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ABREVIATURAS

- ACTH : Adrenocorticotropina u hormona adrenocorticotropa.
- ADN : Ac. Desoxiribonucleico.

- AE: Aminoacidos Excitadores.

- ak: acido kainico.

- AMPA: Alfa-amino 3hidroxy Smethylisoxazolen 4propionico Acid.
- ARN: Ac. Ribonucleico.

- ASA: American Society Anaesthesiology.

- bp: base pairs, pares de bases.

- CMN: C¢lulas Mononucleadas.

- CRF: Factor liberador de corticotropina.

- DE: Desviacion Estandar.

- DEPC: Diethylene Pyrocarbonate

- DNA: Desoxiribonucleic Acid.

- DHS: Dinamic Hip Screw, tornillo dindmico de cadera.

- ECG: Electrocardiograma.

- EVA: Escala Visual Analogica.

- CRF: Factor liberador de hormona corticotropa.

- ME: Medula Espinal.

- MSH: Melanocyte Stimulating Hormona, hormona estimulante de melanocitos.
- NK1: Neuroquinina 1.

- NMDA: N- metil- D- Aspartato.

- PBS: Phosphate Buffers Saline.

- PCR: Polymerase Chain Reaction.

- POMC: Proopiomelanocortina.

- rpm: revolutions per minute, revoluciones por minuto.

- PTC: Protesis Total de Cadera.

- PTR: Protesis Total de Rodilla.

- PVC: PresionVenosa Central.

- RNA: Ribonucleic Acid.

- RNAm: Ribonucleic Acid Messenger.

- RT-PCR: Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction.
- SD: Standard Deviation.

- SDS: Sodio Diacetil Sulfato.

- SNC: Sistema Nervioso Central.

- SP: Sustancia P.

- THA: Total Hip Arthroplasty.

- TKA: Total Knee Arthroplasty.

- VAS: Visual Analogue Scale.
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I. INTRODUCCION

I.1. RESPUESTA INMUNO- METABOLICA AL ESTRES QUIRURGICO.

En 1914, Cannon ® demostro que tras una lesion existia una alteracion

neuroendocrina y el organismo reaccionaba a la cirugia con una respuesta

especifica.

El concepto de estrés fue introducido en medicina en 1936 por Hans Selye @)
que lo definid6 como “el estado que se manifiesta por un sindrome especifico
consistente en todos los cambios inespecificos inducidos dentro de un sistema
bioldgico”. El sindrome general de adaptacion como ¢l lo llamo, presentaba

una serie de caracteristicas:
* La primera era el efecto general del sindrome con una respuesta
similar ante distintos tipos de estimulos.
+ La segunda, su capacidad de adaptacion o resistencia al estimular
las defensas del organismo frente a los agentes nocivos.
* La tercera, la importancia del eje adrenocortical con su secrecion de
glucocorticoides durante el estrés.

En 1953, Moore @ describié las fases de la convalecencia quirargica,
teniendo el mérito de relacionar las manifestaciones clinicas observadas en los
enfermos con los hechos fisiopatoldgicos. Describio una primera fase de reaccion
o adrenocorticoidea, una segunda fase de crisis o de retirada corticoidea, una

tercera fase anabdlica y una cuarta y ultima fase de aumento de grasa.

Cualquier tipo de agresion quirurgica desencadena una reaccidén por parte
del organismo en dos formas: una respuesta local (reaccion inflamatoria) que

asienta en los tejidos directamente sometidos al trauma quirurgico y una
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respuesta sistémica del organismo encaminada a restaurar la homeostasis y
mantener su integridad para hacerlo salir cuanto antes, y defenderse, de la
situacion anormal a la que se ve sometido. Dichas respuestas se consideran
normales, y por lo tanto fisioldgicas e inespecificas y dependientes de manera

proporcional a la intensidad y gravedad de la agresion quirurgica.

El mantenimiento de la homeostasis se consigue activando el metabolismo
energético partiendo de una serie de estimulos de variada indole que producen la
liberacion de ciertas hormonas que se consideran marcadores de la respuesta al

estrés o de la respuesta del organismo a la lesion quirurgica.

En situaciones de estrés, el sistema nervioso central (SNC) recibe estimulos
aferentes del sistema nervioso periférico, de los quimiorreceptores y
barorreceptores. La respuesta neuroendocrina a estos estimulos aferentes se

puede considerar la respuesta eferente del SNC a nivel suprasegmentario.

Trabajos experimentales clasicos demostraron que para que ocurran ciertas
respuestas endocrinas, como la que media la liberacion de cortisol por la accion
de ACTH, es necesario que estén intactos el estimulo neural y la transduccion de
la sefial a SNC “. De manera similar, no existe respuesta de ACTH a
operaciones en pacientes parapléjicos con transeccion de la médula espinal a

nivel de T4.

®) en 1976, demostré que los cambios en los impulsos neuronales

Wilmore
aferentes al area hipotalamica alteraban los mecanismos homeostaticos centrales
con los consecuentes cambios en las funciones pituitarias y autébnomas. La
actividad aferente, tanto somatica como auténoma, es importante para iniciar la

respuesta al estrés.

La respuesta a estimulos nociceptivos requiere vias neurales intactas. La

. , . . . 6
analgesia “per s¢” no inhibe los cambios hormonales®.
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Los farmacos anestésicos pueden iniciar, inhibir o aumentar reflejos
neuroendocrinos y por tanto deben considerarse como un factor adicional en la

respuesta de lesion a una intervencion quirdrgica.

Engquist y cols. " ) y Kehlet ® demostraron que la anestesia locorregional,
tanto la subaracnoidea como la epidural, bloquean el estimulo neurogénico desde
el area lesionada y pueden atenuar la respuesta hormonal limitando el aumento
plasmatico de las catecolaminas, ACTH, aldosterona, cortisol, renina y
prolactina. A pesar de atenuar la respuesta al estrés, la anestesia regional no
puede bloquear completamente la inervacion auténoma, de ahi un efecto limitado
sobre el incremento de la secrecion hipotalamo-hipofisdria observada durante la
cirugia (7.10) g) hipotalamo tiene efecto coordinador central sobre la respuesta
endocrina. Los impulsos aferentes estimulan la secrecion de factores
hipotalamicos liberadores que a su vez estimulan la hipofisis produciendo la

secrecion de proopiomelanocortina (POMC).

En la respuesta al estrés no solo esta implicado el eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal, sino también el sistema opioide endogeno. El factor liberador de la
hormona corticotropa (CRH) actia sinérgicamente con la vasopresina
estimulando la secrecion de la POMC por la hipofisis. La POMC es
metabolizada a ACTH y a beta-endorfinas, de ahi que exista un eslabon entre los

opioides enddgenos y el eje hipotdlamo-hipofisario-suprarrenal. (11, 12)
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1.2. PROOPIOMELANOCORTINA. (POMC)

La Proopiomelanocortina es una molécula inactiva precursora de los
pépticos activos: Adrenocorticotropina (ACTH), Hormona estimulante de
melanocitos (MSH) y Beta-endorfinas:

- ACTH: Estimula la corteza suprarrenal e induce la funcion adrenal,
regula la homeostasis interna manteniendo el tono y permeabilidad vascular y
la distribucion del agua corporal total.

- MSH: Estimula la melanogenesis y pigmentacion. Sus receptores
MC4-R cerebrales estan implicados en la obesidad e hiperfagia (13, 14)

- Beta-endorfinas: A través de receptores opiaceos, produce la
modulacidn inhibitoria de la informacién nociceptiva.

El sindrome de déficit de POMC ™ se expresa fenotipica- mente por
obesidad morbida, pelo pelirrojo e intolerancia al estrés®®. El déficit completo
de POMC es muy poco frecuente. Existen mas frecuentemente polimorfismos

de este gen ()

, con alteracion de la expresion de POMC, que en un futuro
podrian ser de utilidad en el diagnostico preanestesico y valorar el riesgo
quirurgico de estos pacientes.
El gen POMC se localiza en el cromosoma 2 (Cr2 -23p). Estd compuesto
por 3 exones y 2 intrones:
Exon 1. No se transmite, extremo 5 ' mRNA.
Exon 2. Contiene la sefial de secuencia para procesar la proteina.
Exon 3. Codifica los pépticos activos: ACTH, MSH y beta-endorfinas.
A nivel central en el eje hipotdlamo-hipofisario la expresion del gen
POMC es completa, pero a nivel periférico (en linfocitos sanguineos) se pierde
la expresion del exon 1 y 2, denominandose a la molécula “5°truncated

POMC”, y no hay secrecion de ACTH por pérdida de la secuencia sefial de
pOMC .
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1.3. OPIACEQOS SISTEMICOS E INTRATECALES.

Diferentes estudios demuestran variaciones en la expresion del gen de
proopiomelanocortina en hipotdlamo e hipofisis relacionadas con la respuesta a

(19) (20)

terapias analgésicas con morfina "’ y al estrés

En estudios con altas dosis de opiaceos, se ha conseguido una disminucion
marcada de la respuesta hormonal a la cirugia @ La morfina y otros opidceos
acttian produciendo una inhibicion dosis-dependiente de la respuesta al estrés,
disminuyendo de forma proporcional la elevacion de las catecolaminas plasmaticas

inducidas quirﬁrgicamente(Zl’ 22)

. Sin embargo, la dosis de opioides sistémicos
necesaria para producir una completa abolicion de la respuesta hormonal debe ser
muy alta (en el caso del fentanilo 100 pgr/Kg) dando lugar a una depresion

: . . — - : . (22
respiratoria que precisaria de ventilacion mecanica en el periodo postoperatorio .

La hiperalgia y alodinia inducida por opioides ha sido observada en el modelo
animal ® asi como la tolerancia aguda a opioides tras la infusion larga de

s iy 24
opiaceos de accion corta ),

La metadona es altamente liposoluble ®2) con una vida media de unas 23
horas, pudiendo variar entre 13 y 54 horas. Las vias intravenosa, intradural, y
epidural, se han mostrado eficaces y seguras para el tratamiento del dolor

postoperatorio.

La metadona se une fundamentalmente a los receptores opioides mu, pero
ademas es un antagonista no competitivo de los receptores de N-metil-D-
Asparatato (NMDA). La utilizacion de la metadona permite mejorar el control del

dolor al disminuir el desarrollo de tolerancia a los opioides.
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Los receptores NMDA estdn asociados con los procesos de aprendizaje y
memoria, el desarrollo y la plasticidad neural, asi como con los estados de dolor
agudo y crénico. Intervienen en el inicio y mantenimiento de la sensibilizacion
central asociada a dafio o inflamacion de los tejidos periféricos ¢" 28),

El glutamato es el principal aminoécido excitatorio del SNC, puede participar
en los procesos de transmision nociceptiva a nivel espinal, siendo el principal
responsable de la transmision sindptica rapida. La accion del glutamato en las vias
del dolor estd mediada en su mayor parte a través de receptores ionotropicos (Ac
alfa-amino 3-hidroxy 5-methylisoxazolen 4-propionico AMPA, NMDA vy
kainicos). La activacion de los receptores NMDA juega un papel importante en la

neurotransmision excitatoria y la plasticidad sinaptica del SNC.

