos previamente a su incorporacion al proyecto ANEXO V.
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VIl. RESULTADOS

Variables sociodemoqraficas

La muestra se compuso de 78 pacientes (mujeres=30 (38.5%); varones=48
(61.5%)). La edad fue de 47.12+12.94 afios para RP leve-moderada y de
53.83+13.17 afos para la RP severa. El grupo control se compuso de 34 sujetos
sanos (mujeres=23; varones=11), la media de edad fueron 34 afios (con un rango
de edad de 30 a 40 afios).

Grado de severidad

Tras el analisis de los criterios requeridos para la clasificacion de la severidad de
la RP, de los 78 pacientes reclutados 2 resultaron ser leves (2.6%), 24 moderados
(30.8%) y 52 severos (66.7%). De las 3 posibles categorias de severidad de la RP,
en la de RP leve solo hubo 2 sujetos. Por motivos estadisticos se incluyeron en la
categoria de RP moderada dando lugar a la categoria de RP leve-moderada. La otra
categoria fue la RP severa. La distribucién de los pacientes entre las dos categorias

se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Distribucién de la muestra, en cuanto a las categorias de RP.

IC 95% para el %

0,
N % Inf. Sup.
. Leve-Moderada | 26 | 33.3 23.31 45.02
Severidad
RP Severa 52 | 66.7 54.98 76.69
Total 78 100

RP=Retinosis pigmentaria. N=ndimero de sujetos.
IC=Intervalo de confianza. Inf.=Inferior. Sup.=Superior.
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Relacion entre sexo v grado de severidad

La proporcién de varones y mujeres en cada categoria se presenta en la tabla 3.
No hubo diferencias en la prevalencia de una categoria de RP u otra en cuanto al
sexo (p=0.459).

Tabla 3. Proporcion de sexos en cada categoria de RP.

RP Leve-Moderada RP Severa Ho: independencia
0, 0, 0, 0,

n % IC 95% para el % n % IC 95% para el % Chi p-valor
Inf. Sup. Inf. Sup.

M 12 | 46.2 27.14 66.25 | 18 | 34.6 22.33 49.16 | 0.5484 | 0.459
\Y 14 | 53.8 33.75 7286 | 34 | 65.4 50.84 77.67
Total | 26 100 . 52 | 100

M=Mujeres. V=Varones. RP=Retinosis pigmentaria. N=nimero de sujetos.
IC=Intervalo de confianza. Inf.=Inferior. Sup.=Superior.

Relacion entre edad y grado de severidad

En la tabla 4 se presenta la edad de la muestra. Se observd que la edad

constituia un factor de riesgo para la RP severa, OR=1.04, (p=0.0376).

Tabla 4. Distribucion de la muestra en cuanto a edad.

- - - -
N Media DT IC 95% media Med. Min Max Ho: Normalidad
Inf. Sup. S-W p-valor

78 | 51.59 13.4 48.57 54.61 52.5 17 79 0.063 0.6106

N=numero de sujetos. DT=Desviacion tipica. IC=Intervalo de confianza. Inf.=Inferior. Sup.=Superior.
Med=Mediana. Min=Minimo. Max=Maximo. Hy=Hipoétesis nula. S-W=Shapiro-Wilk

Analisis de la las variables clinicas

Los valores de las variables clinicas fueron:

e AV 53.08+23.09.
e Volumen macular 8.272+1.390 mm?®.
e DMCV -26.51+8.782 dB.

Se encontré una correlacion entre el grado de severidad de la enfermedad y las

variables: AVCC, volumen macular del OCT y DMCV.
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Volumen macular: (p=0.048).
DMCV: (p=0.001).

Existieron diferencias significativas en la AVCC y la DMCV, en funcién de la
categoria de severidad, (p<0.001) y (p=0.001) respectivamente. Siendo los

afectados de RP severa los que obtuvieron una media mas baja respecto a la RP

leve-moderada. En cuanto al OCT, la diferencia no se considerd significativa,

(p=0.038). Las diferencias de estas medias se muestran en la figura 1.
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Figura 1: Diferencias entre las medias de AV, CV y OCT segun grado de severidad de RP. Las
barras representan las medias-intervalos de confianza al 95%. ****: < (0’0001. *: < 0’05.

ns: no significativo.

Sujetos eliminados para analisis relacionados con sAA

Dado que algunos sujetos no tenian datos de la concentracion de AAs, esos

sujetos fueron eliminados de los analisis que tenian en cuenta la AAs. En total se

eliminaron 4 sujetos. En esta muestra de 74 sujetos, el mayor porcentaje de los

pacientes presentaron una RP severa (64.9%) y en su mayoria fueron varones
(60.8%). La edad fue de 51.62+12.86 afios.
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Analisis de la ansiedad

La ansiedad de los pacientes expresada por cada cuestionario (STAI-S1,
STAI-S2, STAI-T) se expreso6 en porcentajes y se analizé empleando la muestra de
74 pacientes. Para cada cuestionario se analizd si existian diferencias en la
proporcion de cada grado de ansiedad en funcion de las categorias de severidad y
de los valores de AAs. No se encontraron relaciones estadisticamente significativas
entre los grados de ansiedad y las categorias de RP, ni entre los grados de
ansiedad y los valores de AAs (p>0.05). Salvo en el caso del STAI-T, en el que la
OR para el grado leve fue de 21.93; IC (2.342, 205.256); (p=0.0068) para la RP
severa. Por lo que se observd una asociacién entre una ansiedad leve en el STAI-T

y presentar RP severa.

Aungue no encontrasen diferencias significativas, los porcentajes de pacientes
con algun grado de ansiedad, en el conjunto de la muestra de 78 pacientes, fueron
muy altos, tal y como se observa en la tabla 5. Para el STAI-S1 un 71.7% de
pacientes presentaban ansiedad de algun grado y de ellos un 57.6% la presentaban
en grado alto o severo. Para el STAI-T, un 89.7% de los pacientes presentaban
ansiedad, de los cuales un 64.1% lo hacian en un grado alto o severo. En la
segunda visita, para el STAI-S2, el 97.5% de los pacientes presentaron ansiedad en

grado alto o severo.

Tabla 5. Distribucion porcentual de los grados de ansiedad en la muestra de 78

acientes.
N % IC 95% para el %

Inf. Sup.

