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Glosario de Términos.

OA: Osteoartrosis.

LEG: Lupus Eritematoso Sistémico.

DM: Diabetes Mellitus.

OATS: Transplante aut6logo de cartilago.

NTPPPH: Pirofosfato hidrolasa.

TNAP: Fosfatasa Alcalina.

PPi: Pirofosfato inorganico.

CPP: Pirofosfato de Calcio.

ANKH: Gen homélogo de proteina de anquilosis progresiva.

PH: Concentracion de iones hidrégeno.

KSS: Cuestionario de funcionalidad de rodilla (knee Society Score).
WOMAC: Wester Ontario & McMaster Universities Osteoarthritis Index.
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

EM: Espectrometria de masas.

m/z: En Espectrometria, relacion masa/carga.

LC-MS: Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas.
GC-MS: Cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas.
GE-MS: Electroforesis capilar asociada a espectrometria de masas.
VOC: Compuesto organico volatil.
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2.- ANTECEDENTES.
Condrocalcinosis.

La condrocalcinosis es una enfermedad de caracter reumatico, que se caracteriza por el
deposito de cristales de pirofosfato de calcio en el espesor del cartilago articular y su posterior
liberacion al medio o liquido sinovial, desencadenando en forma aguda, cuadros clinicos
caracterizados por monoartritis aguda, que comparte similitudes a los episodios de
monoartritis causadas por la gota, por lo que se ha denominado “pseudogota” (1).

La asociacion con gota, hiperparatiroidismo y hemocromatosis, se presenta hasta 30% de esta
entidad patologica (2).

De forma crénica, la condrocalcinosis calcifica el cartilago articular en pequefas zonas en su
cara subcondral del cartilago articular, que en ocasiones se observa incluso en las
proyecciones radiograficas simples (3). EI componente que mas frecuentemente se observa
es la acumulacidn de cristales de pirofosfato de calcio, aunque también se presentan cristales
de fosfato octocalcico, hidroxiapatita, dicalcico, urémicos y oxalato de calcio de acuerdo al
andlisis de liquido sinovial (4). Los cristales de pirofosfato de calcio, pueden depositarse
ademas del cartilago, en tendones, ligamentos y capsulas articulares. La articulacion mas
frecuentemente afectada es la rodilla. En ocasiones, la enfermedad puede ser asintomatica
(4). La forma cronica frecuentemente se acompafia de osteoartritis, por lo que es una
patologia que requiere diagndstico temprano y tratamiento especifico para evitar los
depositos de cristales.

Datos Epidemioldgicos.

La epidemiologia de las artropatias por cristales y en este caso, la condrocalcinosis que es la
mas frecuente pero subdiagnosticada, depende de la edad. Su prevalencia se presenta en
mayores de 50 afios, aumentando hasta 7% por cada afio en pacientes por arriba de los 65
afios. La prevalencia de esta entidad es muy variada, pero parece afectar del 4 al 7% de la
poblacién adulta en Europa y EUA. Es dificil establecer la prevalencia de la enfermedad en
virtud que el diagnostico se establece por su presentacion radioldgica (presentacion tardia),
aunado a que la condrocalcinosis de rodilla puede ser en ocasiones, asintomatica (6).

Las articulaciones dafiadas por ataques previos, tienen una mayor disposicion a la
precipitacion de cristales, tanto de pirofosfato de calcio como de acido Urico, debido al
cambio de PH a nivel del liquido sinovial, lo que reduce la solubilidad de los uratos. El
aumento de pirofosfato de calcio, asociado a un ataque de gota, se denomina pseudogota. El
hallazgo de cristales de pirofosfato de calcio en el cartilago articular y tejido subcondral, es
reportado hasta en el 30% en pacientes que sobrepasan los 80 afios (6).

Fisiopatologia.

Normalmente se encuentran concentraciones bajas de calcio en el cartilago articular para
evitar la calcificacion del mismo. En los pacientes con diagnéstico de condrocalcinosis, la
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concentracion de sales de calcio a nivel intracartilaginoso aumenta, volviéndose insolubles,
favoreciendo la formacién o nucleacion de cristales de pirofosfato de calcio (6). Estos
cristales se precipitan en grupos, pasando por un proceso de nucleacion, es justo en esta etapa
cuando las alteraciones a nivel cartilaginoso son visibles de manera radiogréafica (6), (14).

La calcificacion del cartilago por si solo, no produce sintomas. El desprendimiento de
cristales y su posterior acumulacion a nivel sinovial, desencadena un proceso inflamatorio
agudo, aumentando su concentracion en el liquido sinovial y dando como resultado un
episodio de pseudogota o incluso un episodio de oligoartritis en casos mas severos (4).

El depdsito per sé de calcio a nivel del cartilago, favorece el deterioro del cartilago articular.
El cartilago pierde la capacidad de absorber fuerzas axiales, alterando su estructura, llevando
a tener dificultades en cuanto a la distribucion de cargas, lo cual, como resultado final,
condena a la articulacion a un estado de artrosis acelerada (5).

A diferencia de los pacientes con diagndstico de hiperuricemia, donde los cristales se forman
cuando la capacidad de solubilidad del liquido sinovial ha sido superada, los cristales de
pirofosfato de calcio se forman en el cartilago articular y cerca de la superficie articular de
los condrocitos. Los cristales de pirofosfato de calcio son formados a nivel cartilaginoso,
principalmente a partir de pirofosfato inorganico, cerca de la superficie de los condrocitos
que se encuentran en la matriz extracelular.

Los condrocitos son capaces de formar cristales de pirofosfato de calcio desde el ATP y otros
nucleodsidos, mediados por una serie de enzimas conocidas como nucleosido trifosfatasas
(NTPPPH) y nucledsido fosfodiesterasa (3), (14). La degradacidon por hidrolisis a ortofosfato,
es canalizada por pirofosfatasas inorganicas, tal como la fosfatasa alcalina no especifica de
tejido (3), (14). Siempre debe haber un equilibrio entre la produccion de pirofosfato
inorgénico por NPP1 y su hidrolisis por TNAP (3), (14). Cuando existe una falla en la
regulacion de este binomio (modulado por factores como quimiocinas, factores de
crecimiento, proteinas de transporte, enzimas y subproductos enziméticos), predomina el
cartilago “envejecido”, con la acumulacion de PPi. Esto, finalmente, conduce al depdsito de
manera patologica de cristales de CPP a nivel cartilaginoso (3).

Los polimorfismos del gen ANKH, conducen una importante via en el transporte de
pirofosfato, asi como en la liberacion de ATP por los condrocitos, lo que, de Gltima manera,
aumenta la formacidn de cristales (3), (14).

Lo procesos fisiopatologicos de artritis inducida por cristales de CPP, tienen gran similitud
con la gota; sin embargo, la reaccion inflamatoria causada por los cristales de CPP tiende a
tener un curso mas subclinico, lo que se puede explicar por la interaccién de los cristales con
las células fagociticas y su activacion mitogénica y liberacion de las citoquinas
proinflamatorias, llevdndonos a un ataque de pseudogota o en casos mas severos, oligoartritis
aguda (3).
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Factores Riesgo.

La Condrocalcinosis es una enfermedad que afecta a pacientes mayores a 55 afios.
Radioldgicamente se puede identificar en el 44% de los pacientes mayores a 84 afos, la
prevalencia aumenta hasta en un 50% por cada década, arriba de los 60 afios (6).

Los traumatismos o fracturas previas, delas superficies de la rodilla son factores de riesgo
para originar el depoésito de pirofosfato de calcio a nivel meniscal (22). Se ha encontrado
también asociacion de entre artritis reumatoide y condrocalcinosis

Figura 1y 2. Imagen artroscopica de rodilla, se observan depésitos de pirofosfato de calcio en forma aguda en tejidos
articulares (puntos brillantes) (5).

El ataque agudo puede suceder en las siguientes condiciones: antecedente de traumatismos o
incluso en estado posoperatorio. No se conocen asociaciones dietéticas. En cuanto a

correlaciones medicamentosas, se ha observado aumento en su incidencia con la infiltracion
de terapia de viscosuplementacion, diuréticos y estimulantes de colonias de granulocitos (5).

Presentacion Clinica.

Para este estudio, nos referiremos principalmente a la condrocalcinosis crénica, la cual tiene
implicaciones terapéuticas y pronosticas (mayor deterioro articular). (1), (4), (14), (16).
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La condrocalcinosis es el resultado del deposito intraarticular de cristales de pirofosfato de
calcio, uno de los factores asociados es el dafio articular previo. Por lo que se conoce, los
pacientes que tienen ambas patologias (osteoartritis y condrocalcinosis) tienen destruccion
articular. Abhishek & Cols. (10) En su estudio publicado en Arthritis Care and Research del
2013, concluyen que la Unica presentacion de la osteoartritis que no estaba asociada a una
presentacion erosiva en presencia de diagnostico de condrocalcinosis, era la OA de cadera,
en cambio, la presentacion en rodilla, era la forma mas cominmente agresiva, teniendo mas
incapacidad, dolor y menores puntajes en escalas de funcionalidad llevando a los pacientes a
una peor calidad de vida (13), (15), (25).

Todas las presentaciones clinicas afectan predominantemente a las mujeres, aumenta la
frecuencia con la edad, sin embargo, en la mayor parte de los pacientes no ocasiona sintomas.

