UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE PROTESIS
ODONTOLOGIA ~ LABORATORIO PERIODONTAL

CNTVIRSIDAD 2T T

“RELACION ENTRE BIOMARCADORES MOLECULARES EN FLUIDO
SINOVIAL Y PARAMETROS CLINICOS E IMAGENOLOGICOS DURANTE
LA  PATOLOGIA DEGENERATIVA DE LA  ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR”

Claudia Fernanda Arias Abarca

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TITULO DE

CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL

Prof. Dr. Walter Diaz Guzman

TUTOR EXPERTO
Dr. Gustavo Monasterio Ocares

Adscrito a Proyecto PRI ODO 012/016 y FONDECYT 1140904
Santiago - Chile
2020






UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE PROTESIS
ODONTOLOGIA ~ LABORATORIO PERIODONTAL

ENTVIRSIDATY 2T ST

“RELACION ENTRE BIOMARCADORES MOLECULARES EN FLUIDO
SINOVIAL Y PARAMETROS CLINICOS E IMAGENOLOGICOS DURANTE
LA PATOLOGIA DEGENERATIVA DE LA ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR”

Claudia Fernanda Arias Abarca

TRABAJO DE INVESTIGACION
REQUISITO PARA OPTAR AL TiTULO DE

CIRUJANO-DENTISTA

TUTOR PRINCIPAL

Prof. Dr. Walter Diaz Guzman

TUTOR EXPERTO
Dr. Gustavo Monasterio Ocares

Adscrito a Proyecto PRI ODO 012/016 y FONDECYT 1140904
Santiago - Chile
2020



A mi comparnierito de vida, y a mi misma,
como prueba fehaciente

de no volver a bajar los brazos.



Agradecimientos

Hay infinita gente a quien agradecer: a mis tutores por toda la guia ofrecida, la
tranquilidad y la aterrizada desde las nubes. A mis pacientes por la paciencia y
la confianza depositada, al equipo de las artrocentesis, a los funcionarios de la
facultad que hacen los dias mas duros un poco mas facil, a la gente del
laboratorio periodontal por la buena voluntad y en especial al Dr. Vernal por
encaminar estos resultados. A mi Emilio por la maravillosa comprension
mostrada tantas veces y a mi familia por la paciencia sin limites desde tiempos

inmemorables.

Fue un largo camino poder culminar esta carrera, y poder lograr
sobrellevar la carga que se impone sobre el estudiante, diria que es el ramo
mas dificil. Quiero agradecer al monton de gente que conoci en este monton de
afos, sobre todo a aquellos que, por razones quizd misticas, siempre
aparecieron en los momentos adecuados y cruciales, haciendo que las
lagrimas de tristeza y frustracion se evaporaran y multiplicando las risas y
carcajadas. Mil gracias a cada uno que aportdé con su granito de arena, los
guardaré en la memoria y en el alma. Lamento no poder mantener contacto
con todos, porque el tiempo pasa y no en vano, pero los buenos momentos se
mantendran. En especial quiero agradecer a una persona a quien,
posiblemente, le debo haberme dado el coraje y las ganas para sacar adelante

los ultimos afios. Gracias sempiternas.

Finalmente, agradezco a Proyecto PRI ODO 012/016 y FONDECYT
1140904.

“Hay lugares que recordaré toda mi vida, aunque algunos hayan cambiado,
unos para siempre y no para bien, otros han desaparecido, y otros
permanecen. Todos estos lugares tuvieron sus momentos, con amores y
amigos que aun recuerdo. Algunos han muerto, otros estan vivos, en mi vida
los he amado a todos...”



INDICE

RESUMEN. ..ottt ittt et e e sttt e e sttt e e s atee e e e s sta e e e sasbaeeesnnseaeesassseeeeanseaeesanseneas 7
INTRODUCCION. ....oouiiitiieeecteteteee ettt ettt ettt e bt et et e s et et et et eseesesestessanene e 8
I. CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA TRASTORNOS DE LA ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR (CD-TTM). et ittitieiiiiee ettt e stiee ettt e e sttee e staeeessbaeeesssbeeessnsneeeeans 9
Il. HERRAMIENTAS IMAGENOLOGICAS PARA DIAGNOSTICO DE EDA.........ccoecveuvenee. 13
Evaluacion de componentes GSE0S AICUIAIES ..........ccoeruerirerieiie et see e ee e e 14
ll. ARTROCENTESIS COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA Y TERAPEUTICA. ............ 17
IV. INTRODUCCION A LA ETIOPATOGENIA DE LA DEGENERACION ARTICULAR......... 19
1. Articulacion SINOVIAL ........c.uvieiiiiie ettt tae e et ae e e e e 20
2. Degeneracidn del cartilago artiCular. ............cccccvveiiieii i 21
V. BIOMARCADORES MOLECULARES ..ottt ettt e e e et e e e e e aaans 24
I 1 (o o [ 1] 0 = T 24
O - T 1= | PP PPPPPPPPPPPRt 24
1.2. Citoguinas proinflamatorias ...........ceeieiiiieieiie e 26
BV = = 1[0 o o 1 1= = TT= L 28
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL. ....oeeiiiieiee et e e e e e e e e e e e aanaaans 32
HIPOTESIS. .ottt ettt et e ettt a et e et e e et e s et et ate et ene et enesaene e 33
OBJIETIVO GENERAL. ..ottt ettt e e st e e s sntae e e e snbae e e e antaeeeennees 33
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ....cuitiiiiiiiieeieit ettt 33
METODOLOGIA. ...ttt ettt 34
SeleCCION A€ I0S PACIENTES.......ccicviiicieiictie ettt et e e st e s be e e be e e ste e e sare e sabeeanbeeeteeeareeeanes 34
EXAMENES iIMAgENOIOQICOS ... .coivieiiiiitieiiee ittt sttt bbbt e be e b e b 36
Muestra de lIQUIAO SINOVIA.........ceiiiiiiiiec ittt te et e e srae e sabe e snteeeereee e 37
Expresion de citoquinas y metaloproteinasas mediante gPCR .........cccccovveenieniienieneeneeneeneene 38
ANALISIS ESTAAISHICO ... .eeviiieii sttt be e beebeenee e 39
RESULTADOS. ...oeii e ittett ettt ettt s e e sttt e e s sttt e e e e a bt e e s an st e e e e an s be e e e ensbeeeeenbaeeesnnteeeeennees 41
L1.EXPreSion de CILOQUINGS .......ccuutiriiiiriieriie ettt sttt sttt et e be bbb e 41
2.Expresion de metaloproteiNASAS .........ccccueiiieieiiie i cieeectee et stre e st e s sre e sare e sreesreeens 43
3.Anadlisis de correlacion entre expresion de biomarcadores y dolor EVA, grado apertura
bucal y SIgN0S de dafi0 OSEO.........cieiiiiiiiiiie ettt st sb e b b sbeesreesree s 44
DISCUSION. ...ttt ettt ettt ettt e et a et e e et e et et et et et et eteeteneeaene e 46
CONCLUSIONES. ..o ittt e e e ettt e e e e et e e ettt e e e e e e e et a e e e e e e easraanaeeas 51
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt 52
F | ) @ 1 T PO PRR 74



RESUMEN.

Introduccion: EDA en ATM clinicamente se caracteriza por presencia de dolor
y disminucién de la funcion, e imagenoldgicamente, con deformacion debido a
cambios degenerativos. La complejidad molecular de la ATM crea dificultades
para determinar las distintas causas de los TTM, y consecutivamente, también
complejiza el desarrollo de blancos terapéuticos. Existe multiple evidencia que
indica la presencia de varios biomediadores moleculares en fluido sinovial en
sujetos con EDA. Ademés, se ha asociado la participacion del sistema
inmune con su respuesta inflamatoria como una de las vias patofisioldgicas
en el desarrollo de la enfermedad. La infiltracion de células a los tejidos
articulares supondria sintesis y liberacion de factores proinflamatorios que
desencadenarian un desbalance en la homeostasis del cartilago articular,
inclinandose éste a procesos catabdlicos con la consiguiente destruccion del
cartilago y avance de la enfermedad degenerativa. El objetivo del presente
estudio fue cuantificar niveles de expresion de citoquinas IL-6, IL-23 y TNF-a
y metaloproteinasas MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-13 en pacientes con
EDA y DD. Ademas de correlacionar estos niveles con parametros clinicos
(dolor EVA y méaxima apertura bucal) e imagenolbégicos (signos de
degeneracion 6sea en TC-CB). Materiales y métodos: en 10 muestras de
liquido sinovial de ATMs afectadas con DDCR, DDSR y EDA se cuantificd
presencia de niveles de expresion de mRNA de IL-6, IL-23, TNF-a, MMP-1,
MMP-2, MMP-8 y MMP-13 mediante qPCR. Resultados: existen diferencias
significativas en la expresion de IL-6, IL-23, TNF-a y MMP-1, MMP-8 y MMP-
13 en fluido sinovial de EDA al comparar con DDSR y DDCR p< .05. En
pacientes con EDA, existe correlacion entre los niveles de TNF-a y niveles de
dolor (EVA). Conclusiones: En sujetos con EDA, la expresion génica de
TNF-a se correlaciona positivamente con presencia de dolor, y la presencia
de mRNA de MMP-1 y MMP-8 en fluido sinovial se correlaciona de manera

inversa con la apertura bucal.



INTRODUCCION.

Se les denomina Trastornos de la Articulacion Temporomandibular (TTM)
(Laskin DM, 1982) (Griffiths, 1983) a un conjunto de condiciones de dolor
craneofacial que pueden afectar tanto a la articulacion como a los musculos
masticatorios, como también a otras estructuras musculo-esqueletales

asociadas de la cabeza y el cuello (Scrivani, Keith, & Kaban, 2008).