El glutamato o sus agonistas (NMDA, AMPA y 4&cido kainico) estan
involucrados en los procesos de generacion y mantenimiento de los estados de
hiperalgesia (respuesta exacerbada al estimulo nocivo) y alodinia (disminuciéon
del umbral doloroso). El glutamato es un importante neurotransmisor involucrado
en la transmision de estimulos nociceptivos en el SNC (38.39),

Los estudios farmacoldgicos en los cuales se aplica glutamato o un agonista
de los receptores de glutamato resultan en una despolarizacion de las células
ganglionares del asta dorsal, lo que determina que sus receptores estan ubicados en
dichas localizaciones ©% 49,

Existen varios subtipos de los receptores de glutamato como el n metil d
aspartato (NMDA), el acido alfa amino 3 hidroxy 5 methylisoxazole 4 propionico
(AMPA) y el acido kainato (ak). La presencia de estos receptores a nivel periférico
y sus posibles implicaciones terapéuticas estan siendo motivo de investigacion

actualmente @49,
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El dolor créonico puede ser mantenido por un estado de sensibilizacion dentro
del SNC que esta mediado en parte por los aminoacidos excitatorios: glutamato y
aspartato, cuando se unen a los receptores NMDA “2),

Los receptores NMDA regulan, a través de un complejo mecanismo, la
entrada del ion Calcio a la célula, del entorno extracelular, lo que en ultimo
término se traduce en excitabilidad intracelular dependiente del ion Calcio de los
mensajeros segundo y tercero “3) En condiciones normales, los receptores NMDA
estan bloqueados por el magnesio. Sin embargo, los aminoacidos excitatorios
como el aspartato, glutamato y los pépticos neuromoduladores como la sustancia p,
pueden removerlo de su sitio de union, lo que permite la entrada de calcio en las
neuronas de amplio rango del asta dorsal (3843 E] resultado final es una forma de
sensibilizacion central a los estimulos nociceptivos periféricos que se manifiesta

por alodinia e hiperalgesia “2)

El d-isomero de la metadona es un antagonista del receptor N-metil-D-
Aspartato, NMDA, y actia como atenuador del desarrollo de tolerancia a la
morfina y de la hiperalgesia y alodinia inducida por la modificacion del receptor de
NMDA @),

La administracion intratecal de antagonistas de NMDA puede reducir y
prevenir los estados de facilitacion ( wind-up ) progresiva de las neuronas del asta
dorsal a los impulsos aferentes trasmitidos por las fibras C, pero no la respuesta al

estimulo nociceptivo agudo 33),

Los receptores de NMDA se localizan en las células del asta posterior de la
médula espinal (ME), después de la sinapsis, son los encargados de mediar la
reaccion generada por la descarga polisinaptica de fibras aferentes primarias
nociceptivas. La activacion de los receptores NMDA se relaciona con la

transmision en fibras aferentes nociceptivas, posiblemente fibras A deltay C (26)
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La estimulacion repetitiva de fibras C origina un aumento del tamafio de los
campos receptivos y de la respuesta de las neuronas nociceptivas espinales a los
estimulos adecuados. Este fenomeno, denominado "wind-up”, esta mediado por la
liberacion de glutamato y sustancia P (SP) por aferencias primarias de tipo C, que
act@ian sobre receptores NMDA y neurocininal (NK1). La via final comun de la
activacion del receptor NK1 y NMDA es el incremento de calcio intracelular libre
ionizado, que puede explicar la hiperexcitabilidad neuronal persistente. La
activacion de estos receptores puede activar la protein-cinasa C por la via de la
cascada de inositoles. La activacion de estos receptores produce la sintesis de
prostaglandinas y de 6xido nitrico. La facilitacion lenta y conservada, depende de
la correlacion de neurocininas, especialmente la SP y aminodcidos excitadores
(AE), que actuan sobre los receptores NMDA. La facilitacién es bloqueada por
antagonistas de los NMDA y antagonistas especificos del receptor de NK1, que se

postula es el principal lugar de unién de la SP (27.29-31)
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|.4. HISTORIA DEL PROYECTO.

Nuestra linea de investigacion estd orientada hacia el estudio del dolor
postoperatorio en nuestra practica clinica, intentamos encontrar una relacion con la
modulacion inhibitoria de la informacion nociceptiva que realiza el sistema opioide
enddgeno. Con especial interés en medir las variaciones del sistema opioide
endogeno, en concreto la expresion del gen POMC, en determinados momentos de
la cirugia y con distintos métodos anestésicos. Hipotetizando que al haber
diferentes grados de dolor encontrariamos variaciones en la expresion del gen
POMC.

Se eligié como método anestésico la anestesia raquidea asociando un opiaceo
intratecal. En 1999 se comienza a realizar tratamiento con metadona intratecal en
diferentes actos quirurgicos programados en el Hospital Universitario de Bellvitge.
Bajo la supervisién de Servicio de Farmacologia Clinica y el Comité Etico de
Investigacion se protocoliza la dosis intraquirdrgica y la analgesia postoperatoria
con metadona intratecal en la cirugia ortopédica en el Hospital Universitario de
Bellvitge.

Se realiza un andlisis de la eficacia analgésica, seguridad y efectos
secundarios en pacientes sometidos a cirugia bajo anestesia intradural con
metadona intratecal ®* 39,

Para la medicion del RNAm de POMC en linfocitos periféricos se imit6 el
método utilizado en el articulo “Quantification of Proopiomelanocortin mRNA in
peripheral lymphocytes of alcoholics” Winkler A. et al. Alcohol. Vol. 15. No. 1.
pp. 43-50. 1998, cuyo “primer” media el exon 3, ya que la bibliografia en aquel
momento era escasa. El 1 de Junio del 2001 da comienzo el proyecto de
investigacion (ref.143/00): "Cuantificaciéon de la expresion del gen POMC en

pacientes sometidos a cirugia bajo anestesia intradural"®®.,
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Se estudiaron los primeros 4 pacientes, intervenidos de cirugia protésica y
fractura de fémur, bajo anestesia intradural con dos tipos de tratamientos:
A) Bupivacaina al 0,5% =12 mgr en las 2 protesis.
B) Bupivacaina al 0,5% =12mgr
+ Metadona al 1% =4 mgr en las 2 fracturas de fémur.
Los parametros valorados fueron :
1. Escala Visual Analogica.

Los valores més altos de EVA en la cirugia protésica aparecen en la Fase
IIT o postoperatorio inmediato. En las fracturas de fémur se anota la valoracion
maxima de EVA en la Fase I preanestesica. Los valores minimos de EVA
ocurren en la Fase II o intraquirurgica de los 4 pacientes y en la Fase III de los
pacientes tratados con metadona intratecal.

Visual Analogue Scale (VAS)

-
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figura 1. Valores de EVA en las cuatro fases del estudio.

2. RT-PCR del gen POMC
Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa — transcriptasa reversa se
obtiene la amplificacion de un fragmento del exon 3 de POMC (banda 153 bp)

en todas las fases del estudio.
RT -PCR del gen POMC

L

*PoeeP® -

Bl B2 Bed Ded 401 4-2 4.3 ded HO

Figura 2. Valoracion mediante electroforesis en Agarosa al 1% de la RT-
PCR del gen POMC en cuatro pacientes a diferentes tiempos de su
intervencion quirurgica.
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3. PCR cuantitativa en tiempo real.
La cuantificacion de la expresion del exon 1de POMC aparece en la Fase IV
o postoperatorio tardio de los 4 pacientes.

V PCR quantitative real time
30 —
25

Figura 3. Valores del exon 1 en las cuatro fases del estudio, mediante un
sistema de RT-PCR a tiempo real de Applied Biosystems (7500 Fast Real-
Time PCR System), con un equipo ““Assay by demand™ para el estudio del
gen POMC.

En los 4 pacientes se buscaba una relacion entre la analgesia postoperatoria (con o
sin opiaceos intratecales), medida por la escala visual analdgica (EVA) y la
expresion de POMC. En este estudio no encontramos correlacion entre los valores de
EVA vy la cuantificacion de la expresion de POMC.

En los momentos algidos de maximo valor de EVA no hay amplificacion del exon
1 por PCR en tiempo real, y si hay expresion de la banda que corresponde al exon 3
de POMC por RT-PCR. Todos los pacientes a las 24/48h de la intervencion

quirdrgica expresan el gen completo de POMC.¢®

En Octubre del 2004 se comienza un segundo estudio con 8 pacientes
programados para cirugia de Adenomectomia retropubica prostatica, con la misma
metodologia, obteniendo los mismos resultados que en el estudio previo:

Exon 1 en el postoperatorio tardio, fase IV

Exon 3 en todas las fases. Resumen de resultados ¢,

20



Estos estudios previos nos mostraban que las variaciones de la expresion del gen
POMC en linfocitos periféricos de todos los pacientes presentaba un descenso

significativo entre la fase [ y la II, con un aumento paulatino hasta la fase I'V.

Valores Relativos de POMC

0,76 o1

0,74 o3

0,73 o4

N°Mostre

Muestras a diferentestiempos

Figura 4. Valores de POMC en las cuatro fases del estudio, obtenidos mediante RT-
PCR cuantitativa en un sistema LightCycler® de Roche a tiempo real. P/G
representa la relacion POMC/GAPDH, donde GADPDH se ha utilizado como gen
de referencia, dada su expresién constante en linfocitos

Con estos resultados nuestro punto de mira se dirigid a la posibilidad de realizar
un nuevo estudio (la presente tesis) donde, homogeneizando los mas posible las
diferentes variables (tipo de cirugia, técnica anestésica), pudiéramos medir los valores
de POMC en diferentes fases perioperatorias predeterminadas y asi observar y en lo
posible comprender el modo de proceder de nuestro sistema opioide endogeno durante

el estrés quirargico.
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Justificacion del trabajo y objetivos.
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I1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO Y OBJETIVOS.

A pesar de que el control neuroendocrino durante el estrés quirtirgico
depende del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal, la liberacion de catecolaminas y
glucocorticoides que actuan sobre multiples tejidos y érganos periféricos de forma
inmediata, podria tener un reflejo en la produccion de beta-endorfinas y ACTH
como consecuencia de su influencia sobre la expresion del gen POMC en las
células de sangre periférica. Aunque se han demostrado variaciones en la expresion
de la POMC en linfocitos de sangre periférica en diferentes situaciones y se conoce
la influencia de factores neuroendocrinos sobre la respuesta inmunologica en
situaciones de estrés, no existe un estudio sobre la influencia del estrés quirargico

sobre la expresion de este gen.

El estudio cuantitativo de la expresion del gen POMC, en situaciones de
estrés perioperatorio, tiene interés en dos vertientes de impacto clinico:

A) La correlacion entre la expresion de este gen (POMC), los niveles
plasmaticos de ACTH, y otros parametros relativos al dolor para tratar de encontrar
una medida cuantitativa indirecta pero objetiva.

B) La seleccion de un posible déficit de esta molécula, para establecer
protocolos adecuados de control de la intolerancia al estrés.