La forma crénica de osteoartritis, se presenta en formas muy severas, teniendo como sintomas
predominantes inflamacion cronica y dolor asociado. Debe hacerse diagnostico diferencial
de la osteoartritis comun. En casos muy raros, se llega a presentar similitud diagndstica a la
artritis reumatoide (15).

En resumen, la condrocalcinosis en su variante crénica, se caracteriza por cambios
estructurales a nivel de la articulacién, cambios que afectan tanto al cartilago articular, hueso
subcondral y estructuras intraarticulares, volviéndolas mas rigidas, proclives a presentar
cambios degenerativos tempranos, llevandonos a presentar, incluso en edades tempranas,
variantes de gonartrosis mas agresivas y destructivas como lo es la gonartrosis erosiva.

Diagndstico.

Debido a la alta incidencia de patologias que se asocian a esta entidad, la determinacion
basica incluye determinacién de niveles séricos de calcio, magnesio, fésforo, fosfatasa
alcalina, determinaciones de hierro y sus determinantes metabdlicas y pruebas de funcion
tiroidea.

En general la enfermedad no es diagnosticada en hasta en el 68% de los pacientes (11).

En pacientes que han sido sometidos a artroplastia total de rodilla, hasta el 20% tienen datos
microscopicos compatibles con condrocalcinosis (6), (11). El diagndstico certero se establece
mediante la identificacion de cristales en liquido sinovial mediante biopsia de cartilago

12
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articular (11). La radiografia convencional presenta cambios sugestivos de depoésito de
cristales, pero la sensibilidad es baja.

Figura 3. Cambios crénicos por depositos de pirofosfato de calcio. Imagen artroscépica de rodilla con foco en céndilo
medial, rodilla derecha.

Se han utilizado ultrasonido musculoesquelético y Resonancia Magnética Nuclear para
diagnosticar condrocalcinosis con resultados variables (6).

Figuras 4y 5. Imdgenes radiogrdficas donde se observa depdsito cronico de pirofosfato a nivel de mango rotador y
meniscos.

Algunos estudios han identificado en ultrasonido una especificidad (62%) y sensibilidad
(66.7%), y un valor predictivo comparado con el analisis de liquido sinovial (analisis por
microscopia).

La biopsia de cartilago articular, se toma como el diagnostico definitivo de esta patologia, al
identificar cristales a nivel intracartilaginoso y en la region subcondral (11). En resumen, los
estudios de imagen y liquido sinovial tienen baja sensibilidad comparado con la bdsqueda de
cristales en la biopsia.
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Tratamiento.

El tratamiento de la condrocalcinosis crénica en pacientes con osteoartritis incluye
medicamentos que se utilizan en el ataque agudo de gota (12), (16).

El uso diario de colchicina a dosis bajas (0.6 a 1.2 mg) reduce el dolor e inflamacién (7).

Los anti-inflamatorios no esteroideos pueden tener similares efectos que en pacientes con
dolor croénico. Actualmente, algunos estudios han mencionado que el uso de
hidroxicloroquina o Metotrexato puede ser benéfico en los pacientes con condrocalcinosis

(8) (9).

En casos muy severos, el reemplazo articular puede ser necesario en los pacientes con
condrocalcinosis, estudios actuales muestran similitud entre el reemplazo por
condrocalcinosis o por artritis degenerativa (10).

Metabolomica.

El estudio del genoma humano gener6 el nacimiento de las ciencias conocidas como
gendémica y protedmica, encargadas del estudio y anélisis de manera global de genes y
proteinas respectivamente.

Al inicio de los 90, se hizo mas énfasis en el estudio, de manera conjunta de los metabolitos
que se presentan en todo sistema o conjunto bioldgico, de una manera mas especifica y por
su mayor alcance en fluidos como saliva, orina, sangre, liquido cefalorraquideo e incluso en
biopsias de diferentes tejidos o cultivos de tipo celular, dando como resultado, el nacimiento
de la tercera ciencia “omica” (17), (18): la metabolémica y a su derivado; la metabonémica
(estudio de estimulos fisiopatolégicos o modificaciones génicas mediante medidas
multiparamétricas).

La metaboldmica, es una nueva linea de estudio de amplio espectro de aplicacion diagnostica,
reciente desarrollo y alto impacto, principalmente aborda el estudio de manera no sesgada de
todos los metabolitos presentes en un tejido y érgano particular en una particular unidad de
tiempo del desarrollo, bajo ciertas condiciones particulares, para asi permitir de esta forma,
valorar la contribucion de los factores tanto genéticos, ambientales y como el conjunto de
variables afectan a este fendmeno (18).

Los metabolitos, son moléculas de bajo y mediano peso molecular, menores a 1.500 Daltons,
observados en todo tipo de proceso celular. La medicién de la concentracién de los mismos
puede llegar a indicar la presencia de determinada patologia o de factores predisponentes
(19).

El ndmero de metabolitos puede oscilar entre 3-20 mil. En tanto que la gendmica y la
protedmica indican los estados pasados o todo lo “que pudo haber pasado”, el andlisis

14
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metabolomico, indica lo que realmente paso (cascada dmica), ya que presenta una “huella
metabolomica” medible segun el proceso quimico que se llevo a cabo, a éste proceso y al
producto de ello, se le ha llamado, “huella metabolomica”, es el método que mejor puede
medir y caracterizar las caracteristicas fenotipicas de los seres vivos (20).

En el andlisis de los metabolomas estan involucrados; la expresion de genes, multiples
factores de tipo ambiental como, alimentacion del individuo, ejercicio, estrés de multiples
tipos, ciclo menstrual, entre otros (20).

La metabolomica ha probado ser eficaz en la monitorizacion de pacientes trasplantados,
permite detectar conjuntos de metabolitos que indican en estadios iniciales si se producira el
rechazo al 6rgano implantado. El diagndstico de enfermedades es otro ramo en cuanto a
aplicacion se refiere: cancer de prostata con determinacion de metabolomica de orina, es uno
de los que mas auge en la actualidad tiene. Lineas de investigacion como la deteccién de
factores riesgo y la medicina personalizada son importantes consideraciones a seguir y que
actualmente se encuentran en desarrollo (21).

Nariz Electronica.

Las narices electrénicas (e-nose) se basan en conjuntos de diferentes tipos de sensores que
responden a las caracteristicas especificas de una molécula de olor, en su mayoria
compuestos organicos volatiles (VOC). A diferencia de la cromatografia de gases y la
espectrometria de masas, las narices electronicas pueden distinguir el espectro de VOC
mediante el reconocimiento de patrones. La tecnologia E-nose se ha utilizado con éxito en
aplicaciones comerciales, incluida la industria militar, ambiental y alimentaria.

La biologia humana es muy compleja, y los dispositivos de diagndstico tienen principalmente
la tarea de capturar biomarcadores que se relacionan con el estado de salud individual y
traducirlos en sefiales analiticamente Utiles capaces de respaldar un diagndstico particular o
sugerir examenes mas dirigidos. Esto requiere una cadena de elementos instrumentales
(sensores, algoritmo analitico) que determinan el rendimiento de diagnéstico del instrumento.
Por lo tanto, los indicadores de rendimiento incluyen: selectividad para componentes Gnicos
0 multiples, sensibilidad instrumental (limites de deteccidon y cuantificacion), relaciones
dosis-respuesta y eventualmente valores predictivos positivos y negativos para la
enfermedad. Con respecto al anélisis de gases complejos, los desarrollos tecnolégicos
durante las Gltimas décadas han proporcionado dispositivos de deteccion e identificacion
quimica que capturan firmas de mezclas de VOC. Estos se llaman "narices electronicas"
(narices electronicas). En lugar de identificar los componentes moleculares individuales de
las mezclas de COV, las narices electrénicas proporcionan una llamada "impresion olfativa”
que, en relacion con el aire exhalado, se denomina "huella respiratoria”.

La mayoria de las narices electronicas existentes se basan en sensores de gases quimicos,
aunque recientemente se han explotado principios de trabajo innovadores en el intento de
reproducir el funcionamiento de los receptores bio olfativos (51). En los Gltimos afios, la
tecnologia de nariz electronica se ha probado en todos los campos imaginables relacionados
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con olores y gases inodoros, en particular en la industria de alimentos y bebidas, monitoreo
ambiental, fines militares y, muy recientemente, para el diagnostico de enfermedades.

Impacto de la Condrocalcinosis.

De acuerdo a la evidencia actual es necesario realizar el diagndstico temprano de la
condrocalcinosis, por su asociacion con la gravedad de la osteoartrosis (52).

Bobby Kwanghoon Han, Woojin Kim and Cols, reportaron que la asociacion osteoartritis
condrocalcinosis ocasionaba lesiones méas destructivas y manifestaciones clinicas mas
limitantes (23). 2015.

Angel Checa y William Chun, reportaron mayor indice de lesiones meniscales en pacientes
con diagnéstico previo de condrocalcinosis, aun en ausencia de antecedentes traumaticos.
(22).

Estella Musacchio y Cols, estudiaron el impacto de la condrocalcinosis sobre la discapacidad
funcional en los pacientes ancianos con diagnéstico previo de osteoartritis, observando que
la asociacion entre condrocalcinosis y osteoartritis, aumentaba la severidad

de los sintomas y discapacidad, independientemente de la edad y severidad de la osteoartrosis
(24).