Ansiedad Normal 22 28.2 18.88 39.7
estado V1 Leve 11 14.1 7.59 24.26
(STAI-S1) Alta 14 | 179 | 105 28.62
Severa 31 39.7 29.03 51.48
Normal 8 10.3 4.85 19.73

Ansiedad Leve 20 | 256 | 16.72 37

rasgo V1

(STAI-T) Alta 29 37.2 26.72 48.91
Severa 21 26.9 17.79 38.36

Ansiedad Normal 2 2.6 0.45 9.8
estado V2 Alta 18 23.1 14.6 34.25
(STAI-S2) Severa 58 | 74.4 63 83.28

V1=Visita 1. V2=Visita 2. N=nUmero de sujetos. IC=Intervalo de confianza.
Inf.=Inferior. Sup.=Superior.
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Andlisis de la AAs, RP vs control

Las concentraciones de AAs fueron: Para el grupo de RP leve-moderada
103.22+103.06 U/ml y para el grupo de RP severa 96.86+109.83 U/ml; (p=0.6568)

IC (-45.834, 58.558). Siendo una diferencia estadisticamente no significativa.
En el grupo control la concentracion era de 50.07£16.53 U/ml (31).

El ANOVA mostré que existian diferencias estadisticamente significativas entre
algunos de los grupos analizados, (p=0.0018). Los resultados de las comparaciones

multiples se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Analisis de comparaciones multiples.

Media 1 | Media 2 | Diferencia de medias IC 95% Dif. p-valor

Control VS RP-Leve-Moderada | 50.07 | 103.2 -53.13 -101.6, -4.677 | 0.0300

Control VS RP-Severa 50.07 | 96.86 -46.79 -83.91,-9.670 | 0.0108

RP=Retinosis pigmentaria. Media 1=Media del primer grupo de la comparacién. Media 2=Media del
segundo grupo de la comparacidn. IC=Intervalo de confianza. Dif.=Diferencia de medias.

Las concentraciones de AAs, tanto en el grupo de RP leve-moderada como en el
grupo de RP severa, fueron significativamente mayores que en el grupo control. Los

valores de AAs para cada grupo estan representados en la figura 2.
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Figura 2. Concentraciones de AAs en el grupo control y los grupos de RP.
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VIIl. DISCUSION

VIIl.1 Discusion

La investigacion acerca del uso de la AAs como indicador de estrés es un tema
novedoso. En el caso de la RP, no hay estudios previos que analicen esta relacion
entre estrés, AAs y funcidn visual. Dada esta escasez de evidencia previa no es

posible comparar algunos de los resultados con los obtenidos por otros estudios.

La RP es una patologia muy heterogénea, esto genera diferencias en el proceso
de enfermedad de cada paciente y con ello diferencias en las caracteristicas
personales de cada uno de ellos. Esto hace que los resultados puedan haberse
visto influidos por dichas diferencias interpersonales. Ademas el que solo hubiese 2
sujetos con RP de categoria leve, hace que ese espectro de pacientes quedase sin

analizar correctamente.

La muestra de pacientes abarcé un amplio rango de edad. Las preocupaciones y
el estrés de una persona u otra pueden diferir por su edad (39), al igual que sus
caracteristicas personales. Con lo que los resultados pudieron verse condicionados

por esto.

Se empled un control de sujetos sanos extraido de un estudio previo (31). Al
comparar la muestra obtenida de pacientes de RP, el rango de edad de los
pacientes de RP resultd ser diferente del de los sujetos sanos del grupo control.
Ademas existi6 una diferencia en la proporcion de sujetos de cada sexo en los
grupos, teniendo el grupo control mayor porcentaje de mujeres. Todo ello pudo

influir en los resultados finales (40).

La correlacion entre las medidas indicativas de gravedad y la clasificacion de la
severidad, muestra que las categorias de severidad fueron buenas indicadoras de la
funcion visual de los pacientes de RP, al igual que lo observado por Smith et al (36).

Esta es la primera vez que se analizan los valores de AAs en pacientes de RP, con
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lo que tampoco hay antecedentes del uso de esta escala para realizar

comparaciones respecto a la AAs.

En nuestra muestra se ha observado un alto grado de ansiedad en los pacientes
de RP. Se trata de niveles de ansiedad muy por encima de las estimaciones de la
OMS para la poblacién general, que sitdan la prevalencia de los desérdenes de
ansiedad en Espafa en un 4.1% del total de la poblacion (41). Se encontro escasa
bibliografia que estudiase el estrés en RP especificamente, puesto que la mayoria
de estudios se centran en la depresion o en alteraciones psicosociales relacionadas
con el estrés. Ciertos estudios obtuvieron resultados que, de manera similar a esta
investigacion, apuntan a que los pacientes de RP sufren ciertas alteraciones
psicosociales relacionadas con la ansiedad (24, 27, 42). En comparacion con los
resultados de otros estudios que analizaron ansiedad en pacientes de RP, los
porcentajes en nuestra investigacion son muy elevados. Una investigacion observo
un 37% de pacientes con ansiedad en su muestra (10) y otra un 36.5% (43). Las
diferencias con estas investigaciones pueden deberse a que dichos estudios
emplearon otras escalas para evaluar la ansiedad, diferentes al STAI o a diferencias

entre las caracteristicas de su muestra y la de nuestro estudio.

Un estudio realizado por Chaumet-Riffaud et al, observé que a mayor duracién
de la pérdida de vision existia menor asociacion con estrés (43). Por lo que, que la
RP severa se asocie con una ansiedad de grado leve en el STAI-T, puede sugerir

gue los pacientes con RP mas avanzada estan mas adaptados a la patologia.

Los biomarcadores, entre los que se incluye la AAs, son presentados como
posibles indicadores objetivos de estrés crénico, pero también pueden responder al
estrés psicolégico agudo (44) y se ha observado que existe relacion entre el estrés
cronico y el estrés oxidativo (45). Por ello la elevacion de las concentraciones de

AAs podria verse influenciada por otros procesos aparte del estrés cronico.

En nuestro estudio hemos observado que la AAs se encuentra elevada en los
pacientes de RP respecto a sujetos sanos. Pero no se ha encontrado relacion entre
un mayor grado de estrés subjetivo y mayores concentraciones de AAs. Esto podria
deberse a las limitaciones del estudio, a la escala de estrés empleada o la propia

naturaleza de los métodos de valoracion subjetivos. Precisamente uno de los
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motivos de este estudio, es evitar la dependencia de las escalas subjetivas para la
valoracion del estrés, en favor de métodos mas objetivos. Algun autor si que ha
observado relacion entre unos mayores niveles de AAs y mayor estrés en base a
escalas (46, 47), pero son escasos los estudios que hacen esta comparacion.

