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RESUMEN (en espaiiol)

Introduccién: Los trastornos de la articulacién temporomandibular (ATM; TATM) son un
conjunto de afecciones musculoesqueléticas degenerativas asociadas con deformidades
morfoldgicas y funcionales que clinicamente se manifiestan con dolor y disfunciones de la ATM
(deterioro en la masticacion, el habla y la expresién facial). Tienen prevalencia elevada y se
estima que mas del 40-50% de la poblacion sufre diferentes patologias la ATM gque requiere
intervenciones terapéuticas por parte de diferentes especialistas médicos y paramédicos, vy
representa un deterioro social y psicosocial creciente. La etiologia de los TATM es muy variable
siendo las principales enfermedades inflamatorias o no inflamatorias degenerativas, es decir,
osteoartritis o artrosis, respectivamente, y en su etiopatogenia interviene sobrecarga de las
estructuras articulares debida a estrés fisioldgico, ausencias dentarias interferencias dentarias o
diferentes tipos de maloclusiones.

En la base de la osteoartritis se encuentran cambios degenerativos debidos a una pérdida
gradual de la matriz extracelular (MEC) del cartilago, debido a disbalance entre los mecanismos
gue favorecen y la degradan. La degradacién de la MEC, y por tanto del cartilago, participa una
familia de enzimas, metaloproteasas de MEC (MMPs: matrix metalloproteinases) que son
responsables de la destruccion del coldgeno del cartilago.

En el presente trabajo de tesis doctoral se ha desarrollado un modelo de maloclusion en ratas
para valorar la posible implicacion de 3 MMPs en el desarrollo de la osteoartritis de ATM.

Hipotesis y objetivos: La hipdtesis de trabajo de la presente tesis doctoral es: Los desérdenes
oclusales que aumentan ligeramente la dimension vertical unilateralmente inducen la apariciéon
de alteraciones degenerativas/artrosis en la articulacién temporomandibular. El objetivo
general del estudio es contribuir al conocimiento de la etiopatogenia de la osteoartritis de la
articulacion temporomandibular. Y los objetivos especificos son: 1) Evaluar si los desérdenes
oclusales, como el aumento de la dimension vertical unilateral que se puede generar de forma
iatrogénica al realizar una rehabilitacién protésica, una obturacién o reconstruccion podrian
inducir cambios de tipo degenerativo en el cartilago articular de la ATM; 2) Analizar y comparar
los cambios en el cartilago articular y tejido subcondral del condilo mandibular provocados por
los cambios oclusales, mediante resonancia magnética y estudio estructural; 3) Mostrar,
cuantificar y comparar los posibles cambios en la expresion de las matriz metaloproteasas
MMP-2, MMP-3, MMP-9 en el cartilago articular del condilo mandibular ocasionadas por los
trastornos oclusales.

Material y técnicas. A. Material. El trabajo se realizd sobre 24 ratas hembra, de 8 semanas de
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vida al comienzo de la experimentacion. Todos los experimentos se realizaron en cumplimiento
de la normativa vigente Ley del Principado de Asturias 13/2002, de 23 de diciembre (BOPA de
31-XI11-2002) y del Consejo de Gobierno de la Universidad de Oviedo, acuerdo de 25 de junio de
2019 (BOPA de 23-VII-2019). Bajo anestesia con isofluorano por via inhalatoria a un grupo de
animales se les produjo una maloclusién unilateral (8 semanas de vida) afiadiendo composite
fotocurable a los tres molares superiores derechos de las ratas del grupo experimental. Este
trastorno oclusal se mantuvo durante 16 semanas. B. Técnicas. Para valorar el efecto de la
maloclusion derecha sobre la ATM del mismo lado y la contralateral se realizé a) resonancia
magnética nuclear (Area de Imagen Preclinica, de los Servicios Comunes de Investigacién de la
Universidad de Oviedo); el equipo utilizado fue ARGUS PET-CT (SEDECAL, Algete, Madrid,
Espafia). b) estudio histolégico estructural para determinar los cambios en los diferentes
componentes de la ATM inducidos por la maloclusion. ¢) estudio inmunohistoguimico mediante
la técnica de la peroxidasa indirecta mediante para determinar la presencia de MMP2, MMP3 y
MMP9; d) estudios histométrico y densitométrico para establecer el drea ocupada por la
inmunorreaccién y la intensidad de la misma. e) analisis estadistico de los resultados.

Resultados y conclusiones. El estudio mediante resonancia magnética nuclear (RMN) realizado
demostrd que en los animales del grupo experimental, a las 16 semanas de vida, se produce un
estrechamiento de espacio articular en ambas ATMs. Por otro lado, se apreciaron evidencias de
derrame articular en ambas ATM. Ademds, en el grupo experimental se encontraron
aplanamiento de la cabeza del condilo en la ATM derecha, 1/4 otras alteraciones en ambas
ATMs y 1/4 una alteracién de tipo bulboso, asi como aplanamiento del disco articular. En cuanto
al estudio estructural, se objetivo, en el grupo experimental, en la ATM del lado del resalte, se
encontré engrosamiento de los cartilagos articulares y del disco articular. Ello se acompafié de
una reduccion en el nimero de células y aumento del drea ocupada por las tres enzimas
analizadas (MMP2.MMP-3 y MMP-9) y en la intensidad de inmunorreaccion de las mismas. En
conjunto los datos sugieren que la creacién de resalte y maloclusiéon creada lleva a una situacion
de osteoartritis en la ATM homolateral y en menor medida en la contralateral.

RESUMEN (en Inglés)

Introduction: Disorders of the temporomandibular joint (TMJ; TMJD) are a set of degenerative
musculoskeletal conditions associated with morphological and functional deformities that
clinically manifest with pain and dysfunctions of the TMJ (impairment in chewing, speech and
facial expression). They have a high prevalence, and it is estimated that more than 40-50% of
the population suffers from different TMN pathologies that require therapeutic interventions by
different medical and paramedical specialists. Consistently, TMJD represent a growing social
and psychosocial deterioration. The etiology of TMIDs is highly variable, being the main
inflammatory or non-inflammatory degenerative diseases, that is, osteoarthritis or
osteoarthritis, respectively, and in their etiopathogenesis involves overload of joint structures
due to physiological stress, dental absences, dental interferences or different types of
malocclusions.

At the base of  osteoarthritis are degenerative changes caused by gradual loss of the
extracellular matrix (ECM) of the cartilage, due to imbalance between the mechanisms that
favor and degrade it. The degradation of MEC, and therefore of cartilage, involves a family of
enzymes, MEC metalloproteases (MMPs: matrix metalloproteinases) that are responsible for
the destruction of cartilage collagen.

In the present doctoral thesis work, a model of malocclusion in rats has been developed to
assess the possible involvement of 3 MMPs in the development of TMJ osteoarthritis.




Hypotheses and objectives: The working hypothesis of this doctoral thesis is: Occlusal disorders
that slightly increase the vertical dimension unilaterally induce the appearance of degenerative
alterations / osteoarthritis in the temporomandibular joint. The general objective of the study is
to contribute to the knowledge of the etiopathogenesis of osteoarthritis of the
temporomandibular joint. And the specific objectives are: 1) To evaluate whether occlusal
disorders, such as the increase in the unilateral vertical dimension that can be generated
iatrogenically when performing a prosthetic rehabilitation, a filling or reconstruction could
induce degenerative changes in the articular cartilage of the TMN; 2) Analyze and compare
changes in articular cartilage and subchondral tissue of the mandibular condyle caused by
occlusal changes, by magnetic resonance imaging and structural study; 3) To show, quantify and
compare the possible changes in the expression of the matrix metalloproteases MMP-2, MMP-
3, MMP-9 in the articular cartilage of the mandibular condyle caused by occlusal disorders.

Material and Methohs. A. Materials. The work was carried out on 24 female rats, 8 weeks old at
the beginning of the experimentation. All experiments were carried out in compliance with the
current regulations Law of the Principality of Asturias 13/2002, of December 23 (BOPA of 31-XII-
2002) and the Governing Council of the University of Oviedo, agreement of June 25, 2019
(BOPA of 23-VII-2019). Under anesthesia with isofluorane by inhalation a group of animals had a
unilateral malocclusion (8 weeks of life) adding photocurable composite to the three right upper
molars of the rats of the experimental group. This occlusal disorder was maintained for 16
weeks. B. Techniques. To assess the effect of the right malocclusion on the TMN on the same
side and the contralateral one, a) nuclear magnetic resonance (Preclinical Imaging Area, of the
Common Research Services of the University of Oviedo) was performed; the equipment used
was ARGUS PET-CT (SEDECAL, Algete, Madrid, Spain). b) structural histological study to
determine the changes in the different components of the TMN induced by malocclusion. (c)
immunohistochemical study using the indirect peroxidase technique to determine the presence
of MMP2, MMP3 and MMP9; d) histometric and densitometric studies to establish the area
occupied by the immunoreaction and its intensity. e) statistical analysis of the results.

Results and concluding remarks. The study of magnetic nuclear resonance imaging (MRI) carried
out showed that in the animals of the experimental group, at 16 weeks of age, a narrowing of
joint space occurs in both ATMs. On the other hand, there was evidence of joint effusion in both
TMIs. In addition, in the experimental group, flattening of the head of the condyle in the right
TMJ, 174 other alterations in both TMJs and 1/4 a bulbous type alteration, as well as flattening
of the articular disc, were found. As for the structural study, it was objectivated, in the
experimental group, in the TMJ on the side of the highlight, thickening of the articular cartilages
and the articular disc was found. This was accompanied by a reduction in the number of cells
and an increase in the area occupied by the three enzymes analyzed (MMP2. MMP-3 and MMP-
9) and their immunoreaction intensity. Taken together, the data suggest that the creation of
highlight and malocclusion created leads to a situation of osteoarthritis in the homolateral TMJ
and to a lesser extent in the contralateral one.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA
SALUD
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1 Introduccion

Las disfunciones de la articulacién temporomandibular (ATM) son una patologia de
prevalencia elevada que incluyen desde el dolor a la alteracion funcional de la misma y
de los musculos masticadores con gran detrimento de la calidad de vida. Se estima que
mas del 40-50% de la poblacién sufre diferentes patologias la ATM (Manfredini et al.,
2011; Gopal et al., 2014) que requiere intervenciones terapéuticas por parte de
diferentes especialistas médicos y paramédicos, y representa un deterioro social y

psicosocial creciente (De La Torre Canales et al., 2018).

Los trastornos de la ATM (TATM) son una clase de afecciones musculoesqueléticas
degenerativas asociadas con deformidades morfolégicas y funcionales que clinicamente
se manifiestan con dolor y disfunciones de la ATM (deterioro en la masticacion, el habla
y la expresion facial) (ver para una revision Murphy et al., 2013). El dolor es de tipo
musculoesquelético y afecta la regién orofacial, como los musculos masticatorios, la
articulacion temporomandibular y otras estructuras circundantes (Fernandes et al.,,
2018). Es persistente y surge en los huesos, las articulaciones y los tejidos (Booth et al.,
2017). Los sintomas incluyen dolor de cabeza, neuralgia, dolor y malestar, sonidos de
chasquido y espasmos musculares (Manfredini et al., 2011; Sims y Demerjian, 2018),
que afectan la calidad de vida de los pacientes y las funciones diarias/laborales (Armijo-

Olivo y Gadotti, 2015).

Ademas, cuando afecta a sujetos jovenes durante el crecimiento puede causar
asimetria del esqueleto facial (Roberts y Stocum, 2018). De acuerdo con la definicion
anterior, los TATM comprenden un grupo heterogéneo de patologias que involucran a
la propia ATM, los musculos de la mandibula asociados, o a ambos (Tanaka et al., 2008).
Hasta el 40-50% de la poblacion sufre disfuncion témporo-mandibular (Gopal et al,
2014) vy hasta el 70% padecen disfuncion témporo-mandibular relacionada

directamente con el disco articular (Manfredini et al., 2011).

La etiologia de los TATM puede ser traumatica, inflamatoria y congénita; sin embargo,
los TAMT primarios son enfermedades inflamatorias o no inflamatorias degenerativas,

es decir, osteoartritis o artrosis, respectivamente (Tanaka et al., 2008). Los cambios



osteoartriticos tipicos incluyen alteraciones en la forma y el tamafio de los
componentes de la ATM (fosa aplanada, eminencia articular reducida, disminucion del
volumen cdénico y disco engrosado), abrasién del cartilago articular, y engrosamiento y
remodelacion del hueso subcondral que conduce a la deformidad y disfuncién

morfoldgica (Echevarria y Pumarola, 2008; Murphy et al., 2013).

Aunque la etiopatogenia de la artrosis de la ATM no es aun bien conocida, algunos
estudios sugieren que la sobrecarga de las estructuras articulares puede desempefiar
un papel clave en la misma (Levorova et al., 2016; Betti et al., 2018). Esta sobrecarga
puede ser debida a estrés fisiolégico (que induce habitos parafuncionales orales
conscientes o inconscientes que causan microtraumatismos de la articulacién; Li et al.,
2017), ausencias dentarias (Levorova et al., 2016), interferencias dentarias (Henderson
et al., 2015) o diferentes tipos de maloclusiones (Jiao et al., 2009; Liu et al., 2016; Zhang
et al,, 2016; Zheng et al., 2018; Wang et al., 2019).

Partiendo del hecho de que ciertos desérdenes oclusales inducen la aparicién de
alteraciones degenerativas/artrosis de la ATM, cabe pensar si el aumento de la
dimensién vertical unilateral podria inducir cambios degenerativos en el disco articular,
cartilago articular y hueso subcondral de la ATM. Este tipo de alteracion oclusal produce
una sobrecarga de las superficies articulares durante los movimientos mandibulares
(Levorova et al.,, 2016) y una alteracién en la cinematica normal de la articulacion
(Henderson et al., 2015) que puede producirse de forma iatrogénica durante la practica
clinica odontoldgica al realizar una rehabilitacion protésica, una obturacion o

reconstruccion si no se realiza un buen ajuste oclusal.