La Osteoartritis (OA), se ha definido como una condicién artritica de
bajo nivel inflamatorio, ya sea primaria 0 secundaria a trauma u a otra
situacion de sobrecarga crénica o aguda. Se caracteriza por la erosion del
cartilago articular que se vuelve blando, raido y se adelgaza, lo que conlleva
a una eburnacion del hueso subcondral y la aparicion de osteofitos
marginales (Mercuri, 2008). Se presenta clinicamente con dolor, crépito o
ruidos multiples, y pérdida de la funcion (Manfredini, Chiappe, & Bosco, 2006).
En estudios imagenolégicos se aprecian cambios en la estructura 6sea como
esclerosis 0sea, erosion articular, quistes subcondrales y osteofitos, entre otros.
En ATM, existe baja correlacion entre los cambios éseos en imagenes
radiolégicas y la sintomatologia clinica (Comert Kilic, Kilic, & Sumbullu, 2015).
Para el diagnostico de los TTM se adaptaron en 2014 los criterios diagndésticos
de trastornos temporomandibulares (CD-TTM) (E. Schiffman et al., 2014), que
sugieren, en casos particulares, que los diagnésticos de desplazamiento discal
o enfermedad degenerativa articular debiesen ser confirmados mediante

imagenologia para considerarse validos (E. L. Schiffman et al., 2010).

En general, la enfermedad degenerativa articular (EDA) en ATM
progresa en tres etapas: degradacion enzimatica, degradacion del cartilago e
inflamacién/respuesta 6sea (Rando & Waldron, 2012). Aunque los mecanismos
patofisiolégicos exactos no se han dilucidado por completo, la evidencia
sugiere que un desbalance en la produccion de moléculas inflamatorias seria
un evento crucial. Numerosos mediadores se han detectado en fluido sinovial

de pacientes con EDA (Kellesarian et al., 2016).



I. CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA TRASTORNOS DE LA
ARTICULACION TEMPOROMANDIBULAR (CD-TTM).

En 1992 fueron publicados los criterios diagndsticos de investigacion para los
desOrdenes de la articulacion temporomandibular (CDI/TTM) (Dworkin &
LeResche, 1992). Estos corresponden a un protocolo de diagnostico
ampliamente usado para la investigacion de los TTM mas comunes. Su
sistema taxonomico incluye dos componentes de evaluacién: un eje | que
cubre la condicion clinica y un eje 1l que evalla el estatus psicoldgico y la

discapacidad generada por el dolor.

Los algoritmos del eje | original de los CDI/TTM han demostrado ser
confiables; sin embargo, el Proyecto de Validacion multisitio (multisite
Validation Project) determiné que los criterios diagndsticos necesitaban
mejora, dado que la validez de sus diagndsticos estaban bajo la sensibilidad
y especificidad requerida (= 0,70 y 20,95, respectivamente) (Truelove et al.,
2010).

Por lo anterior y a modo de recomendacion por parte de los autores de
las siguientes revisiones del eje | de los CDI/TTM (E. L. Schiffman et al.,
2010), realizadas entre 2001 y 2008, es que se desarrollan los CD/TTM
(2014), que proveen de una evaluacion exhaustiva de los TTM mas
comunes, y cuyo fin esta destinado para ser usado como una herramienta
validada en la odontologia general (E. Schiffman et al., 2014), representando,
de cierta forma, un progreso frente a los CDI/TTM (Steenks, Turp, & de Wijer,
2018). Su entrenamiento y calibracion puede ser conducida en tres niveles
dependiendo del objetivo de su uso: odontélogo general, clinica de
especialidad o investigacion (E. Schiffman & Ohrbach, 2016). Los niveles de
entrenamiento y calibracion abarcan desde la auto instruccion a través de un
video instructivo y lectura de documentacibn hasta un curso de
entrenamiento exhaustivo de dos dias impartido por un centro de
entrenamiento. La paridad diagndstica entre el entrenamiento formal y el
autoinstruido es similar, excepto para diagnosticos de subgrupos de mialgia
(Vilanova, Garcia, List, & Alstergren, 2015).



Los doce TTM mas comunes considerados en los CD/TTM incluyen
artralgia, mialgia, mialgia local, dolor miofascial, dolor miofascial referido,
cuatro tipos de desplazamientos discales (DD), EDA, subluxacién y cefalea
asociada a TTM (E. Schiffman et al., 2014). Las nuevas recomendaciones
para el diagnostico de TTM para el eje | de los CD-TTM incluyen un Screener
de dolor (parte del ANEXO 2), considerado un instrumento simple y valido
para detectar cualquier TTM doloroso (sensibilidad y especificidad = 0.95)
(Gonzalez et al.,, 2011). Adicionalmente, el cuestionario de sintomas
proporciona la historia clinica necesaria para elaborar un diagndstico, que,
sumado a los nuevos algoritmos de los CD/TTM asociados a dolor, ayudan a
orientar la historia y los hallazgos clinicos hacia un diagndstico mas preciso
para los desérdenes especificos descritos, excepto para la subluxacién (E.
Schiffman et al., 2014). Las Figuras 1 y 2 muestran los algoritmos de los

“decision tree” para diagnéstico de EDA y de DD usados en este estudio.

Cabe destacar que los CDI/TTM clasifican los desoérdenes
intraarticulares como artralgia, OA y osteoartrosis (Dworkin & LeResche,
1992). Aunque el componente principal de presencia de dolor es comun para
artralgia y OA, la osteoartrosis es un cambio degenerativo que cursa sin
dolor asociado. En la literatura médica, tal distincion generalmente no se deja
entrever, y los términos de osteoartrosis y OA se usan indistintamente,
siendo OA el término usado con mayor prevalencia (Attur, Dave, Akamatsu,
Katoh, & Amin, 2002). En los CD/TTM, a diferencia de los CDI/TTM, no se
hace tal diferenciacién y el término que engloba estas condiciones articulares
es EDA (Anderson et al., 2010; E. Schiffman et al., 2014).
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ENFERMEDAD DEGENERATIVA ARTICULAR

Presencia de ruidos en ATM |NO
(0]

Deteccién de ruido durante la

examinacién por el paciente

azul)

-
1SI -

Crépito detectado porel |NO
examinador

Si

HISTORIA CLiNJCA
& EXAMINACION
(comenzar por el recuadro

DIAGNOSTICO
CLINICO

IMAGENOLOGIA

Figura 1. Algoritmo de decisiones para diagnosticar enfermedad degenerativa articular
segun los CD/TTM (adaptado desde DC/TMD diagnostic decision tree).
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ALTERACIONES INTRA-ARTICULARES
Presencia de ruidos en ATM
NO o NO Bloqueo mandibular previo en
- Deteccion de ruido durante la posicion de cierre
8 3 examinacion por el paciente _E o
g - Y 3Si Interferencia durante masticacion
= g ?g NO Clicking reciproco si
oxt . o
ZT Click en apertura/cierre
L= 5 Y
r=a . .
9 § E Click en excursivas NO Méxima apertura
o w £ - !'SI asistida 2 40mm
T 3 NO| Bloqueo intermitente actual con (compensada)
= limitacion de la apertura .
1S Sl

De estar presente: uso de NO
maniobra para abrir la boca

Sl

DIAGNOSTICO
CLINICO

Figura 2. Algoritmo de decision para diagnosticar alteraciones intrarticulares segin los
CD/TTM (adaptado desde DC/TMD diagnostic decision tree).

| IMAGENOLOGIA |
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ll. HERRAMIENTAS IMAGENOLOGICAS PARA DIAGNOSTICO DE EDA.

Inherente al tamafio de la articulacion, la observacion de la imagen de la ATM
se ve dificultada debido a que los componentes 0seos son pequefios y también
a que existe superposicion de estructuras 0seas. Lo anterior se traduce en una
falta de méargenes definidos y claros de la articulacion cuando se usan técnicas
radiograficas convencionales (Ludlow, Davies, & Tyndall, 1995; Palconet,
Ludlow, Tyndall, & Lim, 2012)

Los CDI/TTM (Dworkin & LeResche, 1992), en su eje |, describen
brevemente los criterios usados para el analisis de imagenes al diagnosticar
DD mediante artrografia y resonancia magnética (RM), y el uso de tomografias
computarizadas (TC) como la modalidad de eleccion para evaluar cambios
0seos en la ATM, tanto para investigacion como para diagnéstico (Ahmad et
al., 2009). Para el 2010, el Proyecto de Validacion publicé la necesidad de
obtener imagenes para validar el diagnostico de DD y EDA en ATM (E. L.
Schiffman et al., 2010; Truelove et al., 2010).

Las TC proveen de una imagen optima de los componentes 6seos de la
ATM, con una exactitud que varia entre el 87,5% al 96%, para detectar artritis
degenerativa (Manzione, Katzberg, Brodsky, Seltzer, & Mellins, 1984). Es mas,
un estudio de especimenes de autopsia demostr6 que la TC tiene una
sensibilidad del 75% y una especificidad del 100% para detectar cambios
O0seos (Westesson, Katzberg, Tallents, Sanchez-Woodworth, & Svensson,
1987). Sin embargo, el alto costo, el acceso al equipo y la radiacion
relativamente alta ha limitado el uso de las TC para evaluacion de la ATM
(Barghan, Tetradis, & Mallya, 2012). Frente a esto, es que se desarrolla la
técnica de tomografia computarizada de haz cénico — cone beam (TC-CB) para
evaluacion de la ATM, la cual permite una reconstruccién tridimensional de las
estructuras 0seas (White SC, Pharoah MJ, 2004). Se pueden obtener medidas
lineales precisas debido a la habilidad de generar una imagen reconstruida en
escala 1:1 (Lascala, Panella, & Marques, 2004). En general, las imagenes

obtenidas mediante TC-CB poseen una eficacia diagndstica tan buena como

13



una TC convencional, siendo superiores en confiabilidad y exactitud al
comparar con una radiografia panordmica o una TC lineal (Honda, Larheim,
Maruhashi, Matsumoto, & Iwai, 2006; Honey et al., 2007). Es importante
destacar que se acorta el tiempo de examinacion disminuyendo asi la dosis de
radiacion, incluso hasta seis veces, al comparar con una TC convencional
(Cohnen et al.,, 2002; Mozzo, Procacci, Tacconi, Martini, & Andreis, 1998;
Tsiklakis, Syriopoulos, & Stamatakis, 2004).