Figura 6. Nariz Electrénica.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Cudl es la impresion olfativa del liquido sinovial en pacientes con condrocalcinosis de
rodilla?

4.- JUSTIFICACION.

La biopsia de cartilago articular es el “estandar de oro” para el diagndstico de
condrocalcinosis de rodilla, pero es un método invasivo y costoso. La alta asociacion de
condrocalcinosis con la gravedad de osteoartritis, justifica su blsqueda de manera temprana
para implementar terapias adecuadas y disminuir la progresién de la enfermedad de caracter
degenerativo.

Es conveniente buscar alternativas menos invasivas y costosos para el diagndstico en
pacientes con procesos degenerativos avanzados o en aquellos que estan en una etapa
asintomatica. En esta patologia, el diagndstico y tratamiento temprano, podria evitar el
progreso de las alteraciones estructurales no solo del cartilago articular, sino también de
estructuras como los meniscos y otros tejidos periarticulares.

Si logramos identificar una huella impresién olfativa de condrocalcinosis de rodilla, seria
posible disefiar pruebas diagnoésticas, que permitan identificar la enfermedad en etapas
tempranas, con un método invasivo, pero menos agresivo que la biopsia.

5.- OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general

Identificar la impresidn olfatoria en liquido sinovial en pacientes con condrocalcinosis de
rodilla.

5.2. Objetivos especificos

a). - ldentificar Impresion olfatoria del liquido sinovial en pacientes que se encuentre
condrocalcinosis de rodilla en la biopsia que se realizara posterior a artroplastia de rodilla.
b). - Identificar la impresion olfatoria del liquido sinovial en pacientes sin diagndstico de
condrocalcinosis en la biopsia que se realizara posterior a artroplastia de rodilla.

c). - Identificar la impresion olfatoria que caractericen a ambos grupos de pacientes

5.3.- Objetivos secundarios.

a). - Conocer la capacidad diagndstica de la condrocalcinosis mediante determinacion de
impresion olfatoria del liquido sinovial.
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6. - HIPOTESIS.

Existe una impresion olfatoria en liquido sinovial en pacientes con diagndstico de
condrocalcinosis de rodilla.

7. - DISENO DEL ESTUDIO.
Estudio Transversal Analitico.
8. - METODOLOGIA.

Lugar de realizacion: Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto, Departamento de
Traumatologia y Ortopedia, Division de Cirugia Articular.

Universo:
Pacientes candidatos a reemplazo primario de rodilla.

Muestreo: No Probabilistico por conveniencia.

8.1.- Criterios de Seleccion:

Criterios de Inclusion.

a). - Firma de consentimiento informado.

b). - Mayores de 50 afos

c). -Pacientes candidatos a reemplazo total primario de rodilla.

d). -Expediente clinico y radiolégico completo.

e). - Viabilidad para la toma de biopsia de cartilago articular transoperatoria.

f). - Viabilidad para la toma de liquido sinovial de rodilla transoperatoriamente.

Criterios de No Inclusion.

a). - Infeccion activa (Artritis séptica).
b). - Artrofibrosis de Rodilla.

Criterios de Eliminacién.
a). - Contaminacion de la muestra de liquido sinovial.

b). - Biopsia: muestra insuficiente.
c). - Incapacidad de obtener muestra de liquido sinovial / tejido para biopsia.
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8.2.- Variables de estudio.

Cuadro de variables.

VARIABLE CODIGO DESCRIPCION ESCALA DE VALOR
MEDICION
St/
CONDROCALCINOSIS Condroc Diagndstico de DICOTOMICA NO
condrocalcinosis
por estandar de
referencia
(biopsia)
IMPRESION SI/
OLFATORIA IMP Conjunto de COMPONENTE NO
metabolitos PRINCIPAL
asociados al
diagnéstico de
condrocalcinosis.

8.3. Célculo del tamafo de muestra.

Se realizara analisis de componentes principales, requiriendo una relacion de 10 sujetos por
cada componente principal que se decida incluir en el modelo, esto, segin lo expresa Osborne
et al. Por esto, el tamafio final de la muestra serd directamente proporcional al nimero de
componentes principales que se decidan incluir (32). Por ahora, se espera determinar 5
componentes principales que expliquen el modelo, por lo que la muestra sera 50 pacientes (a

determinar segun metabolomas obtenidos).
8.4. Prueba Piloto.

Este estudio funciona como prueba piloto.
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8.5.- Analisis Estadistico.

Se realizara medidas por resumen por variable. Se utilizé escala continua si su distribucion
es normal (media, desviacion estandar) y en caso de no ser normales, medianas y rangos
intercuartilicos. Se utilizara porcentajes y frecuencias en caso de variables discretas.

Para determinar la huella metaboldémica y sus metabolitos que expliquen el modelo, se utilizd
analisis de componentes principales. La determinacion de metabolitos se realizd por medio
de Random Forest y por medio de técnicas de regresion de Lasso.

8.6.- Aspectos Eticos.

El protocolo actual se sometid al Comité de Etica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”, teniendo aprobacion del mismo con registro 50-18.

Las Pruebas y los recursos diagnosticos que se llevaron a cabo en el estudio, no transgreden
las Normas de la Conferencia de Helsinki, tanto inicial en 1964 como su revision realizada
en el 2013.

Los participantes incluidos en el estudio, firmaron un consentimiento informado en el cual
se informd y explico los procesos por los que el paciente pasaré durante el estudio. Los datos
obtenidos durante el estudio, fueron utilizados solamente por el equipo de trabajo por lo que
se inform0 a los participantes del estudio sobre el aviso de privacidad y lo que este significa.
Este estudio se encuentra apegado a la Ley General de Salud de la Republica Mexicana, en
su Titulo Quinto, el cual refiere a la Investigacion en el area de la salud; también en el
articulo 100, el cual hace referendo a la investigacion en seres humanos, en sus apartados 11
y 1V, en donde se da a conocer que puede llevarse a cabo el estudio solo cuando exista una
justificacion razonable y se lleve a cabo un régimen de seguridad donde no expone a riesgos
ni dafos innecesarios al sujeto en experimentacion y que ademas se debera contar con el
consentimiento informado por escrito una vez que el sujeto de estudio se encuentre enterado
de los objetivos de la experimentacion, asi como de las posibles consecuencias tanto positivas
como negativas para su salud.

El anterior parrafo, se expone segun lo dispuesto en la Ley de Salud del Estado de San Luis
Potosi, en su articulo 84-I11.

El consentimiento informado, fue disefiado en base en la Norma Oficial Mexicana NOM-
012-SSA3-2012, la cual expone los lineamientos para llevar a cabo estudios y proyectos de
investigacion clinica en seres humanos y en base al Codigo Civil Mexicano, en sus Articulos
1803 y 1812, que hablan sobre las obligaciones que se deben tener al redactar un
consentimiento informado.

La totalidad de pacientes que se incluyeron en el presente estudio, se les informé de manera
exhaustiva sobre las caracteristicas del estudio: sus métodos, beneficios, riesgos, etc. Se
resolvieron todas las preguntas del paciente para posteriormente pasar a firma del
consentimiento.
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Se considera una investigacion de riesgo minimo, los pacientes seran sometidos a tomas de
muestra para analizar la metabolomica de las mismas (las muestras que se tomaran, seran
durante la intervencion quirdrgica, siendo estos 10 ml de sangre, 5 ml de liquido sinovial y
una muestra de cartilago que se obtendran de los cortes 6seos que se realizan durante la
artroplastia de rodilla, por lo que no implica un riesgo agregado al evento quirdrgico, ya que
forma parte del mismo evento quirdrgico per sé.).

Los costos adicionales no seran cubiertos por los pacientes, si no que seran totalmente
cubiertos por los investigadores principales.

Los tubos BD y Vacutainer con remanentes sanguineos y de liquido sinovial, seran
almacenados de manera hermética en tubos de color rojo hasta su recoleccién para
disposicién final. Los RPBI generados del proyecto, tendran un final conforme a la NORMA
OFICIAL MEXICANA NOM 087 ECOL SSA1 2002.

Cabe mencionar que todas las muestras seran codificadas para proteccion de la identidad de
los sujetos de estudio.

Se agrega en el apartado de Anexos el consentimiento informado.
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8.7.- PLAN DE TRABAJO.

a). - Ya aprobado el protocolo por el comité de ética correspondiente, procedemos a realizar
reclutamiento de pacientes. Se determind paciente candidato a reemplazo articular primario
de rodilla, se programo para su procedimiento quirdrgico. Ya en cirugia, se tomé (de manera
transquirargica) muestra sanguinea (10 ml), muestra de liquido sinovial (5ml) y biopsia de
cartilago articular, las cuales, al ser la recoleccion de muestras de manera transquirurgica,
implican un minimo riesgo para el paciente. La toma de biopsia se obtuvo de los cortes 6seos,
por lo que no implica riesgo mecanico para los pacientes, ya que los cortes 6seos usualmente
son tratados como desechos bioldgicos.

b). - Una vez obtenido las biopsias de cartilago articular de rodilla, se enviaron al
departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
para su Analisis mediante tinciones para condrocalcinosis [Se utiliz6 tincién Rojo Alizarina,
sal monofdnica por laboratorios MERCK (C.1. 58005)]. Ya con los resultados de la biopsia,
se definieron dos grupos: los pacientes que Sl presenten condrocalcinosis y los pacientes que
NO la presentaron, definiendo asi los grupos de estudio.

c). — Las muestras de liquido sinovial y sangre para su posterior analisis en nariz electronica,
se enviaron de manera inmediata tras su obtencidn, al Centro para la Innovacion y Aplicacion
de la Ciencia y Tecnologia (CIACYT, instancia universitaria dependiente de Rectoria de la
UASLP) (para andlisis mas detallado, revisar anexo 4).

e). - Seleccién de metabolomas: Una vez obtenidos los metabolomas del andlisis de
metabolomica, se seleccionaron mediante andlisis de componentes principales los
componentes cuales tengan la capacidad de identificar o asociarse con el diagnostico de
condrocalcinosis, tanto del grupo con condrocalcinosis como del grupo sin diagndstico de la
misma, disminuyendo asi la dimension de la base de datos.

f). - Presentacion de resultados.