Contrastada esta hipdtesis, podrian implementarse los procedimientos clinicos, que
eliminen la disarmonia oclusal. Esto podria aplicarse a los campos odontoldgicos que

modifican las relaciones interdentarias: prostodoncia, operatoria u ortodoncia.

El presente trabajo de tesis doctoral estudia la morfologia de la ATM, asi como su
estructura y el comportamiento de algunas proteasas implicadas en la remodelacion de
la matriz extracelular, en un modelo animal de maloclusién producida por el aumento

de la dimensidn vertical unilateral.
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/2 Estado actual del problema

2.1. Anatomia e histologia de la articulacion temporomandibular

La articulacion temporomandibular (ATM) es una diartrosis bilateral que une la
mandibula a la base del crdaneo. Funcionalmente se considera como ginglimoartrodial
que permite el movimiento en bisagra en un plano (ginglimoide) y al mismo tiempo
movimientos de deslizamiento (Okeson, 2008); pero para otros autores se trata de un
diartrosis de tipo condileo, con dos ejes de movimiento, a los que se afiade un plano de

deslizamiento (Pérez-Casas y Bengoechea, 1987).
2.1.1. Superficies articulares

Las superficies articulares del complejo articular temporomandibular (CATM) son la fosa
glenoidea o mandibular, y el céndilo del temporal o eminencia articular del hueso
temporal en la parte superior, y el céndilo de la mandibula en la parte inferior; entre
ambas superficies articulares se dispone un menisco o disco articular (Echevarria y

Pumarola, 2008).

La fosa glenoidea o mandibular (fossa mandibularis) es una depresion larga y profunda,
prolongada transversalmente y con el eje mayor dirigido hacia dentro y atrds. Esta
situada por delante del conducto auditivo externo, por detrds de la eminencia articular
anterior, por fuera de la espina del esfenoides y por dentro de la raiz longitudinal del
cigoma (Echevarria y Pumarola, 2008). Esta dividida en dos zonas por la cisura de
Glasser (fissura petrotympanica): la parte anterior mas pequefia, estd labrada en la base
de la escama y constituye la cavidad/fosa glenoidea propiamente dicha; la parte
posterior, mas amplia, esta formada en gran parte por la pared anterior del conducto
auditivo y embrioldgicamente pertenece al hueso timpanico. La primera forma parte de
la articulacion; la segunda, situada detras de la fissura petrotympanica, es extraarticular
y estd en union con tejido celuloadiposo (Testut y Latarjet, 1973). La zona
preglasseriana, intracapsular pero no articular, estd destinada a recibir la porcion mas
gruesa del disco en oclusion céntrica. Solamente la parte mas anterior de esta zona esta

recubierta por fibrocartilago (Echevarria y Pumarola, 2008).



El cdndilo de temporal, eminencia articular anterior o tubérculo articular (tuberculum
articulare) es una eminencia transversal formada por la raiz transversa de la apdfisis
cigomatica. Es convexa de delante atras y ligeramente cdncava de fuera a dentro. Tiene
su eje mayor dirigido, como la fosa mandibular en sentido posteromedial. Por delante
se continda con la superficie subtemporal y por detras con la fosa mandibular. La
morfologia de la vertiente anterior varia segun los caracteres somaticos del paciente,
sus habitos masticatorios, su grado de desdentacion y su esquema oclusal (Echevarria 'y

Pumarola, 2008).

Articular disc regions

Posterior Intermediate  Anterior

Superior joint cavity

External acoustic meatus

Superior

Retrodiscal laminae
Inferior

Temporomandibular joint capsule :

Superior head
;]—Lateral pterygoid
Inferior head

Inferior |
joint cavity

Figura 2.1.- Esquema de la ATM del lado derecho. Tomada de A. Tuncer. Kinesiology of the
temporomandibular joint. En: Comparative kinesiology of the human body. Academic Press, pp. 285-302.
2020

El condilo mandibular (processus condylaris) es una eminencia alargada de fuera
adentro y de delante a atrds e inclinada un poco hacia dentro. Tiene una forma mas o
menos eliptica; el eje mayor (mediolateral) se orienta posteriormente segin un angulo
de 15-33° con referencia al plano frontal. La dimension mediolateral varia de 13-25mm
y la longitud anteroposterior de 5,5-16mm.La vertiente anterior del condilo mandibular
es convexa y la posterior plana, se continia con el borde posterior de la rama
ascendente de la mandibula. Los ejes mayores de ambos céndilos prolongados
posteriormente se cruzarian en el centro del agujero occipital. Ambas vertientes se
encuentran separadas por una cresta paralela al eje mayor del céndilo (Echevarria y

Pumarola, 2008).

Todas las superficies articulares estan recubiertas por un fibrocartilago que tiene unas

propiedades Unicas para la curacién, la adaptacién y el mantenimiento de las funciones



de soporte bajo condiciones adversas (Stocum y Roberts, 2018). En el apartado biologia

del cartilago articular haremos una mencion mas detallada.
2.1.2. Anexos a las superficies articulares: disco articular

De la anterior descripcion resulta que la ATM, esta formada por 2 superficies que salvo
la fosa glenoidea, son convexas; por ello, se interpone entre ellas un disco fibroso que
se amolda exactamente, por abajo, sobre la parte correspondiente del céndilo y por

arriba, sobre la cara articular del temporal (Testut y Latarjet, 1973).

El disco de la ATM es una estructura bicdncava, alargada transversalmente, ovalada,
con la extremidad mas gruesa hacia dentro. Su espesor disminuye desde la periferia
hacia el centro. En el plano horizontal, se puede dividir en tres partes de distinto grosor.
La mas caudal, de unos 3-4mm de grueso, constituye la banda posterior; la banda
anterior solo tiene unos 2 mm de grueso y entre ambas se encuentra la zona
intermedia, la mas delgada. También presenta engrosamientos en sus bordes medial y
lateral (Echevarria y Pumarola, 2008). Estos bordes externo e interno se doblan
ligeramente hacia abajo y se fijan por medio de delgados fasciculos fibrosos, en el
condilo mandibular; de este modo, el menisco fibroso acompafia siempre a la

mandibula en sus excursiones (Testut y Latarjet, 1973).
2.1.3. Manguito capsulo-ligamentoso y ligamentos extrinsecos

El principal medio de unién de las superficies articulares es un manguito troncocénico
fibroso, delgado y bastante laxo, que se origina en el contorno de la superficie articular
del temporal: por detrds, por el labio anterior de la cisura de Glasser; por delante, por el
borde anterior del céndilo mandibular; por fuera, por la raiz longitudinal del arco vy el
tubérculo cigomatico, y por dentro, por la espina del esfenoides. Caudalmente, la
capsula se inserta en el contorno del condilo de la mandibula. En la parte posterior
desciende notablemente. Estd formado por fibras superficiales largas que se extienden
directamente del temporal a la mandibula y por fibras profundas cortas que van de
cada hueso al disco articular. Ademas, en la parte posterior hay un haz especial que va

de la cisura de Glasser al borde posterior del disco, que recibe el nombre de freno discal



posterior, si bien el papel que desempefia en los movimientos de la ATM no parece

determinante (Echevarria y Pumarola, 2008).

Desde el punto de vista estructural, la cdpsula posee dos capas, una externa fibrosa y
una interna muy delgada o membrana sinovial. La primera de ellas, en las zonas de
mayor requerimiento funcional estda engrosada, formando diferentes ligamentos
intrinsecos, constituidos por densos haces de fibras coldgenas que se disponen
direccionadas en paralelo para soportar mejor las cargas (Gomez y Campos, 2002). El
ligamento lateral externo refuerza por fuera la cdpsula articular, constituye el principal
medio de union de la ATM. Se inserta en el tubérculo cigomatico y en la raiz longitudinal
del cigoma, desde donde se dirige oblicuamente hacia abajo y hacia atras y se fija en la
parte posteroexterna del cuello del condilo mandibular (Testut y Latarjet, 1973). El
ligamento lateral interno ocupa el lado interno de la capsula. Es muchos mas delgado y
menos resistente que el externo. Comienza en el borde interno de la cavidad glenoidea,
desde donde se dirige oblicuamente hacia abajo y atras para insertarse en la parte
posterointerna del céndilo mandibular (Testut y Latarjet, 1973). Ademas de estos, en el
mantenimiento de la ATM hay otros ligamentos que no forman parte del manguito
capsulo-ligamentoso y que en conjunto se denominan ligamentos extrinsecos; son el
ligamento esfenomandibular, el ligamento estilomandibular y el ligamento

pterigomandibular.

Por su lado, el estrato sinovial de la capsula es el responsable de la produccién del
liquido sinovial. Este fluido desempefia un papel importante en la lubricacién de las
articulaciones y actlia como medio para el intercambio de nutrientes y desechos. El
disco al ser una estructura avascular depende en gran medida de los nutrientes vy el

oxigeno del liquido sinovial para sobrevivir (Willard et al., 2011).

2.1.4. Estructura y composicién de los cartilagos articulares y disco articular

El cartilago que recubre las superficies dseas del condilo mandibular y la fosa glenoidea
es fibrocartilago, y es Unico ya que en el resto de las diartrosis es de tipo hialino
(Robinson, 1993; Benjamin y Ralphs, 2004). Se lo puede considerar como un periostio
fibroso modificado con una zona proliferativa subyacente que se diferencia en

fibrocartilago (Stocum y Roberts, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6199677/#bibr3-0022034518777751

Tanto el cartilago articular como el disco articular contienen diferentes tipos de células
(fibroblastos-like, fibroblastos, fibrocitos, condroblastos y condrocitos) y la matriz
extracelular varia de unas zonas del cartilago a otras. En general, La MEC es rica en
hialuronano, coldgenos y proteoglicanos, que generan un armazén que almacena

factores de crecimiento vy diferentes ligandos de sefializacion (Gao et al., 2014).

upper chamber

lower chamber

Articular cartilage: condile surface

Fibrocartilage: disc

Disc cartilage: Articular cartilage:
cells: fibroblast-like (7086), chondrocyte-like (3C%6) cells: fibrocytes (fibrous zone), chondrocytes
ECM: LI I, VT, IX, X (fibrocartilaginous zone)
ECM:typesil, V, VI, IX, X, Xl collagen
aggrecan

versican-like chondroitin sulfate-based proteoglycan

Figura 2.2.- Estructura, tipos celulares y principales componentes de la matriz extracelular del cartilago
articular 'y disco articular de la ATM. Tomado de Cobo et al. (2019) DOl
http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.85186 CHM: cabeza del céndilo de la mandibula, GFTB: fosa
glenoidea del temporal. FZ: zona fibrosa, HZ: zona hipertréfica, y PZ: zona proliferativa.

En el cartilago articular de la ATM, desde la superficie hasta el hueso, se consideran dos
zonas diferentes: la zona fibrosa y la zona de fibrocartilago, que se pueden subdividir en
zonas proliferativas e hipertroficas. La zona fibrosa contiene fibroblastos, y la matriz
extracelular (MEC) estd formada por colageno tipo |, coldgeno tipo Il a niveles residuales
y proteoglicano a base de sulfato de condroitina similar a versicano. Las células de la
zona de fibrocartilago son fibroblastos y condrocitos, y la MEC es rica en colageno tipo
ll, pero también contiene coldgeno tipo | y tipo X y agrecano. En realidad, las células
estan organizadas en zonas y dispuestas en filas axiales. Cada zona representa una
etapa de maduracién diferente designada como superficial, polimérfica, condrocitica e
hipertrofica (Chen et al., 2012). Las fuerzas generadas por el uso de la articulacion

inician cascadas de sefializacién, que promueven la maduracién de los condrocitos
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(Rabie et al., 2004; Sobue et al., 2011). Aunque se conoce la organizacion zonal basica
del fibrocartilago, los mecanismos moleculares involucrados siguen siendo poco
conocidos. El cartilago articular es avascular, requiriendo que las células de cada zona se
comuniquen y sobrevivan en su MEC Unica y compleja subdividida en interterritorial y
pericelular. Esta Ultima es una regidén especializada que rodea directamente a los
condroprogenitores y condrocitos, e influye en la identidad celular, el comportamiento y
la homeostasis a través de la mecanotransducciéon de sefiales de maduracién

apropiadas (Wilusz et al., 2014; Chu et al., 2017).

Por lo que respecta al disco articular, es también un tejido avascular y no inervado
compuesto por fibrocartilago con consistencia viscoeldstica. Tiene una forma cdncava
hacia abajo, mas delgado en la regién central y mas grueso en la periferia,
aproximadamente 1-2 mm. El disco de la ATM se puede dividir en tres regiones:
anterior, intermedia y posterior. La zona intermedia también se puede subdividir en 3
regiones: lateral, central y medial (Palla, 2016; Karadede et al., 2018). Sus células son
una mezcla de condrocitos y fibroblastos (30% y 70%, respectivamente; Detamore et
al., 2006). Estd constituido principalmente por colageno tipo |, pero también estan
presentes otros colagenos (tipos Il, Ill, VI, IX y XIl). Presenta aproximadamente un 74,5%
de contenido de agua en peso humedo y se compone ademds de proteoglicanos,
glicosaminoglicanos y fibras eldsticas (Minarelli et al., 1997; Kalpakci et al., 2011; Willard

et al., 2011; Palla, 2016; Stocum y Roberts, 2018).
2.2. Patologias de la articulacién temporomandibular: maloclusion

Las afectaciones de la ATM son una de las mayores causas de dolor orofacial (Aryaci et
al., 2016) y representan un grupo heterogéneo de situaciones musculo-esqueléticas y
neuromusculares que afectan a la ATM, los musculos masticatorios y/o las estructuras
circundantes. El tipo mas comun comprende los desplazamientos del disco articular que
preceden los cambios degenerativos progresivos de la articulacién y conducen a la
osteoartritis (Zhang et al., 2016). Las disfunciones de la ATM causan alteraciones en la
funciones en las que esta implicada como hablar, masticar, tragar, comer, bostezar,

sonreir, reir, gritar y besar (Riera-Punet et al., 2017).
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Los parrafos que siguen describen en detalle la artrosis u osteoartritis de la ATM puesto
gue se supone que puede ser desencadenada por el tipo de trastorno oclusal generado

experimentalmente y en el que se basa esta Tesis Doctoral.