La clasificacion radiografica de OA para cualquier articulacion es
compleja y la mayoria de los trabajos al respecto se han centrado en
articulacion de rodilla. En un intento de emular una clasificacion que permita
evaluar los componentes 6seos de una ATM, Ahmad y cols. (Ahmad et al.,
2009) emparejaron sus criterios con los criterios del sistema de analisis
Kellgren — Lawrence para OA en rodilla, para luego incorporar otros criterios
radiogréficos publicados anteriormente para andlisis de ATM (de Leeuw,
Boering, van der Kuijl, & Stegenga, 1996; Wiberg & Wanman, 1998). Esto
derivé en una exhaustiva lista de caracteristicas radiograficas para analisis de
tejidos 6seos y no-0seos en radiografias panoramicas, CT y RM (Ahmad et al.,
20009).

Evaluacion de componentes 0seos articulares

Esclerosis 6sea

La esclerosis subcortical de la fosa temporal se considera un hallazgo
indeterminado, pues se considera una variacion de la norma asociada a
procesos de envejecimiento o remodelacion (Burr & Schaffler, 1997). Para que
la esclerosis del hueso subcortical se considere signo de EDA debe
encontrarse generalizada y adyacente a superficies articulares (Ahmad et al.,
2009).

14



Erosion de la placa cortical y formacion de quistes subcondrales

La erosion de las superficies articulares es una de las caracteristicas de OA
presente en articulaciones de mano o rodilla (Brandt, Fife, Braunstein, & Katz,
1991). En ATM es una caracteristica principal para el diagnostico de EDA
(Ahmad et al., 2009). Frente al hallazgo de erosiones en etapa avanzada,
varias articulaciones también evidenciaban formacion de quistes subcondrales
(Akerman, Kopp, & Rohlin, 1988).

Osteofitos

Los osteofitos representan degradacion articular y se asocian con presencia de
dolor en la articulacion. Un osteofito, incluso pequefio, es un indicador de
progresion de la enfermedad degenerativa (Kornaat et al., 2006). La mayoria
de los osteofitos se localizan en la superficie anterior del condilo (Ahmad et al.,
20009).

En resumen, para diagnosticar EDA-ATM se necesita observar
presencia de erosiones corticales, quistes subcondrales, osteofitos o esclerosis

generalizada (Figura 3).
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Figura 3. TC sagital de céndilos mostrando cambios 6seos acordes con diagnésticos de
EDA. A. Indeterminado para EDA: esclerosis subcortical sin aplanamiento ni erosion. B.
Esclerosis subcortical, osteofito anterior. C. Esclerosis subcortical, aplanamiento de la
vertiente posterior de la eminencia, osteofito anterior, espacio superior articular disminuido.
D. Margen anterior aplanado, osteofito anterior, fosa aplanada. E. Vertiente posterior
aplanada de la eminencia condilar, margen erosionado y sin cortical, osteofito. F. Margen
anterior aplanado, altura condilar disminuida, margen erosionado y sin cortical, osteofito,
bordes de la fosa irregulares. G. Quiste subcondral, osteofito, vertiente posterior de la
eminencia esclerosada. H. Esclerosis generalizada, erosién superficial, osteofito, fosa
esclerosada (Imagen adaptada desde Ahmad et al., 2009).
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. ARTROCENTESIS COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA Y
TERAPEUTICA.

En general, existen dos tipos de modalidades terapéuticas para los TTM:
terapia conservativa (no invasiva) y quirargica (invasiva). Cuando el tratamiento
conservador es insuficiente, pueden considerarse las opciones de tratamiento
quirdrgico: tratamiento minimamente invasivo (artroscopia y artrocentesis) o

invasivo (acceso abierto a la articulacion) (List & Axelsson, 2010).

Se produjo un cambio en el enfoque terapéutico de los TTM al
introducirse la técnica artroscopia para ATM (Onishi, 1975). El éxito de esta
modalidad llevo al uso de la artrocentesis como una modalidad terapéutica con
resultados satisfactorios, sobre todo en pacientes con DD sin reduccion
(DDSR) severos (Laskin, 2009). En un estudio realizado sobre uso de
artrocentesis modificada con dos agujas, pacientes derivados a tratamiento
quirtrgico fueron preseleccionados para evaluar el efecto del lavado del
compartimento superior, lo que se tradujo en mejoras en los parametros de
movimiento y en los niveles de dolor, resultados que se mantuvieron hasta 14
meses posteriores a la intervencién (Nitzan, Dolwick, & Martinez, 1991). Al-
Belasy y Dolwick, en su revision de la literatura, determinaron que la tasa de
éxito de la artrocentesis era de un 83,2%, concluyendo asi que era un
procedimiento de baja morbilidad, simple, no invasivo, econémico y altamente
eficiente (Al-Belasy & Dolwick, 2007).

La artrocentesis es un procedimiento mediante el cual se irriga el
compartimento superior de la ATM. La técnica descrita por Nitzan (Nitzan et al.,
1991) se realiza marcando dos puntos sobre la piel de la ATM afectada: un
punto representando la fosa articular y el otro la eminencia. Luego, se aplica
anestesia local para bloquear el nervio auriculotemporal. Se usa una aguja 19G
que se inserta en el compartimento superior de la fosa articular (punto mas
posterior), seguido de una inyeccion de 2 a 3 mL de solucién Ringer o suero
fisiolégico para distender el espacio articular. Se inserta otra aguja 19G en el

espacio articular distendido, en el area de la eminencia articular (punto mas
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anterior), para crear un flujo de la solucién en el compartimento superior.
Zardeneta y cols, recomiendan un flujo de 100 mL de solucion Ringer dado que
la hemoglobina desnaturalizada y varias proteinasas se recuperan en esa
cantidad; por otro lado, otros estudios sugieren que para un lavado ideal se
usen entre 300 a 400 mL, para la eliminacion de bradiquinina, interleuquina-6 y
otras proteinas (Kaneyama et al., 2004; Zardeneta, Milam, & Schmitz, 1997).

El lavado del compartimento superior que ocurre en la artrocentesis
fuerza la separacion del disco articular desde la fosa temporal, asi se rompen
las adhesiones discales mediante fuerza hidraulica y al manipular la
articulacion; se remueven particulas degradadas y otros componentes
inflamatorios, y también disminuye la presion intraarticular cuando la
articulaciéon se encuentra inflamada (Nitzan, 2006). Se ha reportado que la
artrocentesis reduce el dolor articular, mejora la funcion articular y reduce el
clicking (Leibur, Jagur, & Voog-Oras, 2015). Comunmente es usada como
tratamiento para pacientes diagnosticados con DDSR y adhesiones discales
(Tvrdy, Heinz, & Pink, 2015). Actualmente se ha extendido su uso en casos de
DD con reducciéon (DDCR) y como tratamiento paliativo en episodios agudos de
artritis reumatoidea o degenerativa (Tozoglu, Al-Belasy, & Dolwick, 2011), asi
como para aquellos pacientes con respuesta desfavorable frente a tratamientos

no invasivos (Laskin, 2009).

Dentro de las complicaciones mas mencionadas se describen paresis o
pardlisis facial temporal por el uso de anestésico e inflamacién de los tejidos
vecinos por difusion de la solucion inyectada, ambas complicaciones
transitorias que desaparecen tras unas horas (Nitzan, 2006). El fracaso de la
técnica de artrocentesis insinuaria que se necesita de un tratamiento quirdrgico
para la liberacion de la articulacion y la recuperacion de su funcion (Nitzan,
2006). Finalmente, el fluido aspirado de la articulacion puede servir de
diagnaostico tanto macroscépico como microscopico, y, ademas, ser usado para
diagnostico, terapia e investigacién en los TTM (Emshoff, Puffer, Rudisch, &
Gassner, 2000).
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IV. INTRODUCCION A LA ETIOPATOGENIA DE LA DEGENERACION
ARTICULAR

Se ha documentado que la ATM se comporta de manera similar a otras
articulaciones sinoviales (Boudewijn Stegenga, de Bont, & Boering, 1989). Hay
reportes de ATM afectada por enfermedades inflamatorias articulares
sistémicas (Haraldson, Jonsson, & Tarkowski, 1988). De hecho, la incidencia
de ATM afectadas en pacientes con artritis reumatoidea (AR) se ha reportado
hasta en un 86% de los casos (A. B. Holmlund, Gynther, & Reinholt, 1992).
Estos datos han derivado en que el conocimiento de OA, AR y otras
inflamaciones asociadas de las articulaciones sinoviales podrian ser aplicadas
a la ATM (Kacena et al., 2001). Mdltiples citoquinas se han identificado en el
fluido sinovial de pacientes con TTM gue semejan a los perfiles encontrados en
otras articulaciones sinoviales con OA o AR (A. Holmlund et al., 1991) (Shafer,
Assael, White, & Rossomando, 1994) (Fu, Ma, Zhang, & Chen, 1995) (Kubota,
Imamura, Kubota, Shibata, & Murakami, 1997) (Kubota, Kubota, Matsumoto,
Shibata, & Murakami, 1998) (Alstergren, Ernberg, Kvarnstrom, & Kopp, 1998)
(Kopp, 1998) (Sandler, Buckley, Cillo, & Braun, 1998) (Takahashi et al., 1998)
(Fang, Ma, Ma, & Fu, 1999) (Okamoto, Hoshi, Kiire, Yamanaka, & Kamatani,
2008) (de Lange-Brokaar et al., 2012). Se cree que estas citoquinas estarian
involucradas en los cambios 6seos como los osteofitos y la erosion de la ATM
(Takahashi et al., 1998).