No existen estudios acerca de la AAs en pacientes de RP con los que comparar
nuestros resultados. Aun asi, la evidencia previa indica que la AAs se encuentra
elevada en situaciones de estrés en diferentes contextos, por ejemplo conflictos
amorosos (48), por curas dolorosas (49) o periodos de examenes (50). El hecho de
gue las concentraciones de AAs sea mayores en los sujetos enfermos que en los
sanos coincide con lo que otros autores observan respecto a otras patologias como
lupus eritematoso sistémico (51) o sindrome de ovario poliquistico (52). A pesar de
gue estas patologias no tengan relaciéon con la RP, estos estudios concuerdan con
la idea de que los valores de AAs se encuentran elevados en procesos patolégicos

debido al estrés que estos conllevan.

La mayor parte de la evidencia respecto a la AAs en relacion a patologias,
concuerda con nuestra investigacion en que las concentraciones de AAs se
encuentran elevadas en procesos patologicos en comparacion con los sujetos
sanos. Esto, segun algunos autores, puede responder a la relacion existente entre el
sistema inmune y el sistema adrenal, tal y como sugieren Douglas et al a lo largo de
sus multiples investigaciones respecto al estrés y AAs en nifios (53), basandose en
los descrito previamente por Ader et al acerca de las relaciones entre el sistema
inmune y el sistema nervioso (54). Lo que parece extraerse de la evidencia existente
es que en muchos procesos que desencadenan un estrés, como es el caso del

proceso de enfermedad, puede verse aumentada la concentracién de AAs.
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VIIl.2 Limitaciones

» Existieron diferencias entre la media de edad en el grupo de la muestra y el
control. También hubo diferencias en cuanto al sexo que podrian dar
variaciones.

» Hubo pocos pacientes de la categoria de RP leve.

> No se estudio la repetibilidad.

» EIl que solo hubiese 2 sujetos con RP de categoria leve, hace que ese
espectro de pacientes quedase sin analizar correctamente.

> El tamafio muestral fue insuficiente para ciertos analisis.

> Se requiere de estudios independientes para la validacion de todas las

asociaciones realizadas.

VIIl.3 Fortalezas

» Esta es la primera investigacion que analiza el estrés y el papel de la AAs en
el contexto de la RP.

» Trabajar en colaboracién con una asociacion de pacientes, es decir ACLARP,
sirvio para acercar el mundo de la investigacion a sus beneficiarios.

> La capacidad de realizar todas las pruebas y evaluaciones en un Unico centro
(el IOBA), en solo dos visitas supone una ventaja logistica. Ademas el estudio
fue llevado a cabo por un equipo multidisciplinar y los andlisis bioquimicos

pudieron realizarse en el laboratorio del propio centro.
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VIil.4 Aplicaciones para la préactica y futuras lineas de

investigacion

Aunque se estan realizando avances hacia un posible tratamiento de la RP, no
debe dejarse de lado en control de los pacientes, y con los resultados de esta y
futuras investigaciones se podria avanzar hacia la mejora de su calidad de vida. Los
resultados de este estudio sugieren que la AAs puede ser un buen biomarcador de
estrés y se pueden emplear como base para continuar investigando a fin de mejorar

el manejo del estrés en la RP y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

En futuras investigaciones seria importante analizar si los valores de AAs se
relacionan con el estrés percibido por los pacientes de RP. Ya que el STAI no se

relacioné con mayores niveles de AAs en nuestra muestra.

Podrian plantearse investigaciones que evaluasen el estrés y los niveles de AAs
pero empleando un enfoque prospectivo. A fin de poder observar las diferencias en
el estrés y la AAs entre sujetos sanos y pacientes de RP a lo largo del tiempo.
Ademas de buscar relaciones entre las concentraciones de AAs y el estrés

subjetivo.

Otra idea seria analizar el efecto que intervenciones que redujesen el estrés,
como soporte psico-emocional o terapias conductuales, tendrian sobre los niveles

de AAs, la calidad de vida y la funcién visual de pacientes con RP.

De todos modos, para el planteamiento de futuras lineas de investigacion seria
mas recomendable basarse en el conjunto de los resultados del proyecto completo
“Validacion de biomarcadores de estrés cronico en saliva, lagrima y pelo, en

pacientes con distrofias de la retina, fundamentalmente retinitis pigmentosa”.

-28 -



e ioba

Instituto Universitario de
Universidad deValladolid Oftalmobiologia Aplicada

IX. CONCLUSIONES

X/
°e

No existi6 relacidon entre la escala de ansiedad STAI y el grado de severidad

de la RP, aunque los individuos con RP tuvieron niveles elevados de

ansiedad.

% No se observaron diferencias significativas entre los niveles de AAs entre las
dos categorias de severidad de la RP

% Los pacientes de RP tuvieron concentraciones significativamente mayores de
AAs que el grupo control.

% No se observé relacion entre los grados de ansiedad y las concentraciones

de AAs.
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ANEXO |

Técnicay recomendaciones paralarecogida de saliva

Se deben seguir las siguientes recomendaciones para realizar correctamente la

recoleccién de la saliva:

e El paciente no debe comer, beber, (todo menos agua), tomar chicles o
lavarse los dientes al menos uno antes de la recogida de la muestra.

e El consumo de cafeina aguda se debe evitar una hora antes de la extraccion.

e EIl ejercicio se debe evitar antes de la participacion en el estudio. (no pone
tiempo).

e 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.

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

e 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.

e Es importante aclarar que en este método de recoleccion no puede existir
estimulacion intencionada de la saliva, como pueden ser estimulos gustativos
como el &cido citrico 109 o estimulos mecénicos utilizando la masticacion de

parafina.110

e 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 I

e
a

NUMERO FECHA INICIALES VISITA
PACIENTE
1 - INICIAL
FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO: __ _ /__ |/

DATOS DEMOGRAFICOS PONER PEGATINA
Nombre:

Fecha de nacimiento: [/ [

Edas

Domicilio:

Teléfono:

AGUDEZA VISUAL AGUDEZA VISUAL
AV Refraccion lentes.
AVsc AVcc

oD oD oD

Ol Ol Ol

CD=Cuenta dedos; MM=Movimiento manos; PL: percibe luz; NPL: no percibe luz.