2.2.1. Artrosis de la ATM

2.2.1.1. Concepto

Es una enfermedad degenerativa progresiva que afecta gradualmente al cartilago
articular, la membrana sinovial y las estructuras éseas (Levorova et al., 2016) y limita la
calidad de vida de los pacientes (Zheng et al., 2018). Segun Echevarria y Pumarola
(2008) la artrosis u osteoartrosis (OA) se define como un “desorden degenerativo, que
se caracteriza por tres fendmenos: destruccion del cartilago de la superficie articular con
pinzamiento de la interlinea articular, remodelacion Jdsea con fendmenos de
neoformacion (osteofitos) y de rarefaccion dsea (geodas o quistes de detritos), y sinovitis

secundaria”.

2.2.1.2. Epidemiologia

Se trata de una patologia relativamente frecuente en la que la prevalencia de los
cambios éseos degenerativos tiende a incrementarse con la edad (dos Anjos et al.,
2012; Rando y Waldron, 2012) y puede afectar hasta a un 70% de la poblacién de entre
73y 75 afios (Schmitter et al., 2010). También se ha descrito una tendencia a una mayor
afectacién en las mujeres que en los hombres (Massilla Mani y Sivasubramanian, 2016;
Alkhubaizi et al., 2017); de hecho, las perforaciones discales son mas frecuentes en

mujeres (Tanaka et al., 2000).

2.2.1.3. Etiopatogenia

Los factores etiopatogénicos relacionados con la OA de la ATM son muy variados. Uno
de los principales es la sobrecarga de las superficies articulares debidos a macro vy
microtrauma cronico por bruxismo o sobrecarga funcional, oclusién inestable con
incremento de la actividad de los musculos masticatorios, malformaciones esqueléticas
(hipoplasica mandibular), alteraciones vertebrales, o pacientes con pérdida de dientes

posteriores (Okeson, 2008; Levorova et al., 2016).



También se han sefialado otros factores etiolégicos como una importante carga de
estrés que se acompafia de una actividad parafuncional, consciente o inconsciente, que

causa microtrauma de la articulacion (Levorova et al., 2016; Li et al., 2017).

Asi pues, aunque la etiopatogenia de la OA de la ATM, no es completamente conocida,
la sobrecarga de las estructuras articulares parece ser el factor etiolégico mas
importante (Martinez-Blanco et al., 2004; Okeson, 2008; Levorova et al., 2016; Betti et
al., 2018). Esta sobrecarga articular se produce por maloclusiones (Zheng et al., 2018;
Wang et al., 2019) y hdbitos parafuncionales (Li et al., 2017) como el apretamiento
dentario (Henderson et al., 2015), ausencias dentarias e interferencias oclusales

(Levorova et al., 2016).

2.2.1.4. Fisiopatologia

El elemento clave del mantenimiento de la homeostasis de la MEC del cartilago es el
condrocito, sometido permanentemente un doble programa anabdlico vs. catabdlico.
En el primero tiene como objetivo la formacién de MEC y la proliferacion celular y en él
participan los inhibidores de las proteasas y las citoquinas antiinflamatorias. Por el
contrario, tiene como resultado la destrucciéon de la MEC vy la disminucién de la
proliferacion celular, y en él intervienen citoquinas proinflamatorias y las proteasas. En
condiciones de normalidad los componentes de la MEC del cartilago se van renovando
lentamente; cuando este proceso se altera, se producen una serie de cambios de las
caracteristicas morfoldgicas y biomecanicas del cartilago que lo hacen fracasar en su

funcién (ver Peng et al., 2021).

La composicion de la MEC es principalmente coldgenos, proteoglicanos y agua. En la
homeostasis, los condrocitos dentro de la MEC mantienen un equilibrio entre la sintesis y la
degradacién con un bajo recambio resultante de proteinas de la matriz (Goldring et al., 2011).
La interrupcion de este equilibrio debido a la enfermedad da lugar a una respuesta bifasica, con
una etapa temprana marcada por cambios en la cantidad y distribucién de la MEC en la que los
condrocitos intentan reparar la MEC dafiada. La etapa tardia estd marcada por un aumento

gradual del proceso degradativo que resulta en una pérdida neta de ECM (Sandell et al., 2001).



La OA es la enfermedad articular mas frecuente en humanos y se caracteriza por
cambios degenerativos debidos a una pérdida gradual de la MEC del cartilago, debido a
disbalance entre los mecanismos que favorecen y | degradan. La degradaciéon de la
MEC, y por tanto del cartilago, estd mediada por dos familias de enzimas: las
metaloproteasas de MEC (MMPs: matrix metalloproteinases) que son responsables de
la destruccién del coldgeno del cartilago, y que las enzimas de la familia ADAMTS
(desintegrin and metaloproteinase domain with trombospondin motifs; Kelwick et al.,
2015) que estan implicadas en la degradacién del agrecano. Por otro lado, los
inhibidores tisuares de las proteasas (TIMPs: tissue inhibitors of metalloproteinases)
regulan la actividad de estas dos familias de enzimas (Davidson et al., 2007; ver Grassel

et al., 2021).

Cualquier aproximacion a la etiopatogenia del proceso artrosico debe contemplar el
estudio de los diversos tejidos implicados en la artrosis, es decir, el cartilago articular, el
hueso subcondral y la sinovial articular, asi como el sistema de citoquinas, proteasas, y
sus inhibidores. Pero también debe tenerse en consideracion la influencia de las cargas

mecanicas en la aparicién del desarrollo del proceso artrosico (Alonso et al., 2001).
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Figura 2.3.- Papel de las citoquinas proinflamatorias en la fisiopatologia de la osteoartritis. Tomado de
Kapoor et al. (2011).

Aunque clasicamente la artrosis no ha sido considerada como una artropatia

inflamatoria, gracias a los avances de la biologia molecular y celular, se ha demostrado



que diversos mediadores proinflamatorios, como las citocinas interleuquina 1 (IL-1 B) y
el factor de necrosis tumoral a (TNFa), pueden ser importantes en el desarrollo de esta
enfermedad (Lopez-Armada et al., 2007). Asi, se ha observado un aumento de IL-1B y
TNFa en el cartilago de la ATM de ratones con cambios degenerativos (Zhang et al.,
2015) y de IL-1B, y TNF- a (Liu et al., 2016; Li et al., 2017) e IL-6 (Li et al., 2017) en el
cartilago condilar de ratas con artrosis, también se ha encontrado un aumento de IL-6.
Con caracter general, la estimulacion del condrocito por estas citosinas proinflamatorias
incrementa la produccién de MMPs, inhibe la sintesis de proteoglicanos y colagenos,
aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno, como el éxido nitrico, y de
prostaglandina E, (Lopez-Armada et al., 2007). También se ha encontrado en modelos
animales que el TGF-B puede ser considerado un factor patogénico en el inicio de la
artrosis de la ATM, ya que la inhibicién de su sefial atenua el dafio del cartilago y mejora
la masa 6sea en el hueso subcondral (Zheng et al., 2018). Por otro lado, el papel de las
citoquinas en la patogenia de la artrosis estd condicionado por la influencia de las
cargas mecanicas sobre el cartilago, por lo que las cargas de elevada frecuencia e

intensidad puede ser responsables de la artrosis (Alonso et al., 2001).

La artritis crénica de la ATM puede conducir a la pérdida permanente de tejido con el
tiempo. La patologia de la OA de la ATM es un proceso dindmico e implica, igual que en
otras articulaciones, un recambio andmalo de MEC que resulta de un desequilibrio en la
biosintesis y degradacién de la misma. Las actividades biosintéticas a menudo se
interpretan como el intento del condrocitos de reparar la matriz dafiada (Sandell y
Aigner, 2001; Goldring, 2006). En las primeras etapas de la enfermedad, los condrocitos
pueden aumentar la proliferacion (Silbermann y Livne, 1979) y un aumento de la
sintesis de la MEC (Axelsson et al., 1994; Meng et al., 2005; Paegle et al.,, 2005).
Alternativamente, la actividad de los condrocitos puede ser destructiva y puede incluir
un aumento de la apoptosis celular (Spears et al., 2003) y la produccién de citoquinas
destructivas como TNF-alfa e interleucinas (Suzuki et al., 2002). Ademas, la regulacion al
alza de la actividad de MMP, debido a un aumento en la sintesis de MMP, un aumento
de la activacion de la pro-enzima o una disminucion de la actividad los MIT, puede
contribuir a la descomposicion de la ECM del cartilago (Puzas et al., 2001; Gepstein et

al., 2002; Tiilikainen et al., 2005). En ultima instancia, las actividades biosintéticas de los



condrocitos son incapaces de sostener las demandas funcionales del tejido lo que da
lugar a una pérdida neta de los componentes de la matriz del cartilago y su destrucciéon

con la pérdida de sus propiedades estructurales y funcionales.
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Figura 2.4.- Esquema de los mecanismos etipotogénicos de la osteoatritis en la articulacién
temporomandibular. Tomado de Wang et al. (2015)

Pero en Ultima instancia la destruccion del cartilago articular depende de las proteasas
(Loreto et al., 2010; Matsumoto et al., 2010; Niga et al., 2011; Okamoto et al., 2015).
Como ya se comentd previamente las MMP, son endopeptidasas dependientes de zinc,
responsables de la degradacion de los componente fibrilares de la MEC por escisién de
enlaces peptidicos internos (Hopps y Caimi, 2015; Ferreira et al.,, 2016) y estan
involucrados en la remodelacién fisioldgica de los tejidos, pero en algunas condiciones
la sobreexpresion de MMPs resulta en la destruccién (Srinivas et al., 2011). De hecho, la
regulacién al alza de algunas MMP se ha observado en las condiciones patoldgicas del
liquido sinovial de la ATM, lo que resulta en las enzimas primarias involucradas en el
recambio de la matriz (Kubota et al., 1997, 1998a,b; Ishimaru et al., 2000; Leonardi et
al., 2008, 2011; Loreto et al., 2013). En la osteoartritis, los macrofagos sinoviales, los
fibroblastos sinoviales y los condrocitos pueden inducir la liberacion de MMP que
destruyen el cartilago articular (Leonardi et al., 2011; Musumeci et al., 2016). En
particular, se ha informado que las células sinoviales humanas de la ATM sintetizan

MMP-1, MMP-3 y MMP-9 in vitro (Kubota et al., 1988; Akamine et al., 2012).



En el liquido sinovial de pacientes con osteoatritis también se ha demostrado una
relacién entre la sobreexpresion de MMPs y la degeneracién del cartilago de la ATM, lo
que indica un posible marcador para estas patologias (Ishimaru et al., 2000; Mizui et al.,
2001; Srinivas et al., 2001; Leonardi et al., 2008; Jiang et al., 2013; Loreto et al., 2013;
Cevidanes et al., 2014). En particular se han encontrado niveles aumentados de MMP-2
y MMP-9 (Mizui et al., 2001; Srinivas et al., 2001; Nozawa-Inoue et al., 2003) y se ha
visto que los niveles de MMP-3 y MMP-7 se correlacionan con la aposicion dsea
(Cevidanes et al.,, 2014). Igualmente se ha observado un aumento de MMP-9 en el
suero vy liquido sinovial de pacientes artriticos (Ishimaru et al.,, 2000) y MMP-9 se
encontré elevada en pacientes con desplazamiento de disco anterior sin reduccion vy
osteoartritis avanzada (Yoshida et al., 2006). Y mediante estudios inmunohistoquimicos
en se ha detectado mayor expresién de MMP-7 y MMP-9 en la capsula articular (Rogers

et al., 2018).

La expresion de estas MMP estd regulada por varios factores, incluida una variedad de
citoquinas y su actividad se regula por sus inhibidores y activadores fisiolégicos. Se
conocen 4 tipos de inhibidores de las metaloproteasas (TIMPs). EI TIMP y el PAI
(inhibidor del activador de plasmindgeno) pueden actuar estabilizando todo el sistema,
al menos temporalmente, mientras que los factores de crecimiento como IGF-1 (Wang
et al., 2019) y TGF-B intervienen en procesos de reparacién tratando de curar la lesién
0, al menos, de estabilizar el proceso (Fauci y Langford, 2007). IL-1B en circunstancias
de inflamacién induce la secrecién de MMP1, MMP9 e IL-8 y de este modo contribuye
al desarrollo de la artrosis de la ATM (Xu et al., 2016) y se ha observado un incremento
de la expresion de MMP1, MMP3 y MMP9 en condrocitos de céndilo mandibular de
conejo estimulados por IL-1B (Zhang et al., 2016). Por su lado, el 6xido nitrico participa
en la lesion del cartilago de las artrosis puesto que estimula sintesis de MMPs en los

condrocitos (Fauci y Langford, 2007).

Ademas de las MMPs se han descrito otras moléculas bioactivas que intervienen en la
degradacién del cartilago como la plasmina, las catepsinas o las agrecanasas (Fauci y
Langford, 2007), y RAGE (receptor para productos finales de la glicacién avanzada) tiene
un importante papel en el desencadenamiento y progresion de la OA de la ATM en

ratones (Matias et al., 2016). De todas ellas, las mas importantes son las desintegrinas-



metaloproteinasa con motivos de trombospondina (ADAMTSs; Fosang et al. 2010a,b),
en especial ADAMTSS5 (Glasson et al., 2005; Stanton et al. 2005). Algunos miembros de
esta familia se ha encontrado elevados en la osteoartritis de la ATM (Pratta et al. 2003;

Embree et al. 2010).