En este sentido, existen algunos aspectos fenotipicos que permiten una
seleccion previa de la poblacion susceptible, como son: Obesidad y alteraciones de
la pigmentacion. En un futuro podria ser utilizado como despistaje preanestesico
de pacientes con déficit de POMC parcial o total, que pueden suponer riesgos no
tenidos en cuenta durante el estrés perioperatorio (Como déficit de ACTH) y el

tratamiento del dolor postoperatorio (déficit de beta-endorfina).
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11.1. OBJETIVOS

1.- Cuantificar las variaciones de la expresion del gen POMC en
linfocitos periféricos y los niveles plasmaticos de ACTH, que ocurren
durante el estrés anestésico - quirtrgico, utilizando anestesia

locorregional subaracnoidea con bupivacaina mas metadona.

2.- Estudiar las variaciones de estos parametros, la expresion del gen
POMC en linfocitos periféricos y los niveles plasmaticos de ACTH,
en diferentes momentos perioperatorios:

- Prequiruargico.
- Intraquirargico.
- Postoperatorio inmediato.

- Postoperatorio tardio.
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Pacientes y Métodos.
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1. PACIENTES.

I11.1. SELECCION DE PACIENTES.

Se ha realizado un estudio clinico prospectivo en 23 pacientes con edades
comprendidas entre los 51 y 83 afios, media de edad de 66,78 + 8,74 DE, 13
hombres y 10 mujeres, que pertenecian a los grados II y III de la clasificacion
ASA, programados para cirugia de protesis de cadera, en el Hospital Universitario
de Bellvitge, en el 2005 y 2006. Todas las intervenciones fueron realizadas por el
mismo equipo quirirgico y la misma anestesista.

Criterios de inclusion:
- Pacientes del sexo femenino o masculino programados para
cirugia de protesis total de cadera.
- Conformidad del paciente para formar parte del estudio con
consentimiento informado escrito y aceptado.
- Riesgo preoperatorio menor o igual a III segtn la escala de la
Sociedad Americana de Anestesiologia (ASA).
Criterios de exclusion:
- Demencia
- Alergia a alguno de los farmacos utilizados durante el estudio.
- Contraindicacion de anestesia subaracnoidea.
- Trombocitopenia.
- Alteracion de pruebas de coagulacion por discrasias sanguineas.
- Infeccion en el lugar de puncion.
- Anticuagulacion previa.
- Negativa del paciente a la anestesia intrarraquidea.
- Enfermedad neurologica previa.

- Consentimiento informado no aceptado o no firmado
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IV. METODOS.

IV.1. FASES DEL ESTUDIO.

1* FASE: Preoperatoriamente se anotaron constantes basales:
Tension arterial, frecuencia cardiaca, Saturacion de oxigeno por pulsiometria y

Escala Visual Analogica (EVA).

2* FASE: Intraoperatoria al instaurarse el bloqueo sensitivo-motor después de la
anestesia subaracnoidea. Valorando el nivel sensitivo metamerico mediante la
perdida de sensibilidad al pinchazo (pinprick) y la motricidad con la escala
modificada de Bromage. El limite superior del bloqueo previo a la incision de la

piel estuvo entre L;- Ts.

3* FASE: En la sala de Reanimacion posquirtirgica al revertirse el bloqueo
sensitivo. Se comenz6 la analgesia postoperatoria protocolizada, cuantificando las

dosis requeridas

4* FASE: A las 8h a.m. del 2° dia de la intervencion quirtirgica. Paciente ingresado
en la planta quirargica con cobertura analgésica. Midiendo el grado de satisfaccion
del paciente (excelente, bueno, regular y malo), y el consumo analgésico de las

primeras 48h.

Junto con cada muestra se anoto la valoracion de la Escala Visual Analogica.
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IV.2. TECNICA ANESTESICA.

Se realizo estudio preoperatorio con una historia clinica detallada y pruebas
complementarias consistentes en una radiografia de toérax, ECG, andlisis
bioquimico sanguineo, estudio de coagulacion, electrolitos, creatinina y glucosa.

La anestesia intradural se realiz6 con el paciente en decubito lateral del lado
no quirargico, o en sedestacion. El espacio subaracnoideo se identificé utilizando
un abordaje medial en el tercer o cuarto espacio lumbar. La puncidn se realizo con
una aguja espinal del calibre 27 (Sprotte punta lapiz) y se introdujo una solucién de
bupivacaina y metadona a las dosis siguientes
Bupivacaina 0,75% -- lcc : 7,5mgr
Bupivacaina 0,5% -- lcc : Smgr
Metadona 1% -- 0,5¢cc : Smgr
Volumen total : 2,5cc.

Sedacion: Midazolam, 0,05 mgr/Kg .
Fentanilo, 1pgr/Kg.
Tratamiento profilactico o preventivo: Dexclorfeniramina 5 mgr
Ondansetron 4 mgr
Profilaxis antibittica: Cefazolina 2 gr.
Clindamicina 600 mgr si alergia a 3-lactamicos.
A todos los pacientes se les coloco una canula nasal de O,

La infusion intravenosa perioperatoria de fluidos, cristaloides, coloides o
sangre se baso en la duracion de la cirugia, peso corporal, hematocrito y perdidas
sanguineas asi como en el mantenimiento de los pardmetros hemodindmicas y
hematologicos.

El protocolo de analgesia postoperatoria fue:
Metamizol 2 gr e.v. /6h y paracetamol 1 gr e.v. /12h alternos, y rescate con
Dexketoprofeno 50 mgr e.v. /12h.
Si prurito Dexclorfeniramina Smgr e.v./8h

Si vomitos Ondansetron 4 mgr e.v./12h.
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IV.3.  MONITORIZACION.

La cirugia se realizé siempre por la mafiana, entre las 9 y las 15 horas, el paciente
era llevado a la sala preanestesica aproximadamente una hora antes del inicio de la
cirugia, al entrar al quir6fano se canalizaba un catéter del calibre 18G en una vena
del brazo.

Monitorizacion anestésica recomendada por la Sociedad Espafiola de Anestesia,
Reanimacion y Terapéutica del dolor (SEDAR):
- ECG de las derivaciones [1 y V5
- Pulsiometria
- Tension arterial incruenta.
Y también sonda vesical para cuantificacion de diuresis

horaria y via venosa central a través de vena basilica para medicion de PVC.

IV.4. EXTRACCION DE MUESTRAS SANGUINEAS.

Las muestras sanguineas fueron obtenidas a través de
catéter venoso en cada una de las cuatro fases del estudio.
- Scc de sangre, en tubos con EDTA, para la determinacion de POMC
- 3cc de sangre para determinar ACTH, mantenidas en hielo hasta su

centrifugacion dentro de los 30 minutos siguientes a su extraccion.
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IV.5. ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio estadistico de los resultados se ha realizado mediante:

Estadistica descriptiva para los datos demograficos con el calculo de frecuencias,
medias y desviacion estandar. Las variables categoricas se presentaron en tablas de
frecuencias y rangos. Las variables continuas en promedios y desviacion estandar,
o bien en medianas y rango intercuantil, segtin su distribucion normal o no normal.
Las pruebas de normalidad utilizadas fueron Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-

Wilk.

Estadisticos de contraste para la comparacion de las medias en este estudio
longitudinal para datos apareados se utilizo el test de Friedman que consiste en
asignar rangos a las observaciones de un mismo individuo, es decir si existen 4
mediciones de una misma observacion para un mismo individuo registradas en
diferentes momentos del tiempo, se ordenaran las 4 observaciones para cada
individuo y se les asignarad un rango que oscilara entre 1 y 4.

Se repitid este estudio sin los valores extremos “outliers” en las mediciones de
POMCI1, POMC2, ACTH3 y ACTH4, y se realizaron las correlaciones entre

variables cuantitativas y las correlaciones no parametricas.

Los célculos estadisticos se realizaron utilizando el “software” informatico SPSS

Se han empleado dos métodos para el estudio de la expresion génica de la POMC en

células mononucleadas de sangre periférica, para determinar que ambos métodos son

capaces de valorar diferentes muestras de una manera precisa, no dependiente de la

concentracion de ARN o del método empleado, se tomaron tres muestras control

provenientes de donantes sanos y tras la extraccion de ARN, se
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realizaron diluciones sucesivas 1:2. Este banco de diluciones se valord por
duplicado mediante los citados métodos. Para determinar si los dos métodos
median la POMC de la misma manera, se aplico el coeficiente de correlacion de
Pearson, que es un indice estadistico que mide la relacion lineal entre dos variables
cuantitativas. A diferencia de la covarianza, la correlacion de Pearson es

independiente de la escala de medida de las variables.

El célculo del coeficiente de correlacion lineal se realiza dividiendo la
covarianza por el producto de las desviaciones estdndar de ambas variables:

El valor del indice de correlacion varia en el intervalo [-1 , +1]:

Se dice que una correlacion es significativa si la misma se encuentra entre [-1 ; -
0,710[1;0,7]

DILUCIONES DE CONTROLES
(Coef.de correlacién r =0,99679)
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Como se observa en la grafica, existe un valor de correlacion muy elevado
(r=0,99679), en las medidas de POMC hasta una dilucién 1/8, a mayor dilucion el
coeficiente de correlacion desciende considerablemente, siendo de r=0,8006154 ,
para la dilucion 1/16. Sin embargo, este valor ya se encuentra cerca del rango de

sensibilidad del método de la PCR cuantitativa a tiempo real.
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IV.6. METODOS DE LABORATORIO.

IV.61. VALORACION DE LA EXPRESION GENETICA DEL GEN
PROOPIOMELANOCORTINA (POMC) EN CELULAS MONONUCLEADAS DE
SANGRE PERIFERICA

1. OBTENCION DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE PERIFERICA
MEDIANTE CENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE DENSIDAD Y EXTRACCION DE
SU ARN TOTAL

Aunque existen diferentes técnicas de extraccion del ARN de sangre total, el
hecho de que sea en los linfocitos, y tratando de evitar que la presencia de transcritos
de este gen en otras células de sangre periférica pudieran distorsionar el estudio, se
decidio realizar la purificacion de las células mononucleadas por un método estandar
de centrifugacion en gradiente de densidad de las muestras ha estudio, antes de la
purificacion del material genético.

Esta técnica se basa en las diferentes densidades de las células con respecto al
material formador del gradiente, el Ficoll. Las células con mayor densidad que el
Ficoll (eritrocitos y polimorfonucleadas), atravesaran el gradiente al someter a la
sangre a centrifugacién, mientras que los monocitos y linfocitos por su menor
densidad quedaran retenidos en una banda en la interfase entre el gradiente y la fase

plasmatica, las plaquetas por su baja densidad quedaran en la fase plasmatica.

Centrifugacion
Z000 rpm_ 10 min

BEoTON

Centrifugacisn
1500 rpm. 10 mi

AAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 1. Esquema de la obtencién de Células Mononucleadas (CMN) de sangre
periférica, mediante centrifugacion en gradiente de Ficoll-Paque (Pharmacia).
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2. PURIFICACION DE ARN DE LAS CELULAS MONONUCLEADAS

Aislar el ARN es un prerrequisito para el analisis de la expresion de un gen. El
uso de técnicas tales como: RT-PCR, “northern blotting”, proteccion a la ARNasa
o “primer extension” requiere el uso de muestras de ARN intacto, es decir, no
degradado.