Segun estudios artroscépicos, la sinovitis es una caracteristica que
acompafa frecuentemente a la EDA en ATM (lIsrael, Diamond, Saed-Nejad, &
Ratcliffe, 1998) (Israel, Langevin, Singer, & Behrman, 2006) y este componente
inflamatorio estaria inducido por los productos de desecho y por mediadores
inflamatorios (de Bont & Stegenga, 1993). La evidencia recolectada hace tener
una nueva perspectiva en que la enfermedad afecta a todos los componentes
articulares: cartilago articular, hueso subcondral, recubrimiento sinovial celular,
fluido sinovial y los ligamentos capsulares (B. Stegenga, de Bont, Boering, &
van Willigen, 1991) (Egloff, Hugle, & Valderrabano, 2012) (Scanzello &
Goldring, 2012) (Haseeb & Haqqi, 2013).
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Factores predisponentes, iniciadores o perpetuadores para el desarrollo
de los TTM pueden incluir comportamientos parafuncionales, microtraumas,
traumas directos o indirectos en la zona, cambios en la oclusion y factores
sistémicos, genéticos o0 psicosociales (edad, género, estrés, enfermedades

sistémicas o traumas previos) (Graff-Radford, 2007).

1. Articulacién sinovial

Los elementos basicos de una articulacion sinovial son el cartilago articular, la
membrana sinovial y el fluido sinovial (FS). La diferencia entre casi todas las
articulaciones sinoviales con la ATM es que el cartilago articular corresponde a
fibrocartilago. EI FS cubre las superficies articulares y es esencial para la
nutricion y lubricacion de la articulacion. Cambios en la membrana sinovial
probablemente causarian cambios en la composicidon del FS, por tanto,

provocarian cambios en el metabolismo articular (de Bont & Stegenga, 1993).

El cartilago articular, un tejido avascular, se compone de dos grandes
fases: una fase fluida compuesta de agua y electrolitos y una fase solida
constituida por la matriz extracelular (MEC), compuesta de colageno,
proteoglicanos, glicoproteinas, otras proteinas; y los condrocitos (B. Stegenga
et al., 1991). Cada fase contribuye a las propiedades mecanicas y fisiologicas
que presenta el cartilago (Charni-Ben Tabassi & Garnero, 2007). Los
condrocitos son células activas: producen el colageno y los proteoglicanos de
la MEC, asi como también glicoproteinas y enzimas, y se encuentran
encargados de la homeostasis del cartilago. Las fibras de colageno (colageno |
principalmente en fibrocartilago) se encuentran organizadas en una malla
tridimensional de capas y manojos de fibrillas. Los proteoglicanos sumados al
acido hialurénico crean agregados de proteoglicanos, que se encuentran
ocupando el espacio intersticial de la matriz embebidos en la malla de colageno
(de Bont, Boering, Havinga, & Liem, 1984) (B. Stegenga et al., 1991).

Durante la funcion normal, la presion externa provocada por las cargas

esta en equilibrio con la presion interna articular. De esta forma, los
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proteoglicanos mantienen la malla de coldgeno en constante tensién, y el

cartilago articular obtiene sus propiedades fisicas (de Bont et al., 1991).

2. Degeneracion del cartilago articular.

Durante los cambios degenerativos tempranos, se observa abultamiento y
debilitamiento del cartilago articular como resultado de un aumento del
volumen hidrico en los proteoglicanos (de Bont & Stegenga, 1993). Esto ocurre,
probablemente, por la descomposicion localizada de las fibras de colageno
dentro de la matriz. En fases tempranas de OA, ademas se puede encontrar
fragmentacion de las fibras de colageno, disminucién de la cantidad de
proteoglicanos y agrupamiento de los condrocitos (de Bont & Stegenga, 1993).
Estos Gltimos pueden modificar sus actividades metabdlicas en respuesta a los
cambios en el ambiente, pero finalmente, un desequilibrio entre la sintesis y el
catabolismo termina en la degradaciéon de la MEC (Ratcliffe, Israel, Saed-
Nejad, & Diamond, 1998).

La progresion patologica de OA sigue un patron caracterizado por el
agrupamiento de los condrocitos como resultado de un aumento de la
proliferacion celular y un aumento general en la actividad de sintesis asociada a
la produccién incrementada de proteinas de la MEC. A medida que el proceso
continla, hay evidencia de una actividad catabdlica aumentada respecto a la
sintesis de genes de proteinasas asociadas a la pérdida gradual de
proteoglicanos, seguida de la degradacion de colageno (Goldring & Goldring,
2010). Andlisis en cartilagos humanos con OA indican niveles altos de
proteinas indicadoras de un estado catabdlico, incluyendo metaloproteinasas
(MMP) -1, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14, asi como de agrecanasas
ADAMTS5, ADAMTS4 y ADAMTS9 (Wu et al., 2002) (Kurz et al., 2005) (G.
Murphy & Nagase, 2008). Estos cambios celulares también se acompafian de
aumento en la expresion de proteinas regulatorias (IL-1, TNF-a, receptores tipo
Toll, RAGE, Ihh, entre otros), proteinas de matriz (colageno tipo Il y X, agrecan,
osteopontina, entre otras), marcadores de estrés y de apoptosis (caspasas 3 y
9, Bcl-2 y nitrotirosina) y factores de transcripcion (Goldring, Otero,

21



Tsuchimochi, ljiri, & Li, 2008) (Goldring & Marcu, 2009). La presencia de
fibrilacién de la superficie articular y una produccion localizada de fibrocartilago
acompafa a estos cambios. Los perfiles de citoquinas en la sinovial con OA
apoyan el rol de un proceso patoldgico asociado a inflamacion y estrés
oxidativo (Pritzker et al., 2006).

Los productos de degradacion del cartilago osteoartritico liberados a la
cavidad articular pueden ser absorbidos por la membrana sinovial; pero cuando
se producen en grandes cantidades y no pueden ser eliminados
eficientemente, se liberan mediadores que causan una respuesta inflamatoria
de la sinovial (B. Stegenga et al., 1991). Estudios histologicos de sinovial con
OA muestran infiltracion de células inflamatorias, como macréfagos y linfocitos
T, aumento en el recambio celular y angiogénesis (Smith, Triantafillou, Parker,
Youssef, & Coleman, 1997) (Haywood et al., 2003). Hay un incremento en el
recambio de células en la sinovial inflamada: proliferan fibroblastos y vasos
sanguineos, se reclutan macrofagos y hay un aumento en la apoptosis celular
(D A Walsh, 1999). Oehler y cols., identificaron también cambios hiperplésicos,
presencia de fibrosis y de detritus (compuesto de restos de cartilago
macromolecular y hueso) (Oehler, Neureiter, Meyer-Scholten, & Aigner, 2002).
La sinovitis es un factor que probablemente contribuye a la desregulacion de la
funcion de los condrocitos, favoreciendo el desbalance entre las actividades
catabdlicas y anabdlicas de los condrocitos en la remodelacién de la MEC
(Richard F. Loeser, 2006) (Hugle & Geurts, 2017). Los procesos de inflamacion
y angiogénesis contribuirian al dafio en la articulacion al estimular la produccién

de metaloproteinasas y la osificacién endocondral (Bonnet & Walsh, 2005).

Existe una relaciéon entre la capacidad adaptativa del cartilago articular,
la carga articular, y la degeneracion del cartilago (de Bont & Stegenga, 1993)
(Hugle & Geurts, 2017). Una disminucion en la habilidad del cartilago articular
de soportar las cargas funcionales conlleva un aumento en las fuerzas
ejercidas sobre el hueso subcondral (B. Stegenga et al., 1991). La placa o zona

de hueso subcondral se compone de hueso cortical relativamente no poroso y
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pobremente vascularizado y esta separado del cartilago articular suprayacente
por la zona de cartilago calcificado (Burr, 2004). Durante el curso de OA, la
arquitectura y las propiedades de la cortical y del hueso trabeculado se
modifican por procesos de remodelamiento y modelamiento mediados por
células (Bullough, 2004). El ciclo de remodelamiento se inicia con la activacion
de superficies 6seas quiescentes y la iniciacion de la resorcibn Osea es
mediada por osteoclastos (Goldring & Goldring, 2010). En OA, el
remodelamiento y recambio de la placa de hueso subcondral tiene un caracter
dual e inicialmente muestra un adelgazamiento de dicha placa. En etapas mas
tardias, la zona de cartilago calcificado desaparece y la placa ésea se engrosa
substancialmente a expensas de la medula 6sea grasa (B. Li, Marshall, Roe, &
Aspden, 1999). Otros cambios en el tejido éseo incluyen modificacién de la
arquitectura del trabeculado 6seo subcondral, formacion de tejido 6seo en los
margenes articulares (osteofitos) y desarrollo de quistes en hueso subcondral.
Hay evidencia de que existe invasion vascular en el cartilago calcificado y en el
hueso subcondral, asi los procesos de angiogénesis en la union osteocondral
conducirian a una osificacion endocondral y a la posterior formacion de
osteofitos (Pufe, Petersen, Tillmann, & Mentlein, 2001) (D. A. Walsh et al.,
2007). Estos cambios esqueletales pueden asociarse con alteraciones
marcadas en el contorno de las superficies articulares adyacentes, resultando
en cambios en la congruencia articular. Esto contribuye a un ambiente
biomecéanico adverso, puesto que las propiedades de deslizamiento de la
articulacién se ven reducidas, lo que conlleva un aumento en la friccion y a un

movimiento alterado de la articulacion (Buckland-Wright, 2004).
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V. BIOMARCADORES MOLECULARES

Muchos factores solubles generados desde la sinovial inflamada y desde los
condrocitos, como algunas citoquinas y quimioquinas, generan una progresion
de los sintomas asociados a EDA (Milam, 2003). Se ha reportado que esta
serie de mediadores quimicos jugarian un papel clave en el desarrollo de varias
artropatias como, por ejemplo, EDA y AR. Dentro de este grupo destacan
interleuquina  (IL)-1B, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, factor de
crecimiento transformante (TGF)-B1, factor de necrosis tumoral (TNF)-q,
interferon (INF)-y, prostaglandina E2 (PGE,), aggrecanasa-1, aggrecanasa-2,
metaloproteinasa de matriz (MMP)-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 y ligando del
receptor activador del factor nuclear-kappa B (RANKL) (Shafer et al., 1994)
(Sandler et al., 1998) (A. Tanaka et al., 2000) (Attur et al., 2002) (Yoshida et al.,
2005) (de Lange-Brokaar et al., 2012) (Kellesarian et al., 2016).