Concordancia en las mediciones.

Se realiz6 evaluacién de la concordancia de las mediciones en cuanto a biopsia por dos
patologos los cuales evaluaron el diagnostico o no de condrocalcinosis, mediante
concordancia de 20 muestras de patologia (laminillas) a través de la determinacion del indice

de Kappa, teniendo limites de confianza al 95%., obteniendo un resultado de 0.68.

En cuanto a la validacion para el andlisis de las muestras (indice de reproducibilidad)
mediante nariz electronica, se utilizd coeficiente de valoracion intra ensayo.
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9. - RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES

Recursos humanos: Investigar principal y 1 residente del servicio de Traumatologia y
Ortopedia.

Recursos materiales: Sufragados por investigador principal. Los costes del andlisis
mediante nariz electronica, serdn sufragados por el CIECYT y el andlisis de biopsia por el
Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

10.- CAPACITACION DE PERSONAL

Capacitacion de personal: No necesaria.

Adiestramiento de personal: No necesaria.

Todas las muestras fueron tomadas por el investigador principal.

11.- FINANCIAMIENTO:

FINANCIAMIENTO DE TIPO INTERNO: El investigador principal, costed los gastos
necesarios para el estudio.
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12.- RESULTADOS.
Poblacion.

En el presente estudio, se reclutaron e incluyeron un total de 46 sujetos de estudio, siendo
17 hombres (37%) y 29 mujeres (63%). El promedio de edad fue de 66.28 afios, +/- 8.6 afos,
12 sujetos tienen como antecedente diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2 y 16 con
diagnostico de hipertension arterial sistémica. En cuanto al grado de artrosis, 24 pacientes
fueron ingresados al estudio con diagndstico de Gonartrosis grado 111 y 22 con diagnéstico
de Gonartrosis grado V. Ninguno de los pacientes contaba con diagnostico de
condrocalcinosis al momento del ingreso al estudio.

Tabla 1: Poblacion.

Sexo Femenino (63%)
Edad 66
Grado de Artrosis M-24/1V-22
DM 26%
HAS 34%
Sintomatologia 29.3+/-17.4

Posteriormente al andlisis de la biopsia de cartilago articular, se realizé la division en cuanto
a la presencia o no de condrocalcinosis, obteniendo 26 pacientes en el grupo con diagnéstico
de condrocalcinosis y 20 en el grupo sin diagndstico del mismo.

Figura a: tincion positiva con Rojo Alizarina. Figura b: Tincion negativa a Rojo Alizarina.
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Tabla 2. Diferencias entre grupos.

Variable Condrocalcinos No Valor de p Prueba.
is. Condrocalcinosis.
n=27 n=19
Sexo: Femenino, 18 (69%) 17 (85%) p=0.41 X2
n(%)
Edad: mediana, 66 (11) 68 (11) Media / DE
IQR

Grado Artrosis

Grado Ill, n (%) 8 (30%) 16 (84%) p =0.02 X2
Grado IV, n (%) 19 (70%) 3 (16%) p=0.28 X2
DM: positivo, n 6 (23%) 8(42%) p=0.59 X2
(%)

HAS: positivo, n 8 (30%) 7(36%) p=0.55 X2
(%)

Artrosis 24 (24) 36 (27) Media / DE
sintomatica

mediana, (IQR)

Lado afectado: 16 (60%) 8 (42%) p = 0.006 X2
derecho, n (%)

En cuanto a las caracteristicas basales, no existieron diferencias entre aquellos pacientes
incluidos dentro del grupo de condrocalcinosis y aquellos que no presentaban la enfermedad,
como lo muestra la tabla 2.

Andlisis de Liquido Sinovial.

Se realizé analisis de liquido sinovial, esto mediante el uso de Cyranose 320 (Sensigent ®),
este equipo es una nariz electrénica portatil con 32 quimioresistores (sensores) (Para un
mayor enfoque sobre el método de analisis, revisar anexos y seccion correspondiente a
metodologia). En primer lugar, se realizé analisis de componentes principales, haciendo el
andlisis para seleccionar 5 componentes con mayor peso para explicar de manera consensual
el modelo de analisis, obteniendo los siguientes resultados:

Mediante la grafica de PCA (andlisis de componentes principales), se observé que fueron

precisamente 5 componentes los cuales explican de manera concisa el modelo de estudio,
desde dos componentes principales se explica el 89.9% de la variabilidad, llegando a 96.6%
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de heterogeneidad de la muestra, dejando solamente 3.4% de variabilidad de la muestra
restante. Ambos resultados se muestran en la grafica 1y 2.
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Figura 2. Sumatoria de los componentes seleccionados, explicando 96.6% del modelo.

42 00 02 04 0k

43 0r a1 ap 01

a0 em os

Figura 1. Analisis de Componentes Principales.

= : ; ; -
£ L e B Pre =
S s H o o B
a a A, =
PC1 -t Y Wb ag s A°
765 % o ad ad & la - s & a ]
A . .
X a . .
-1
a & ry -
=
R t PC2 L s . 5
I T S P 134% b, 4n * . e
B 4 . s o S e
NG ' o, 8 b 24 s
-
3 g .0 LS 7y
- - .
++ + + + 4+ + -
v & # & =
o . Al | O PC3 sk, 'y £
REPSTe | b | 5 soeths
FOERE W | B o 34% oyl I A
a s a N P ot 3
- - -
ER PO | E . g 5 %
. + 2 4l Ag o A .
s Ten, H| a0 ¥ i i ¥R L
e 2?7, . FC 4 R
e L kR - 2.4% * .
- R A i N
a Ba & a
as f Ba + aa + Ba+y 2
a + a “ - a a4+ + nna =
s g L W ga 5 W, 5 ok Sare o G, 4 PCS s
AR | K,
la E A . | i + 0 0.9%
#a 4 e E
4 i 5 u A + 5

26



Condrocalcinosis de Rodilla: Identificacion de Huella o Impresion Olfatoria en Liquido Sinovial.

Posteriormente, realizamos Score Plot, para identificar la variacién entre ambos grupos y ver
de manera grafica si hay diferencias explicativas en base a los datos anteriormente expuestos.
Llama la atencion la distincion de ambos grupos.
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Figura 3. Score Plot. Muestra en Rojo los componentes principales del grupo con Condrocalcinosis
y en verde en aquella muestra sin diagndstico de la misma.

En cuando a la dispersion de datos, se muestra las siguientes figuras:
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Figura4y 5.
Dispersion de datos. a). - Dispersién de datos segun sensores reactivos. b). - Dispersion de datos
segun pacientes y controles.
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Heatmaps.

Figura 6. Heatmap.
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Observar en este grafico tipo Heatmap, de rojo los pacientes con diagndstico de condrocalcinosis,
en verde los pacientes sin diagnostico de la misma que funcionaron como controles. Llama la
atencion el area estimulada de los pacientes del estudio, destacando los sensores S15, S11, S5, S8 y
S6 (expresados en el eje de las Y) a diferencia del area estimulada que corresponde a los pacientes
control, estimulando sensores S25, S30, S22, S3, S20, S24, S4, S31 y S1, siendo sensores totalmente
diferentes a los estimulados por los pacientes estudiados.

Por ultimo, se realiz6 una gréfica en 3 dimensiones, exponiendo el comportamiento de la huella
olfatoria en 3 planos, observando la posibilidad de identificar ambos grupos de estudio:

Figura 7'y 8. Modelos 3D del Anélisis de Componentes Principales.
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5.80 %

PC3,

PC2, 2302%

Figura 9. Representacion 3D del Andlisis de Componentes Principales, mostrando la divergencia
de ambos grupos de estudio. (Circulo amarillo = Pacientes con condrocalcinosis). También
muestra el comportamiento de la huella olfatoria en 3 planos, observando la posibilidad de

identificar ambos grupos de estudio: Amarillo, pacientes con condrocalcinosis, verdes, pacientes

control.
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13.- Discusion.