Los RNAs de las muestras aunque inicialmente se utilizéo un método mas
simple y economico Tripure® de Roche, la posible presencia de ADN genémico
contaminante que pudiera interferir en las valoraciones de la expresion génica de la
POMC, nos hizo decantar por un método que conseguia un material final mas puro,

el “High Pure Rna Isolation Kit”” de Roche.

3. VALORACION DE LA  EXPRESION  GENETICA DEL  GEN
PROOPIOMELANOCORTINA EN CELULAS MONONUCLEADAS DE SANGRE
PERIFERICA

Existen una cierta variedad de técnicas de laboratorio que permiten
determinar el nivel de expresion de un ARN mensajero (ARNm) particular
presente en una muestra bioldgica. Dependiendo de los recursos del laboratorio, el
grado de precision deseado y el numero de dianas a medir, los investigadores
eligen entre técnicas tales como: La reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa de una Trascripcion Reversa (Q-RT-PCR o simplemente Q-PCR) (del
inglés Reverse Transcriptase — Quantitative Polymerase Chain Reaction), los

Northern blots, el analisis de proteccion a la RNasa o los microarrays de expresion,
que son técnicas cada vez mas simples y estandarizables, para que la informacion
que aporta el estudio de la expresion de un determinado gen en una situacion

concreta, sea cada vez algo mas asequible en la practica clinica cotidiana.

La valoracion de la expresion genética del gen POMC se abordd desde

cuatro diferentes aproximaciones:

1. Una primera técnica puramente analitica, la RT-PCR a punto final, que
nos informa de la presencia o ausencia de transcritos del gen: En este proceso,

mediante el enzima Transcriptasa Reversa, del ARN obtenido de las muestras, se
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produce el ADN complementario, del cual se amplifica una regién concreta de un
gen (en nuestro caso el exon 3 del gen POMC) mediante la técnica de la PCR,
gracias a la presencia de cebadores (primers) especificos y del enzima
termorresistente, Taq polimerasa en un aparato termociclador. Esta técnica es
conocida como PCR a punto final, ya que el analisis se realiza al final de los treinta
o cuarenta ciclos, lo cual no permite establecer la cantidad de ARN inicial, ya que
tras tal cantidad de ciclos, el sistema se encuentra saturado por consumo de los
productos (cebadores, Taq polimerasa, etc.) y todas las amplificaciones llegan a

una meseta independiente del numero de moléculas de ARN iniciales.

2. También se ensayaron dos técnicas basadas en la PCR cuantitativa en
tiempo real. Como en el caso anterior, para realizar la PCR se requiere ADN, por
lo que previamente se realiza una Transcripcion Reversa de ARN. Ambas técnicas
informan de las variaciones en la cantidad de ARN que habia en las muestras en
diferentes situaciones por comparacion con el ARN de un gen cuya expresion
permanezca constante en todas las situaciones (conocido en inglés como House
Keeping). A continuacion se describe sucintamente la base de estas dos técnicas y
posteriormente se realizard una descripcion pormenorizada de todo el
procedimiento:

A. La primera de estas dos técnicas cuantitativas, se basa en la lectura continua de
la fluorescencia que se incorpora al ADN amplificado por la reaccion de la Taq
polimerasa, gracias a un agente intercalante de las dobles cadenas de ADN, como
es el SYBR Green. La amplificacion del ADN es proporcional a la cantidad de
ARN especifico en la muestra original y a mayor amplificacion, mayor
incorporacién de fluorescencia. El termociclador que permite la lectura continua de

fluorescencia es un LightCycler® de Roche.
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SYBR® Green | Dye Chemistry

¢
¢

Denature

Figura 4. Esquema del proceso de marcaje mediante SYBR Green | del ADN
amplificado durante el proceso de la RT-PCR a tiempo real. Las moléculas de
SYBR Green |, se van intercalando en el ADN de doble cadena cuando la
enzima Tag Polimerasa va generando una cadena complementaria.

B. La segunda técnica de PCR cuantitativa ensayada se basa en el mismo
principio pero, en este caso junto a los cebadores especificos, se utiliza una
sonda especifica de la region amplificada (sondas tagman), que contiene en sus
extremos unos marcadores fluorescentes, que se anulan entre si “quenching” y
que la Tagpolimerasa libera cuando las sondas tagman hibridan con la
secuencia especifica durante el proceso de amplificacion, quedando las nuevas
hebras de ADN producidas marcadas con fluorescencia, que como en el caso
anterior, sera proporcional al nimero de copias generado. Este sistema ha sido
estandarizado por la empresa Applied Biosystems, mediante unos equipos
“Assay by demand” que gracias a su disefio de parametros previamente fijados
para el aparato 7500 Fast Real-Time PCR System permiten una aplicacion

directa del ensayo.
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Figura 5. Ejemplo de una amplificacion mediante el sistema de PCR a tiempo
real LightCycler® de Roche. Cuando se produce la amplificacién del ADN, el
colorante SYBR green se intercala entre las dos hebras del ADN y emite

fluorencencia, cuando se

supera un determinado umbral, el sensor registra la

fluorescencia asociada a cada muestra describiendo una curva (panel superior),

que se iniciara en un cicl

o de amplificacion que depende del ARN inicial que

tuviera la muestra (a mayor cantidad de ARN, menor cantidad de ciclos seran

necesarios para superar
pureza y especificidad de

el umbral). Las curvas de fusion, estableceran la
la amplificacién, ya que los puntos de fusion de dos

fragmentos distintos son diferentes y producirian curvas de fusion diversas.

3. Finalmente, buscando

un ensayo cuantitativo de mas fécil aplicacion en caso de

interés clinico, se probaron los equipos QuantiGene de la empresa Panomics (un
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Figura 3. Esquema del proceso de valoracion de la expresion de ARN de POMC mediante el

sistema QuantiGene de Panom
enzima fosfatasa alcalina, que

ics. Este método utiliza una sonda ramificada, a la que se une el
mediante un sustrato consigue una amplificacion de la sefial de

luminiscencia de 45 veces por cada molécula de Amplifier asociada con el ARNm diana.
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El sistema QuantiGene es semejante al método inmunoenzimatico de ELISA,
pero en lugar de anticuerpos, en este caso la captura del ARN especifico la realizan
sondas de ADN unidas a una placa de pocillos y a otras que hibridaran con éste en
solucion. La cantidad de luminiscencia es proporcional al nimero de moléculas de
ARN presentes en la muestra. El proceso se presenta de forma esquematica en la

siguiente figura:

Captura del ARN diana Amplificacion de la sefial Deteccion y Analisis
() Target ANA "

"”'t:" [ . k-
S o % bDNA Amplifier ,

LE- > Blocking Probe (BP) e | % Substrate

A% BN N =P -

CE_l 64 8 * CE‘l | 8e| (O Label Prove

| Capture Probe (CP)

Figura 8 Cuantificacion de ARN mensajero especifico mediante Sistema QuantiGene de Panomics.
El ARN problema se carga en una placa de 96 pocillos, en la que se encuentran adheridos
fragmentos de ADN de secuencias establecidas, varias de las cuales son complementaria a ARN
mensajero de la muestra problema (ver texto). La amplificacion de la sefial en este caso, no se
produce por amplificaciéon enzimatica de la secuencia, como en la PCR, si no que una sonda de
ADN ramificada (segunda etapa en el esquema) se une al complejo de forma proporcional al ARN
mensajero inicial. Sobre esta sonda ramificada se unen sondas complementarias marcadas con la
enzima fosfatasa alcalina y mediante un sustrato quimioluminogénico (tercera etapa del esquema)
se genera luz que puede ser valorada en un luminémetro.
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IV.6.2- MEDICION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE ACTH.

La hormona adrenocorticotropa (ACTH) es una hormona polipeptidica que existe
principalmente como una cadena de 39 aminodcidos de largo, con un peso molecular de
aproximadamente 4500 daltons. Se produce en la hipofisis y estimula la produccion
esteroidea de la corteza suprarrenal. La secrecion de ACTH esté a su vez controlada por
el factor liberador de corticotropina (CRF) hipotaldmico y por la retroalimentacion
negativa del cortisol.

Los niveles de ACTH plasmaticos exhiben una variacion diurna significativa, y por
ello es necesario estandarizar el horario de recoleccion de las muestras, los intervalos de
referencia tipicamente se han establecido para las 9 de la mafiana aproximadamente.

Se midieron los niveles plasmaticos de ACTH en las cuatro fases del estudio en 10
pacientes, que representa un porcentaje del 43,5% del numero de la muestra (n = 23
pacientes).

Se recogieron las muestras de sangre por venopuncion (evitando la hemolisis) en
tubos con EDTA en hielo, y se anoto la hora de la recoleccion, la muestra de la fase 4 se
obtuvo a las 8h a.m. en los 10 pacientes estudiados.

Para el analisis de ACTH in vitro se utilizo el Analizador INMULITE 2000,
INMULITE 2000 ACTH es un ensayo secuencial inmunométrico con dos sitios de union

quimioluminiscente en fase sélida.
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Resultados.
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V.1

RESULTADOS

DATOS DEMOGRAFICOS

Contamos con una poblacion de 23 pacientes intervenidos quirurgicamente de
protesis total de cadera , comprendidos entre los 51 y 83 afios, cuya edad media es
de 66.78 afios con una desviacion tipica de 8,74.

Edad
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 51 1 4,3 4,3 4,3
54 1 4,3 4,3 8,7
57 1 4,3 4,3 13,0
59 2 8,7 8,7 21,7
61 1 4,3 4,3 26,1
62 2 8,7 8,7 34,8
63 1 4,3 4,3 39,1
64 1 4,3 4,3 43,5
66 2 8,7 8,7 52,2
68 1 4,3 4,3 56,5
69 4 17,4 17,4 73,9
70 1 4,3 4,3 78,3
71 1 4,3 4,3 82,6
80 1 4,3 4,3 87,0
81 1 4,3 4,3 91,3
83 2 8,7 8,7 100,0
Total 23 100,0 100,0
Resumen del procesamiento de los casos
Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Edad 23 100,0% 0 ,0% 23 100,0%
Descriptivos
Estadistico | Error tip.
Edad Media 66,78 1,824
Intervalo de confianza  Limite inferior 63,00
; S L A
parala mediaal 95% | imite superior 70,57
Media recortada al 5% 66,74
Mediana 66,00
Varianza 76,542
Desv. tip. 8,749
Minimo 51
Maximo 83
Rango 32
Amplitud intercuartil 9
Asimetria ,407 ,481
Curtosis -,215 ,935
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Pruebas de normalidad

Kolrroqorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Edad ,141 23 ,200* ,946 23 ,246

*. Este es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors

EDAD
8
;: BNe de pacientes }
51
< |
3
24
74
0
50-60 61-70  71-80  81-90 AROS

Figura 1. Distribucion de la poblacion por edades.

Con respecto al sexo fueron estudiados 13 hombres y 10 mujeres, que
corresponden al 56,5% vy el 43,5% del tamafio de la muestra, 23 pacientes,
respectivamente.