1. Citoquinas

Las citoquinas son producidas en los tejidos articulares y liberadas al fluido
sinovial, y ellas actian sobre las células residentes de una manera autocrina-
paracrina (Goldring, 2000). Muchos de estos factores son necesarios en niveles
bajos para la homeostasis de los tejidos, pero en OA el balance se ve alterado
(Goldring & Marcu, 2009).

1.1. Familia IL-17

Interleuquina-17 (IL-17A, miembro fundador de la familia IL-17), una
citoquina secretada por linfocitos T CD4+ memoria activados, modula la
etapa temprana de las respuestas inmunes (Broxmeyer, 1996). Fossiez
y cols, clonaron la contraparte de IL-17 en ratdn, reportando que IL-17
estimularia células epiteliales, endoteliales y fibroblasticas para que
secreten varias citoquinas, tales como IL-6, IL-8, GCSF y PGE, (Fossiez
et al., 1996). Se detectaron niveles altos de IL-17 en FS de pacientes
con AR, al compararse éstos con niveles de IL-17 en FS de pacientes

con OA. Ademas, se demostré que IL-17 estimulaba la expresion del
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gen del factor diferenciador de osteoclastos en osteoblastos e inducia la
diferenciacibn de osteoblastos en osteoclastos y células de médula
Osea, por lo que IL-17 estaria involucrada en el proceso de

osteoclastogénesis en pacientes con AR (Kotake et al., 1999).

IL-17 aumenta la liberacion de IL-6 en cultivos de células de
cartilago, sinovial y tejidos éseos (Rifas & Avioli, 1999) (Tokuda,
Kozawa, & Uematsu, 2002). La degradacion enzimatica de los
componentes de la MEC mediada por metaloproteinasas juega un rol
importante en las artritis. Se ha demostrado que IL-17 aumenta la
degradacion de la matriz al inducir la liberacion de proteoglicanos y
fragmentos de colageno desde el cartilago, y al mismo tiempo inhibir la
sintesis de éstos (Jovanovic et al., 2000) (Chabaud, Lubberts, Joosten,
van Den Berg, & Miossec, 2001). Ademdas, monocitos sanguineos
humanos liberarian IL-18 y TNF-a al ser estimulados por IL-17 en

experimento in vitro (Jovanovic et al., 1998).

Las células Th17 son potentes inductores de inflamacion tisular y
se han asociado con la patogénesis de varias enfermedades
autoinmunes y condiciones inflamatorias humanas (Wilson et al., 2007).
Las articulaciones humanas artriticas contienen mudltiples citoquinas
proinflamatorias, incluyendo IL-1, IL-17 y TNF-q, las que sinérgicamente
aumentan la inflamacion articular y la pérdida de -cartilago/hueso
(LeGrand et al., 2001). El linaje Th17 necesita de ciertas citoquinas para
poder diferenciarse. Dichas citoquinas incluyen TGF-g1, IL-6 e IL-21,
donde TGF-B1 es esencial para la diferenciacion de las células T CD4+
naive y para la induccion de IL-23R, que hace a las células Thl7
receptivas a IL-23, promoviendo asi su posterior maduracion (Chabaud
et al., 2001). IL-23 no es el factor diferenciador para las células Th17,
pero si estabiliza las células Th17 en diferenciaciéon y las conduce a su
posterior maduracién, por ejemplo, al inducir IL-22 en estas células
(Korn, Bettelli, Oukka, & Kuchroo, 2009). IL-23 especificamente
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estimula linfocitos T memoria para producir IL-17, aunque linfocitos T
CD8+ de ratones también responden en experimentos in vitro (Happel
et al., 2003) (Aggarwal, Ghilardi, Xie, de Sauvage, & Gurney, 2003).
La produccion de IL-17 se ve aumentada como respuesta a IL-23, la
gue es producida por células dendriticas activadas (Aggarwal et al.,
2003).

1.2. Citoquinas proinflamatorias

Las citoquinas ayudan a mediar la inflamacion aguda y crénica y la
consecuente destruccion tisular que se observa en EDA y en AR. Los
estudios que evidencian el rol de las citoquinas en ATM se han enfocado
principalmente en TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8, INF-y, IL-1ra e IL-10 (Shafer
et al., 1994) (Fu et al., 1995) (Alstergren et al., 1998; Kubota et al., 1997,
Kubota et al., 1998) (Fang et al., 1999; Kopp, 1998; Sandler et al., 1998;
Takahashi et al., 1998).

TNF- a, IL-1B, IL-6, IL-8, INF-y son citoquinas proinflamatorias,
gue han demostrado jugar un rol importante en la regulacion de la
degradacion del cartilago y en el remodelamiento 6seo, particularmente
en la resorcion 6sea (Feldmann, Brennan, & Maini, 1996) (Kacena et al.,
2001) (Kellesarian et al., 2016). Los osteoclastos, las células que
degradan hueso, pueden ser directamente activadas por IL-6 (Kurth et
al., 1999). Alternativamente, IL-1 y TNF-a regulan positivamente a
RANKL ubicado en superficies de osteoblastos y/o en células
estromales, quien interactla con su receptor de superficie RANK, en los
precursores de osteoclastos, lo que da como resultado un aumento en el
numero de osteoclastos (Kacena et al., 2001). Mientras que TNF-a e IL-
18 aparentan ser las principales citoquinas involucradas en la
destrucciébn de la ATM, todas las citoquinas mencionadas pueden
estimular la proliferacion sinovial y su subsecuente activacion (Dayer,
1991) (van Leeuwen, Westra, Limburg, van Riel, & van Rijswijk, 1995).

Adicionalmente, los sinoviocitos secretan PGE,, estromelisina y
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metabolitos de acido araquidonico, que han demostrado causar la
activacion de osteoclastos, que posteriormente comenzaran el proceso
de resorcion 6sea y la destruccion del hueso subcondral (Dayer, 1991)
(van Leeuwen et al., 1995) (Feldmann et al., 1996) (Takahashi et al.,
1998) (Horai et al, 2000). Por otro lado, estas citoquinas
proinflamatorias pueden inducir la sintesis y secreciobn de otras
citoquinas proinflamatorias, como en el caso de TNF- a e IL-1B que
inducen la sintesis y secrecion de IL-6 e IL-8 (Guerne, Zuraw, Vaughan,
Carson, & Lotz, 1989) (Arend & Dayer, 1990) (Koch et al., 1991) (de
Leeuw et al., 1996). IL-6 o IL-8 por si solas, no son capaces de estimular
la degradacion del cartilago directamente, pero pueden modular los
efectos de las citoquinas que si son directamente catabdlicas. IL-8,
inducida por TNF-a (Lotz, Terkeltaub, & Villiger, 1992), es uno de los
factores quimiotacticos mas potentes de neutrofilos y linfocitos T, tanto in
vivo como in vitro (Larsen, Anderson, Appella, Oppenheim, &
Matsushima, 1989). Por otra parte, IL-6 parece ser producida por
macrofagos y linfocitos T que infiltran la sinovial, como también por
condrocitos y fibroblastos (Hirano et al., 1988). Podria entonces
especularse gue IL-8 activa a los linfocitos T para que liberen IL-6 en la
ATM (Kaneyama, Segami, Nishimura, Suzuki, & Sato, 2002).

Estudios sobre andlisis de fluido sinovial sugieren que los niveles
de IL-6 en ATM afectadas se correlacionan con la severidad de la
enfermedad degenerativa: cambios morfolégicos, sintomas clinicos y
cantidad de efusién articular. Kaneyama y cols. encontraron niveles altos
de IL-6 asociados a cambios 6seos en el condilo, mientras que los
niveles de IL-17 eran bajos (Kaneyama et al., 2004). Los niveles de IL-6
fueron considerablemente mayores en muestras de FS asociadas a
degeneracion 6sea (Kaneyama et al., 2002), y se encontraron asociadas
a dolor funcional (Shinoda & Takaku, 2000). Otros estudios, detectaron
niveles altos de IL-6 e IL-8 en casos de efusion articular asociada a
EDA, en comparacion a ATM sin efusion articular (Sandler et al., 1998)
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(Segami et al., 2002). Por otro lado, estudios anteriores, han detectado
altos niveles de TNF-a e IL-1 B en fluido sinovial de EDA-ATM,
correlacionado estos niveles con la presencia de dolor funcional (Shafer
et al., 1994) (Takahashi et al., 1998).

2. Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMP) son una familia de enzimas producidas
por sinoviocitos y condrocitos que degradan la MEC (Okada, Nagase, &
Harris, 1986) (Birkedal-Hansen et al., 1993). Las MMP son secretadas
como pro-enzimas latentes y su activacion involucra una pérdida del
propéptido (Gepstein, Arbel, Blumenfeld, Peled, & Livne, 2003). La
expresion y actividad de las MMPs esta regulada en tres aspectos: a
nivel de transcripcion por factores de crecimiento y citoquinas, a nivel de
traduccion y activacion proenzimética y, por inhibidores de tejido
especificos (TIMPs) (Gepstein et al., 2003). Los TIMPs son
glicoproteinas regulatorias muy importantes en la actividad de las MMP,
pues frecuentemente se correlacionan con la destruccion de los tejidos
en procesos patoldgicos, como en OA, debido a un desbalance en la
cantidad de MMP sobre la de TIMP (Yoshihara et al., 2000), ya que los
TIMP inhiben la actividad de las MMP al formar un complejo

estequiométrico de 1:1 (Hayakawa, 1991).