En otro orden de cosas, Zhang et al. (2016) encontraron que la expresion de long non-
coding RNAs como HOTAIR estd aumentada en el fluido sinovial de la ATM con OA tanto
en humanos como en conejos. El aumento de HOTAIR contribuye al aumento de las
MMPs inducidas a su vez por la IL-1B y a la apoptosis de condrocitos condilares,
sugiriendo un importante papel pro-apoptosis de HOTAIR en los condrocitos de la ATM
con artrosis. Y se ha observado que algunos MicroRNAs, como MicroRNA221-3p, actla
como factor protector de la articulacién hasta el punto de que podria incluso valorarse

en el tratamiento de la artrosis de la ATM (Xu et al., 2016).
2.2.1.5. Estadios evolutivos de la artrosis de ATM

Bermejo (2000) propuso tres estadios evolutivos para la osteoartrosis

temporomandibular:

1.- Estadio inicial con cambios morfolégicos minimos, probablemente restringidos a
areas localizadas de las superficies articulares: cambios en la composicién del

cartilago, resiliencia ésea subcondral alterada y modificaciones del liquido sinovial;

2.- Estadio intermedio con degeneracién del cartilago articular, depleciéon de

proteoglicanos y desintegracion de las mallas de colageno; y

3.- Estadio terminal con exposicién de hueso, quistes osteoliticos, lesidn dsea abrasiva y

picos osteofiticos.

No obstante, los cambios degenerativos dseos son significativamente mas frecuentes en

el céndilo que en la eminencia articular (Dos Anjos et al., 2012; Ottersen et al., 2019).

2.2.1.6. Clinica de la artrosis de ATM
La clinica de la osteoartrosis temporomandibular estd en funcién del estadio evolutivo
de esta patologia (Bermejo, 2000). En el estadio inicial, de cambios morfoldgicos

minimos, la situacion es subclinica, y no aparecen signos o sintomas caracteristicos. En
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el estadio intermedio de degeneracidon de las superficies articulares, clinicamente el
enfermo presenta rigidez articular, sobre todo después de periodos de inactividad,
ruidos articulares y limitacion de movimientos; puede existir dolor. Y en el estadio
terminal con exposicion de hueso y cambios morfolégicos importantes, suele existir

limitacion de movimientos, crépitus y alteraciones radioldgicas evidentes.

Figura 3. Aspecto macroscopico de condilos humanos. A) Céndilo normal. B) Céndilo con osteoartritis
avanzada mostrando la depresion de la superficie y el hueso subcondral parcialmente expuesto.
Tomando de Tanaka et al. (2000)

En los dltimos estados aparece un dafio severo en la ATM con, incluso, desarrollo de
anquilosis (Levorova et al., 2016) aunque también puede presentarse sin apenas signos
clinicos, aunque se trate de casos que radiolégicamente puedan ser clasificados como
moderados o severos (Bagge et al., 1992). Sin embargo, algunos estudios no
encontraron correlacién entre la presencia de cambios déseos degenerativos y la
movilidad condilar (Dos Anjos et al., 2012) aunque ciertos cambios en la movilidad
condilar (como una disminucién del 20% en el desplazamiento anteroposterior del
condilo de trabajo) pueden ser indicativos de degeneracion condilar en los estadios

tempranos de la enfermedad (Henderson et al., 2015).

Pero independientemente de la sintomatologia, los signos clinicos mas comunes de los
pacientes con OA de la ATM son la crepitacién a la auscultacion y la disminucién en el

rango de movimientos mandibulares (Martinez-Blanco et al., 2004).

2.2.1.7. Signos radioldgicos de la OA de ATM



Para el diagndstico de la artralgia de la ATM, Schnabl et al. (2018), recomienda la
combinacién de los métodos de imagen MRT y CBCT. El CBCT superaba a la MRT en la
visualizacién de las alteraciones dseas (erosion, aplanamiento, esclerosis y osteofitos),
mientras que la MRT es la herramienta optima para la visualizacion de los cambios
estructurales o de desplazamiento del disco, frecuentemente asociado con cambios

dseos.

Se han descrito los siguientes signos radiograficos relacionados con la artrosis de la
ATM: aplanamiento, erosién, concavidad, cavitaciones, aplanamiento, formacién de
osteofitos, osteoesclerosis, pseudoquistes y quistes subcondrales, deformacion,
eburnacién o alteracién del contorno (Bermejo, 2002; Kurita et al., 2004; Monje, 2009;
Dos Anjos et al., 2012; Rando y Waldron, 2012; Wang et al., 2012; Schnabl et al. 2018;

Sun et al., 2018; Ottersen et al., 2019). Brevemente,

1.- Aplanamiento: se caracteriza por contorno éseo aplanado, desviandose de la forma

convexa, en el caso del condilo;

2.- Erosion: drea de disminucién de la densidad dsea del hueso cortical y del hueso

subcortical adyacente;

3.- Osteofito: excrecencia de hueso marginal que tipicamente, se desarrolla en el

margen anterior de las superficies articulares del condilo;

4.- Esclerosis: es un area de densidad incrementada del hueso cortical, que se extiende

hacia el hueso medular, es tipica de las fases mas tardias de la osteoartritis;

5.- Pseudoquistes: drea osteolitica adyacente al hueso bien circuscrita sin destruccion

cortical;

6.- Eburnacion: Es un area lisa, pulida en la superficie articular del hueso, ocurre cuando
el cartilago de la articulacién ha sido completamente destruido causando un
contacto hueso con hueso. En el caso de la ATM, la eburnacién es poco frecuente,
dada la presencia del menisco articular, solo se da en los casos mas avanzados de
desplazamiento discal o en casos de perforacién del disco, en las que las superficies

articulares se ponen en contacto; y



7.- Alteracion del contorno articular: teniendo en cuenta los cambios morfoldgicos por
la remodelacién normal durante la vida, solo se pueden considerar indicativos de
osteoartrosis los cambios mas claros en la alteracion del contorno como:

mushrooming, alargamiento/reduccion, o extremo alisado.

Por otro lado, Shigeno et al. (2018) sefialaron que en la médula ésea de pacientes con
OA por RM pueden encontrase anomalias como edema y osteonecrosis del céndilo
mandibular También observaron que las erosiones Oseas y los osteofitos se

correlacionaban con los cambios en la médula dsea del condilo mandibular.

Las alteraciones artrdsicas aparecen con mucha mayor frecuencia en el condilo de la
mandibula que en la eminencia articular y la fosa condilar (Massilla Mani vy
Sivasubramanian, 2016). El rasgo mas destacado radiolégicamente que encontraron
Martinez-Blanco et al. (2004) en pacientes con artrosis de la ATM fue la alteracion de la
morfologia articular y la presencia de una luxacion anterior del menisco articular sin
reduccion. Los cambios dseos degenerativos mas frecuentes en los estudios de Dos
Anjos et al. (2012) fueron el aplanamiento y los osteofitos, mientras que en los estudios
de Rando y Waldron (2012) fueron la porosidad y los osteofitos. Por su lado, Ottersen et
al. (2019) sefialan que los cambios dseos en el céndilo son aplanamiento, osteofitos y
esclerosis subcortical, y en la fosa/eminencia articular son aplanamiento, erosion y

esclerosis subcortical.

Rando y Waldron (2012) recomendaron los siguientes criterios para el diagndstico de

OA de la ATM:

1.- La eburnacion no puede ser utilizada como criterio Unico de la OA de la ATM ya que

se da en pocos casos, pero cuando estd presente es un indicador obvio de la OA.

2.- Los osteofitos y la porosidad deberian ser los principales criterios de definicion de
OA de la ATM. Cada componente 6seo podria presentar OA independientemente del
otro, por ejemplo, podria presentarse OA en el céndilo y que la eminencia articular

fuera normal.

3.- La porosidad y los hoyos por si mismos no son indicativas de la OA, otros criterios

deberian estar presentes para diagnosticar la OA.



4.- La alteracion del contorno articular solo deberia ser considerada presente si
ocurrieran cambios marcados en la eminencia articular o en el condilo que deberian

incluir alisado, deformacién, reduccion o incremento del tamafio, mushrooming.

2.2.1.8. Cambios histolégicos de la artrosis

La artrosis, desde un punto de vista anatomopatoldgico, se describe como un deterioro
progresivo de las superficies articulares y modificaciones reactivas de los bordes
articulares y del hueso subyacente (Bermejo, 2000). El rasgo anatomopatolégico
primordial de la artrosis es la pérdida progresiva de cartilago, pero también aparecen
lesionados el hueso subcondral, la sinovial, los meniscos, los ligamentos y el dispositivo

de apoyo neuromuscular.

Las lesiones mas llamativas de la artrosis suelen verse en las dreas del cartilago articular
qgue soportan mas cargas. En las primeras fases el cartilago es mas grueso de lo normal,
pero al avanzar el proceso, la superficie articular se adelgaza, el cartilago se reblandece,
la superficie se agrieta y aparecen hendiduras verticales (fibrilacién). En el cartilago
profundo aparecen Ulceras que se extienden al hueso. Todo el cartilago mantiene
activamente su recambio metabdlico, y los condrocitos se multiplican formando grupos
apifiados o racimos (clones); sin embargo, cuando la enfermedad evoluciona, el

cartilago pierde células.

Otros datos caracteristicos de la artrosis son la remodelacién y la hipertrofia dseas. En la
regién subcondral, hay crecimiento de hueso por aposicién, lo que produce una imagen
radiografica de esclerosis 6sea. El hueso situado por debajo del cartilago ulcerado se
erosiona y puede adquirir un aspecto marfilefio o eburneo. El crecimiento del hueso y el
cartilago en los bordes de la articulacién da lugar a la formacién de osteofitos (rebabas),
que alteran el contorno articular y pueden causar limitaciéon de los movimientos (Fauciy

Langford, 2007).

2.2.2 Alteraciones oclusales y repercusion en la ATM

Aungue la implicacion del factor oclusal en la etiopatogenia de las patologias de la ATM
estd condicionada por la presencia de otros factores coadyuvantes, el restablecimiento

de la oclusién fisiolégica puede ser primordial para restablecer la homeostasis articular



e implicaria conocer la biomecanica particular de cada paciente y su correlacion con los

parametros bioldgicos (Garcia-Fajardo et al., 2007).

Los estudios de Wang y colaboradores sobre caddveres y en sujetos vivos aportaron
importantes datos al respecto. El estudio en cadaveres indicd que en una oclusiéon no
balanceada los discos articulares eran mas gruesos que en una oclusion balanceada
fisioldgicamente apoyando la teoria de que el disco podria adaptarse a determinadas
alteraciones oclusales (Wang et al., 2008). Por su lado, el trabajo es sujetos vivos
(considerando las variables género, edad, nimero de dientes posteriores perdidos vy
numero de cuadrantes afectado) demostré que los individuos que habian perdido pocos
dientes posteriores, pero en mas cuadrantes, tenian mayor prevalencia de desérdenes

temporomandibulares, especialmente mujeres jovenes (Wang et al., 2009).

En un estudio realizado por Tanaka et al. (2000) sobre cadaveres, observaron los
siguientes hallazgos a nivel histoldgico en céndilos con OA: en condilos con cambios
osteoartriticos tempranos la zona transicional estaba ausente, con areas agrietadas y
fisuradas en la zona radial; si los cambios osteoartriticos eran moderados, las zonas
superficial y transicional frecuentemente se habian perdido y la zona radial expuesta
mostraba una superficie aspera, desigual, debida a la fibrilacién del coldgeno; y ya en los
condilos con cambios osteoartriticos severos la zona del cartilago estaba casi
completamente perdida y habia hueso subcondral expuesto. En el fibrocartilago que
quedaba se observaba tejido de reparacién vascular granulofibroso que habia invadido

desde la médula dsea.

En la matriz extracelular de los cartilagos de ATM con OA se ha encontrado una
reduccion de los proteoglicanos, desorganizacién y disminucién de los haces de fibras
coldgenas, hialinizaciéon del cartilago con o sin perforacion del disco articular vy
degeneracidén grasa. El hueso subyacente se vuelve fragil (microfracturas), por lo que se

identifica radiograficamente (Gomez y Campos, 2002).

Por su parte, distintos estudios en modelos animales sugieren que las modificaciones
estructurales estan relacionadas con el tipo de alteracion oclusal. Asi, en ratas, usando
una corona que cubria los dos incisivos superiores y que tenia hacia lingual una especie

resalte para interceptar los incisivos inferiores y producir 3.5 mm de retrusién a la



dimensién de oclusién vertical original, en la evaluacidn histoldgica solo detectaron una
respuesta de infiltrado monocitico (Johnson et al., 1995). También en rata, realizando
levante de mordida unilateral, se aprecid una notable hiperplasia condrocitos en la
zonas proliferativa y fibrocartilaginosa del condilo mandibular, asi como un incremento
de la expresién de agrecanos en el cartilago condilar y un proteoglicano relacionado con
versicano en el disco y en la superficie articular del céondilo (Mao et al., 1998). Y la
maloclusion mediante bandas eldsticas para conseguir la mesializacion del primer molar
superior izquierdo y del primer molar inferior derecho conlleva un incremento

significativo del grosor de la zona intermedia del disco (Sun et al., 2009).

Chaves et al. (2002) crearon maloclusion en conejos neozelandeses mediante la
colocacion de coronas de 0.3mm de espesor en los molares posteriores derechos vy
observaron hemorragia intraarticular en los compartimentos supra e infradiscales y en
la zona retrodiscal, disminucién progresiva del grosor del cartilago a medida que se
incrementaban los dias; en la ATM contralateral a la de la interferencia, no encontraron

modificaciones.