CORRECCION VISUAL

Gafas SI:II O No

Si O No . . ,
Lentes de O Tipo Tiempo Patrén de uso
contacto
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NUMERO FECHA INICIALES PACIENTE VISITA
1-INICIAL
Schnellen | pecimal OD (Ojo Derecho) Namero de letras Schnellen | pecimal OS (Ojo Izquierdo) Nimero de letras
Chart 1 leidas a 4 metros Chart 2 leidas a 4 metros
1 20/200 0.1 NfC|K]|]Z]|O 1 20/200 0.1 D|S|[R|K]|N
2 20/160 0125 |R|H| S| D | K 2 20/160 0125 |C | K |[Zz]| O | H
3 20/125 016 |D|O |V |[H]|R 3 20/125 0.16 O|N|R|K|D
4 20/100 0.2 C|lZ|R|H]|S 4 20/100 0.2 K{z|Vv|D]|C
5 20/80 025 |[O|N|H|[R]|C 5 20/80 0.25 V|S|H|Z|O
6 20/63 032 |[D| K|S |N|V 6 20/63 0.32 H{D|K|C]|R
7 20/50 0.4 Z| S|O|K|N 7 20/50 0.4 C|S|R|[H|N
8 20/40 0.5 C|K|D]|N|R 8 20/40 0.5 S|V ]|zZ|D|K
9 20/32 063 |S|R|Z | K |D 9 20/32 0.63 N[fC|V|O| Z
10 20/25 0.8 Hl  Zz|[O|V]|C 10 20/25 0.8 R{H|S|D]|V
11 20/20 100 [N|V | D|O]|K 11 20/20 1.00 S|N|R|O|H
12 20/16 125 [VIH|C|N]|O 12 20/16 1.25 O|D|H|K]|R
13 20/12.5 1.6 S|V|H]|C]|Z 13 | 20/12.5 1.6 Z | K[C|S]|N
14 20/10 200 |O| z | D|V]K 14 20/10 2.00 C|R|H|D|V
Total # correctas a 4 metros = Total # correctas a 4 metros =
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NUMERO FECHA INICIALES PACIENTE VISITA
1 - INICIAL
Schnellen | Decimal OD (Ojo Derecho) Ieli\lduomcec:;)r;jcet;rar:reiste Schnellen | Decimal OS (Ojo Izquierdo) Ie’;lduomceor?r:Cet;i:Liste
Chart 1 a 1l metro Chart 2 a 1 metro

1 20/800 0.025 N[C|K]|]Z|O 1 20/800 0.025 D|S|R|K|N
2 20/640 0.032 R|{H|S|D|K 2 20/640 0.032 C|K|[Z]|O]|H
3 20/500 0.04 D|O|V]|HI|R 3 20/500 0.04 O|[N|R|K|D
4 20/400 0.05 C|Z|R|H]|S 4 20/400 0.05 KlzZz|Vv|D]|C
5 20/320 0063 | O| N|H|R|C 5 20/320 0063 | V| S| H|Z]|O
6 20/250 0.08 D|K|S|[N|V 6 20/250 0.08 H|D|K|]C|R

# Total correcto a 1 metro = # Total correcto a 1 metro =

Si el paciente NO ley6 ninguna letra a 4 ni a 1 metro complete la siguiente seccidn para valorar la agudeza visual del paciente:

CD: cuenta dedos; MM: movimiento manos; PL: percibe luz; NPL: no percibe luz.

Si el total a 4 metros es = 20 letras leidas correctamente, la agudeza visual mejor corregida total sera la suma del total de letras leidas
correctamente a 4 metros, mas 30 afiadido a ese numero. Si el total a 4 metros es <20 letras leidas correctamente, la agudeza visual mejor
corregida sera la suma del nimero total de letras leidas correctamente a 4 metros mas las leidas correctamente a 1 metro.
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NUMERO FECHA INICIALES VISITA
PACIENTE

1 - INICIAL

RECOGIDA DE LAGRIMA (los impares se empieza por el OD y los pares por el Ol)

Al menos 1h antes sin sustitutos lagrimales Sid No O

N° Ojo | Etiquetado Cantidad Fecha __ / |/ | Hora

1 1pl O Buffer citoquinas o
2 1plO 1pl3 | Buffer Sustancia P o
4 1p 0 Buffer NGF o
Etiguetado= NHC-n°muestra ej: 45678-1 Congelar a -80°C

RECOGIDA DE SALIVA

Al menos 1h antes sin comer Si 0 No O Enjuague bucal (5 veces)

Etiquetado Cantidad Fecha Hora

Congelar a -20°C

RECOGIDA DE PELO

Tefiido o Moldeado o Decolorado o Planchadoo Gominao Espumao Lacao Aceites
O

Hora Color Longitud Zona Tratamientos

Etiquetado:

REALIZACION DE CAMPIMETRIA

Fecha operador

REALIZACION DEL OCT

Fecha operador
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CUADERNILLO DE CUESTIONARIOS 1° SESION

1- Cuestionario de Calidad del Suefio (PSQI)
2- Escala de somnolencia de Epworth

3- Cuestionario de ansiedad Estado- ansiedad Rasgo

Nombre:

Género:

Edad:

Numero de personas que componen la unidad familiar:

Ha tenido algin evento en las Ultimas semanas que le haya hecho sentir especialmente
alegre o triste (tipo fallecimiento de una persona préoxima, enfermedad, problema familiar,
cambio de trabajo). No hace falta especificar cual: Si/No

A continuacion va a responder a tres cuestionarios sobre calidad del suefio, somnolencia y
ansiedad. Los cuestionarios tienen las preguntas numeradas. Intente contestar a todas las
preguntas donde aparezca un espacio entre corchetes “[ ]. No hay respuestas buenas ni
malas, no se detenga demasiado en pensar cada pregunta, conteste aquello que mejor
refleje su situacién en la mayoria de los dias.