Basado en su organizacion de dominio, las similitudes en la
secuencia y la especificidad de su sustrato, las MMPs pueden ser
clasificadas en los siguientes cuatro grupos: gelatinasas, matrilisinas,
arquetipicas y furina-activadas. Dentro de las MMPs arquetipicas
encontramos tres subgrupos divididos de acuerdo con las
especificaciones de su sustrato: colagenasas, estromelisinas y otras
MMPs arquetipicas (L. Li & Li, 2013). Tres grandes grupos de MMPs se
expresan en tejidos esqueletales: gelatinasas (MMP-2 y MMP-9),
colagenasas intersticiales (MMP-1, MMP-8 y MMP-13) y estromelisina
(MMP-3), las cuales pueden degradar, sinérgicamente, todos los
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componentes de la MEC y la membrana basal (Gepstein et al., 2003).
MMP-2 y MMP-9 clivan moléculas de colageno nativo tipo IV en un solo
sitio de la region helicoidal. También degradan colageno tipo V, VIl y X,
gelatina, elastina y fibronectina. Sin embargo, el sustrato exacto para
estas MMP no ha sido dilucidado. MMP-3 (estromelisina-1), por otra
parte, degrada coladgeno tipo |II, I, IV, VI, X y Xl, gelatina,
proteoglicanos, laminina y fibronectina. Ademas, activa algunos
zimégenos de MMP, por lo que es una MMP clave en la degradacion del

cartilago articular.

Las MMP regulan el remodelamiento tisular de la ATM bajo
condiciones fisiologicas normales (Woessner & Gunja-Smith, 1991). Sin
embargo, en un estudio se concluyé que hay algunas MMP que estan
exclusivamente asociada a sinovitis en AR como, por ejemplo, MMP-13,
quien degrada preferentemente colageno tipo Il y agrecan, y MMP-15,
guien activa las proenzima proMMP-2 y proMMP-13 y esta involucrada
en el procesamiento de TNF-a (Konttinen et al., 1999). La aparicion de
formas activas de proteinasas en el liquido sinovial podria indicar
cambios degenerativos tempranos en el cartilago articular de la ATM
(Kubota et al., 1998). Biomarcadores que estan relacionadas con el
inicio de la degeneracién del cartilago articular en estadios tempranos de
OA incluyen varias enzimas que degradan MEC, como la familia MMP,
ADAMTS, agregacanasas, etc. (Matyas, Atley, lonescu, Eyre, & Poole,
2004).

Se ha documentado la presencia de MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en
liquido sinovial en pacientes con DDSR de ATM (Kubota et al., 1997)
(Kubota et al., 1998). En un estudio por Srinivas y cols., se confirmé la
presencia de MMP-2 y MMP-9, y de MMP-1, MMP-8 y MMP-13 en el FS
de ATM, enfatizando la importancia de la cascada de MMP en la
patogénesis de la ATM (Srinivas et al., 2001). Un estudio de OA-ATM en

modelo animal concluyé que MMP-2 es un marcador adecuado para
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evaluar la progresion de la enfermedad (Miyamoto, Ishimaru, Kurita, &
Goss, 2002). MMP-2 activa a MMP-13 y puede degradar directamente
colageno tipo | y Il (Knauper, Lopez-Otin, Smith, Knight, & Murphy,
1996). MMP-13, por otra parte, es conocida como una enzima que
degrada MEC en articulaciones con OA (Knauper et al., 1996) (Knauper
et al.,, 1997). En un modelo animal, los niveles de MMP-13 se
relacionaban con la presencia de condrocitos patolégicos hipertroficos
durante estadios tempranos de OA (Kamekura et al., 2005), y su
sobreexpresion podia inducir el inicio de OA a través de una
degradacion excesiva de la MEC (Nugent, 2016). Consecuentemente,
un estudio clinico demostré6 que MMP-13 estaba anormalmente
aumentada en fases tempranas de OA, y disminuida en los estadios
tardios de la enfermedad (Sato et al., 2006). Otro estudio descubrié que
la progresion de OA es inhibida en ratones MMP-13 knockout (Little et
al., 2009).

El disco articular de la ATM y el cartilago articular son
fibrocartilagos, estando su MEC constituida principalmente por colageno
tipo I, proteoglicanos y agua (Vos, Kuijer, Huddleston Slater, Bulstra, &
Stegenga, 2014). Los colagenos intersticiales (tipo I, Il y Ill) son los
principales blancos de destruccién y las colagenasas intersticiales
(MMP-1, MMP-8 y MMP-13) tienen la habilidad Unica de clivar la triple
hélice de colageno, permitiendo asi que las cadenas se desenrollen y
sean susceptibles a posteriores degradaciones por otras MMPs
(Matthew P. Vincenti & Brinckerhoff, 2001). Se han reportado niveles
aumentados de MMP-8 y MMP-3 en cartilago dafiado. Por otro lado,
MMP-13 podria tener un rol importante en la degradacion del cartilago
dado que hidroliza colageno tipo Il mas eficientemente que cualquier
otra colagenasa (Mitchell et al., 1996) (R. F. Loeser, Goldring, Scanzello,
& Goldring, 2012). Sin embargo, MMP-1 es mas abundante y también
hidroliza colageno intersticial efectivamente (M. P. Vincenti, 2001). La
sobrexpresion de MMP-1 detectada en liquido sinovial serviria como

30



marcador para estimar los cambios en los TTM, particularmente en la
EDA (Srinivas et al., 2001) (Luo et al., 2015).

Finalmente, diversos estudios sugieren que los niveles de MMPs
en liquido sinovial pueden ser utiles en la evaluacion del estado y de la
actividad de una enfermedad. Asi, la presencia y actividad de las MMPs
en liquido sinovial pueden reflejar los cambios degenerativos iniciales

observados en los TTM (Srinivas et al., 2001).

31



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La complejidad molecular de la ATM crea dificultades para determinar
las distintas causas de los trastornos temporomandibulares, vy
consecutivamente, también complejiza el desarrollo de terapias. Un
componente vital para la estratificacion de los TTM seria el establecimiento de
un marcador bioquimico en el liquido sinovial que indicase la condicion de las
ATM, ya que éste refleja su metabolismo y permite realizar estudios de la

condiciéon de la articulacion.

Se han estudiado varios posibles mediadores proinflamatorios y osteo-
destructivos en liquido sinovial obteniéndose diferencias en sus niveles de
expresion y asociandolos a distintos estadios de OA-ATM y de desoérdenes
internos en la articulacion. Sin embargo, no se ha logrado establecer el
mecanismo patofisiolégico exacto para el desarrollo de la enfermedad y varios

mediadores han sido sugeridos como determinantes claves.

Para esto, se requiere relacionar los niveles de los mediadores a nivel
articular junto con las caracteristicas clinicas e imagenoldgicas de la
enfermedad, otorgando evidencia fundamental para la determinacion de

moléculas clave en el diagnostico, prondstico y éxito terapéutico.
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HIPOTESIS.

En el liquido sinovial de las articulaciones temporomandibulares afectadas con
EDA se detectan mayores niveles de citoquinas IL-6, IL-23, TNF-a, y
metaloproteinasas MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-13 comparado con el
liquido sinovial de articulaciones afectadas con desplazamiento discal.

A su vez, los niveles de estos biomarcadores se correlacionan

positivamente con parametros clinicos e imagenoldgicos asociados a EDA.

OBJETIVO GENERAL.

Analizar los niveles de expresion de citoquinas y metaloproteinasas en liquido
sinovial de ATM afectadas de enfermedad degenerativa articular (EDA-ATM) y
desplazamiento discal y su relacion con parametros clinicos e imagenoldgicos

asociados a inflamacién y/o degeneracion articular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Cuantificar y comparar los niveles de expresion de las citoquinas IL-6,
IL-23, TNF-a, metaloproteinasas MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-13 en
liquido sinovial de articulaciones temporomandibulares afectadas de
EDA (EDA-ATM) y desplazamiento discal (DD).

2. Correlacionar los niveles de expresion de las citoquinas IL-6, IL-23 y
TNF-a con parametros clinicos: escala visual analoga para cuantificar
subjetivamente el dolor durante examinacion y grado de apertura
maxima no asistida en pacientes con EDA-ATM.

3. Correlacionar los niveles de expresion de las metaloproteinasas MMP-1,
MMP-2, MMP-8 y MMP-13 con parametros clinicos: escala visual
analoga para cuantificar subjetivamente el dolor durante examinacion y

grado de apertura maxima no asistida en pacientes con EDA-ATM.
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METODOLOGIA.

Seleccion de los pacientes

Previo a la seleccion de pacientes, se realiz6 un entrenamiento y calibracion
utilizando la guia para ello descrita por el Consorcio Internacional de CDI/TTM
(Guia para entrenamiento y calibracion CD/TTM), con 8 pacientes en
tratamiento odontolégico en dependencias de la facultad de odontologia de la
Universidad de Chile, dos examinadores clinicos y un examinador de referencia
estandar (WD).

Usando el método no probabilistico de casos consecutivos entre los
sujetos que consultaron en la clinica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, se seleccionaron pacientes aplicando como criterio de
inclusiéon la guia CD-TTM (Schiffman et al., 2014). En general, sujetos que

presentasen:

e Presencia de ruido articular (clic o crépito) auto reportado, 30 dias antes
de la examinacion.
e Presencia de dolor en los ultimos 30 dias en relacibn con la zona

articular durante la funcion.

Posteriormente, a los sujetos participantes se les explicé el protocolo de
investigacion y aceptaron voluntariamente participar, previa lectura y firma del
consentimiento informado (ANEXO 1) aprobado por el Comité de Etica y
Bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Se consideraron como criterios de exclusion:

e Pacientes con antecedentes de tratamiento quirdrgico y/o no quirdrgico
por EDA-ATM y DDCR o DDSR (incluyendo tratamiento farmacologico)
durante los ultimos 6 meses.