En monos (Macaca mulatta) jovenes, utilizando un aparato intraoral de apertura de
mordida, instalado en el maxilar, para conseguir apertura interincisal se encontré que el
grosor del tejido articular estaba disminuido en la regidn superior, por la reposicion
anterior del condilo, y la capa precondroblastica se distinguia bien y la capa

condroblastica sufria un incremento del 62% (Sim et al., 1995).

2.2.3 Alteraciones oclusales y artrosis de la ATM

Como ya se ha sefialado, las interferencias dentarias son factores etiolégicos de la
artrosis de la ATM (Martinez-Blanco et al., 2004). Algunos estudios en animales, en los
qgue se les creaban distintos tipos de alteraciones oclusales, han encontrado cambios

histoldgicos que se pueden corresponder con OA.

2.2.3.1. Modelo animal de OA por alteracion del plano oclusal

Yoshikawa et al. (2008) evaluaron los efectos de una masticacion no balanceada en
conejos a diferentes tiempos de evolucién mediante técnicas histolégicas y de

inmunohistoquimica. A los 3 dias tras el procedimiento encontraron adelgazamiento del



cartilago de la eminencia articular y algunos agregados celulares, con aumento leve del
numero de células TUNEL positivas y reduccion del area coldgeno tipo Il positiva. En el
condilo, la capa de cartilago se habia adelgazado con completa desaparicion de la zona
intermedia, ausencia de agregados celulares, aumento el nimero de células TUNEL
positivas reduccion del drea colageno tipo Il positiva. A los 7 dias la eminencia articular
el cartilago se habia adelgazado, el nimero de condrocitos habia disminuido y se
observaban algunos agregados celulares en una porcién pequefia de la eminencia
articular, el nimero de células TUNEL positivas aumento en ambos lados y el area
coldageno tipo Il positivo habia decrecido. En el condilo, el grosor de las capas del
cartilago se habia adelgazado, la zona intermedias seguia desaparecida, no se
encontraron agregados celulares, y el nimero de células TUNEL positivas en el lado
izquierdo estaba aumentado con respecto al grupo control y el drea coldgeno tipo |l
positivo habia decrecido con respecto al grupo control. Estos cambios, tanto en la
eminencia articular como en el condilo fueron mas evidentes al cabo de dos y cuatro
semanas. No obstante, en el condilo la capa de cartilago era algo mas delgada que en el
control, pero presentaba una estructura normal. Con estos resultados, similares a los de
la OA, los autores concluyeron que la carga funcional masticatoria continua de este

experimento podria ser un inductor de osteoartritis.

En conjunto, todos los datos anteriores ponen en evidencia que las maloclusiones
pueden producir alteraciones en la ATM en la que podrian estar implicadas algunas

metaloprotesas relacionadas con la degradacién de la MEC.
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3 Hipotesis y objetivos

3.1. Hipdtesis
La hipdtesis de trabajo de la presente tesis doctoral es: Los desérdenes oclusales que
aumentan ligeramente la dimensién vertical unilateralmente inducen la aparicion de

alteraciones degenerativas/artrosis en la articulacion temporomandibular.

3.2. Objetivos

El objetivo general del estudio es contribuir al conocimiento de la etiopatogenia de la

osteoartritis de la articulacién temporomandibular. Y los objetivos especificos son

1.- Evaluar si los desdrdenes oclusales, como el aumento de la dimensién vertical
unilateral que se puede generar de forma iatrogénica al realizar una rehabilitacién
protésica, una obturacién o reconstruccion podrian inducir cambios de tipo

degenerativo en el cartilago articular de la ATM.

2.- Analizar y comparar los cambios en el cartilago articular y tejido subcondral del
condilo mandibular provocados por los cambios oclusales, mediante resonancia

magnética y estudio estructural.

3.- Mostrar, cuantificar y comparar los posibles cambios en la expresion de las matriz
metaloproteasas MMP-2, MMP-3, MMP-9 en el cartilago articular del condilo

mandibular ocasionadas por los trastornos oclusales.






A

Material y técnicas






4 Material y técnicas

4.1. Animales de experimentacién y disefio experimental

Para la realizacién del presente trabajo se utilizaron 25 ratas hembra, cepa Wistar, de 8
semanas de edad y 250 g de peso, aproximadamente, procedentes del Bioterio de la
Universidad de Oviedo. El Bioterio de la Universidad de Oviedo e Instituciones Sanitarias
Concertadas, (0.M. de 28 de febrero de 1990; B.O.E. del 09-03-1990) es un Centro de
apoyo a la investigacién cientifica que proporciona animales controlados y mantenidos
en condiciones medioambientales constantes, registrado con el n2:33443591 en la
Consejeria de Medio Rural y Pesca del Principado de Asturias como centro de cria y

usuario de animales de experimentacién, en cumplimiento del R.D.53/2013.

Las ratas fueron suministradas por el laboratorio Charles River a las 6 semanas de vida y
se aclimataron durante dos semanas hasta el inicio de los trabajos de experimentacion.
Los animales se mantuvieron en idénticas condiciones de iluminacion, y alimentacion y
agua ad livitum, y se asignaron aleatoriamente a un grupo experimental (n = 12), un

grupo control 1 (n =4)y un grupo control 2 (n =9).

Las condiciones de estabulacién de los animales cumplieron la Ley del Principado de
Asturias 13/2002, de 23 de diciembre (BOPA de 31-XII1-2002) sobre bienestar animal y el
acuerdo de 25 de junio de 2019, del Consejo de Gobierno de la Universidad de Oviedo
sobre el Reglamento del Comité de Etica en la Investigacion. Acuerdo de 25 de junio de

2019 del Consejo de Gobierno de la Universidad de Oviedo (BOPA de 23-VII-2019).
4.1.1. Creacién de la alteracion oclusal

Los animales fueron sometidos a anestesia/sedacion con isofluorano al 4% via
inhalatoria en la fase induccion y al 2% para el mantenimiento durante la exploracion

(Fig. 4.1).

La alteracion oclusal se cred afiadiendo composite fotocurable a los tres molares
superiores derechos de las ratas del grupo experimental (n = 12) de 8 semanas de vida.
Para ello se grabd la superficie oclusal con acido ortofosforico al 37% (Octacid®), se

lavd, se secd, y después se aplicd adhesivo fotopolimerizable (Prime-Bond de



Dentsply®), y composite fotopolimerizable de sectores posteriores (Grandio de Voco®).
Con un espatulin de composite se rellenaron las fosas dejando una superficie plana (Fig.

4.2). Este trastorno oclusal se mantuvo durante 16 semanas (Fig. 4.3).

Figura 4.2 .- Fases de la creacién de la maloclusion.

4.1.2. Monitorizacién y seguimiento

Durante las 16 semanas de duracién de las condiciones experimentales los animales se
monitorizaron semanalmente para controlar el peso, el mantenimiento del composite
en correcto estado y el crecimiento de los incisivos. Los composites que se iban
desgastando o estaban fracturados se reponian, y en las ocasiones que algin animal
presentaba sobrecrecimiento de los incisivos se limaron. En general, todos los animales

fueron aumentando y manteniendo su peso correctamente.



Edad al sacrificio: 8 Edad al inicio: 8 s Edad al inicio: 8 s
n=4 Edad al sacrificio: 24 s Edad al sacrificio: 24 s
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Figura 4.3.- Edades de los animales, numero de los animales y esquema de los grupos de animales
estudiados: controles de edades al principio y final de la experimentacion (A. B) y con maloclusion (C). D:
derecha, I: izquierda, MI: maxilar inferior, MS: maxilar superior

4.1.4. Sacrificio

Las ratas del grupo control 1 se sacrificaron a las 8 semanas de vida, tras la realizacién
de la resonancia magnética. Las ratas de grupo control 2 y las del grupo experimental se
sacrificaron a las 24 semanas de vida, tras la realizacién de las Ultimas técnicas de

imagen. Todas ellas se eutanasiaron mediante la inhalacion de CO?2.
4.2. Técnicas

4.2.1. Estudios de imagen

El estudio se llevé a cabo en el Area de Imagen Preclinica, de los Servicios Comunes de
Investigacion de la Universidad de Oviedo. Se realizaron resonancias magnéticas a las 8
semanas de vida a las 25 ratas de todos los grupos y resonancias magnéticas y
tomografia computarizada a las 16 y 24 semanas de vida a las ratas del grupo
experimental y control 2. En todos los casos los animales fueron anestesiados con
isofluorano al 4% en éxigeno en la fase de induccién y al 2% para el mantenimiento
durante la exploracion. Las ratas se colocaron en posicion de cubito prono en la camilla
de exploracion de CT o RM. Para el estudio de CT, se empled el CT de un equipo ARGUS
PET-CT (SEDECAL, Algete, Madrid, Espafia) dotado de un sistema de panel plano con
tecnologia de reconstruccion CMOS. El campo de vision utilizado es de 68 x 68 mm. El
area activa de detectores de 120 x 120 mm. Tamafio del Pixel de 50, 100, 200 um. La

fuente de Rayos X tiene un foco de 35 um. El pico de Energia de Rayos X es de 0-50 kv



(Variable) Maxima Corriente de 1 mA y maxima potencia de 50 Watios. El equipo esta
autoapantallado. Las adquisiciones pueden realizarse con resolucion de 50 um, 100 pm
0 200 um. El tiempo minimo de adquisicion es de 90 segundos. Dispone del Sistema de

postprocesado de la imagen con algoritmos 2DOSEM (Fig. 4.4).

Figura 4.2 .- Secuencia de la realizacion del estudio de imagen.

La adquisicion de las imagenes de las cabezas de las ratas, empleadas en este estudio se
realizd utilizando los siguientes parametros: Corriente: 150 MicroA, Voltaje: 45 KV,
Numero proyecciones: 360, Numero de disparos: 8, Resolucién: estandar (200 micras),
Tiempo de adquisicion: 9 minutos 45 segundos. La reconstruccién se realizé con el

algoritmo 2DOSEM. Tamafio de la imagen: 518x518; matriz: 1305x662.

Las imagenes de resonancia magnética fueron adquiridas en un equipo de 3 Teslas,
Modelo Benchtop (MR Solution, Guildford UK). Se exploraron ambas ATMs de las ratas
empleando una antena especifica de cabeza de rata con un didmetro de ......cms . En
cada ATM se obtuvieron 8 slices con un grosor de 07 mm, gap de 0.1mm, en el plano
axial (de hocico a cola), en secuencias potenciadas en T1y en T2. Para las secuencias T1
se utilizaron los parametros: TR: 720; TE: 11; Averages: 8; Echo Train: 4; Echo spacing:
11; Views: 248; Tiempo: 6 minutos 3 segundos. Para las secuencias T2 se utilizaron los
parametros: TR: 3800; TE: 68; Averages: 3; Echo Train: 8; Echo spacing: 17; Views: 240;

Tiempo: 5 minutos 53 segundos.



4.2.2. Estudios histoldgicos

Todos los experimentos y técnicas de los estudios de estructura e inmunohistoquimica
se desarrollaron en las dependencias y laboratorios del Departamento de Morfologia y
Biologia Celular de la Universidad de Oviedo (Laboratorio 9.11) y Seccion de Patologia

Animal del Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias.

Tras la realizacion de la eutanasia se aislaron las cabezas, se lavaron con agua corriente
y solucién salina fria durante 15 min, y a continuacion se eliminaron los tejidos blandos,
parte de los huesos de craneo y el encéfalo. Las piezas objeto de estudio se
introdujeron en una solucion de formol al 10%, acido nitrico 15,4 M y agua destilada
(10:5:85 v/v/v) hasta la descalcificacion completa (entre 7 y 10 dias). Después se lavaron

en agua durante 12 h y se procesaron para su inclusion en parafina.

La inclusion en parafina se efectué de manera automatizada como sigue: las piezas se
deshidrataron en una bateria de etanoles de gradacion creciente (70%: 24horas; 80%: 1
hora; 90%: 1 hora; 96%: 1 hora; 100%: 1 hora x 3), se diafanizaron en xilol (100%: 30
min x 3) y se pasaron por parafinas blanda (30 mina 55° C) y dura (2 horas a 60° C). Tras
la confeccion de los blogues, las muestras se orientaron para realizar cortes de forma
seriada a un grosor de 10 um con un micrétomo convencional (Microm®). Las secciones
obtenidas fueron recogidas sobre portaobjetos gelatinizados y secadas en estufa a 45° C

durante 24h antes de su utilizacion.

Previamente a la realizacion de las técnicas estructurales y de inmunohistoquimica, se
procedid a la desparafinizacion mediante bafios en xilol 100% (20 min x2) y la
rehidratacion se realizd pasando los cortes por una bateria de alcoholes de gradacién

decreciente (de 10 min cada uno) hasta agua corriente (20 min).
4.2.2.1. Estudios estructurales: Hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson

La técnica de la hematoxilina-eosina se realizé de manera rutinaria en un procesador
automatico. Para la realizacion de la técnica del tricrdmico de Masson las secciones
hidratadas se pasan por hematoxilina de Weigert (5 min), después se lavan con agua
corriente (10 min), seguido de tincion en fucsina de Ponceau (5 min), acido

fosfomolibdico (5 min) y verde luz (5-7 min). Mediante esta técnica el tejido conectivo



aparece de color verde, el tejido epitelial del color rojo y el muscular pardo. Las
secciones tefiidas con el tricromico de Masson, y ocasionalmente las de H&E se
utilizaron para detectar los posibles cambios morfolégicos, valorar el grosor del
cartilago articular y del disco articular, asi como para valorar la presencia o no de

sinovitis.
4.2.2.2. Estudio inmunohistoquimico

Las secciones desparafinizadas y rehidratadas, 5 por cada animal, separadas 100 um
entre ellas, se lavaron en una solucién de TBS (solucién tris buffer pH 7.4) y a
continuacion se inhibio la actividad de la peroxidasa enddgena durante 10 minutos con
una solucion en tampdn de H,0; al 3%; después las secciones se lavaron en el mismo
tampdn durante 10 minutos. Tras bloquear las uniones inespecificas con albumina
sérica bovina al 10% durante 20 minutos, las secciones, sin lavar, se incubaron durante
la noche a 4°C en una camara humeda, con los anticuerpos primarios: anti-MMP2
(clone MMP2/2C1) LS-C2814-100 desarrollado en ratén, a una dilucion de 1:100
(LifeSpan Biosciences, Seattle, WA, USA); anti-MMP3 (EP1196Y, Ab52915) a una dilucién
de 1:200 (Abcam, Santa Cruz, CA, USA); anti-MMP9 (ab38898) desarrollado en conejo, a
una dilucién de 1:200 (Abcam, Santa Cruz, CA, USA). Tras la incubacién con el
anticuerpo primario, las secciones se lavaron en TBS (15 min) y después se incubaron
durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con el anticuerpo secundario (Dako
EnVision labelled polymer-HR anti-conejo 1gG o anti-ratén IgG). Finalmente, tras un
lavado en TBS, se reveld la inmunorreaccién con una solucion de 3-3’ diaminobencidina
(DAB, kit de revelado de Dako). Tras un breve lavado en agua corriente las secciones se
contrastaron con hematoxilina, se lavaron en agua, se deshidrataron en una bateria de
alcohol etilico en concentracion creciente, se diafanizaron en xilol y se montaron con

Entellan®.