Toda la informacién contenida en este documento es confidencial. Su utilizacién se hara
exclusivamente con fines cientificos y no podréa ser divulgada sin el previo consentimiento
expreso del paciente.
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Calidad del suefio: Pittsburg Sleep Quality Index (PSQI)

1. Durante el Gltimo mes, ¢A qué hora se ha acostado habitualmente? [hora]

2. Durante el ultimo mes, ¢ Aproximadamente cuéanto tiempo le lleva quedarse dormido
después de acostarse? [minutos]

3. Durante el ultimo mes, ¢A qué hora se ha levantado por la mafiana? [hora]

4. Durante el dltimo mes, ¢ Cuéntas horas duerme realmente cada noche en promedio? El

tiempo dormido puede ser diferente del tiempo pasado en cama. [hora]

5. Durante el altimo mes, ¢ Con qué frecuencia ha tenido problemas de suefio por alguna de
las siguientes causas? Indicar la respuesta correcta 0 mas aproximada para cada una
de las siguientes preguntas. Por favor, responda a todas las preguntas.

a) No poder dormirse en la primera media hora tras acostarse
[1 Nunca en el Ultimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana

[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

b) Despertarse a media noche o temprano por la mafana
[ ] Nunca en el dltimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana

[]1 Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

¢) Tener que levantarse para ir al bafio
[ ] Nunca en el dltimo mes

[ ] Menos de una vez a la semana
[]1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana
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d) Tener dificultades para respirar
[ ] Nunca en el dltimo mes

[ ] Menos de una vez a la semana
[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

e) Toser o roncar muy alto

[ 1 Nunca en el ultimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana
[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

f) Sentir demasiado frio

[ ] Nunca en el dltimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana
[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

g) Sentir demasiado calor

[ ] Nunca en el dltimo mes

[ ] Menos de una vez a la semana
[]1 Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana
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h) Tener pesadillas

[ ] Nunca en el dltimo mes

[ ] Menos de una vez a la semana
[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

i) Sentir dolor

[ 1 Nunca en el ultimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana
[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

j) Otras razones [por favor especificar e indicar con qué frecuencia]
[ ] Nunca en el dltimo mes

[ 1 Menos de una vez a la semana

[1Una o dos veces a la semana

[] Tres 0 mas veces a la semana

6.- Durante el ultimo mes, ¢ Como describiria la calidad de su suefio en general?
[ ] Muy buena

[ ] Bastante buena

[ ] Bastante mala

[ ] Muy mala

- 45 -



e ioba

Instituto Universitario de

Universidad deValladolid Oftalmobiologia Aplicada

7.- Durante el ultimo mes, ¢,Con qué frecuencia ha tomado medicinas o remedios para
dormir?

[ 1 Nunca en el dltimo mes

[ ] Menos de una vez a la semana
[]1 Una o dos veces a la semana
[] Tres 0 mas veces a la semana

[Indicar qué toma]

8.- En el Ultimo mes, ¢ Con qué frecuencia ha tenido problemas para mantenerse despierto
durante el dia, por ejemplo tras la comida, mientras conducia o en otros momentos del dia?

[ ] Nunca en el dltimo mes
[ ] Menos de una vez a la semana
[] Una o dos veces a la semana

[] Tres o mas veces a la semana

9.- En el Ultimo mes ¢ Ha sentido falta de entusiasmo o energia para realizar sus actividades
habituales?

[ 1 En absoluto
[] Ligeramente
[ ] Bastante

[ ] Muchisima
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Escala de Somnolencia Epworth
Este cuestionario pretende valorar la facilidad para amodorrarse o quedarse dormido en

cada una de las diferentes situaciones. Aunque no haya vivido alguna de estas situaciones
recientemente, intente imaginar como le habria afectado.

Sentado y leyendo

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

Viendo la TV

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

Sentado, inactivo en un lugar publico (ej: cine, teatro, conferencia, etc.)

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

Como pasajero de un coche en un viaje de 1 hora sin paradas

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio
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Estirado para descansar al mediodia cuando las circunstancias lo permiten

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

Sentado y hablando con otra persona

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

Sentado tranquilamente después de una comida sin alcohol

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio

En un coche, estando parado por el transito unos minutos (ej: semaforo, retencion,...)

[ ] Nunca tengo suefio
[] Ligera probabilidad de tener suefio
[ ] Moderada probabilidad de tener suefio

[ ] Alta probabilidad de tener suefio
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Ansiedad: State-Trait Anxiety Inventory (STAI)
Ansiedad-Estado

A continuacién encontraréa unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a
si mismo. Lea cada frase y sefiale la opcion 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 sefialando la respuesta que mejor describa su situacion
presente.

Me siento calmado: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ Jmucho
Me siento seguro: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ ][mucho
Me siento tenso: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Estoy contrariado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho
Me siento a gusto: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Me siento alterado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Estoy preocupado ahora por posibles desgracias futuras: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [
Jmucho

Me siento descansado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho

Me siento angustiado: [ [nada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ J[mucho

Me siento confortable: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Tengo confianza en mi mismo: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ J[mucho
Me siento nervioso: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ J[mucho

Estoy desosegado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ J[mucho

Me siento muy atado (como oprimido): [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Estoy relajado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho

Me siento satisfecho: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ Jmucho

Estoy preocupado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Me siento aturdido: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Me siento alegre: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ J[mucho

En este momento me siento bien: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho
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Ansiedad-Rasgo

A continuacién encontrard unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a
si mismo. Lea cada frase y sefale la opcion que indique mejor como se siente usted en
general, en la mayoria de las ocasiones. No hay respuestas buenas ni malas. No emplee
demasiado tiempo en cada frase y conteste sefialando la respuesta que mejor describa
cdmo se siente usted generalmente.

Me siento bien: [ ]Casi nunca, [ ]JA veces, [ ]A menudo, [ ]Casi siempre

Me canso rapidamente: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi siempre

Siento ganas de llorar: [ ]|Casi nunca, [ ]JA veces, [ JA menudo, [ |Casi siempre

Me gustaria ser tan feliz como otros: [ ]Casi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi siempre

Pierdo oportunidades por no decidirme rapido: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi
siempre

Me siento descansado: [ ]Casi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ JCasi siempre
Soy una persona tranquila: [ ]Casi nunca, [ ]JA veces, [ JA menudo, [ ]Casi siempre

Veo que las dificultades se amontonan: [ ]JCasi nunca, [ ]JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi
siempre

Me preocupo demasiado por cosas sin importancia: [ ]JCasi nunca, [ ]JA veces, [ ]JA menudo, [
]Casi siempre

Soy feliz: [ ]Casi nunca, [ ]JA veces, [ ]JA menudo, [ JCasi siempre

Suelo hacer las cosas demasiado seriamente: [ JCasi nunca, [ ]JA veces, [ ]A menudo, [ ]Casi
siempre

Me falta confianza en mi mismo: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ ]A menudo, [ ]Casi siempre
Me siento seguro: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi siempre

No suelo afrontar las crisis o las dificultades: [ ]Casi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ JCasi
siempre

Me siento triste: [ ]JCasi nunca, [ ]JA veces, [ ]JA menudo, [ ]Casi siempre
Estoy satisfecho: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]|Casi siempre