Este estudio pretende identificar el diagnostico de condrocalcinosis de rodilla mediante
metabolémica de liquido sinovial, en donde se estudiaron 2 grupos de pacientes, con
diagndstico de condrocalcinosis de rodilla y sin el diagndstico de la misma. Se identificaron
5 componentes mediante estudio de metabolémica por analisis mediante nariz electrénica,
expresando el 96.6% del modelo de estudio mediante analisis de componentes principales.
En nuestro estudio, como ya se menciond anteriormente, se identificaron 5 componentes
principales que explicaron el 96,6% del modelo estudiado (incluso, desde el segundo
componente, se explica el 90% del modelo). Es estudios previos sobre metabolomica de
liquido sinovial, se han identificado multiples metabolomas dependiendo del método de
andlisis utilizado en los estudios; sin embargo, es poca la informacion y/o estudios realizados
con el método de nariz electronica. Los resultados de este estudio dan una primera indicacién
de que el analisis de liquido sinovial mediante nariz electronica, puede distinguir entre
pacientes con condrocalcinosis de rodilla diferenciarlos de los controles sanos. La
fisiopatologia de la condrocalcinosis es compleja y se basa en multiples mecanismos;
Cualquiera o una combinacién de estos mecanismos, incluida la inflamacién, puede influir
en la huella o impresion olfatoria. Los estudios actuales sobre diferentes patologias
respiratorias, han demostrado que es posible identificar marcadores inflamatorios (por
ejemplo, TNF-alfa) en el condensado del aliento exhalado utilizando un inmunoensayo
enzimatico (14, 15). Por lo tanto, la capacidad de la nariz electrénica para distinguir a los
pacientes con condrocalcinosis de los controles sanos podria (también) deberse a la influencia
de la inflamacion a la que estan condicionados los pacientes con condrocalcinosis (16). En
este estudio, la huella o impresién olfatoria de los pacientes con condrocalcinosis se comparo
con el de los controles sanos. Llama la atencion la gran heterogeneidad de los resultados en
ambos grupos, mismos que diferencian exponiendo la capacidad diagnostica de este método
de estudio. En cuanto a todas las demas variables del estudio, ambos grupos se comportaron
muy similares.

Por lo tanto, no esta claro si la nariz electronica hizo una discriminacion entre los pacientes
con condrocalcinosis y los controles sanos en funcién de algin componente especifico para
condrocalcinosis y no de algo se tiene en comun con otras afecciones (por ejemplo, dolor,
degeneracion articular, lesion de tejido subcondral, etc.).

La nariz electronica clasificd erroneamente 3 controles sanos. La clasificacionn errénea de
los pacientes podria deberse a las diferentes etapas clinicas de la misma condrocalcinosis
(aguda, subaguda, cronica). Otra explicacion para la clasificacionn erronea de los
participantes es que todavia no esta claro si la nariz electrénica es capaz de medir
enfermedades especificas.

Antes de que la nariz electronica pueda usarse en la practica clinica, se necesita investigacion
adicional para determinar si es capaz de distinguir entre pacientes con condrocalcinosis con
otras enfermedades que muestran sintomas y signos similares o mecanismos fisiopatoldgicos
subyacentes similares, especialmente inflamacion.

Debido a los buenos resultados de este estudio, gran parte de la validacion del mismo se debe
a las muestras cegadas. Sin, embargo, se necesita una mayor muestra donde los resultados
muestren que la nariz electrénica es capaz de diferenciar a los pacientes con condrocalcinosis
de las poblaciones de pacientes sin esa enfermedad, entonces tendremos evidencia cientifica
convincente del uso de la nariz electrénica como una muy buena herramienta diagndstica en
la practica clinica.
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Hay algunas limitaciones en este estudio. Los principales inconvenientes del pequefio tamafio
de muestra y el reclutamiento de muestras. No hubo un grupo de control de la misma edad
sin cambios degenerativos de la articulacion de la rodilla, aunque tales muestras son dificiles
de obtener y eticamente no viable. Los pacientes del estudio eran principalmente mujeres,
por lo que los resultados podrian no ser aplicables a pacientes masculinos con OA. Por lo
tanto, se debe realizar un estudio prospectivo a mayor escala con sujetos tratados de forma
homogénea por edad y sexo para verificar las vias metabolicas dominantes con la progresion
de la enfermedad usando incluso, método de anélisis de metabolémica mas avanzados como
lo son la cromatografia de gases o incluso, el uso de resonancia magnética, mediante los
cuales se podrian identificar de manera mas especifica los componentes propios de cada
grupo de pacientes, obteniendo resultados incluso a nivel molecular, facilitando identificar
las vias metabdlicas involucradas em la fisiopatologia de dicha enfermedad.

14.- Conclusiones.

Este estudio demostrd que cada uno de los grupos de OA en etapas tempranas y tardias tenia
perfiles de metabolitos discriminativos entre ambas enfermedades que fueron capaz de
identificarlas mediante el uso de nariz electronica. Estos hallazgos implican que las vias
metabolicas podrian alterarse de manera sélida con la gravedad estructural de la
condrocalcinosis y su relacion con la OA y podrian proporcionar informacion potencial para
las intervenciones dirigidas a detener la progresion de la enfermedad en las primeras etapas.
También demostramos que un enfoque metabolémico podria ser una herramienta util y
efectiva para investigar una vision holistica del metabolismo subyacente de las
enfermedades. Cabe mencionar que, a pesar de tener como método de andlisis principal, la
nariz electronica, el cual es un método que no discrimina los metabolomas como entes
independientes, si no al contrario, los enumera en base a caracteristicas similares y los agrupa
como tal, en el ambito clinico tiene una mayor importancia y aplicacion clinica, el saber si el
resultado es positivo 0 negativo en base a la muestra y paciente a estudiar. Por lo tanto,
creemos que el resultado de este estudio aporta una muy importante herramienta de
diagndstico que incluso se puede tomar como un diagndéstico preventivo, para su posterior
aplicacion, evitando el desarrollo de las formas crénicas y destructivas de la articulacion. La
huella olfatoria puede ser una herramienta muy importante de diagndstico para nuestra
enfermedad en estudio, incluso, pudiéndose extender a otras enfermedades.

15.- Limitaciones.

Las limitaciones de este estudio principalmente se refieren al tamafio de la muestra, ya
gue, aungue se obtuvieron resultados alentadores, aun hay un largo camino para llegar a la
prueba diagnostica como tal. Otro de las limitaciones importantes de este estudio es el método
de analisis, ya que usamos, como lo hemos dicho a lo largo de todo el trabajo, la nariz
electronica. El uso de cromatografia o incluso andlisis por resonancia magnética, aportaria
de manera mas especifica los metabolomas involucrados en la enfermedad. Sin embargo, a
pesar de las limitaciones, este estudio abre un panorama bastante importante para el estudio
de enfermedades por este método de analisis.
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ANEXOS.
Anexo 1. Hoja de recoleccion de datos.

ID:

Fecha.

Nombre del Paciente.

Domicilio / Teléfono

Edad / Sexo

Rodilla Afectada. Izquierda.
Derecha.

Grado de Artrosis.

Datos Radiogréaficos ___Sin datos.

____Esclerosis Subcondral.
____Estrechamiento espacio articular.
____ Osteofitos marginales.

___ Compromiso Unicompartamental.
____ Compromiso Bicompartamental.
____ Compromiso Tricompartamental.

Liquido Sinovial. ____Se obtuvo.
____Incapacidad en su obtencion.

Sangre. ____Se obtuvo.
____Incapacidad para la obtencion.

Biopsia.
Seobtuvo lamuestra___ Si __ No

____Condilo Medial.
____Condilo Femoral.

Resultado Biopsia
Condrocalcinosis. No Condrocalcinosis.

Metabolomas Liquido
Sinovial.

Metabolomas Suero.
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Anexo 2: Consentimiento Informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI.
FACULTAD DE MEDICINA.
MAESTRIA EN CIENCIAS E INVESTIGACION CLINICA.
HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO
DEPARTAMENTO DE TRAUMATOLOGIA Y ORTOPEDIA.

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Titulo del Proyecto.

Condrocalcinosis de Rodilla: Identificacién de Huella o Impresion Olfatoria en Liquido

Sinovial.
No. Registro Autorizacion. Periodo de Ejecucion del Protocolo.
Investigador Principal Adscripcion del Investigador Principal
Dr. Milton I. Ramirez Trujillo. Médico Adjunto Servicio de Traumatologia
y Ortopedia.
Hospital Central Dr. Ignacio Morones
Prieto.

San Luis Potosi, San Luis Potosi.

Investigador Responsable en Hospital Adscripcion del Investigador Responsable.

Dr. Marco Ulises Martinez Martinez. Médico Adjunto Servicio de Reumatologia.
Hospital Central Dr. Ignacio Morones
Prieto.

San Luis Potosi, San Luis Potosi.
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El Departamento de Traumatologia y Ortopedia del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”, pretende realizar un protocolo de investigacion con el objetivo de estudiar
y determinar la huella metabolémica en liquido sinovial de rodilla. En este estudio, se
pretende incluir 50 pacientes durante 1 afio, iniciando en la fecha aprobacién del protocolo,
los cuales son pacientes mayores de 50 afios, que sean candidatos a un reemplazo primario
de rodilla (que se les colocara una prétesis en la rodilla), que tengan su expediente completo,
realizandose en el Departamento de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto”.

Informacion al Paciente.