SEXO

BHombres
B@Mujeres

Figura 2. Distribucién de la poblacién por sexo.
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IV.2. VALORACION DE LA EXPRESION GENETICA DE POMC.
POMC1

Los valores de POMC en la fase 1 se procesaron en el 91,3% de los casos, siendo
el 8.7% no validos.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 1 21 91,3% 2 8,7% 23 100,0%

La medicion de POMCI no sigue una distribucion normal, su Mediana es de 6210
ciclos con una Amplitud intercuantil de 2550 ciclos

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
POMC 1 Media 7591,19 694,543
Intervalo de confianza  Limite inferior 6142,40
para la media al 95% Limit i
imite superior 039,98
Media recortada al 5% 7316,22
Mediana 6210,00
Varianza 10130192
Desv. tip. 3182,796
Minimo 4335
Méaximo 15775
Rango 11440
Amplitud intercuartil 2550
Asimetria 1,763 ,501
Curtosis 2,578 972
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 1 ,235 21 ,004 774 21 ,000
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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POMC2

En el periodo intraoperatorio, fase 2, la POMC2 se procesa en el 87%, con el 13%
de casos perdidos.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 2 20 87,0% 3 13,0% 23 100,0%

Presenta un valor con significacion estadistica con una Media de 5637,25 + 1205

DE ciclos
Descriptivos
Estadistico | Error tip.
POMC 2 Media 5637,25 269,621
Intervalo de confianza  Limite inferior 5072,93
ara la media al 95% imi i
p Limite superior 620157
Media recortada al 5% 5645,56
Mediana 5615,00
Varianza 1453914,4
Desv. tip. 1205,784
Minimo 3435
Méaximo 7690
Rango 4255
Amplitud intercuartil 2353
Asimetria ,015 ,512
Curtosis -,964 ,992
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 2 114 20 ,200* ,966 20 ,678

*. Este es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Histograma
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POMC3

En el postoperatorio inmediato, fase 3, se procesa POMC3 en el 91,3% de los
casos, con el 8,7% de muestras perdidas.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 3 21 91,3% 2 8,7% 23 100,0%

Valor estadisticamente significativo con Media de 6536,67 = 1833,53 DE ciclos.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
POMC 3 Media 6536,67 400,110
Intervalo de confianza  Limite inferior 5702,05
para la media al 95% Limite superior
P 7371,28
Media recortada al 5% 6500,22
Mediana 6610,00
Varianza 3361853,3
Desv. tip. 1833,536
Minimo 3775
Méximo 9925
Rango 6150
Amplitud intercuartil 3188
Asimetria ,315 ,501
Curtosis -,934 972
Pruebas de normalidad
KoImogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 3 ,127 21 ,200* ,945 21 275
*. Este es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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POMC4

En el postoperatorio tardio, a las 48h de la intervencion quirargica, fase 4, la
POMCH4 se proceso en el 91,3% de los casos, con un porcentaje del 8,7% de casos
perdidos.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 4 21 91,3% 2 8,7% 23 100,0%

La medicion de POMC4 no sigue una distribuciéon normal, su mediana fue de
6215 ciclos con una Amplitud intercuantil de 2005 ciclos.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
POMC 4 Media 7089,05 945,437
Intervalo de confianza  Limite inferior 5116,90
para la media al 95% | imite superior
P 9061,19
Media recortada al 5% 6312,35
Mediana 6215,00
Varianza 18770862
Desv. tip. 4332,535
Minimo 3860
Maximo 24970
Rango 21110
Amplitud intercuartil 2005
Asimetria 3,838 ,501
Curtosis 16,155 ,972
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 4 ,313 21 ,000 ,519 21 ,000
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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La cuantificacion de la expresion del gen POMC en las cuatro fases del estudio
presenta este grafico de distribucidn, con una significacion estadistica de

p = 0,016.
5
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Estudio de la POMC: medidas repetidas (Test de Friedman)

Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles
N Media tipica Minimo Méaximo 25 50 (Mediana) 75
POMC 1 20 7585,25 3265,361 4335 15775 5556,25 6197,50 8288,75
POMC 2 20 5637,25 1205,784 3435 7690 4531,25 5615,00 6883,75
POMC 3 20 6558,50 1878,365 3775 9925 4696,25 6820,00 7947,50
POMC 4 20 7136,25 4439,544 3860 24970 4952,50 6255,00 7077,50
Rangos
Rango Estadisticos de contrasté
promedio N 20
POMC 1 3,20 Chi-cuadrado 10,260
POMC 2 1,90 gl 3
POMC 3 2,45 Sig. asintot. ,016
POMC 4 2,45 a. Prueba de Friedman
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Estudio sin valores extremos “outliers“de POMC1y POMC4

1.-POMC 1
El porcentaje de casos procesados sin los valores extremos es del 87% de los
pacientes.
Resumen del procesamiento de los casos
Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 1 20 87,0% 3 13,0% 23 100,0%

No tiene una distribucién normal con valor de mediana de 6197 ciclos y amplitud
intercuantil de 2225 ciclos

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
POMC 1 Media 7187,50 594,178
Intervalo de confianza  Limite inferior 5943,87
H 0, P .
para la media al 95%  |jmite superior 8431.13
Media recortada al 5% 6868,89
Mediana 6197,50
Varianza 7060953,9
Desv. tip. 2657,246
Minimo 4335
Méaximo 15775
Rango 11440
Amplitud intercuartil 2225
Asimetria 2,075 ,512
Curtosis 5,071 ,992
Pruebas de normalidad
Kolmogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 1 ,208 20 ,023 ,791 20 ,001

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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La mediciéon de POMC sin los valores extremos se realizd en el 82,6% de los
pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 4 19 82,6% 4 17,4% 23 100,0%

Presenta una media de 5983,42 + 1122 DE ciclos, valor estadisticamente
significativo.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.

POMC 4 Media 5983,42 257,583
Intervalo de confianza  Limite inferior 5442,26

i 0, P .

para la media al 95% Limite superior 652458
Media recortada al 5% 5983,80
Mediana 6180,00
Varianza 1260633,5
Desuv. tip. 1122,779
Minimo 3860
Méaximo 8100
Rango 4240
Amplitud intercuartil 1665

Asimetria ,061 ,524

Curtosis -,351 1,014

48



Pruebas de normalidad

Kolm ogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
POMC 4 ,136 19 ,200* 972 19 ,814

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

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Histograma

Frecuencia

N=19

4000

5000

6000
POMC 4

7000

8000

Mean = 5983,42
Std. Dev. = 1122,779

10000

8000

6000

4000

2000

T
POMC 4

La cuantificacion de POMC sin los ““outliers”de POMC1 y POMC4 se proceso en
el 73,9% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vaélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
POMC 1 17 73,9% 6 26,1% 23 100,0%
POMC 2 17 73,9% 6 26,1% 23 100,0%
POMC 3 17 73,9% 6 26,1% 23 100,0%
POMC 4 17 73,9% 6 26,1% 23 100,0%
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La grafica de distribucion de la POMC en las cuatro fases del estudio, sin los

valores extremos de POMC1 y POMC4, presenta una significacion estadistica de

p = 0,004.
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Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles

N Media tipica Minimo Maximo 25 50 (Mediana) 75
POMC 1 17 7283,82 2865,627 4335 15775 5500,00 6210,00 8127,50
POMC 2 17 5472,65 1218,487 3435 7690 4420,00 5460,00 6550,00
POMC 3 17 6377,06 1754,019 3775 9925 4687,50 6610,00 7672,50
POMC 4 17 6098,82 1058,595 4515 8100 4965,00 6215,00 6680,00

Rangos
Rango Estadisticos de contrasté
promedio N 17

POMC 1 341 Chi-cuadrado 13,447
POMC 2 1,82 gl 3
POMC 3 2,41 Sig. asintot. ,004
POMC 4 2,35 a. Prueba de Friedman
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Valoracion de la expresion del gen POMC por los diferentes métodos empleados en
este trabajo en un banco de diluciones de donantes sanos. Estudio del coeficiente de

correlacion de Pearson.
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Graficol. Curva de sensibilidad del método QuantiGene de Panomics. ARN de
cuatro donantes sanos, se mezcl6 para soslayar variaciones individuales y se
valoro la expresion de POMC de un banco de diluciones 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16.
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Grafico 2. Representacion grafica de la expresion de POMC, en 22 pacientes
sometidos a intervencién quirdrgica de protesis de cadera, en cuatro distintas fases
de su intervencion (definidas en el apartado de Métodos). La valoracion de la
expresion del gen POMC, se realizé mediante el método QuantiGene de Panomics.
RLU, son Unidades Relativas de Luminiscencia.
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IV.3. NIVELES PLAMATICOS DE ACTH.

ACTH1

Los niveles plasmaticos de ACTH durante la fase preoperatorio, fasel, se miden en

el 34,8% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 1 8 34,8% 15 65,2% 23 100,0%

El valor medio de ACTHI en plasma es de 5,5 + 2,7 DE pmol /L

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
ACTH1 Media 5,512 ,9589
Intervalo de confianza  Limite inferior 3,245
i 0, P -
para la media al 95% Limite superior 7.780
Media recortada al 5% 5,431
Mediana 4,600
Varianza 7,356
Desv. tip. 2,7121
Minimo 2,7
Méaximo 9,8
Rango 7,1
Amplitud intercuartil 53
Asimetria ,849 ,752
Curtosis =727 1,481
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov* Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ACTH 1 ,243 8 ,183 ,867 8 ,141

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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ACTH2

Durante la intervencion quirtrgica, fase2, se miden los niveles plasmaticos de
ACTH en el 34,8% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 2 8 34,8% 15 65,2% 23 100,0%

Presenta una Media de 2,76 + 1,51 DE pmol/L, que es estadisticamente
significativo.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
ACTH2 Media 2,762 ,6355
Intervalo de confianza  Limite inferior 1,496
i 0, P :
para la media al 95% Limite superior 4,029
Media recortada al 5% 2,719
Mediana 2,300
Varianza 2,294
Desv. tip. 1,5146
Minimo 1,1
Maximo 52
Rango 4,1
Amplitud intercuartil 2,9
Asimetria ,605 ,752
Curtosis -1,045 1,481
Pruebas de normalidad
Kolrroqorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ACTH 2 ,220 8 ,200* ,915 8 ,392

*. Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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ACTH3

En el postoperatorio inmediato, fase 3, se miden los niveles plasmaticos de ACTH
en el 39,1% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Vaélidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 3 9 39,1% 14 60,9% 23 100,0%

Los valores de ACTH3 no siguen una distribucién normal, con una Mediana de 1,3
pmol/L, y una Amplitud intercuantil de 2,5 pmol/L.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
ACTH 3 Media 2,660 ,9419
Intervalo de confianza  Limite inferior ,488
; o oo .
para la media al 95% Limite superior 4832
Media recortada al 5% 2,361
Mediana 1,300
Varianza 7,984
Desv. tip. 2,8257
Minimo 11
Méaximo 9,6
Rango 8,5
Amplitud intercuartil 25
Asimetria 2,279 717
Curtosis 5,327 1,400
Pruebas de normalidad
Kolmogorov—Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ACTH 3 ,339 9 ,004 ,643 9 ,000

a. Correccion de la significacion de Lilliefors
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ACTH4

A las 48h de la intervencion quirtrgica en el postoperatorio tardio, fase 4, los
niveles plasmaticos de ACTH se midieron en el 43,5% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 4 10 43,5% 13 56,5% 23 100,0%

El valor de la Media es de 2,96 + 1,68 DE pmol/L, que es estadisticamente
significativo.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.