Me rondan y molestan pensamientos sin importancia: [ JCasi nunca, [ JA veces, [ JA menudo,
[ ]Casi siempre

Me afectan tanto los desengafos que no puedo olvidarlos: [ JCasi hunca, [ ]A veces, [ ]A
menudo, [ ]Casi siempre

Soy una persona estable: [ ]Casi nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]|Casi siempre

Cuando pienso en asuntos y preocupaciones actuales me pongo tenso y agitado: [ ]Casi
nunca, [ JA veces, [ ]JA menudo, [ ]|Casi siempre

Fin de los cuestionarios. Muchas
gracias por su colaboracion.
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NUMERO FECHA INICIALES VISITA
PACIENTE

2 - FINAL

RECOGIDA DE SALIVA

Al menos 1h antes sin comer Sidl No O Enjuague bucal (5 veces)

Etiquetado Cantidad Fecha Hora

Congelar a -20°C

Revisar que se han realizado las siguientes pruebas en la vista 1. Si no
realizarlas en esta visita:

- Campimetria

- OCT

- Recogida de lagrima

- Recogida de pelo

EXPLORACION OFTALMOLOGICA

Oftalmoélogo
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CUADERNILLO DE CUESTIONARIOS
2° SESION

1- Cuestionario de ansiedad Estado

Nombre:

Ha tenido algun evento en los ultimos dias que le haya hecho sentir especialmente alegre o
triste (tipo fallecimiento de una persona préxima, enfermedad, problema familiar, cambio de
trabajo). No hace falta especificar cual: Si/No

A continuacién va a responder un cuestionario sobre ansiedad. Intente contestar a todas las
preguntas donde aparezca un espacio entre corchetes “[ ]”. No hay respuestas buenas ni
malas, no se detenga demasiado en pensar cada pregunta, conteste aquello que mejor
refleje su situacién en la mayoria de los dias.

Toda la informacién contenida en este documento es confidencial. Su utilizacion se hara
exclusivamente con fines cientificos y no podréa ser divulgada sin el previo consentimiento
expreso del paciente.
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Ansiedad: State-Trait Anxiety Inventory (STAI)
Ansiedad-Estado

A continuacién encontraréa unas frases que se utilizan corrientemente para describirse uno a
si mismo. Lea cada frase y sefiale la opcion 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 sefialando la respuesta que mejor describa su situacion
presente.

Me siento calmado: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ Jmucho
Me siento seguro: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ ][mucho
Me siento tenso: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Estoy contrariado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho
Me siento a gusto: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Me siento alterado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Estoy preocupado ahora por posibles desgracias futuras: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [
Jmucho

Me siento descansado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho

Me siento angustiado: [ [nada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ J[mucho

Me siento confortable: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Tengo confianza en mi mismo: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ J[mucho
Me siento nervioso: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ J[mucho

Estoy desosegado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ J[mucho

Me siento muy atado (como oprimido): [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho
Estoy relajado: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho

Me siento satisfecho: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]Jbastante, [ Jmucho

Estoy preocupado: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Me siento aturdido: [ Jnada, [ ]Jalgo, [ ]bastante, [ Jmucho

Me siento alegre: [ Jnada, [ Jalgo, [ ]bastante, [ ][mucho

En este momento me siento bien: [ Jnada, [ Jalgo, [ Jbastante, [ Jmucho

Fin de los cuestionarios.

Muchas gracias por su
colaboracion.
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ANEXO I

I I HOSPITAL CLINICO c
C UNIVERSITARIO DF VALL ADOILID ‘ sa yl
28-2035 UV Vanguardia y Tradicién

2 ASED D CASEN A Y LESSR

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE (CEIC-VA-ESTE-HCUV)

Valladolid a 15 de febrero de 2018

En la reunién del CEIC/CEIm AREA DE SALUD VALLADOLID — ESTE del 15 de
febrero de 2018, se procedidé a la evaluacién de los aspectos éticos del siguiente
proyecto de investigacién.

I.P.: SALVADOR PASTOR

E IDOATE
VALIDACION DE BIOMARCADORES EQUIPO: JOSE CARLOS
PI-GR-18- | DE ESTRES CRONICO EN SALIVA, z
A PASTOR, M2 ISABEL LOPEZ,
938 LAGRIMA Y PELO, EN PACIENTES ANDRES EDUARDO VALISENA
CON DISTROFIAS DE LA RETINA, ’

PI 17-732 | FUNDAMENTALMENTE RETINITIS | aNTONIQ PUERAS, ROSA
PIGMENTOSA. , :

AMANDA VAZQUEZ, ITZIAR
PINILLA, ANDRES GALVEZ,

A continuacién les sefalo los acuerdos tomados por el CEIC/CEIm AREA DE SALUD
VALLADOLID — ESTE en relacién a dicho Proyecto de Investigaciéon:

Considerando que el Proyecto (y la Hoja de Informacién al Paciente/consentimiento
Informado) contempla los Convenios y Normas establecidos en la legislacién
espafiola en el ambito de la investigacién biomédica, la proteccién de datos de
caracter personal y la bioética, se hace constar el informe favorable y la
aceptacién del Comité Etico de Investigacién Clinica del Area de Salud Valladolid
Este para que sea llevado a efecto dicho Proyecto de Investigacién.

Un cordial saludo.

A LVA R EZ Firmado digitalmente por

ALVAREZ GONZALEZ
GONZALEZ el rconsimiante.

(DN): c=ES,
FRANCISCO g randsco.

JAVIER, sn=ALVAREZ GONZALEZ,

JAVIER - E%Ygggfv%qﬁgfmz%
echa: 2018.02.15 14:17:22
; Alees 09721299G ‘%
Dr. F. Javier Alvarez.