La especificidad de la inmunorreaccion desarrollada se comprobd sustituyendo el
anticuerpo primario por un suero especificamente preabsorbido, a por un suero de
conejo preinmune. En ambos casos no se detectd inmunorreaccion especifica. Para
establecer los detalles estructurales los cortes fueron contrastados con hematoxilina de

Harris.



4.2.2.3. Estudio histométrico y de analisis de imagenes

La densidad celular (numero de células/mm?) se determind en diferentes zonas del
condilo mediante recuento manual de los nucleos utilizando una herramienta de area
para seleccionar la region delineada y calcular el area. Para las mediciones del disco de
la ATM se utilizaron secciones de H&E y tricrémico y dos observadores independientes
valoraron el grosor del disco para la zona medial, central y lateral del disco. Todas las
mediciones se cuantificaron utilizando el software de imdagenes Olympus cellSens
Dimension y la diferencia entre los grupos se analizd estadisticamente utilizando el

software Prism 6 Graphpad como se describe a continuacion.

Las secciones procesadas para la deteccion MMP-2 y MMP-9 se escanearon con un
escaner SCN400F (Leica Biosystems™, Newcastle, Reino Unido) y archivadas con el
software SlidePath Gateway LAN (Leica Biosystems™). Sobre ellas, en los mismos
campos del cartilago y del disco articular se llevd a cabo un analisis morfométrico y
densitométrico. En el primero se determind el porcentaje de drea inmunomarcada con
anticuerpos MMP-7 y MMP-9; los resultados se expresan como % de pixeles positivos,
de color marrén oscuro, de los campos analizados. En cuanto al analisis densitométrico,
la intensidad de inmunotincién para cada anticuerpo investigado se evalud en cinco
secciones por animal separadas por 100 um. Cada seccidn se escaned con un escaner
SCN4QOF (Leica Biosystems™, Newcastle, Reino Unido) y se anotd utilizando el software
LAN SlidePath Gateway (Leica Biosystems™). Luego se aplicd aleatoriamente una
cuadricula de 1 mm? sobre 2 imagenes ampliadas de 500 pm de x en 4 campos no
superpuestos (4 mm? por seccién; 20 mm? por sujeto), y las terminaciones nerviosas
libres y los corpusculos sensoriales dentro de la cuadricula fueron contados por dos
observadores independientes. Los resultados se expresan como numeros absolutos
para las densidades de los corpusculos sensoriales y las terminaciones nerviosas libres
por cm?. La intensidad de la inmunotincion desarrollada con las diferentes capas
retinianas se evalud en unidades arbitrarias de niveles de grises que van desde 1 (negro)
hasta 256 (blanco) utilizando un sistema de analisis de imagenes (Sistema MIP, Servicio
de Andlisis de Imdgenes, Universidad de Oviedo, Espafia). Por lo tanto, las intensidades
se dividieron en cuatro grupos (64 unidades de nivel de gris cada uno) referidos en el

texto y las tablas como fuertes (1-64, ++++), altos (65-128, +++), intermedios (129-192)



y bajos (nivel 193 del fondo en las secciones de control, +). Las intensidades de gris
superiores a las de fondo de las secciones de control correspondientes se consideraron
no reactivas. Aunque intentamos procesar las muestras de forma idéntica, puede haber
variaciones en la intensidad de la inmunorreaccién final debido a aspectos técnicos, es

decir, diferencias en la penetracion del fijador.
4.2.2.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd utilizando GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA). Los datos se probaron para determinar la normalidad con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Todas las variables se distribuyeron normalmente. La prueba t
de Student se utilizé para las comparaciones entre dos medias. Los valores de P
inferiores a 0,05 (P<0,05) y 0,001 (P<0,001) se consideraron estadisticamente

significativos y muy significativos, respectivamente.
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5 Resultados

5.1. Estudio de resonancia magnética

El estudio mediante resonancia magnética nuclear (RMN) llevado a cabo tuvo como objetivo
estudiar los cambios que se producen en la ATM debidos a las alteraciones oclusales que
aumentan la dimensién vertical unilateralmente. Se realizaron RMN a todos los animales a las 8
semanas de vida (en el momento de realizar el trastorno oclusal) y a las 16 y 24 semanas de vida

evaluando las variables estrechamiento del espacio articular (EEA) y derrame articular.

Basal 18

[

Figura 5.2.- Imagenes en secuencias T1 y T2 en un animal correspondiente al grupo control 1



En los animales del grupo experimental, a las 16 semanas de vida, se encontrd EEA en
ambas ATMs en el 66%, aproximadamente (9/12) de los animales del grupo
experimental, mientras que no se encontré EEA en ningun control. Sin embargo, a las 24
semanas de vida, el EEA se observé en ambas ATM en todos los animales del grupo
experimental, mientras que en el grupo control sélo se encontré en una ATM. Por otro
lado, se apreciaron evidencias de derrame articular en ambas ATM en 4/12 animales del
grupo experimental sin signos del mismo en los animales de los grupos controles (Figs.

5.1,5.2,y5.3).

Figura 5.3.- Imagenes en secuencias T1y T2 en un animal correspondiente al grupo control 2
Los resultados de los parametros analizados se resumen en la tabla 5.1.

Tabla 5.- Variables analizadas en los animales de 8 meses vs 24 meses

Variable Control Experimental | Total

Estrechamiento articular derecho ns 0.00009 0.0003
Estrechamiento articular izquierdo - 0.0009 0.0003
Alteracién contorno articular derecho - 0.0016 0.0016
Alteracién contorno articular izquierdo - 0.0027 0.0027
Tipo alteracion contorno condilar derecho - 0.0016 0.0016
Tipo alteracién contorno condilar izquierdo - 0.0027 0.0027
Cambios en morfologia derecha ns 0.0005 0.0001
Cambios en morfologia izquierda ns 0.0005 0.0001

Para el andlisis estadistico se ha aplicado el Test de McNemar para variables cualitativas
y emparejadas. En todas las variables analizadas se han recodificado los valores como

normal o patoldgico, sin entrar en este Ultimo a considerar si tal circunstancia



pertenece a una categoria “patologica” determinada. Asi a titulo de ejemplo se puede
decir que en la variable CM/TM lo que se codificé fue si se habia cambios en el tamafio
del menisco, sin entrar a considerar si se habia producido un aumento, disminucién o
estaba arrugado. Los valores de t de la tabla se refieren a los cambios en el grupo
control o experimental comparando a los 8 meses y a los 24 meses. En el Total se
recoge el valor estadistico entre los 8 y 24 meses globalmente incluyendo al grupo

control y experimental.

Los datos que muestran la tabla 5.1. muestran alteraciones del espacio e interlinea
articular y presencia de edema de médula dsea y derrame analizados con las
resonancias evidencian que 2 de los pardmetros a estudiar no eran valorables ni a las 16
ni a las 24 semanas: irregularidad interlinea articular y la presencia de edema en la

médula dsea.

Respecto al estrechamiento del espacio articular a las 16 semanas (8 semanas después
de introducir la interferencia oclusal) se pudo observar que 2/3 de los individuos
estudiados del grupo experimental presentaban la alteracion en ambas articulaciones
por igual, mientras que la mayoria del grupo control no presentaban ninguna alteracién

en la ATM izquierda y ninguno la presentaba en la ATM derecha.

A las 24 semanas (16 semanas después de introducir la alteraciéon) observamos que
practicamente la totalidad del grupo experimental presenta un aumento del espacio
articular, observando un incremento de casi 1/3 respecto a las 16. Por otro lado, del

grupo control tan sélo 1/3 de las ratas van a presentar la alteracion.

En el grupo control no se observd presencia de derrame articular ni a las 16 ni a las 24
semanas en ninguna de las articulaciones. Mientras que en el grupo experimental lo
presentaba menos de 1/3 de las ratas tanto a las 16 como a las 24 semanas y con la

misma prevalencia en las 2 ATMs.

Los datos relativos a la alteracion del contorno articular se muestran relativo a las
variaciones que sufre el contorno articular, la totalidad de las ratas del grupo control se
encontraron sin alteracién tanto a las 16 como a las 24 semanas, mientras que en el
grupo experimental a las 16, aproximadamente la mitad de los individuos se

encontraban sin alteracion en ambas articulaciones, 1/5 presentaba aplanamiento de la



cabeza del condilo en la ATM derecha, 1/4 otras alteraciones en ambas ATMs y 1/4 una
alteracion de tipo bulboso. En cambio, a las 24 semanas, el nUmero de ratas que se
encontraba sin alteracion descendid a menos de 1/4, la gran mayoria presentaba

aplanamiento y alteraciones bulbosas.

Por ultimo, en el andlisis de cambios morfoldgicos/tamafio menisco se constata que a
las 16 semanas se pudo observar que en el grupo control no aparecian alteraciones en
ningun individuo en la ATM derecha y en una minima parte en la ATM izquierda. En
cambio, casi la mitad del grupo experimental se encontraba sin alteracion, la otra mitad
con el tamafio del menisco disminuido y un pequefio porcentaje presentaba otro tipo
de alteracién. A las 24 semanas las ratas del grupo control 2/3 no presentaba ninguna
alteraciéon y un 1/3 disminucion del tamafio del menisco, mientras que la totalidad de

las ratas del grupo experimental presentaba en ambas articulaciones una disminucién.

5.2. Andlisis estructural

5.2.1. Controles de 4 y 24 semanas

En los grupos control, de 4 (Fig. 5.4) y 24 (Figs 5.5 y 5.6) semanas, el cartilago articular
glenoideo y del condilo mandibular, presento una estructura normal en 5 capas: fibrosa
o superficial, proliferativas, intermedias, hipertréficas y calcificadas. La capa superficial
contenia condrocitos orientados en paralelo y con estructura normal. Como era de

esperar no se apreciaron diferencias entre los céndilos de ambos lados.

Lado izquierdo Lado derecho

Figura 5.4.- Secuencia de microfotografias de la ATM, en cortes coronales, de un animal control de 4
semanas. De izquierda a derecha: hematoxilina-eosina, tricrémico de Masson, deteccion
inmunohistoquimica de MMP2, MMP3 y MMP9. Las imagenes de las filas inferiores son detalles
magnificados de las superiores.



Por su lado, el disco articular en el grupo control mostré una composicién normal de
tejido conectivo regular y fibrocartilago. También la morfologia de los condrocitos fue
normal, con nucleos redondeados y grandes, y estaban orientados con el eje mayor

paralelo a la superficie.

Lado izquierdo Lado derecho

Figura 5.5.- Secuencia de microfotografias de la ATM, en cortes coronales, de un animal control de 24
semanas. De izquierda a derecha: hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, deteccidn
inmunohistoquimica de MMP2, MMP3 y MMP9. Las imagenes de las filas inferiores son detalles
magnificados de las superiores.

Lado izquierdo Lado derecho

Figura 5.6.- Secuencia de microfotografias de la ATM, en cortes coronales, de un animal control de 24
semanas. De izquierda a derecha: hematoxilina-eosina, tricromico de Masson, deteccidon
inmunohistoquimica de MMP2, MMP3 y MMP9. Las imdagenes de las filas inferiores son detalles
magnificados de las superiores.

5.2.2. Experimental de 24 semanas

La situacién experimental creada en este estudio hace que en la ATM de lado con
resalte se origine comprensién permanente en la articulacién homolateral, mientras
que en el lado contrario la ATM debe tener una compresién normal o incluso

disminuida por el balanceo de la mandibula.



5.2.2.1. Lado con resalte

En los grupos experimentales, en la ATM del lado del resalte, se observé que cartilago
articular estaba engrosado y la matriz extracelular ha perdido la coloracion mixta
magenta-azul tipica en la mayoria de los animales. Ademas, no se pudo diferenciar la
estratificacion caracteristica. Los condrocitos eran aplanados, con nucleos grandes, y su
disposicién irregular. En cuanto al disco articular, también se aprecié un engrosamiento,
anomalias en la orientacion de los nucleos y mantenimiento de la laminacién (Figs. 5.7 y

5.8).

Lado izquierdo Lado derecho

Lado izquierdo

Figuras 5.7 y 5.8.- Secuencia de microfotografias de la ATM, en cortes coronales, de dos animales
experimentales de 24 semanas, con resalte en el lado derecho. De izquierda a derecha: hematoxilina-
eosina, tricrémico de Masson, deteccién inmunohistoquimica de MMP2, MMP3 y MMP9. Las imagenes
de las filas inferiores son detalles magnificados de las superiores.

5.2.2.2. Contralateral

No se observaron cambios estructurales en el cartilago articular ni en el disco articular

respecto a los animales del grupo control de la misma edad (Figs. 5.7 y 5.8).