ACTH 4 Media 2,960 ,5313

Intervalo de confianza  Limite inferior 1,758

i 0, P .

para la media al 95% Limite superior 4162

Media recortada al 5% 2,822

Mediana 2,550

Varianza 2,823

Desv. tip. 1,6801

Minimo 1,3

Méaximo 7,1

Rango 58

Amplitud intercuartil 1,7

Asimetria 1,854 ,687

Curtosis 4,123 1,334

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

ACTH 4 214 10 ,200* ,826 10 ,030

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

a. Correccion de la significacién de Lilliefors
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Grafico de distribucion de la medicion de los niveles plasmaticos de
ACTH en las cuatro fases del estudio-

Los valores encontrados son estadisticamente significativos con p =
0,010

10,0 . 18
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8,0
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o
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1 1 1 1
ACTH1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4

Estudio de la ACTH: medidas repetidas (Test de Friedman)
Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles
N Media tipica Minimo Maximo 25 50 (Mediana) 75
ACTH 1 8 5,513 2,7121 2,7 9,8 3,200 4,600 8,500
ACTH 2 8 2,763 1,5146 1,1 5,2 1,375 2,300 4,275
ACTH 3 8 2,643 3,0202 1,1 9,6 1,100 1,250 3,605
ACTH 4 8 2,850 1,8493 1,3 7,1 1,625 2,300 3,275
Rangos Estadisticos de contrasté
Rango N 8
promedio Chi-cuadrado
ACTH 1 3,75 | 11,423
ACTH 2 2,25 g_ L 3
ACTH 3 1,60 Sig. asintot. ,010
ACTH 4 2,31 a. Prueba de Friedman




Correlaciones entre variables cuantitativas

Existe correlacion significativa entre POMC2 y POMC3, y también hay
correlacion significativa entre ACTH1 y ACTH2.

Correlaciones

POMC 1 POMC 2 POMC 3 POMC 4 ACTH 1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4 Edad
POMC 1 Correlacion de Pearson 1 247 179 -171 ,702 712 -,339 ,588 -,248
Sig. (bilateral) 295 438 460 ,079 ,073 412 125 279
N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
POMC 2  Correlacion de Pearson 247 1 577+ ,248 ,685 ,666 ,162 ,528 123
Sig. (bilateral) 295 ,008 292 ,089 ,103 729 223 ,607
N 20 20 20 20 7 7 7 7 20
POMC 3  Correlacion de Pearson 179 577 1 ,500* ,298 341 -,503 316 -,052
Sig. (bilateral) 438 ,008 1021 516 455 ,203 446 ,823
N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
POMC 4  Correlacion de Pearson -171 248 ,500% 1 ,301 ,378 -,578 ,566 -,130
Sig. (bilateral) ,460 292 ,021 512 ,403 134 ,143 574
N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
ACTH1  Correlacién de Pearson ,702 685 ,298 ,301 1 ,985*¥ ,082 ,766* - 727*
Sig. (bilateral) ,079 ,089 ,516 512 ,000 ,846 ,027 ,041
N 7 7 7 7 8 8 8 8 8
ACTH 2 Correlacion de Pearson 712 ,666 ,341 ,378 ,985*4 1 ,019 ,761* -,694
Sig. (bilateral) ,073 ,103 ,455 403 ,000 ,964 ,028 ,056
N 7 7 7 7 8 8 8 8 8
ACTH 3 Correlacién de Pearson -,339 ,162 -,503 -,578 ,082 ,019 1 -,139 -,039
Sig. (bilateral) 412 729 ,203 134 ,846 ,964 721 1920
N 8 7 8 8 8 8 9 9 9
ACTH 4 Correlacién de Pearson ,588 ,528 ,316 ,566 ,766* ,761* -139 1 -,405
Sig. (bilateral) 125 223 446 ,143 ,027 ,028 721 1246
N 8 7 8 8 8 8 9 10 10
Edad Correlacion de Pearson -,248 123 -,052 -,130 - 727* -,694 -,039 -,405 1
Sig. (bilateral) 279 607 ,823 574 ,041 056 920 ,246
N 21 20 21 21 8 8 9 10 23

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Correlaciones no paramétricas
Hay correlacion significativa entre POMC2 y POMC3, y entre ACTH1 y
ACTH2.

Correlaciones

POMC 1 POMC 2 POMC 3 POMC 4 ACTH 1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4 Edad
Rho de Spearman POMC 1  Coeficiente de

correlacion 1,000 528* 465% -113 ,500 643 -073 714% -130

Sig. (bilateral) . 017 ,034 626 1253 119 ,863 ,047 574

N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
POMC 2  Coeficiente de

correlacién ,528* 1,000 ,565* ,165 ,643 714 11 ,893*4 114

Sig. (bilateral) 017 . ,009 486 119 071 812 ,007 ,631

N 20 20 20 20 7 7 7 7 20
POMC 3  Coeficiente de " o

correlacion 465 1565~ 1,000 479" ,286 ,500 -,293 548 036

Sig. (bilateral) 034 ,009 . 1028 535 1253 482 ,160 875

N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
POMC 4  Coeficiente de "

correlacion -113 ,165 479 1,000 ,286 464 - 756% 1238 -,048

Sig. (bilateral) 1626 ,486 028 535 1294 ,030 570 ,838

N 21 20 21 21 7 7 8 8 21
ACTH 1 Coeficiente de .

correlacién 500 643 1286 1286 1,000 1976 146 571 -,683

Sig. (bilateral) ,253 119 535 535 . ,000 729 ,139 ,062

N 7 7 7 7 8 8 8 8 8
ACTH 2 Coeficiente de sl

correlacion 643 714 ,500 464 976 1,000 ,000 619 -683

Sig. (bilateral) ,119 ,071 253 294 ,000 . 1,000 ,102 ,062

N 7 7 7 7 8 8 8 8 8
ACTH 3 Coeficiente de "

correlacién -,073 111 -,293 -, 756 ,146 ,000 1,000 ,068 017

Sig. (bilateral) ,863 812 482 ,030 729 1,000 . ,862 965

N 8 7 8 8 8 8 9 9 9
ACTH 4 Coeficiente de "

correlacién ,714* ,893*4 ,548 ,238 571 ,619 ,068 1,000 -,275

Sig. (bilateral) ,047 ,007 ,160 570 139 ,102 862 . 442

N 8 7 8 8 8 8 9 10 10
Edad Coeficiente de

correlacion -130 114 -,036 -,048 -,683 -,683 ,017 -275 1,000

Sig. (bilateral) 574 631 875 ,838 ,062 ,062 ,965 442 .

N 21 20 21 21 8 8 9 10 23

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
**. La correlaci6n es significativa al nivel 0,01 (bilateral).




Estudio sin los valores extremos “ outliers” dela ACTH 3i 4:

1.-ACTH3

La medicién de los niveles plasmaticos de ACTH, en la fase 3, sin los valores
extremos se realizo en el 34,8% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 3 8 34,8% 15 65,2% 23 100,0%

Los valores de ACTH3 no presentan una distribucion normal, con Mediana 1,25
pmol/L y amplitud intercuantil de 1,3 pmol/L

Descriptivos

Estadistico | Error tip.
ACTH3 Media 1,793 ,4160
Intervalo de confianza  Limite inferior ,809
) o o :
para la media al 95% Limite superior 2776
Media recortada al 5% 1,689
Mediana 1,250
Varianza 1,384
Desv. tip. 1,1766
Minimo 11
Méaximo 4,3
Rango 3,2
Amplitud intercuartil 1,3
Asimetria 1,891 ,752
Curtosis 2,978 1,481
Pruebas de normalidad
Kolmoqorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ACTH 3 ,381 8 ,001 674 8 ,001

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Frecuencia

N=8

Histograma
5]
4
3]
2]
1]
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
ACTH 3

Mean = 1,792
Std. Dev. = 1,1766

4,0

3,0

2,0

20

T
ACTH 3
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2.-ACTH 4

La valoracion de ACTH en la fase 4 sin los “outliers™ o valores extremos se
realiza en 9 pacientes, que corresponde al 39,1% de los casos.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 4 9 39,1% 14 60,9% 23 100,0%

El valor de la media es de 2,5 + 0,89 DE pmol/L con significacion estadistica.

Descriptivos

Estadistico | Error tip.

ACTH4 Media 2,500 ,2972

Intervalo de confianza  Limite inferior 1,815

H 0, Lo .

para la media al 95% Limite superior 3185

Media recortada al 5% 2,478

Mediana 2,400

Varianza ,795

Desv. tip. ,8916

Minimo 1,3

Maximo 4,1

Rango 2,8

Amplitud intercuartil 14

Asimetria 457 717

Curtosis -,172 1,400

Pruebas de normalidad
Kolrroqorov—Smirnova Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

ACTH 4 ,105 9 ,200* ,975 9 ,934

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

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Histograma
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El estudio de ACTH sin los valores “outliers” de ACTH3 y ACTH4 se realiza en
el 26,1% de los pacientes.

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
ACTH 1 6 26,1% 17 73,9% 23 100,0%
ACTH 2 6 26,1% 17 73,9% 23 100,0%
ACTH 3 6 26,1% 17 73,9% 23 100,0%
ACTH 4 6 26,1% 17 73,9% 23 100,0%

Grafica de distribucion de ACTH en las cuatro fases, sin los valores ““outliers” de
ACTH3 y ACTH4, presenta una significacion estadistica de p = 0,011

10,0
8,0
6,0—
—_— 20
|— *
4,0
1
|—
2,04
; [—
0,0
T T T T
ACTH 1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4

Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles
N Media tipica Minimo Maximo 25 50 (Mediana) 75
ACTH 1 6 4,933 2,4671 2,7 9,3 2,850 4,300 6,900
ACTH 2 6 2,450 1,3576 11 4,5 1,175 2,150 3,825
ACTH 3 6 1,740 1,2791 1,1 4,3 1,100 1,250 2,135
ACTH 4 6 2,283 ,8035 1,3 34 1,450 2,300 3,025
Rangos Estadisticos de contrasté
Rango N 6
promedio i
AT 383 Chi-cuadrado 11,121
ACTH 2 233 g 3
ACTH 3 1,42 Sig. asintot. ,011
ACTH 4 2,42 a. Prueba de Friedman
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Correlaciones entre variables cuantitativas.