¢ Antecedentes de trauma en la regién temporomandibular.

e Pacientes con condiciones sistémicas reumatoideas (por ejemplo, artritis

reumatoide).
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Se reclutaron 7 pacientes para el presente estudio, con un total de 10 de
ATM seleccionadas para ser intervenidas. A cada paciente dentro del estudio
se le rellend una ficha clinica disefiada para el estudio (ANEXO 2). Una escala
visual analoga (EVA) de 0 a 10 cm disefiada de modo que O correspondia a
“sin dolor” y 10 “el peor dolor experimentado”, fue entregada al paciente para
cuantificar el dolor subjetivo tanto en reposo como en funcion. Para el protocolo
de diagnostico segun los CD/TTM se usé un algémetro mecanico para
cerciorarse de que se cumplieran las presiones establecidas para palpacion de
musculatura y ATM. Dicho examen fue realizado por los alumnos calibrados
previamente. La medicion de apertura maxima no asistida se realizo, pidiéndole
al paciente que abriese tanto fuese posible sin que esto significara una accion
dolorosa para él, y luego se midié con regla en sentido vertical y horizontal
segun el protocolo de examinacion de los CD/TTM. En las Tablas 1y 2 se
entrega el detalle de los pacientes seleccionados para la intervencion, datos
demograficos, EVA promedio y grado de apertura, asi como la articulacion

afectada con EDA o DD respectivamente.

Grado de
Muestra Género Egad EVA (n/10) apertura Lado
(afios) mandibular
(mm)
10A ATMd Femenino 23 5/10 55 mm Derecho
20A ATMi Femenino 53 2/10 40 mm Izquierdo
30A ATMi Masculino 30 1/10 48 mm Izquierdo
40A ATMd Femenino 53 2/10 55 mm Derecho
50A ATMi Femenino 53 4/10 55 mm Izquierdo

Tabla 1. Datos demogréficos, dolor en EVA y apertura mandibular de pacientes diagnosticados
con EDA. Se indica el cddigo de la muestra y la ATM intervenida. El n en EVA indica el
promedio.
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Grado de
. ~ apertura
Muestra Género [Edad (afios)| EVA (n/10) mandibular Lado
(mm)

1DDcR ATMd | Femenino 20 5/10 24 mm Derecho
2DDcR ATMi Femenino 20 6/10 24 mm Izquierdo
3DDsR ATMi | Femenino 23 5/10 55 mm Izquierdo
4DDsR ATMi | Femenino 24 7/10 25 mm Izquierdo
5DDsR ATMi | Femenino 29 8/10 36 mm Izquierdo

Tabla 2. Datos demogréficos, dolor en EVA y apertura mandibular de pacientes diagnosticados
con DD. Se indica el cédigo de la muestra y la ATM intervenida. El n en EVA indica el promedio
entre EVA en funcién y EVA en reposo. DDcR: desplazamiento discal con reduccion; DDsR:
desplazamiento discal sin reduccion.

Exdmenes imagenoldgicos

Posterior a la anamnesis y al examen clinico propuesto por los CD-TTM,
los diagndsticos tentativos fueron confirmados mediante imagenologia. En el
caso de diagnéstico presuntivo de DDCR o DDSR se solicitd una Resonancia
Nuclear Magnética; y para confirmacion de diagnostico de trastorno
degenerativo EDA-ATM se realizaron estudios de tomografia computacional
Cone-Beam (TC-CB). Los examenes TC-CB fueron realizados en
dependencias del servicio de radiologia maxilofacial de la facultad de
odontologia de la Universidad de Chile, mientras que la toma de RNM quedo a

criterio y conveniencia del paciente.

Los signos de dafio o6seo fueron cuantificados usando una escala
imagenologica que va desde 1 a 4, en forma dicotomica, dependiendo de la
presencia o ausencia de cada uno de los siguientes signos: quiste subcondral,

erosion, esclerosis 0sea y osteofitos: siendo 1 cuando se tiene solo un signo de
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degeneracion 0sea, sucesivamente hasta 4 si se detectaron los cuatro signos

anteriormente mencionados (Tabla 3).

Erosion Osteofito Esclerosis Quiste
10A ATMd Ausente Ausente Presente Ausente
20A ATMi Presente Presente Ausente Presente
30A ATMi Presente Ausente Ausente Ausente
40A ATMd Presente Presente Ausente Presente
50A ATMi Presente Presente Ausente Ausente

% 80% 60% 20% 40%

Tabla 3. Cuantificacién de dafio éseo detectado en TC-CB de los pacientes diagnosticados con
EDA.

Muestra de liquido sinovial

La obtencion de muestra de liquido sinovial de las ATM fue realizada mediante
la técnica clasica de artrocentesis por un especialista en cirugia maxilo-facial
(CNB). Posterior a la anestesia local extracapsular de la ATM dirigida al nervio
auriculo-temporal, se realiz6 una punciéon usando una aguja N° 21, en relacion
al compartimento articular superior en direccion infero lateral, pidiéndole al
paciente que durante la puncién mantuviese la boca entreabierta. Se inyectaron
2 mL de suero fisiologico estéril y se le solicitd al paciente que hiciera
movimientos de apertura y cierre para lograr una mezcla entre el suero
fisiolégico y el liquido sinovial durante aproximadamente un minuto.
Posteriormente, se aspiraron 2 mL de la mezcla, cuidando que estuviese
desprovista de contaminacién con sangre, para ser almacenada en tubos
Eppendorf de 2 mL mantenidos a 4°C en espera hasta su transporte hacia el

Laboratorio de Biologia Periodontal.

Las muestras fueron centrifugadas a 4.000 x g por 15 minutos a 4°C
para lograr separar las células totales del liquido sinovial. El liquido sinovial

libre de células se congel6 a -80°C para otros analisis. Las células por su parte
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fueron resuspendidas en 300 yL de RNAsafer (Omega Biotek Inc., GA, USA) y
congeladas a -80°C.

Expresion de citoquinas y metaloproteinasas mediante gPCR

A partir de las células obtenidas, se extrajo el RNA citoplasmatico total usando
400 uL de buffer de lisis, compuesto de Igepal® CA-630 0,5% (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA), Tris-HCI pH 8 50 nM, NaCl 100 nM, MgCI2 5 nM y
VRC-40 10 nM, como inhibidor de RNAasas (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Para ello, las células se centrifugaron a 2.000 x g durante 5 minutos a
4°C, luego se les hizo un lavado con 1 mL de PBS y se volvieron a centrifugar
en las mismas condiciones. Tras eliminar el sobrenadante, las células se
lisaron realizando movimientos vigorosos con la pipeta hasta formar espuma. El
lisado celular se centrifugd a 10.000 x g durante 10 segundos y el
sobrenadante libre de fragmentos celulares no lisados se deposité en tubos
nuevos para ser incubados con SDS 20%, EDTA 0,5 M y proteinasa K 10
mg/ml durante 2 horas a 37°C. Luego de agregar 400 pyL de un mix de fenol:
alcohol isoamilico: cloroformo, se recuper6 el RNA total mediante
centrifugacion a 10.000 x g durante 5 minutos a 4°C. El RNA total se precipitd
en presencia de acetato de sodio 3M, glicégeno y alcohol etilico al 100% a -
80°C durante 24 horas y se cuantificé usando un espectrofotometro (Synergy
HT; Bio-Tk Instrument Inc., Winooski, VT, USA). Las primeras cadenas de
cDNA se sintetizaron a partir de 5 ug del RNA total usando un kit de
transcripcidn reversa siguiendo las instrucciones del fabricante (SuperScrip™;
Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Finalmente, 5 ng de cDNA fueron
amplificados usando partidores especificos (Tabla 4) y el reactivo de qPCR
KAPA™ SYBR® (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA) para cuantificar los
niveles de expresion de citoquinas IL-6, IL-23, TNF-a, metaloproteinasas MMP-
1, MMP-2, MMP-8 y MMP-13. Para ello se utilizo el equipo de gPCR
StepOnePlus® (Applied Biosystems, Singapore) usando el siguiente protocolo:
95°C durante 3 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C durante 3 segundos, y

60°C durante 30 segundos, y finalmente una curva de fusion de 95°C durante

38



15 segundos, 60°C durante 1 minuto, y 95°C durante 15 segundos, para
detectar la formacién de productos no especificos y ampliacion de falsos
positivos. Los niveles de rRNA 18S fueron cuantificados como referencia para

la cuantificacion relativa.

Primer Partidor 5’ a 3’ Partidor 3’ a 5’
IL-6 gcccagctatgaactccttct gaaggcagcaggcaacac
I1-23 agcttcatgcctccctactg ctgctgagtctcccagtggt

TNF-a cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga

MMP-1 gctaacctttgatgctataactacga ggatttgtgcgcatgtaga

MMP-2 tgtgttctttgcagggaatg aggctggtcagtggcttg

MMP-8 agcagccaaaagagaaccac cccatttgggtttggactc

MMP-13 ccagtctccgaggagaaca aaaaacagctccgcatcaaac
18S rRNA ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

Tabla 4. Partidores usados para la amplificacion mediante qPCR de las citoquinas,
metaloproteinasas y 18S rRNA.

Andlisis estadistico

Los datos de gPCR fueron analizados utilizando el software StepOne v2.2.2
(Applied Biosystems) y la cuantificacion relativa, expresada como expresion
relativa promedio + desviacion estandar (Milam, Zardeneta, & Schmitz), se
obtuvo normalizando la expresion del mRNA de cada citoquina y
metaloproteinasa a la expresion de mRNA 18S usando el método 224y
usando los datos de DDCR como referencia. Los datos de EDA-ATM, DDCR y
DDSR fueron calculados al normalizar la expresion de las citoquinas o
metaloproteinasas a la expresion de rRNA 18S. La normalidad de la
distribucion de los datos se determind usando el test Kolmogorov-Smirnov y
las diferencias se determinaron usando test ANOVA y Bonferroni post-hoc. Los
coeficientes de correlacion entre dolor EVA, apertura bucal y signos de dafio

0seo y los mediadores fueron obtenidos usando el test de Pearson, luego de
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normalizar los datos a un parametro logaritmico. Valores de p <.05 se

consideraron significativos.
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RESULTADOS.