CEIC/CEIm Area de Salud Valladolid Este —

Hospital Clinico Universitario de Valladolid
Farmacologia

Facultad de Medicina,

Universidad de Valladolid,

c/ Ramdn y Cajal 7,

47005 Valladolid

alvarez@med.uva.es, jalvarezgo@saludcastillayleon.es
tel.: 983 423077

E‘!a Junta de

Castilla y Leon
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ANEXO IV

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO COU%0 £op-07.08
< | INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA |
QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS |0 02
HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO

kvl Unidad HCUV S ac
Fecha: 22/09/2015 y

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID

L Pag.: -55-de6
Version 6 de 22-09-2015

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLINICA
QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID

Version 6 de 22-09-2015

SERVICIO / UNIDAD: OFTALMOLOGIA

INVESTIGADOR RESPONSABLE: SALVADOR PASTOR IDOATE

TELEFONO DE CONTACTO: 690179835 EMAIL: pastor.idoate@gmail.com

NOMBRE DE LA LINEA DE TRABAJO: Biomarcadores de estrés en distrofias
retinianas

VERSION DE DOCUMENTO: (Nimero de version, fecha):1, 13-02-2018
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I) Finalidad de la linea de trabajo propuesta:

La finalidad del presente proyecto es identificar moléculas, potenciales biomarcadores,
especificamente implicados en el stress, en la aparicion o agravamiento de patologia
retiniana y genéricamente implicados en la inflamacion que pudiesen servir como
predictores de progresion de enfermedad o de respuesta al tratamiento en pacientes con
distrofias retinianas, fundamentalmente Retinitis Pigmetosa. Ademdas, se pretende
correlacionar los niveles en saliva, lagrima y pelo de Cortisol, sRIITNFalpha, IgAS,
melatonina, Sustancia P, GNF beta y Capacidad Antioxidante Total con datos clinicos
objetivos (disminucién de agudeza visual, presencia de presencia de fibrosis o atrofia) datos
objetivos de las exploraciones (aumento del grosor retiniano, aumento de pérdida del campo
visual, grosor de capa de fibras nerviosas) y datos clinicos subjetivos mediante
cuestionarios de calidad de vida y suefio en los pacientes con distrofias retinianas,
fundamentalmente Retinitis Pigmetosa.

Los potenciales biomarcadores que encontremos podrian contribuir a una mejor y mas
temprana identificacion de los pacientes en riesgo de ser susceptibles a tener mayor stress
y como consecuencia de ello peores resultados funcionales, con el objetivo de tomar
medidas al respecto con el objetivo de mejorar los resultados. También, estos
biomarcadores podrian ser una herramienta Util para una evaluacion objetiva de los
beneficios de los tratamientos aplicados a los pacientes con el objetivo de poder mejorar la
calidad, efectividad y eficiencia de dichas tratamientos. También estos biomarcadores
podrian servir como futuras dianas terapéuticas no solo para el tratamiento de la Retinitis
Pigmetosa sino también para otras distrofias retinianas.
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OBJETIVO GENERAL

Disponer de datos reales sobre la progresion de la enfermedad en pacientes con distrofias
retinianas, fundamentalmente Retinitis Pigmentosa, que sirvan de base para la identifiacion
temprana de pacientes de alto riesgo con el fin de desarrollar actuaciones posteriores en un
Plan de Calidad con aplicacion de propuestas de mejora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar los pardmetros clinicos y biomarcadores relacionados con la stress y
progresion de la enfermedad en con distrofias retinianas, fundamentalmente Retinitis
Pigmentosa.

e Comparar los datos clinicos obtenidos y la presencia de Cortisol, sRIITNFalpha,
IgAS melatonina, Capacidad Antioxidante Total en muestras de saliva, Citoquinas,
Sustancia P y NGF beta en lagrima y cortisol en pelo.

e Comparar los datos anatomopatologicos obtenidos con el OCT y los datos de
densidad vascular foveal mediante el OCT-Ay la presencia de Cortisol,
sRIITNFalpha, IgAS, melatonina y Capacidad Antioxidante Total en muestras de
saliva, Citoquinas, Sustancia P y GNF beta en lagrima y cortisol en pelo.

e Comparar los datos obtenidos en pacientes con distrofias retiniana,
fundamentalmente Retinitis Pigmentosa con los datos obtenidos en poblacién sana
(grupo control).

Los resultados de estos estudios ayudaran probablemente a diagnosticar y/o tratar de

manera mas precisa a los enfermos con una enfermedad como la suya.
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Il) Algunas consideraciones sobre su participacion:

Es importante que Vd., como potencial donante de muestras, conozca varios aspectos

importantes:

A) La donacion de muestras es totalmente voluntaria.

B) Puede plantear todas las dudas que considere sobre su participacion en este estudio.
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C) Se solicita su autorizacion para la toma y uso en investigacién biomédica de muestras de
saliva, lagrima y pelo. En dichas muestras se obtendran y/o analizaran (utilizando los
métodos que el investigador principal considere necesarios para avanzar en la linea de

trabajo arriba expuesta.

D) Se le tomara un volumen relativamente pequefio (0.05 ml) de saliva utilizando el método
de secrecion pasiva, (0.01ml) de lagrima utilizando el método de secrecién pasiva y 5 mm
de pelo. La donacién de saliva, lagrima o pelo no tiene efectos secundarios. Se recogeran

un total de dos muestras por cada sujeto con un intervalo entre ellas de 24h.

E) No percibir4 ninguna compensacion econdmica o de otro tipo por las muestras donadas y
éstas no tendran valor comercial. No obstante, la informacién generada a partir de los
estudios realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales. En tal
caso, estan previstos mecanismos para que estos beneficios reviertan en la salud de la

poblacion, aungue no de forma individual en el donante.

F) Las muestras y los productos obtenidos de las mismas seran almacenados y custodiados
en IOBA-Universidad de Valladolid, lugar designado para este fin por el Investigador
Principal del Estudio. La persona responsable de la custodia es el Dr. Salvador Pastor
Idoate. La muestra quedara alli depositada de forma indefinida (siempre que no se haya
consumido en su totalidad en el curso de los trabajos asociados a la misma). Si en dicho
momento se propusiera el paso de las muestras a un Biobanco oficialmente reconocido, se

le volvera a solicitar su consentimiento para ello.
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G) Los datos personales asociados a las muestras seran tratados segun lo dispuesto en la
legislacion vigente sobre proteccién de datos de caracter personal (Ley Organica 15/1999),

de 13 de diciembre) y cualquier otra que resultara aplicable.
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H) La informacion obtenida se almacenara en una base de datos, en soporte informatico,
registrada en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos, segun la legislacion vigente (Ley
Orgénica 15/1999). Los datos registrados seran tratados estadisticamente de forma
codificada. En todo momento el donante tendrda derecho de acceso, rectificacion o
cancelacion de los datos depositados en la base de datos siempre que expresamente lo
solicite. Para ello debera ponerse en contacto con el investigador principal. Los datos
guedaran custodiados bajo la responsabilidad del Investigador Principal del Estudio, Dr.

Salvador Pastor Idoate.