Existe correlacion significativa entre POMC2 / POMC3 y entre ACTH1 /ACTH2

Correlaciones

POMC 1 POMC 2 POMC 3 POMC 4 ACTH 1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4 Edad
POMC 1 Correlacion de Pearson 1 267 398 122 ,702 712 ,637 ,668 -,256
Sig. (bilateral) 269 ,082 ,630 ,079 ,073 124 ,101 275
N 20 19 20 18 7 7 7 7 20
POMC 2 Correlacion de Pearson 267 1 B77*| -,024 ,685 ,666 727 ,945**| 123
Sig. (bilateral) 269 ,008 924 ,089 ,103 101 ,004 ,607
N 19 20 20 18 7 7 6 6 20
POMC 3 Correlacién de Pearson ,398 577 1 275 ,298 341 125 ,381 -,052
Sig. (bilateral) 082 1008 255 516 455 789 1400 823
N 20 20 21 19 7 7 7 7 21
POMC 4 Correlacién de Pearson 122 -,024 275 1 301 378 -,378 ,065 197
Sig. (bilateral) 630 924 255 512 403 404 889 418
N 18 18 19 19 7 7 7 7 19
ACTH1  Correlacién de Pearson 702 685 298 301 1 985+ 537 604 721"
Sig. (bilateral) ,079 ,089 516 512 ,000 214 ,150 ,041
N 7 7 7 7 8 8 7 7 8
ACTH 2 Correlacion de Pearson 712 ,666 341 378 ,985**| 1 439 ,556 -,694
Sig. (bilateral) ,073 ,103 455 403 ,000 324 ,195 ,056
N 7 7 7 7 8 8 7 7 8
ACTH 3 Correlacion de Pearson 637 727 125 -,378 537 439 1 ,708 -,413
Sig. (bilateral) 124 ,101 789 404 214 324 ,075 ,310
N 7 6 7 7 7 7 8 7 8
ACTH 4 Correlacion de Pearson ,668 ,945%*| 381 ,065 ,604 556 ,708 1 -,252
Sig. (bilateral) ,101 ,004 400 889 ,150 ,195 075 512
N 7 6 7 7 7 7 7 9 9
Edad Correlacion de Pearson -,256 123 -,052 197 - 727* -,694 -413 -,252 1
Sig. (bilateral) 275 1607 823 418 041 056 310 512
N 20 20 21 19 8 8 8 9 23
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).
. P
Correlaciones no parametrlcaS
. ., . . .
Existe correlacion significativa entre : POMCI1 / POMC3. POMC2/POMC3 y
ACTH1 / ACTH2
Correlaciones
POMC 1 POMC 2 POMC 3 POMC 4 ACTH 1 ACTH 2 ACTH 3 ACTH 4 Edad
Rho de Spearman PomMCc 1 f;f;'gi:;: de 1,000 549% 582 1069 500 643 408 643 112
Sig. (bilateral) . 015 007 785 253 119 364 119 640
N 20 19 20 18 7 7 7 7 20
PoMC 2 S;f;'f;ig: de 549+ 1,000 565+ -036 643 714 334 886 114
Sig. (bilateral) 015 . 009 887 119 071 518 019 631
N 19 20 20 18 7 7 6 6 20
PoMC 3 S;f:gg”;ne de 582+ 565+ 1,000 326 286 500 074 536 036
Sig. (bilateral) 007 009 173 535 253 875 215 875
N 20 20 21 19 7 7 7 7 2
pome 4 S;fgﬂs::: de 069 -,036 326 1,000 286 464 -,630 -143 040
Sig. (bilateral) 785 887 173 535 294 129 760 872
N 18 18 19 19 7 7 7 7 19
ACTHL - Coefisiente de 500 643 286 286 1,000 976" 037 357 -683
Sig. (bilateral) 253 119 535 535 . ,000 937 432 062
N 7 7 7 7 8 8 7 7 8
ACTH2 f;f;'gi:;: de 643 714 500 464 976 1,000 037 429 683
Sig. (bilateral) 119 o071 253 294 ,000 . 937 337 062
7 7 7 7 8 8 7 7 8
ACTHS S;f;'f;ig: de 408 334 074 -630 037 037 1,000 685 086
Sig. (bilateral) 364 518 875 1129 1937 1937 . 090 840
N 7 6 7 7 7 7 8 7 8
ACTH4 S;f:gg”;ne de 643 886" 536 -143 357 429 685 1,000 165
Sig. (bilateral) 119 019 215 760 432 337 090 . 671
N 7 6 7 7 7 7 7 9 9
Edad Coeficiente de 112 114 -036 040 -683 683 -086 165 1,000
Sig. (bilateral) 640 631 875 872 062 062 840 671 .
N 20 20 21 19 8 8 8 9 23

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla I. Valoracion de los niveles plasmaticos de ACTH en 8 pacientes en las
distintas fases del estudio..

fase _ fase fase
| 11} \Y
2,9 <1.2 <1.2 1,3
2,7 <1,11 1,3 2,9
41 1,9 <1,11 1,5
4.7 2,2 9,6 2
9,3 45 4,34 3,4
2,8 4,1
9,8 5,2 <1,11 7,1
45 2,4 <1,11 2,4
6,1 3,6 1,4 2,2
VALORES DE ACTH
» OFase |
. _ _ BFasell | |
. N OFase Il ||
- OFase IV ||

e T e il e

37 38 39 40 41 43 44 45
PACIENTES

Figura 3. Representacion grafica de los niveles plasmaticos de
ACTH en cada paciente durante las cuatro fases del estudio.
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Figura 4. Representacion gréafica de los valores medios de los niveles
plasméticos de ACTH en las diferentes fases del estudio.



RESUMEN DE LOS RESULTADOS EN CADA UNA DE LAS FASES.

Fase 1: Preoperatorio.
EL valor de POMCI1 no sigue una distribucion normal, mediana 6210 ciclos y
amplitud intercuartil 2550 ciclos, rango promedio (RP) 3,20

Los niveles plasmaticos de ACTHI1 tienen un valor medio de 5,5 £ 2,7 DE pmol /
L. Rango promedio (RP) 3,75

Fase 2: Intraquirurgico.
Después de la realizacion de la anestesia subaracnoidea y sedacion, la expresion de
RNAm de POMC en linfocitos periféricos descienden en todos los pacientes y los
niveles plasmaticos de ACTH también disminuyen en los pacientes donde fue
medido.
POMC?2 valor medio 5637,25 + 1205,78 ciclos, RP 1,90
ACTH2 valor medio 2,762 = 1,5146 pmol / L, RP 2,25
Ambos valores son estadisticamente significativos.
Lo que mas llama la atencion de nuestros resultados es el descenso acusado en
todos los pacientes de la expresion del gen POMC y los niveles plasmaticos de
ACTH, en el intervalo de tiempo comprendido entre la puncion del catéter
intravenoso ( 1* muestra, fase I) y la puncién de la via venosa central por vena
basilica ( 2% muestra, fase II), en este intervalo ocurre :

Puncidn intradural con anestésico local mas Metadona

Sedacion

Incision quirdrgica.
Este hallazgo contrasta con otros estudios donde, aunque en menor medida en
anestesia raquidea versus anestesia general, existe aumento de la respuesta

. 1 : S (7-10
endocrino-metabolica durante el comienzo de la cirugia. 7 '%
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Fase 3: Postoperatorio inmediato.

En la sala de reanimacion posquirurgica al revertirse el bloqueo sensitivo- motor, los
valores de ACTH contintian en descenso, en algunos pacientes son casi
indetectables, mientras que la expresion de POMC aumenta hasta valores proximos a
los de la Fase 1

POMC3 valor medio 6558 + 1878 ciclos, RP 2,45

ACTH3 mediana 1,3, A intercuartil 2,5, RP 1,69

Fase 4: Postoperatorio tardio.

A las 48h de la intervencion quirargica, a las 8h am, aumentan los niveles
plasmaticos de ACTH, mientras que la expresion de POMC se mantiene en valores
similares a la Fase 3. La medicion de POMC en la Fase 4, si exceptuamos los valores
“outliers”, tiende a valores superiores a la Fase 1.

POMC 4 mediana de 6215, A intercuartil 2005 ciclos, RP 2,45

ACTH 4 valor medio 2,85 + 1,84 DE pmol / L, RP 2,31.
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Grafico 1. Distribucion de la cuantificacion de la expresion del gen POMC en las
cuatro fases del estudio, valores estadisticamente significativos con p = 0,016.
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Estudio de la POMC: medidas repetidas (Test de Friedman)
Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles
N Media tipica Minimo Maximo 25 50 (Mediana) 75
POMC 1 20 7585,25 3265,361 4335 15775 5556,25 6197,50 8288,75
POMC 2 20 5637,25 1205,784 3435 7690 4531,25 5615,00 6883,75
POMC 3 20 6558,50 1878,365 3775 9925 4696,25 6820,00 7947,50
POMC 4 20 7136,25 4439,544 3860 24970 4952,50 6255,00 7077,50
Rangos
Rango Estadisticos de contrasté
promedio N 20
POMC 1 3,20 Chi-cuadrado 10,260
POMC 2 1,90 gl 3
POMC 3 2,45 Sig. asintot. ,016
POMC 4 2,45 a. Prueba de Friedman
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Grafico 2. Distribucion de la medicion de los niveles plasmaticos de ACTH en las

cuatro fases del estudio.Los valores encontrados son estadisticamente

significativos con p = 0,010
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Estudio de la ACTH: medidas repetidas (Test de Friedman)
Pruebas no paramétricas:Prueba de Friedman

Estadisticos descriptivos

Desviacion Percentiles
N Media tipica Minimo Maximo 25 50 (Mediana) 75
ACTH 1 8 5,513 2,7121 2,7 9,8 3,200 4,600 8,500
ACTH 2 8 2,763 1,5146 1,1 5,2 1,375 2,300 4,275
ACTH 3 8 2,643 3,0202 1,1 9,6 1,100 1,250 3,605
ACTH 4 8 2,850 1,8493 1,3 7,1 1,625 2,300 3,275
Rangos Estadisticos de contrasté
Rango N 8
promedio Chi-cuadrado
ACTH 1 3,75 | 11,423
ACTH 2 2,25 g_ L, 3
ACTH 3 1,60 Sig. asintot. ,010
ACTH 4 2,31 a. Prueba de Friedman
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Discusion
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VI. DISCUSION

Los procedimientos quirrgicos, tanto por la agresion tisular que se produce
como por la técnica anestésica, evocan una respuesta neuroendocrina que
produce la movilizacion de sustratos, un cambio en el metabolismo hacia un
catabolismo con un balance nitrogenado negativo y retencion de agua y sal. La
magnitud de esta respuesta es proporcional a la intensidad del trauma quirtrgico. La
agresion quirdrgica del organismo desencadena una serie de respuestas metabdlicas,
hormonales, inmunologicas y hemodinamicas caracterizadas por una situacion de
hipermetabolismo en la que hay una alteracion de la homeostasis proteica (aumento
del catabolismo proteico
con un balance nitrogenado negativo), alteracion del metabolismo de los
carbohidratos (aumento de la gluconeogénesis y disminucion de la glucdlisis, que
llevan a una hiperglucemia), incremento de la lip6lisis (con disminucion de la
lipogénesis) y retencion de sodio y agua®. La magnitud de estos cambios es
proporcional a la intensidad de la lesion quirargica® ™.
La traduccion neuroendocrina de la agresion quirdrgica es la elevacion de
los niveles plasmaticos de las hormonas contra reguladoras (glucagon, cortisol, y
catecolaminas), asi como de la hormona de crecimiento, aldosterona, ACTH,
prolactina y vasopresina, elevaciones que representan la respuesta hipotalamica a los
impulsos nociceptivos aferentes desde la zona quirtrgica y probablemente a una
serie de mecanismos humorales todavia por dilucidar ©*.