La condrocalcinosis, es una enfermedad, la cual consiste en la acumulacion de cristales

de pirofosfato célcico en el grosor del cartilago articular. De forma cronica o de manera
tardia, la condrocalcinosis hace que el cartilago de la rodilla, se degenere o0 “desgaste” de una
manera muy agresiva. Los cristales de pirofosfato de calcio, pueden depositarse ademas del
cartilago, en tendones, ligamentos y cdpsulas articulares. La articulaciéon més frecuentemente
afectada es la rodilla. En ocasiones, la enfermedad puede incluso ser asintomatica. La forma
cronica frecuentemente se acompafia de osteoartritis, por lo cual es una patologia que
requiere tratamiento especifico para el desgaste del cartilago por los cristales de calcio, ya
que, si se diagnostica de manera temprana, tendra una mejor evolucion.
La metabolémica, es una nueva linea de estudio que se usa para investigar nuevos
diagnosticos, la cual tiene como objetivo principal, identificar componentes de sangre, o
liquidos de diferentes partes del cuerpo, para asi, valorar la contribucion de los factores tanto
genéticos, ambientales y como el conjunto de variables para asociar a una enfermedad

Usted ha sido invitado(a) a participar en este estudio ya que cumple con los criterios
necesarios para participar en el mismo (enunciados con anterioridad). En este estudio, se
pretende estudiar mediante una muestra de liquido sinovial (obtenido durante su cirugia) y
una muestra de sangre (obtenida mediante una jeringa estéril, del pliegue del codo, donde
usualmente se toma sus estudios rutinarios), la asociacion que existe entre los metabolomas
en sangre (componentes sanguineos determinados por la técnica ya mencionada
“metabolomica) y liquido sinovial (obtenido durante su cirugia del hueso de deshecho) y el
diagnostico de condrocalcinosis de rodilla. Para llevar a cabo este estudio, se incluiran
pacientes para formar 2 grupos, uno en el cual el paciente se determine con diagnostico de
condrocalcinosis y aquéllos que no la tengan.

Procedimientos a los que se someteran los pacientes.

Si usted acepta participar en este estudio de investigacion es de manera voluntaria, se le
pedird que lea cuidadosamente este documento y al terminar haga todas las preguntas
necesarias al médico investigador responsable (Dr. Milton Ismael Ramirez Trujillo), para
poder resolver sus dudas. Cuando se le hayan respondido todas sus dudas, se le pedira firme
su aceptacion de participacion final de este documento y se le pediran datos como su nombre,
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edad, peso, estatura y antecedentes personales en una entrevista aproximada de 10 minutos
que se realizara por el investigador principal (Dr. Milton Ismael Ramirez Trujillo). Para
mantener su privacidad en cuanto a los datos, se le asignara un codigo con el cual, solo los
investigadores principales sabran su identidad.

Su médico tratante, ha explicado con fluidez cuales son las caracteristicas de su enfermedad
y la importancia de mantener el control de la misma, y por qué usted ha sido seleccionado
para una artroplastia primaria de rodilla también conocida como protesis de rodilla.

Ademas de la entrevista, le solicitaremos autorizacion para realizar mediciones clinicas de
los movimientos de sus rodillas, y en el momento de su cirugia, se tomaran 10 ml de sangre
(con jeringa estéril, del pliegue del codo, como usualmente se toma sus estudios para sus
consultas médicas), 5 ml de liquido sinovial de la rodilla afectada y una porcion (biopsia) de
hueso de la misma rodilla (ambos tomados durante su cirugia, en donde no sentird molestia
alguna y seran tomados de material que usualmente se deshecha), en donde cabe mencionar,
que al ser parte del procedimiento quirdrgico, no afectaran el resultado de su evento
quirdrgico y no provocaran dolor, por que como se mencion0 anteriormente, se encontrara
bajo anestesia durante su cirugia.

Beneficios para el paciente.

Usted no recibira un beneficio directo o inmediato cuando se realicen las tomas de tejido.
Usted estara colaborando con el area de Investigacidn del departamento de Traumatologia y
Ortopedia del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto. Este estudio, busca una manera
diferente de diagnosticar de una manera mas temprana la enfermedad conocida como
condrocalcinosis mediante el analisis de sangre y liquido sinovial.

Potenciales Riesgos para el paciente.

Los riesgos potenciales de su participacion son minimos. El personal que esta realizando el
estudio, se encuentra altamente capacitado.

En cuanto a la muestra o biopsia de hueso, esta se realizara durante la cirugia, en donde se
tomara dicha muestra de los cortes de hueso que se realiza en su rodilla para colocar la
proétesis, en donde, dichos cortes, al ser producto de deshecho, no afectaran el resultado de
su cirugia.

Importante es que usted no recibira ningin pago por formar parte y participar en el estudio,
ademas se le entregara una copia de este documento.

Confidencialidad.

La informaciénn que le serd solicitada y usted proporcionard, sera utilizada con el fin de
encontrar la huella metabolomica de la enfermedad conocida como condrocalcinosis en una
toma de liquido sinovial. Para lo cual, se le pediran datos como nombre, direccion, nimeros
telefonicos, edad, asi como otros datos que se consideren necesarios y los cuales se
encuentren dentro de la Ley antes mencionada.

Por nuestra parte, es importante hacer de su conocimiento, que todos los datos
proporcionados seran tratados bajo extremas medidas de seguridad y siempre garantizando
su confidencialidad. Toda esta informacion se conjuntard con la de otros pacientes para
realizar el presente estudio. Con la finalidad de mantener el anonimato, se asignara un
ccodigo para el uso de sus datos.

Si usted asi lo decide, los investigadores responsables de este estudio, le podran informar a
su médico tratante que usted ha aceptado participar en este estudio, para que la informacion
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que se obtenga sea incluida en su expediente clinico. Con esta finalidad, le pediremos que
indique al final de este documento si esta 0 no de acuerdo con lo expresado anteriormente.
Los resultados de este estudio, seran publicados con fines cientificos en revistas médicas
especializadas dirigidas al personal médico. También, estos mismos resultados, pueden ser
presentados en reuniones cientificas en donde se discuten hallazgos que han tenido junto a
otros estudios con el mismo diagnoéstico. Los datos se presentaran de forma andnimay de tal
manera que usted o cualquiera de los pacientes que participen en este estudio no podran ser
identificados.

De acuerdo a la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados y de acuerdo con la Ley de Proteccion de Datos Personales del Estado de San Luis
Potosi, sus datos personales no podran tratarse, transferirse o utilizarse para fines no descritos
expresamente en este documento, a menos que sea estrictamente necesario para el ejercicio
y cumplimiento tanto de las obligaciones y atribuciones expresamente revisadas en las
normas y reglamentos que condicionan la conducta de los investigadores responsables del
estudio; se dé cumplimiento a un mandato legal; sea necesarios por razones de seguridad
publica, salud publico, orden publica o guardar de derechos de terceras personas.

Participacionn o retiro.

Usted tiene la libertad de negarse a participar en este estudio de investigacion; pero si decide
participar, usted puede en cualquier momento y sin explicacion alguna, anular el
consentimiento que ahora usted esta firmando. La decision de participar en el estudio, o de
no hacerlo, debe saber usted que no afectara el trato médico que usted reciba en el Hospital
para el tratamiento de su enfermedad. Si usted decide ya no participar en este estudio, debera
comunicarlo al Dr. Milton Ismael Ramirez Trujillo, al teléfono 4442813851, quien le
proporcionard un documento muy sencillo en el que usted pondra algunos de sus datos e
indicara que ya no desea participar en el estudio.

Consideraciones Eticas.

Este estudio se considera de bajo riesgo ya que no se tomaran decisiones referentes a su
tratamiento y Unicamente se le solicitara la autorizacion para la toma de muestras como Unica
participacion. La muestra de sangre se tomaréa del pliegue de su codo (como usualmente se
toman cualquier estudio de sangre de rutina), la muestra de hueso, se tomaran de los cortes
de hueso que usualmente se desechan durante el procedimiento, el liquido sinovial por igual,
se tomara durante la cirugia, mismo que se tomara del desecho.

No solicitamos autorizacion para revisar su expediente clinico, unicamente se le hara una
pequefia entrevista como ya se explico previamente.

Compromiso de respuesta a preguntas y dudas.

Para cualquier aclaraciéon sobre este documento, este estudio o sus intervenciones, usted
puede comunicarse con:

Dr. Milton Ismael Ramirez Trujillo.

Departamento de Traumatologia y Ortopedia

Servicio de Reemplazo Articular.

Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

Av. Venustiano Carranza 2395,

Col. Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.

C.P. 78290
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San Luis Potosi, San Luis Potosi.
Cel. 44 42 81 3851

Si usted tiene preguntas generales relacionadas con sus derechos como participante de
un estudio de investigacién puede comunicarse con el coordinador del Comité Estatal
de Etica en Investigacion: Dr. Antonio Gordillo Moscoso al teléfono 01 444 826 2342
ext. 6688 en un horario de 9:00-13:00 hrs.

Aceptacién del documento de Consentimiento Informado.

Si usted esta de acuerdo con la participacion de manera voluntaria en el estudio de
investigacion, proporcione su nombre, firma y fecha de este documento en los espacios
proporcionados en la parte inferior de este documento. En caso de que usted esté de acuerdo
y firme, quiere decir que:

1.- Se me ha dado informacion completa y adecuada de forma verbal y por escrito sobre el
objetivo del estudio y se ha explicado los riesgos y beneficios de participar con un lenguaje
claro y entendible.

2.- Se ha informado que se puede retirar del consentimiento informado y terminar la
participacién del estudio. Se han realizado todas las preguntas a la persona que realiza el
proceso de consentimiento y se han dado respuestas satisfactorias.