5.3. Grosor del cartilago articular y del disco articular

Como se expuso en el apartado de Material y Técnicas, se evaluaron tanto en disco
como en los cartilagos articulares 5 segmentos de la porcién central, ya que es la zona
de mayor carga (Zhang et al., 2019). La cuantificacion de las células se realizd en el disco
articular y para la zona superficial del cartilago articular, que estan compuestas por
fibrocartilago. La zona superficial se definio por la frontera entre las zonas superficiales

y proliferativas en funcion de la morfologia celular y la composicion de la matriz.

El espesor del cartilago articular condilar fue significativamente superior de los animales
de 4 semanas respecto a los de 24 (Tablas 5.2), y con menores diferencias también en el

glenoideo (Tablas 5.3).

Tabla 5.2.- Valores de la altura del cartilago condilar (expresado en um)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P
CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control Iz vs. Dc
Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

182 188 161 169 <0.05 318 186 <0.01 <0.01
Tabla 5.3.- Valores de la altura del cartilago glenoideo (expresado en um)

4 semanas 24 semanas Valor P | 24 semanas Valor P Valor P
CONTROL CONTROL vS. 4s MALOCLUSION vs. control 1z vs Dc
Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

166 171 160 151 n.s. 203 181 <0.05 <0.05

Pero las mayores diferencias en el espesor de los elementos articulares, se observaron
en el disco articular, y eran objetivables en la observacién microscopica. En el disco
articular se observe un aumento estadisticamente significativo en el lado del resalte,
comparado con el del lado contrario y con el control, pero también esta aumentado el

espesor del fibrocartilago en el lado contralateral (Tablas 5.4).

Tabla 5.4.- Valores de la altura del disco articular (expresado en um)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P
CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | Iz vs. Dc
Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

215 221 189 201 n.s. 406 302 <0.01 <0.05




Otro de los parametros analizados ha sido la densidad celular. El nimero de células,
expresado en densidad por mm?, también se vieron influenciada por la edad y por el
estado experimental creado. En los animales de mas jovenes fue donde se observo la
mayor densidad celular, sin variaciones entre los lados derecho e izquierdo. A las 24
semanas, en condiciones de normalidad, se aprecid una reduccion en la densidad
celular en los cartilagos articulares, pero no en el disco articular. Y en el grupo
experimental se observd una reduccion significativa en el nimero de células en el lado

del resalte, y en menor medida en el lado contralateral (Tabla 5.5).

Tabla 5.5.- Densidad celular

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | lzvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

215 221 189 201 n.s. 138 174 <0.05 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha lzq Dcha Izq

228 217 182 189 <0.05 122 194 <0.01 <0.05
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

204 214 187 194 n.s. 134 167 <0.01 <0.05

De acuerdo con los resultados en el contaje de los condrocitos parece evidente que la
presion mantenida sobre el cartilago articular determina la muerte de condrocitos,
caracteristica de la OA.

5.4. Expresion de metaloproteasas de matriz extracelular 2 (MMP-2), 3

(MMP-3) y 9 (MMP-9)

Las tres MMPs analizadas intervienen en la degradacién de la matriz extracelular,
especialmente del coldgeno, y de algunos agrecanos. La inmunorreactividad se
manifiesta por una coloracion marrdn intensa, que se distribuyd por todos los
componentes de la ATM, aunque nuestro andlisis se ha centrado, exclusivamente en el

cartilago articular y en el disco fibroso.

Para valorar la actividad de estas proteasas, se han utilizado dos criterios: el drea ocupa
por al inmunorreaccién y la intensidad de la misma. Aunque es bien conocido que no
existe relacion estequiométrica entre la cantidad de antigeno y la intensidad de las
inmunorreaccion, el elevado nimero de campos histoldgicos analizado permite valorar
de una forma adecuada al problema. En principio, cabe esperar que en los animales

experimentales la actividad de estas encimas se encuentre aumentada (Figs. 5.4 a 5.8).




5.5. Histometria

Los valores de las dreas ocupadas por la inmunorreaccién para las tres proteasas
analizadas, en las diferentes zonas de la articulacion, se recogen en las tablas 5.6 a 5.8.
En base a estos resultados, en los animales controles, la que mas se expresa es MMP-2
y existen variaciones considerables sobre la preponderancia de localizacién en el

cartilago y en el disco articular.

Tabla 5.6.- Area ocupada por la actividad MMP-2 (expresado en %)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | lzvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

21 18 9 12 <0.05 22 19 <0.05 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

11 13 8 7 <0.05 36 18 <0.01 <0.05
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

4 4 6 5 n.s. 16 16 <0.01 <0.01

Tabla 5.7.- Area ocupada por la actividad MMP-3 (expresado en %)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | lzvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

6 8 5 5 n.s. 11 12 <0.05 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

4 4 3 2 n.s. 10 12 <0.05 <0.05
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

7 8 5 5 n.s. 8 9 n.s. n.s.

Tabla 5.8.- Area ocupada por la actividad MMP-9 (expresado en %)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | lzvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

7 8 6 5 n.s. 13 10 <0.05 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

4 4 4 2 n.s. 14 6 <0.05 <0.01
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

4 5 5 5 n.s. 17 14 <0.05 <0.05

La situacion experimental creada produce elevaciones significativas en el drea ocupada por la
inmunorreaccion para MMP-2 y MMP-9 en todas las estructuras articulares, pero no para MMP-
3 en el disco articular. Ademds, MMP-2 también estd influenciada por la edad, siendo menor a

las 24 que a las 4 semanas.




5.6. Densitometria

Los valores de la densitometria han de interpretarse siempre en sentido contrario al
valor numérico; es decir: cuanto mayor sea el valor menor es la intensidad del

inmunomarcaje y viceversa.

La intensidad de la inmunorreaccién desarrollada para MMP-2 muestra un reduccion
significativa en los cartilagos articulares en los animales de 24 semanas respecto a los
de 4, pero no es el disco articular. La situacién de maloclusién aumenta la intensidad del
inmunomarcaje en los dos lados, pero con mayor intensidad en el homolateral al resalte

(Tabla 5.9).

Tabla 5.9.- Intensidad de inmunorreaccién de MMP-2 (expresado unidades arbitrarias de gris)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | Izvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

71 69 102 100 <0.05 23 52 <0.01 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

63 68 74 77 n.s. 18 35 <0.01 <0.01
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

61 71 74 69 n.s. 16 42 <0.01 <0.05
Por su lado MMP-3 no mostré cambios edad-dependientes en la intensidad de la

inmunorreaccién en ninguna de las estructuras articulares. Por el contrario, la situacion
experimental de maloclusién lleva a incrementos muy significativos en ambas ATM, si bien el
mayor aumento en la intensidad del marcaje se observd en la articulacion homolateral (Tabla

5.10).

Tabla 5.10.- Intensidad de inmunorreaccion de MMP-3 (expresado unidades arbitrarias de gris)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | Iz vs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

82 77 93 96 n.s. 41 81 <0.01 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

104 82 97 102 n.s. 28 82 <0.01 <0.01
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

112 96 91 74 n.s. 33 72 <0.01 <0.01

Finalmente, el comportamiento de la intensidad del inmunomarcaje para MMP-9 experimento
disminucion significativa edad-dependiente en ambos cartilagos articulares sin afectar al disco

articular. Y en cuanto a la situacion de maloclusion creada, tanto en los cartilagos articulares



como en el disco se produjo un marcado aumento en la intensidad de inmunotincién que fue

mas evidente en el lado del resalte que en la ATM contralateral (Tabla 5.10).

Tabla 5.10.- Intensidad de inmunorreaccion de MMP-9 (expresado unidades arbitrarias de gris)

4 semanas 24 semanas Valor P 24 semanas Valor P Valor P

CONTROL CONTROL vs. 4s MALOCLUSION vs. control | lzvs. Dc
CG Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

41 56 88 101 <0.05 23 52 <0.01 <0.05
CcC Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

62 62 102 99 <0.05 18 35 <0.01 <0.01
DA Dcha Izq Dcha Izq Dcha Izq

68 72 81 77 n.s. 18 62 <0.01 <0.05
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6 Discusion
6.1. Consideraciones generales

La osteoartritis (OA) es una enfermedad compleja que afecta a cualquier articulacion
sinovial. La informacién actual sobre la OA proviene de estudios clinicos y preclinicos,
que han demostrado ser herramientas imprescindibles para caracterizarla. Sin modelos
preclinicos, no podrian existir los avances médicos actuales en el conocimiento vy
tratamiento de la enfermedad. Ahora bien, aunque existen similitudes entre animales y
humanos, en el proceso de la enfermedad, un solo modelo animal no es suficiente para
estudiar todas las caracteristicas de la OA (Pelletier et al., 2010; Wendler et al., 2010;
Malfait y Little, 2015).

La compresién permanente de la ATM también induce cambios en los filamentos
intermedios del citoesqueleto de los condrocitos (Magara et al., 2012). Los modelos de
induccién quimica por coldgeno de OA redujeron significativamente el crecimiento
mandibular y causaron cambios degenerativos en el cartilago condilar. Esta informacién
ayuda a validar este modelo animal para estudiar el efecto de la artritis en las ATM en
ratas en crecimiento. Este modelo tiene el potencial de ser utilizado en estudios futuros

para evaluar posibles terapias para la artritis de la ATM (Crossman et al., 2021).

Cualquier alteracién maxilomandibular no compensada que provogue una sobrecarga
articular ya que la interferencia oclusal y el bruxismo provocan alteracion de la ATM,;
Ambos tipos de estrés biomecanico modelo in vivo utilizado aqui estimularon estas dos
condiciones frecuentes en la practica dental (Manfredini et al., 2010). El modelo de
interferencia unilateral oclusal se realizd porque generalmente la interferencia oclusal

clinica es unilateral.

Olvera-Farias et al. (2016) realizaron tratamientos: interferencia oclusal de resina y
desgaste dental unilateral. Para ambos tratamientos se realizé un grupo control de 5
animales respectivamente. Se realizaron dos veces de evaluacion a la una y 15 dias
después de cada tratamiento. Se eligio un punto de tiempo de un dia porque los
sintomas tempranos se presentan después de una interferencia oclusal y se sospecha

que aparecen cambios histolégicos tempranos. En este estudio los tiempos de



evaluacién fueron de 1 o 15 dias después del tratamiento, debido a que nos interesaba
estimar los cambios presentados en poco tiempo. En nuestro caso fue de xxx semanas

por lo que es esperable que el dafio articular sea mayor.

Investigar los efectos patoldogicos sobre el cartilago de la articulacion
temporomandibular de una protesis de mordida cruzada anterior unilateral creada
experimentalmente. La presente prétesis de mordida cruzada anterior unilateral
condujo a la degradacion del cartilago condilar mandibular (Wang et al., 2014). También

modelos de desplazamiento anterior del disco (Togni et al., 2018).

El la disminucién de la celularidad y el grosor del cartilago con la edad esta descrito por

Chen et al. (2020) en la ATP del raton

La carga mecanica es un factor de riesgo importante para la OA y se han desarrollado
varios modelos de ratén para estudiar el papel y los efectos de la mecanica en ella. Sin
embargo, la mayoria de los modelos disponibles se centran en diartrosis de los
miembros y no en la ATM (ver Poulet, 2016; Ghassemi et al., 2017). Por otro lado, La
falta de un modelo animal que represente todos los tipos de OA, requiere conocimiento
exacto sobre lo que se puede esperar de los resultados en cada especie y sus

limitaciones (McCoy et al., 2015; Serra y Soler, 2019).

Por lo que se refiere a los modelos animales de OA de la ATM, los estudios son mucho
menos numerosas. En la revision bibliografica efectuada hemos encontrado 3 modelos,

no genéticos, en raton.

En uno de ellos, Chen et al. (2009) encontraron cambios en la expresion génica del
cartilago articular en el grupo de carga mecanica alterada en comparacion con la carga
normal, con disminucion del grosor del cartilago articular y del inmunomarcaje para
coldgeno tipo Il. Sin embargo, no observaron cambios degenerativos. Por su lado, Liu et
al. (2014) utilizaron una prétesis de mordida cruzada anterior unilateral para aumentar
la demanda de la ATM durante la masticacion. A las 3 semanas encontraron
adelgazamiento del cartilago, pérdida de proteoglicanos y colageno tipo II, y
disminucion de la celularidad. Y el tercer modelo, se basa en la apertura continua vy

forzada de la boca utilizando un resorte mientras estd bajo anestesia durante 1 h/dia



durante 5 dias. En este caso se aprecid proliferacién de condrocitos, aumento en la
expresion génica de los marcadores anabdlicos del cartilago Sox9 y coldgeno tipo I, y
engrosamiento 6seo subcondral (Sobue et al.,, 2011). Aunque estos modelos se han
utilizado con éxito para determinar los efectos de las cargas mecanicas alteradas en la
ATM, aun no se han probado para la degeneracion de la ATM, y es posible que se
necesiten mas experimentos de mayor duracion y con ratones mas viejos para probar

su relevancia para la enfermedad.

En un modelo experimental de OA de la ATM inducido quimicamente, Lemos et al.
(2018) analizaron los cambios tanto en la articulacién afectada como en la contralateral.
En la ATM contralateral a la artritica observaron hiperplasia de la sinovial, infiltrado
inflamatorio cronico, desorganizacién del colageno del disco, reduccion de los
proteoglicanos del cartilago, asi como disminucidn en altura cartilago vy el disco. A nivel

molecular encontraron MMP-9 activa.