Los niveles hormonales y de sustratos circulantes constituyen para todos
los autores unos indicadores directos del estrés, mientras que los cambios

hemodindmicos se consideran los indicadores indirectos por excelencia de esta

respuesta.
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Nuestro resultados parecen demostrar que la sintesis de POMC existe de forma
basal en células mononucleadas de sagre periférica , por lo que , muy posiblemente,
la liberacion de mediadores neurotransmisores o moléculas de reaccion de fase
aguda en situaciones de estrés perioperatorio podrian tener un reflejo periférico
induciendo la sintesis y liberacion de ACTH, MSH vy endorfinas.
Desafortunadamente no encontramos la manera de contrastar nuestros resultados,
pues el efecto de las diversas tecnicas anestesicas sobre la respuesta inmune no ha
sido evaluada, seglin han demostrado diferentes autores”". En el presente trabajo se
estudid el mismo trauma quirurgico y bajo la misma tecnica anestesica.

El patron de los valores de POMC es similar al de la medicion de ACTH, lo que
demostraria que ambos estdn sometidos a las mismas influencias o factores en su
regulacion, el desfase se puede explicar por el hecho de que la medida de ACTH es
de una proteina plasmatica, con control del eje hipotadlamo- hipofisario, lo que
implica un procesamiento que requiere un cierto tiempo, mientras que la POMC es
una medida directa del RNA.

Los valores de RNA fueron sumamente variables, debido tanto a la calidad de las
muestras (tiempo transcurrido entre la extraccion sanguinea y la extraccion del
RNA), como a las condiciones de almacenamiento hasta su procesamiento (frio,
respecto temperatura ambiente), y el volumen de sangre extraido. Imponderables
todos ellos, que deben ser tenidos en cuenta en el ambito en que el trabajo se realiza
(quiréfano, sala de reanimacion, etc.), por lo que es necesario la creacion de circuitos
adecuados para el manejo de este tipo de muestras, que posiblemente cada vez
tengan mayor importancia en la practica médica.

Sin embargo, la precisa valoracion del contenido de RNA de las muestras por
métodos espectrométricos, permitid igualar, salvo contadas excepciones, las
concentraciones del material sobre el que se realizaba la valoracion de la expresion
genética de la POMC, de tal manera, que las diferencias iniciales de contenido, no
influyeran para el analisis de los valores relativos de las moléculas de POMC

presentes en las muestras.
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A lo largo de este trabajo se han empleado fundamentalmente dos métodos
para el estudio de la expresion génica de la POMC en células mononucleadas de
sangre periférica: La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real
de ROCHE y de Applied Biosystems (que a pesar de las diferencias su base
metodoldgica es la misma) y el sistema QuantiGene de Panomics, cuyo
planteamiento metodoldgico es totalmente diferente a los anteriores (ver material y
métodos). Para determinar que ambos métodos son capaces de valorar diferentes
muestras de una manera precisa, no dependiente de la concentracion de ARN o del
método empleado, se tomaron tres muestras control provenientes de donantes
sanos y tras la extraccion de ARN, se realizaron diluciones sucesivas 1:2. Este
banco de diluciones se valordé por duplicado mediante los citados métodos. Dado
que los valores de POMC en los controles sanos, se pueden considerar valores
medios, respecto a los observados en pacientes, una dilucion 1/8 representaria un
valor ciertamente bajo, por lo que se considera que los dos métodos poseen una
sensibilidad suficiente para este estudio y su coeficiente de correlacion indica que

serian igualmente 6ptimos para el estudio de la expresion de la POMC.

Estas variaciones en la expresion genética del sistema opioide enddgeno
pueden aportarnos nuevos parametros para valorar la eficacia analgesica por via
intratecal de anestésicos locales y opidceos, y su influencia en la rehabilitacion

postoperatoria .

La realizacion de anestesia subaracnoidea atenua pero no inhibe del todo la
respuesta endocrino metabolica consecuente con la agresion quirGrgica. La
utilizacion de opiaceos intratecales asociados a los anestésicos locales, en la cirugia
de la protesis de cadera, consigue una mejor analgesia postoperatoria que no requiere

de opiaceos sistémicos complementarios.
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En la fase II (Intraquirurgica) encontramos una disminucién de los valores de
POMC y ACTH, estadisticamente significativa, que difiere de otros estudios donde
los valores de ACTH aumentan " '”.Este descenso acusado de la expresion del gen
POMC vy los niveles plasmaticos de ACTH, ocurre en el intervalo de tiempo
comprendido entre la puncién del catéter intravenoso ( 1* muestra, fase I) y la
punciéon de la via venosa central por vena basilica ( 2* muestra, fase II), en este
intervalo ocurre :

Puncion intradural con anestésico local mas metadona

Sedacion

Incision quirargica.

Este hallazgo contrasta con otros estudios donde, aunque en menor medida en

anestesia raquidea versus anestesia general, existe aumento de la respuesta
endocrino-metabolica durante el comienzo de la cirugia. 7'
La anestesia basada en la analgesia disminuye la respuesta inmuno-metabdlica al
estrés quirtrgico, el bloqueo subaracnoideo con anestésicos locales mas opiaceos
tiene un efecto inhibitorio de la respuesta al estrés quirtrgico, al reducir el impulso
nociceptivo aferente, y por lo tanto, tiene repercusion en la recuperacion
postoperatoria del paciente. Ademas la asociacion de opiaceos intratecales (en
nuestro estudio metadona) permite reducir la dosis de anestésicos locales necesarios
para la realizacion de la cirugia de la protesis de cadera, con la consecuente
disminucién de sus efectos secundarios y complicaciones perioperatorias, y
proporciona una buena analgesia postoporetoria.

La respuesta del organismo frente al estrés quirtrgico resulta de gran interés para
el anestesidlogo, pues de esta forma se puede comprender cémo responde el
organismo ante cualquier agresion de forma general y/o particular y cudles son los

mecanismos con que contamos para evitarlos o minimizarlos.
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Los pacientes sometidos a cirugia mayor bajo técnicas anestésicas dirigidas
a atenuar la respuesta al estrés quirirgico, no solo obtienen una rapida recuperacion
tras una intervencion quirurgica sino que ademds se verd reducida su
morbimortalidad con lo que se mejora ostensiblemente la calidad asistencial objetiva
y subjetivamente®”.

Parece inevitable que en los préximos afios se vea una evolucion constante
de los conocimientos, que se relacionan con la importancia de los sistemas
neuroendocrino ¢ inmunitario, en la integracién y modulacion de la respuesta
metabodlica a una lesion quirurgica, creandose nuevas lineas de investigacion en el
campo de las variaciones genéticas en relacion con el estrés perioperatorio.

Creemos que este estudio pudiera considerarse como punto de partida y ante los
resultados obtenidos se podrian justificar nuevas experiencias, para observar la
respuesta de los linfocitos periféricos al expresar el gen POMC, relacionadas con
diferentes técnicas anestésicas o en diferentes tipos de cirugia. Teniendo como base
los nuevos conocimientos del modelo arquetipo del procesamiento de la prohormona
POMC vy de sus diferentes “roles” ©*%%.

Una linea de investigacion podria orientarse hacia el estudio del dolor
postoperatorio en nuestra practica clinica, con especial interés en los procesos de
hiperalgia, alodinia y tolerancia a opioides, e intentar encontrar una relacion con la
modulacion inhibitoria de la informacion nociceptiva que realizan las beta-
endorfinas. Cuantificando el exon 3 de gen POMC en relacion con estos procesos
(hiperalgesia y tolerancia a opioides) y la expresion del exon 1 y 2 junto con factores
que determinan su activacion ( PC1, PC2).

Estas variaciones en la expresion genética del sistema opioide enddgeno pueden
aportarnos nuevos parametros para valorar la eficacia analgesica por via intratecal de

anestésicos locales y opiaceos, y su influencia en la rehabilitacion postoperatoria .
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Conclusiones
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VIlI. CONCLUSIONES.

1) El proceso anestésico quirurgico conlleva unos niveles de estrés, que pueden
observarse midiendo diferentes parametros como son los niveles plasmaticos de

ACTH y la expresion de gen POMC en linfocitos periféricos.

2) En la fase II, intraoperatorio, encontramos una disminucion de la expresion en
linfocitos periféricos del gen POMC, y también disminuyen los niveles plasmaticos

de ACTH, ambos valores son estadisticamente significativos.

3) Durante la recuperacion posquirdrgicaposquirdrgicaposquirirgica inmediata
(fase III) los niveles plasmaticos de ACTH son muy bajos (en algunos casos

indetectables), mientras que la expresion de POMC aumenta.

4) A las 48h de la intervencion quirtirgica (fase I'V) los valores de POMC, si
prescindimos de los valores extremos “outliers”, son superiores a los encontrados
preoperatoriamente (fase I), luego la expresion de este gen durante el periodo
postoperatorio presenta un aumento progresivo. En esta fase los valores de ACTH

también se incrementan.
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IX. ANEXQO: CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Consentimiento informado, segtin la declaracion de Helsinki y aprobado por el

Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital de Bellvitge:
Estudio: CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE
PROOPIOMELANOCORTINA EN LINFOCITOS PERIFERICOS DE PACIENTES
SOMETIDOS A CIRUGIA.

En nuestro Servicio se esta realizando un estudio que tiene como objetivo valorar
las variaciones del Sistema opioide enddgeno en pacientes programados para
cirugia, y consiste en recoger informacion para conocer mejor este sistema.

Los datos personales y clinicos son parte de los que figuran en su historia clinica
del Servicio de Anestesidloga y ninguna persona ajena tiene acceso. Cuando los
datos se traten estadisticamente o se utilicen para estudios epidemiolédgicos o
médicos se hara siempre de manera confidencial.

El material medico obtenido se utilizara para estudios genéticos. Estos datos se
trataran de forma anonima y confidencial y siempre teniendo en cuenta la
Declaracion Universal sobre el Genoma Humano. Como estos datos no se podran
interpretar hasta dentro de un tiempo, no se informara individualmente de los
resultados.

Si acepta que sus datos estén incluidos en este estudio, Ud. no obtendra ningiin
beneficio ni perjuicio, pero contribuird a la mejoria de la atencién medica.

Este estudio esta aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica.
Proyecto de investigacion n® 176/05

Ud. es totalmente libre de aportarnos sus datos, y si rehusara no tendra ningiin
perjuicio en su asistencia. Pregiintenos cualquier duda o informacion
complementaria.

Si su decision es afirmativa firme esta hoja:
He leido la informacion y comprendiéndola acepto que mis datos estén

incluidos en este estudio en las condiciones expresadas.

Firma del paciente Firma del medico

Nombre y apellidos Nombre y apellidos
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