I) Las muestras y/o la informacion clinica asociada a las mismas podran ser utilizadas por el
grupo del investigador principal en estudios futuros de investigacion relacionados con la
linea de trabajo arriba expuesta. Dichas muestras y/o la informacion clinica asociada a las
mismas podran ser cedidas a otros investigadores designados por el Investigador Principal
para trabajos relacionados con esta linea, siempre al servicio de proyectos que tengan alta
calidad cientifica y respeto por los principios éticos. En estos dos ultimos casos, se solicitara
antes autorizacion al CEIC (Comité Etico de Investigacion Clinica) del Area de Salud
Valladolid Este.

J) La falta de consentimiento o la revocacion de este consentimiento previamente otorgado

no supondra perjuicio alguno en la asistencia sanitaria que Vd. recibe/recibira.

K) Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informacion relevante
para su salud o la de sus familiares. Vd. tiene derecho a conocerla y trasmitirla a sus

familiares si asi lo desea.
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L) Sélo si Vd. lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro para

completar o actualizar la informacion asociada al estudio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio BIOMARCADORES DE ESTRES CRONICO EN SALIVA, LAGRIMA Y PELO , EN PACIENTES
CON DISTROFIAS DE LA RETINA, FUNDAMENTALMENTE RETINITIS PIGMENTOSA

Yo,

(nombre y apellidos del paciente 6 representante legal)

He leido la informacion que me ha sido entregada.

He recibido la hoja de informacion que me ha sido entregada.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con

(nombre y apellidos 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.

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado v libre para:

- El fin para el que se utilizaran mis muestras y datos personales segun lo recogido en la
hoja de informacion al paciente que me ha sido entregada.

- Accedo a que los médicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID
contacten conmigo en el futuro en caso de que se necesite obtener nuevos datos. ...Sl.....
NO (marcar con una X lo que proceda)
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- Accedo a que los médicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALLADOLID
contacten conmigo en caso de que los estudios realizados sobre mis muestras / datos
aporten informacion relevante para mi salud o la de mis familiares ...Sl..... NO (marcar con
una X lo que proceda)
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Una vez firmada, me serd entregada una copia del documento de consentimiento.

FIRMA DEL PACIENTE / REPRESENTANTE LEGAL NOMBRE Y APELLIDOS
FECHA

EN CALIDAD DE (Parentesco, tutor legar, etc.)

Yo he explicado por completo los detalles relevantes de este estudio al paciente nombrado
anteriormente y/o la persona autorizada a dar el consentimiento en nombre del paciente.

FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE Y APELLIDOS FECHA
CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO (CONTACTAR CON EL
INVESTIGADOR PRINCIPAL)

Yo revoco el

consentimiento de participacion en el estudio, arriba firmado con fecha

Firma:
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psora (ardes Lopez AlFonsa

en adelante el firmante, se compromete, tanto durante la estancia en el IOBA de la Universidad de Valladolid, como
una vez extinguida la relacién con el IOBA, al méas estricto deber de confidencialidad y secreto respecto de toda la
informacién que reciba como consecuencia de su visita, practicas o estancia en el Instituto y toda la informacion
generada en los estudios o actos clinicos realizados en el mismo. igualmente, se compromete, tanto en el desarrollo
habitual de su trabajo, como fuera del mismo, a actuar con la debida cautela y lealtad para no dafar los intereses de
la Universidad de Valladolid — IOBA y respetar los derechos de los pacientes del mismo.

A tales efectos, se considerara conducta desleal no soélo la divulgacion de la informacion que el firmante hubiera
adquirido como consecuencia de esta estancia, y la utilizacion de la misma en beneficio propio o de tercero, sino toda
negociacion con miras a una futura divulgacion de la citada informacion.

El firmante no podra disponer de los documentos, bienes, proyectos, experimentos, pruebas o materiales del IOBA a
que tenga acceso, con otro objeto que el desarrollo del proyecto a su cargo o las practicas realizadas, salvo en caso
de previa autorizacion expresa por escrito del Consejo del IOBA. Asimismo, declara su intencién de seguir las
instrucciones que en el futuro pueda dictar el IOBA en relacion con el tratamiento de la informacion privilegiada de la
que pueda disponer.

Todos los documentos, bienes, proyectos, experimentos, pruebas o materiales que se encuentren en posesion del
firmante como consecuencia del desarrollo del proyecto o sus practicas, deberan ser devueltos al IOBA, tan pronto
como se produzca la finalizacion de la estancia, o de forma inmediata en cuanto le sean requeridos.

Si el firmante incumpliera las obligaciones de esta clausula, el IOBA podréa reclamarle los dafios y perjuicios que se le
hubieran producido, ademéas de las cantidades que hubiera percibido como compensacion econdmica, desde el
momento en que se origine el incumplimiento. No obstante y por este contrato, las partes fijan una indemnizacion en
el caso de divulgacion de cualquier informacion o incumplimiento de la presente clausula por un importe equivalente a
un mes de su salario, cantidad que debera ser entregada por el firmante en el caso de que la Universidad de
Valladolid le requiera por incumplir la presente clausula, todo ello sin perjuicio de las posibles responsabilidades
penales en que se pueda incurrir.

El firmante se compromete a guardar la maxima reserva y secreto sobre los datos de caracter personal de los sujetos
en proyectos de investigacion o en actos clinico/quirtrgicos ordinarios a los que acceda con motivo del desemperio de
sus tareas, especialmente cuando éstos hagan referencia a datos de salud. Asi mismo, se compromete a no divulgar
dichos datos, asi como a no publicarlos ni ponerlos a disposicion de terceros, bien directamente, bien a través de
terceras personas o0 empresas.

De igual modo, el firmante se compromete, tras la extincion del presente contrato, a no conservar copia alguna de
documentacion en la que puedan constar datos de caracter personal de los sujetos en una investigacion clinica.

El firmante reconoce que la legislacion sobre proteccion de datos personales establece una serie de obligaciones
respecto al acceso a datos de caracter personal. A tal efecto, el firmante se compromete al acceder a los datos de
caracter personal de los sujetos, a cumplir la normativa de proteccion de datos y a lo especificado en el protocolo.de
actuacion en ensayos clinicos y otras investigaciones clinicas, asi como en lo dispuesto en la legislacion que regula la
atencion médica.

Las obligaciones de confidencialidad establecidas en el presente contrato tendran una duracion indefinida,
manteniéndose en vigor con posterioridad a la finalizacion de la relacion entre el Centro y el firmante.

Las partes se someten expresamente para cualquier controversia o litigio que se pueda derivar del incumplimiento de
las presentes clausulas a los Juzgados de Valladolid.

EnvValadoid.a 19 /11/ 201R
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