3.- Se han aclarado cualquier punto de no entendimiento en relacion a la participacion en este
estudio.

4.- He respondido todas las preguntas en torno al estado de salud en forma precisa y sin
esconder informacion alguna.

5.- Soy mayor de edad y legalmente capaz de entender y firmar consentimiento informado.
6.- Acepto participar en este estudio de manera voluntaria. Entiendo que mi negacion a
participar, no implica penalizacion o perdida de beneficios.

7.- Se me ha explicado de forma personal y clinica que me he consentido a proporcionar,
conservar la privacidad y que se utilizara solo para fines que deriven del estudio.

8.- Los investigadores que participan en este proyecto se han comprometido a darle
informacion actual obtenida durante el presente estudio en el momento en el que lo solicite
y me entregaran una copia de este documento de consentimiento informado.

Por medio del presente documento de consentimiento informado, acepto participar en el
estudio “Condrocalcinosis de rodilla: determinacion de huella metabolémica en liquido
sinovial”, de manera libre y voluntaria.

Autorizacion para el uso de datos clinicos.

Se solicita que indique su acuerdo y desacuerdo para que los investigadores responsables de
este proyecto puedan utilizar los datos clinicos, de manera andénima para la realizacién de
este protocolo de investigacion, cuyos objetivos y procedimientos se le han explicado y que
usted de manera libre y voluntaria les ha proporcionado. Margue con una X su respuesta:

Si, doy mi autorizacién a los investigadores que participan en este proyecto para el uso
de los datos clinicos que les he proporcionado en la investigacion que me han explicado.
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No doy mi autorizacion a los investigadores que participan en este proyecto para el uso
de los datos clinicos que les he proporcionado en la investigacionn que me han explicado.
Si, doy mi autorizacion para que mi médico tratante sea informado sobre los resultados

de este estudio.

Por medio de este documento de consentimiento informado, acepto participar en el estudio
de investigacion denominado “Condrocalcinosis de Rodilla: Identificacion de huella

metaboldémica en liquido sinovial”.

NOMBRE DEL PACIENTE

FIRMA

FECHA DE FIRMA:

NOMBRE TESTIGO 1

FIRMA TESTIGO 1

FECHA DE FIRMA:

NOMBRE TESTIGO 2

DIRECCION / TELEFONO.

FIRMA TESTIGO 2

FECHA DE FIRMA:

DIRECCION / TELEFONO.
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DR. MILTON ISMAEL RAMIREZ TRUJILLO.
INVESTIGADOR PRINCIPAL RESPONSABLE DEL
ESTUDIO DE INVESTIGACION.

HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO.

DEPARTAMENTO DE TRAUMATOLOGIA'Y ORTOPEDIA.

DIVISION DE REEMPLAZO ARTICULAR.
CP. 9002515

DR. MARCO ULISES MARTINEZ MARTINEZ
INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION EN EL HOSPITAL DE ADSCRIPCION

HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO.
DEPARTAMENTO DE REUMATOLOGIA.
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Anexo 3: Revocacion Consentimiento Informado.
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Manifiesto al investigador principal, el Dr. Milton Ismael Ramirez Trujillo, que es mi
voluntad revocar el consentimiento informado que he aceptado el dia
para participar en el protocolo de Investigacion, titulado “Condrocalcinosis de Rodllla
Identificacion de huella metabolémica en liquido sinovial”. Es derecho solicitar mis datos
clinicos y personales, asi como los resultados de las pruebas que me han realizado hasta el
momento sean eliminadas de esta investigacion y ya no sean incluidas en los resultados
finales y los reportes o publicaciones que se generaran de este estudio de investigacion.

NOMBRE DEL PACIENTE FIRMA
NOMBRE TESTIGO 1 FIRMA
NOMBRE TESTIGO 2 FIRMA

DR. MILTON ISMAEL RAMIREZ TRUJILLO.
INVESTIGADOR PRINCIPAL RESPONSABLE DEL
ESTUDIO DE INVESTIGACION.

HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO.
DEPARTAMENTO DE TRAUMATOLOGIA'Y ORTOPEDIA.
DIVISION DE REEMPLAZO ARTICULAR.

CP. 9002515
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Anexo 4.- Aviso de Privacidad de Datos.
Aviso de Privacidad.

En base a lo estipulado en la Ley Federal de la Proteccion de Datos Personales en Posesion
de Particulares, se le pide lea de manera cuidadosa y de forma responsable, como se
protegeran sus datos personales.

Titulo del Estudio: Condrocalcinosis de Rodilla: Identificacion de impresion olfatoria.

Investigadores responsables del estudio: Dr. Milton I. Ramirez Trujillo, Dr. Marco Martinez-
Martinez.

Contacto: Dr. Milton I. Ramirez Trujillo. Tel. Cel. 44 42 81 38 51.
INFORMACION SOLICITADA.

La informacion que le seréd solicitada y usted proporcionara, sera utilizada con el fin de
encontrar la huella metabolomica de la enfermedad conocida como condrocalcinosis en una
toma de liquido sinovial. Para lo cual, se le pediran datos como nombre, direccidn, nimeros
telefonicos, edad, asi como otros datos que se consideren necesarios y los cuales se
encuentren dentro de la Ley antes mencionada.

Por nuestra parte, es importante hacer de su conocimiento, que todos los datos
proporcionados seran tratados bajo extremas medidas de seguridad y siempre garantizando
su confidencialidad.

Usted, como duefio de sus datos personales, tiene el derecho de cancelar, asi como de
oponerse al consentimiento que se haya otorgado al inicio del estudio, esto, al dirigir una
carta por escrito al investigador principal: Dr. Milton I. Ramirez Trujillo, Tel. Cel. 44 42 81
38 51, email: artroscopia@outlook.com.

Si por su parte no presenta objecidn alguna para que sus datos personales se compartan en
las instancias anteriormente mencionadas (CIECYT, Hospital Central y UASLP), , se
entenderd que ha otorgado el consentimiento para dicho uso. Si usted esta de acuerdo con lo
anteriormente mencionado, favor de marcar las lineas siguientes.

No me gustaria que mis datos personales sean transferidos en las condiciones que
sefiala el presenta aviso de privacidad. Asimismo, se le entregara un formato, por parte del
investigador principal, el cual debera firmar de conformidad.

Nombre y Firma del Titular.
San Luis Potosi, San Luis Potosi, a de del 20
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Dr. Ignacio Morones Priet¢

@ Hospital Centra

- Hospital Central
ospital Centrsl . vERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

U Dr. Ignacio Morones Prieto
pE FACULTAD DE MEDICINA. COMITE

© 17wl ¢ MAESTRIA EN CIENCIAS E INVESTIGACION CLINICA.
HOSPITAL CENTRAL DR. IGNACIO MORONES PRIETO DE

E%O."J'J;fs?rfcig%% DEPARTAMENTO DE TRAUMATOLOGIA Y ORTOPEIHQIVESTI GACION

SAN LUIS POTOS) 51 P

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Titulo del Proyecto. =
 Condrocalcinosis de Rodilla: Diagnéstico Mediante Metabolomica en Liquido Sinovial. -
Skt SRBE B 208 |k et e AL 2

Periodo de Ejecucién del Protocolo.

No. Registro Autorizacién.
ERrm
Adscripcion del Investigador Principal

Investigador Principal
Médico Adjunto Servicio de Traumatologia

EDF Milton I. Ramirez Trujillo.
b y Ortopedia.
Hospital Central Dr. Ignacio Morones
Prieto.

San Luis Potosi, San Luis Potosi. il

Adscripcion del Investigador Responsable.
Médico Adjunto Servicio de Reumatologia. ;
Hospital Central Dr. Ignacio Morones

Prieto.
San Luis Potosi, San Luis Potosi. )

Investigador Responsable en Hospital
' Dr. Marco Ulises Martinez Martinez.

[

El Departamento de Traumatologia y Ortopedia del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto”, pretende realizar un protocolo de investigacién con el objetivo de
estudiar y determinar la huella metabolémica en liquido sinovial de rodilla. En este estudio,
se pretende incluir 60 pacientes durante el periodo de 1 afio, a partir de la fecha aprobacion
del protocolo, los cuales son paciertes mayores de 50 afos, que sean candidatos a un
reemplazo primerio de rodilla (que se les colocara una prétesis en la rodilla), que tengan su
expediente completo, realizandose en el Servicio de Traumatologia y Ortopedia del Hospital

Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

Informacién al Paciente.

La condrocalcinosis, es una enfermedad., la cual consiste en el dep6sito de cristales de de

calcio a nivel del cartilago de la rodilla.
De forma crénica o de manera tardia, la condrocalcinosis hace que el cartilago de la rodilla,

se degenere o “desgaste” de una manera muy agresiva. Los cristales de pirofosfato de calcio,
pueden depositarse ademas del cartilago, en tendones, ligamentos y cépsulas articulares. La
articulacion mas frecuentemente afectada es la rodilla. En ocasiones, la enfermedad puede

Imagen: Consentimiento informado sellado y autorizado por comité de Etica.
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Anexo 5. Tratamiento de las muestras (Metaboldmica).