Originalmente se pensd que la OA debida al desgaste de las superficies articulares. Sin
embargo, en la actualidad se conoce que la OA implica degeneracion del cartilago,
remodelacion 6sea andémala, la formacion de osteofitos y la inflamacion de la
articulacion (Kraus et al.,, 2015). No obstante, la abrasidon mecdnica en la articulacion
puede conducir a los cambios degenerativos progresivos. De forma resumida, en
respuesta a una lesion causada por la estimulacién mecanica de la articulacion se inicia
un mecanismo inflamatorio en las etapas iniciales de la enfermedad. En ellas, los
condrocitos, osteoblastos y sinoviocitos liberan citoquinas, enzimas degradantes de la
MEC (ADAMTS y MMP) que desencadenan el proceso (Sulzbacher, 2013; Man et al.,
2014; Glyn-Jones et al, 2015).

6.2. Discusién de los resultados

El modelo creado por nosotros corresponde a una OA secundaria no invasiva (ver
Kuyinu et al, 2016). Estos modelos tienen la ventaja de que son altamente
reproducibles y los convierte en opciones adecuadas para estudiar la patogénesis de la
artrosis y el posible papel de la inflamacién sistémica en el proceso de la enfermedad.
Se eligié un modelo de rata Wistar porque sus dientes no erupcionaban continuamente,

y nuestros resultados pudieron compararse con otros obtenidos en estudios



relacionados previos que utilizaron el mismo modelo. Las alteraciones en el plano en
ratas de la cepa Sprague-Dawley, Zhang et al. (2019) observaron cambios degenerativos
en la ATM, con distribucion irregular de la matriz extracelular y de los condrocitos, areas
del cartilago libres de células, aumento de la expresion de MMPs, disminucion de la
proliferacion de condrocitos y pérdida ésea subcondral. Otros estudios de modificacion
de la oclusion dental, sin embargo, no mostraron modificaciones del cartilago articular
cuando se realizaron extracciones unilaterales o altura oclusal (Kikuta et al., 29180;

Toyoshima et al., 2003).

La histopatologia es en la actualidad el gold standard para la evaluacién de la OA en
modelos animales (Rutgers et al., 2010). Las muestras histolégicas, junto con la tincién
inmunohistoquimica, se pueden utilizar para clasificar y medir el grado de degeneracién
en la articulacién. El método de Mankin o HHGS (Sistema de Clasificacion
Histoldgica/Histoquimica) es el que mejor permite valorar la evolucién de la OA en
modelos animales (Mankin et al., 1971; van der Sluijs et al., 1992; Buckwalter y Mankin,
1998; Ostergaard et al., 1999) aunque presenta limitaciones investigar las etapas

tempranas o intermitentes de la OA.

El disco articular de la ATP puede asimilarse a un menisco en otras articulaciones y
también desempefia un papel de primer orden en la distribucion de la carga en los
compartimentos articulares y en la funcién de absorcion mecanica de impactos. El
desgarro meniscal, la degeneraciéon no traumatica, el dafio meniscal o la disfuncién
causan OA (Englund et al., 2009; Pauli et al., 2011; Badlani et al., 2013). Del mismo
modo, nuestros hallazgos en el lado homolateral al resalte con impacto unilateral del
plano oclusal aparecen cambios degenerativos como condrocitos aplanados de
morfologia. Los cambios degenerativos observados con el desgaste dental unilateral son

similares a los cambios encontrados con las extracciones unilaterales (Kikuta, 1980).

El componente mds abundante de la MEC en el disco articular es el colageno. Su
cantidad se puede estimar de forma aproximada mediante la tincion del tricrémico de
Masson. En el lado homolateral del grupo experimental, y en menor medida en el
contralateral se ha apreiado una reduccion del espesor que puede interpretarse como

una reduccion del colageno. En estrecha relacion con ello, estan las MMPs, ya que se ha



observado un aumento de la inmunotincion, interpretable como un aumento de su
cantidad, y las tres MMPs analizadas degradan estas proteinas (Wang et al., 2010;
Zhang et al., 2013).

Es bien conocido que cuando el equilibrio entre la sintesis y degradaciéon de la MEC
fracasa el contenido de agua aumenta, el proteoglicano y el colageno tipo Il disminuyen

y, finalmente, la red de coldgeno se debilita (Heijink et al., 2012).

Aungue nosotros no hemos analizado los cambios progresivos, un plano oclusal
unilateral modificado puede provocar cambios en la cantidad de colageno incluso en

tiempos cortos (Olvera-Farias et al., 2016).

Existen multiples vias reguladoras en los condrocitos que reaccionan a los estimulos
mecanicos, incluidas las vias y mecanismos de sefializacion que pueden conducir
directamente a la transcripcion, la traduccién y los cambios posteriores a la
transcripcion, la organizacién extracelular mediada por células y la degradacién de la
ECM. Las articulaciones sinoviales pueden mantener la carga intacta durante las
actividades normales de la vida sin desarrollar OA. Sin embargo, cuando la carga
mecdanica excede la tolerancia del cartilago para repararse y mantenerse; el dafio del
cartilago juega un papel importante en el desarrollo y la progresion de la degeneracién
articular de diferentes maneras. Un estrés excesivo de contacto superficial puede
causar dafio directo al cartilago articular y al hueso subcondral, y alterar negativamente

la funcion del condrocitos (Heijink et al., 2012). En nuestro estudio, el nimero de
condrocitos en el disco articular fue xxxxxx que el grupo control, pero claramente la etapa
metabdlica de los mismos no fue suficiente para producir coldgeno, ya que se mostré una menor
cantidad de coldgeno, basado en el tono azul de la tincidn tricrémica de Masson, que podria

provocar una disminucién de la produccién de esta proteina.

El estrés mecanico en la ATM produjo algunas areas dispersas libres de células en el
cartilago articular, similares a los cambios degenerativos o lesiones tempranas similares
a la OA a las 12 semanas después de la alteracién del plano oclusal (Sun et al., 2009;
Wang et al.,, 2012; Zhang et al.,, 2013). Los grupos celulares pueden adoptar una
distribucién diferente de las acumulaciones tipicas de OA. Nuestros resultados sugieren

que el disco articular de la ATM tensionado mecanicamente presenta el mismo



fendmeno, mostrando la distribucion celular en una disposicion de células del cordon

umbilical a lo largo del disco articular.

En el disco articular también se observé marcado aumento en el grosor XXXX en el
grosor en comparacion con el grupo control, en cambio los otros grupos que mostraron
alguna diferencia. El desgaste dental unilateral es un estrés mecanico intenso en
comparacién con la interferencia oclusal porque se produjo un desequilibrio del plano
oclusal, y esa es la razén de este cambio a los 15 dias después del tratamiento. Cuando
se analiz6 el grosor del cartilago articular en el grupo de interferencia oclusal de resina a
los 1 y 15 dias se observaron cambios, a excepcién del grupo 15R-CL, cuyo grosor
aumento significativamente respecto al control, esto parece estar relacionado con el
aumento significativo de coldgeno que también presenta este grupo, como observaron
Wang et al.,, relacionaron estos cambios con una respuesta hipertrofica al estrés
mecdanico (2012). Yoshikawa et al. observaron con experimento de alteracion del plano
oclusal en cartilago articular a los 3 dias después del tratamiento una estructura de
adelgazamiento, también observaron formacién de grupos celulares, como se muestra
en nuestros resultados, encontraron que después de 1 semana este adelgazamiento
desaparece, luego después de 2 semanas de tratamiento observaron un aumento de

espesor (Yoshikawa et al., 2008).

En base a la gravedad de la OA, el grupo de trabajo OARSI clasificd la OA en siete
grados, siendo de grado O cuando el cartilago no involucrado o intacto y de grado 6
cuando ya existe deformacién del contorno articular. Esta técnica se basaba
especificamente en la profundidad de la progresidon en el cartilago para clasificar la OA.
El grupo de trabajo de OARSI proporciona esta informacién a través de un conjunto
publicado de pautas para cada animal utilizado en modelos animales (Custers et al.,,
2007; Aigner et al., 2010; Gerwin et al.,, 2010; Glasson et al., 2010; Mcllwraith et al.,
2010).

Centrandonos en las MMPs, objetivo de nuestro estudio, una vez que se liberan causan
la degradacion de la matriz de coldgeno, lo que lleva a la degradacion del cartilago
articular (Xia et al., 2014). En estas condiciones, los condrocitos se hipertrofian,

perdiendo la capacidad de formar una nueva matriz de cartilago (Sulzbacher, 2103). El



hueso subcondral sufre una remodelacién anormal e invade mas alla de la interfaz entre
el hueso vy el cartilago calcificado que conduce a la formacién de quistes subcondrales y
osteofitos (Glyn-Jones et al., 2015). Ademas, la liberacion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) por los condrocitos puede conducir a la vascularizacién de la
membrana sinovial y a la invasion vascular de la articulacion (Sulzbacher, 2103). La
liberacién de VEGF se debe a la carga mecanica prolongada en el cartilago articular

(Pufe et al., 2003; Beckmann et al., 2014).

Las modalidades de imagenes que se utilizan con frecuencia para investigar la OA en
humanos incluyen radiografias, resonancias magnéticas, microtomografias
computarizadas (UCT) y ultrasonidos. En ratas la radiografia se ha utilizado para estudiar
la remodelacion 6sea subcondral y el estrechamiento del espacio articular.
Desafortunadamente, la radiografia, que es idénea para la OA carece de sensibilidad
para visualizar muchas variaciones en los modelos de animales pequefios (Roemer et
al., 2014). Ademas, la radiografia solo permite la visualizacion en etapa tardia de la OAy
no permite la visualizacidn directa del cartilago en si. La resonancia magnética (RM), a
diferencia de la radiografia, es capaz de visualizar no solo el cartilago sino también los
meniscos, ligamentos, sinovial y marcadores bioquimicos pertenecientes a la OA
(Roemer et al.,, 2011). En virtud de su capacidad para contrastar en fase los tejidos,
puede distinguir y estudiar tejidos individuales. A pesar de su alto costo, debido a su
potencial y capacidades, la resonancia magnética es una herramienta de rapido avance
que reemplaza a la radiografia en la caracterizacion y deteccion de las primeras etapas
de la OA (Borthakur y Reddy, 2010; Conaghan et al.,, 2011; Glyn-Jones, et al., 2015).
Hasta la fecha, la resonancia magnética se ha utilizado para estudiar varios modelos
animales, pequefios y grandes, incluyendo ratas, conejos, conejillos de indias, perros y
primates no humanos (macaco rhesus) (ver Kuyinu et al., 2016). Por ejemplo, T1
permite medir indirectamente la degeneracién del cartilago, la disminucion del grosor
del cartilago, la pérdida de proteoglicanos y los cambios en la membrana sinovial. Por
otro lado, en el mapeo T2, permite valorar sinovitis, macréfagos, orden de coldgeno,
esclerosis y pérdida de proteoglicanos (Bittersohl et al., 2009). El OARSI actualmente
recomienda la resonancia magnética para la evaluacién morfoldgica en humanos y

también para su uso en ensayos preclinicos.



6.3. Limitaciones del estudio

Aungue en el presente trabajo de investigaciéon se ha logrado el desarrollo de los
objetivos propuestos, somos conscientes de que el estudio tiene una serie de
limitaciones. La primera, que los estudios de imdagenes realizados no han aportado
todos los datos que se pretendia y que, por tanto, no ha permitido dirigir de la manera
mas adecuada los estudios estructurales. Y en segundo lugar, se deberia haber utilizado
una bateria mas amplia de anticuerpos para analizar mas encimas degradantes,

especialmente de la familia ADAMTS, asi como de los inhibidores de las proteasas.
6.4. Futuras investigaciones

Las alteraciones oclusales iatrogénicas que aumentan la dimension vertical pueden
provocar cambios degenerativos articulares que podrian evitarse con un minimo
tratamiento oclusal. Por ello, deberian implementarse los procedimientos clinicos que
eliminen la disarmonia oclusal. Esto podria aplicarse a los campos odontoldgicos que

modifican las relaciones interdentarias: prostodoncia, operatoria u ortodoncia.

Es importante que el dentista identifique los trastornos oclusales en sus pacientes con
el fin de establecer un tratamiento inmediato que va desde el tratamiento conservador
de autocuidado hasta el tratamiento quirurgico cuando sea necesario. En este estudio
se observaron cambios degenerativos a corto plazo, por lo que el tratamiento a tiempo
puede prevenir patologias degenerativas (Zang et al.,, 2013). Existen numerosos
estudios que evaluan la zona superficial del dafio condrocitos del cartilago articular en
el TMD que han demostrado tener un papel principal en el desarrollo de la OA

(Saarakkala et al., 2010; Zhang et al., 2013).

En un futuro préximo, se tratard de ampliar el estudio experimental a otras encimas
degradantes de la matriz extracelular y realizar estudios detallados de la ATM en

pacientes con maloclusiones.
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Conclusiones






7 Conclusiones

Tras un analisis detallado de los resultados y de la oportuna discusién de los mismos se

ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.- La alteracion oclusal induce estrechamiento del espacio articular en ambas ATM en
los individuos del grupo experimental, mientras que el derrame articular se observd

solo en algunos animales del grupo experimental.

2.- El plano oclusal unilateral modificado puede inducir cambios morfoldgicos vy
estructurales tanto en el cartilago articular como en el disco articular que acttan

como inductores iniciales del desarrollo de la patologia degenerativa articular.

3.- La alteracién oclusal unilateral creada reproduce un proceso patologico equiparable
a la osteoartritis en la articulacién temporomandibular, y afecta tanto a la

articulacion homolateral como, en menor medida, a la del lado contrario.

4.- El modelo de degeneracion de la articulacion tempormandibular creado cursa con
aumento del espesor del cartilago articular y el disco articular que se acompafia por

una reduccion significativa en la densidad celular.

5.- Las metaloproteasas de matriz extracelular del cartilago MMP-2, MMP-3 y MMP-9 se
detectan en condiciones de normalidad en los diferentes componente de la
articulacion temporomandibular y su expresion (valorada mediante histometria y
densitometria) esta elevada en la situacién de maloclusion creada, y afecta a ambas

articulaciones, con mayor incidencia a la homolateral.
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