Una vez tomadas las muestras, se almacenaran a -70 grados centigrados. después, se hara
extraccion mediante fase solida (SPME), ya que ésta serd utilizada como método de
extraccion. La cromatografia de gases aunada a espectometria de masas, seré utilizada como
método de deteccion y separacion. Las fibras evaluadas fueron 1.-Carboxen-
Polidimetilsiloxano (CAR-PDMS) de 75y 85 micrémetrosy 2.- Carbowax-Divinilbenceno
(CW-DVB) de 65 y 100 micradmeros. Para el analisis se utilizé un Cromatdgrafo de Gases
acoplado a un detector de Masas con Impacto electrénico con una columna HP 5MS (60m x
0.25 mm x 0.25 micras). La Espectrofotometria de Masas en modalidad SCAN (30-300 m/z),
se utilizé para identificar con una mayor exactitud cercana los componentes a analizar
(exactitud cercana al 99%). Este método realiza la comparacion del espectro de la molécula
analizada en relacion a la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de
Estados Unidos (NIST). Los compuestos se seleccionaran mediante el Monitoreo Selectivo
de lones (SIM) mediante fragmentos de masas especificos.

El analisis de los metabolitos puede llevarse a cabo por tres métodos:

1.- Por medio de Identificacion del Metabolito: realizado por NMR, en el cual los picos
obtenidos tienen similitudes a un metabolito especifico ya determinado.

2.- Métodos no Supervisados: en los cuales incluye analisis de componentes principales
(PCA), el cual es un algoritmo encargado de reducir el tamafo de una determinada base de
datos con el fin de explicar lo de la manera mas concordante la variacion de los datos. Los
componentes principales no son relacionados y los componentes considerados de manera
primaria, son los que cuentan con una mayor variacion. Ya identificados los componentes
principales, estos se grafican en un mapa de PCA. Cada conjunto identificado representa una
huella metaboldmica distinta, dichas huellas pueden son utilizadas como marcadores tanto
pronosticos como diagnosticos.

3.- Métodos Supervisados: se incluye analisis discriminativo de cuadrados parciales, en este
método se describe matriz y resultados definiendo una superficie bidimensional “n”
separando los datos en diferentes clases.

4.- Andlisis de Trayectoria Geométrica.

5.- Modelaje Basado en Entropia.

6.- Algoritmos genéticos, como Regresion o Lasso.

Se utilizé Flash Gas Chromatography Electronic Nose la cual es una base de datos que
contiene 295000 indices de kovats que se obtuvieron de 44000 compuestos. Se compone de
2 columnas de polaridad diferente dispuestas en paralelo, la DB-5 y la llamada DB 1701.
Adjunto a esto, lonizadores de flama cuya funcion es aumentar la sensibilidad.

Analisis mediante Nariz Electrénica.

Para la determinacion del patrén quimico de los grupos de estudio se utilizé la Cyranose 320
(Sensigent ®), este equipo es una nariz electronica portatil con 32 quimioresistores
(sensores). Los quimiorreceptores estdn compuestos de polimeros de carbono incorporados
a una matriz. Esta matriz adsorbe los compuestos organicos volatiles de la muestra causando
un aumento en la resistencia eléctrica. Este cambio de resistencia eléctrica resulta en una
huella digital especifica (breathprint) ocasionada por las diferencias en la resistencia
eléctrica. Cada quimioresistor tiene diferentes propiedades en la adsorcion de compuestos
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organicos volatiles produciendo diversos grados de respuesta debido a su composicion de
polimeros (poly-vinyl butyral, poly-vinyl acetate, poly-styrene y poly-ethylene oxide) y a las
nanoparticulas de conduccion (carbono negro y nanotubos de carbono) por las que estan
compuestos. las muestras de suero se descongelaron a temperatura ambiente y posteriormente
se agregaron 300 ul a un vial de 20 ml y se sellaron con una septa, posteriormente se llevaron
a incubacion durante 30 min a 37°C con la finalidad de favorecer la volatilizacion de los
COVs. Posteriormente se tomaron 10 mL/ min de la muestra volatilizada con a nariz
electronica y se extrajeron los datos de los 32 sensores.

Anexo 6. Tratamiento de las muestras (Biopsia).

Una vez obtenido el tejido apto para proceso de biopsia, se envié al departamento de
Anatomia Patologica del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto. Ya en laboratorio, se
llevé a cabo el proceso de fijacion mediante el uso de formaldehido al 10% con buffer. Una
vez fijado el tejido, se llevo a procesamiento en parafina (inclusion o parafinizacion)
obteniendo bloques de parafina, mismos que se les realizaron cortes histoldgicos de 4 micras
de espesor, posteriormente, dichos cortes se colocaron en laminillas de cristal para su
posterior tincion, usando Rojo de Alizarina.

Para el proceso del retiro de la parafina, los cortes fueron sometidos a impresiones
secuenciales, primero en xilol (Xilol 1: 10 minutos y Xilol I1: 10 minutos), posteriormente,
como segunda inmersion, se utilizo etanol (alcohol 100% por 5 minutos; alcohol 96% por 5
minutos; alcohol 80% por 5 minutos y por Gltimo alcohol 70%, 5 minutos mas). Para la
tercera inmersion secuencial, se utilizd agua destilada durante 5 minutos.

Una vez obtenido el proceso de desparafinizacion, las laminillas con los tejidos incluidos,

fueron sometidos a tincion con Rojo Alizarina y su posterior montaje, siento estos listos para
el estudio microscopico.
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Anexo 7. Carta Aprobacion Comité de Etica.
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Anexo 8. Carta de Compromiso Servicio Patologia.
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Anexo 9. Markdown.

® RStudio
Ql-c~| B BB & || A Gotofile/functior | + Addins ~
(37 Rhistory.R* % = 3
7] SourceonSave O /v |~ ~#Run | 5% | [ #Source ~| =

1 mSet<-InitDataObjects("conc", "stat", FALSE)
2 mSet<-Read.TextData(mSet, "Replacing_with_your_file_path", "rowu", "disc");
3 mSet<-SanityCheckData(mSet)
4 mSet<-RemoveMissingPercent(mSet, percent=0.5)
5 mSet<-ImputeVar(mSet, method="min")
6 mSet<-PreparePrenormData(mSet)
7 mSet<-Normalization(mSet, "MedianNorm", "LogNorm", "MeanCenter", ratio=FALSE, ratioNum=20)
8 mSet<-PlotNormSummary(mSet, "norm_@_", "png", 72, width=NA)
9 mSet<-PlotSampleNormSummary(mSet, "snorm_0_", "png", 72, width=NA)
10 mSet<-Normalization(mSet, "SumNorm", "LogNorm", "MeanCenter", ratio=FALSE, ratioNum=20)
11 mSet<-PlotNormSummary(mSet, "norm_1_", "png", 72, width=NA)
12 mSet<-PlotSampleNormSummary(mSet, "snorm_1_", "png", 72, width=NA)
13 mSet<-PCA.Anal(mSet)
14 mSet<-PlotPCAPairSummary(mSet, "pca_pair_0_", "png", 72, width=NA, 5)
15 mSet<-PlotPCAScree(mSet, "pca_scree_0_", "png", 72, width=NA, 5)
16 mSet<-PlotPCA2DScore(mSet, "pca_score2d_0_", "png", 72, width=NA, 1,2,0.95,0,0)
17 mSet<-PlotPCALoading(mSet, "pca_loading_0_", "png", 72, width=NA, 1,2);
18 mSet<-PlotPCABiplot(mSet, "pca_biplot_0_", "png", 72, width=NA, 1,2)
19 mSet<-PlotPCA3DScoreImg(mSet, "pca_score3d_0_", "png", 72, width=NA, 1,2,3, 40)
20 mSet<-PlotPCA3DLoading(mSet, "pca_loading3d_0_", "json", 1,2,3)
21 mSet<-PlotHeatMap(mSet, "heatmap_0_", "png", 72, width=NA, "norm", "row", "euclidean", "wan
22 mSet<-PlotHeatMap(mSet, "heatmap_1_", "png", 72, width=NA, "norm", "row", "euclidean", "war
23 mSet<-PlotSubHeatMap(mSet, "heatmap_2_", "png", 72, width=NA, "norm", "row", "euclidean", "
24 mSet<-PLSR.Anal(mSet, reg=TRUE)
25 mSet<-PlotPLSPairSummary(mSet, "pls_pair_0_", "png", 72, width=NA, 5)
26 mSet<-PlotPLS2DScore(mSet, "pls_score2d_@_", "png", 72, width=NA, 1,2,0.95,0,0)
27 mSet<-PlotPLS3DScoreImg(mSet, "pls_score3d_0_", "png", 72, width=NA, 1,2,3, 40)
28 mSet<-PlotPLSLoading(mSet, "pls_loading_@_", "png", 72, width=NA, 1, 2);
29 mSet<-PlotPLS3DLoading(mSet, "pls_loading3d_0_", "json", 1,2,3)
30 mSet<-PLSDA.CV(mSet, "T",5, "Q2")
31 mSet<-PlotPLS.Classification(mSet, "pls_cv_0_", "png", 72, width=NA)
32 mSet<-PlotPLS.Imp(mSet, "pls_imp_@_", "png", 72, width=NA, "vip", "Comp. 1", 15,FALSE)
33 mSet<-SOM.Anal(mSet, 1,3,"linear","gaussian")
34 mSet<-PlotSOM(mSet, "som_0_", "png", 72, width=NA)
35 mSet<-SaveTransformedData(mSet)
36

14:70 (Top Level) = R Script =
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