1. Expresioén de citoquinas

Fue posible detectar niveles de expresion de mRNA para IL-6, IL-23 y TNF-a
en todas las muestras de ATM con DDCR, DDSR y EDA. Los niveles de
expresion detectados en el grupo DDCR se utilizaron para normalizar el
analisis, considerandolos como valor 1. La expresion de IL-6 en EDA
(promedio; + desviacion estandar DE) (6,95; +1,89) se encontrd
significativamente elevada al compararla con las expresiones obtenidas en
pacientes con DDCR (1; 0, p=.009) y DDSR (3,15; £1,34, p=.042) (Figura 4a).
En la misma linea, la expresion de IL-23 en EDA (11,24; +3,34) mostrd
diferencia al comparar con los valores de expresion en casos de DDCR (1, p=
.008) y de DDSR (3,04; £1,74, p= .013) (Figura 4b). Finalmente, en el caso de
TNF-a, la diferencia de expresion de mRNA fue significativa entre EDA (23,70;
+4,47) versus DDSR (13,97; +3,26, p= .030) y versus DDCR (1; p= .001).
Ademas, existe diferencia entre los niveles de TNF-a entre DDSR y DDCR (p=
.022) (Figura 4c).
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Figura 4. Expresion relativa de citoquinas. Cuantificacion de expresion relativa de (a) IL-6, (b)
IL-23 y (c) TNF-a. Los niveles de expresién obtenidos de citoquinas en EDA y DDSR fueron
considerados como valor 1 para la cuantificacion relativa. *p< 0,05.
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2. Expresion de metaloproteinasas

Fue posible detectar niveles de expresidon de mRNA de MMP-1, MMP-2,
MMP-8 y MMP-13 en todas las muestras de ATM con EDA, DDSR y DDCR.
Los niveles de expresion de metaloproteinasas detectados en el grupo
DDCR se utilizaron para normalizar el andlisis, considerandolos como valor
1. La expresion de MMP-1 en EDA (promedio; + desviacion estandar DE)
(9,72; +£2,82) se encontré elevada al compararla con las expresiones
obtenidas en pacientes con DDCR (1; O, p= .009) y DDSR (4,28; 1,83,
p=.047) (Figura 5a). En la misma linea, la expresion de MMP-8 en EDA
(6,67; +2,53) mostr6 diferencias al comparar con los valores de expresion
en casos de DDCR (1, p= .032) y de DDSR (1,74; £0,80, p= .032) (Figura
5c). Por otro lado, en el caso de MMP-13, la diferencia de expresion de
MRNA fue significativa entre EDA (8,55; £2,64) versus DDCR (p=.020); y
ademas entre DDCR versus DDSR (7,99; +2,36, p= .043) (Figura 7d). No
se encontrd diferencia estadistica en la expresion génica de MMP-2 entre

las distintas patologias (Figura 7b).
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Figura 5. Expresion relativa de metaloproteinasas. Cuantificacion de (a) MMP-1, (b) MMP-
2, (c) MMP-8 y (d) MMP-13. Los niveles de expresion obtenidos de metaloproteinasas en
EDA y DDSR fueron considerados como valor 1 para la cuantificacion relativa. *p< 0,05.

3. Andlisis de correlacion entre expresion de biomarcadores y dolor

EVA, grado apertura bucal y signos de dafio 6seo.

La Tabla 5 muestra los andlisis de correlacion entre el promedio del dolor
en escala EVA y los mm de apertura bucal con los niveles de expresion de
MRNA de las citoquinas IL-6, IL-23, TNF-a y las metaloproteinasas MMP-1,
MMP-2, MMP-8 y MMP-13 en las muestras obtenidas de pacientes
diagnosticados con EDA (n=5). Existe correlacion positiva entre el dolor en
EVA y los niveles de expresion de TNF-a. Por el contrario, no hubo
correlacion entre dolor en EVA y niveles de expresion de IL-6 e IL-23 y las

metaloproteinasas medidos. Existe correlacion inversa significativa entre los
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milimetros de apertura bucal y los niveles de expresion de las
metaloproteinasas MMP-1 y MMP-8, mientras que no se encontro
correlacion con los niveles de expresion de MMP-2, MMP-13 y las

citoquinas medidos.

La Tabla 6 muestra el andlisis de correlacién entre dafio éseo y los
niveles de expresion de las citoquinas y metaloproteinasas. No se encontro
correlacion positiva entre la expresion de las citoquinas y metaloproteinasas

y el nivel de presencia de dafio 6seo observable en TC-CB de pacientes

con EDA.

IL-6 IL-23 | TNF-a | MMP-1 | MMP-2 | MMmP-8 Mi/';'
Dolor Correlacién
(EVA) 0.425 0732 | 0984 | -0.208 | 0515 | -0318 | -0476 | S C°EC0
_ p= p= p= p= p= p=
ERE 160 .002%* 737 374 602 417 Valor p
Apertura Correlacién
bucal 0.107 0330 | 0461 | -0.881 | 0032 | -0.882 | -0.408
de Pearson
(mm)
_ p= p= p= p= p= p=
o= Bod 588 435 048 1960 .048** 496 Valor p

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las citoquinas IL-6, IL-23 y TNF-a y las
metaloproteinasas MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-13 con los valores de EVA promedio en
funcién y reposo y los milimetros de apertura bucal no forzada.

IL-6 IL-23 TNF-a MMP-1 MMP-2 MMP-8 MRASP'
Signos Correlacién
de dafio 0.717 -0.158 -0.288 -0.019 -0.586 -0.127 -0.610
4 de Pearson
Gseo
p=.173 p=.799 p=.638 p=.976 p=.299 p=.839 p=.275 Valor p

Tabla 6. Coeficiente de correlacién de Pearson entre las citoquinas y metaloproteinasas vy el
dafio 6seo detectado en TC-CB.

45




DISCUSION.

Los TTM son un grupo de condiciones multifactoriales que dan origen a
cambios degenerativos progresivos en la ATM, que incluyen desde sinovitis
inicial hasta osteoartritis (Lee, Cho, & Song, 2010). En general, la
sintomatologia clinica de los TTM incluye signos caracteristicos de inflamacion:
dolor y disfuncion articular (Nishimura, Segami, Kaneyama, Suzuki, &
Miyamaru, 2002). Los factores desencadenantes de los sintomas serian
sobrecargas de corta y de larga duracion dentro de la articulacion. El
incremento de la presion intraarticular causa una disminucién del suministro de
vascularizacion provocando hipoxia tisular (Milam et al., 1998). Se piensa que
las especies oxidativas en la ATM son causa directa del ataque a
proteoglicanos o de la activacién de colagenasas en estado latente (Saari,
1991). Esto rompe el equilibrio entre catabolismo y anabolismo en la MEC, e
induce la degradacion del tejido cartilaginoso por parte de los condrocitos
(Milam et al., 1998) (Nitzan & Price, 2001). La compleja respuesta inflamatoria
que se desarrolla involucra la sintesis de diversos mediadores, entre ellos
citoquinas y MMP, por parte de sinoviocitos, condrocitos y células inflamatorias
que infiltran los tejidos articulares, generando un desbalance en el metabolismo
articular y configurandose asi la clinica de la patologia (Vernal et al., 2008). En
este estudio, en particular, se evalué la presencia de ciertas citoquinas y
algunas metaloproteinasas, analizando la posibilidad de correlacion entre su
expresion y la severidad de la sintomatologia del paciente, entendida como
valores altos de dolor en EVA y disminucion de la apertura bucal. Los
principales hallazgos demuestran que la expresién génica de citoquinas IL-6,
IL-23 y TNF-a y MMP-1, MMP-8 y MMP-13 en fluido sinovial de pacientes con
EDA, se encuentra sobreexpresada al comparar los niveles de éstas en
pacientes con DDSR o DDCR. Ademas, existe correlacion directa entre TNF-a
y presencia de dolor en EVA, y correlacion inversa entre los niveles de MMP-1

y MMP-8 y apertura bucal.
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IL-6 y TNF-a son consideradas citoquinas proinflamatorias claves en el
desarrollo de la patogénesis de la EDA (Murakami, Segami, Fujimura, & lizuka,
1991) (Takahashi et al., 1998) (Emshoff et al., 2000) (Kaneyama et al., 2002;
Nishimura et al., 2002; Segami et al., 2002; Shinoda & Takaku, 2000)
(Kaneyama, Segami, Sun, Sato, & Fujimura, 2005). Y, por otro lado, IL-23 junto
a IL-1B son responsables de inducir el desarrollo de células del linaje Th17 en
humanos, donde se conoce el papel central que juega IL-23 en el desarrollo de
artritis y otras enfermedades de caracter autoinmune (Kastelein, Hunter, & Cua,
2007). Algunos estudios han asociado positivamente la presencia de artralgia y
deteccion de IL-6 y TNF-a en fluido sinovial de pacientes con EDA (Shafer et
al.,, 1994) (Fu et al.,, 1995) (Takahashi et al., 1998). En este estudio no se
encontré correlacion positiva significativa entre la presencia de artralgia y la
expresion de IL-6, en contraste con TNF-a, donde si se encontré correlacion
positiva, lo que se condice con hallazgos en otros estudios (Shafer et al., 1994).
IL-6 y TNF-a junto a IL-1B inducen la liberacion de PGE,, y adicionalmente
TNF-a e IL-1B pueden inducir la sintesis de colagenasas en fibroblastos y
células sinoviales. Estas observaciones en conjunto podrian explicar como la
presencia elevada de estas citoquinas puede derivar en dolor y degeneracion
articular (Fu et al., 1995) (Sandler et al., 1998) (Kardel, Ulfgren, Reinholt,
Hamada, & Holmlund, 2006). Sin embargo, Takahashi y cols. no encontraron
asociacion directa entre presencia de dolor (dolor durante masticacion o dolor
en la zona de la articulacién) y niveles de TNF-a e IL-6 (Takahashi et al., 1998).
En relacién con IL-23, las investigaciones se han dirigido a su participacion en
el desarrollo de patologias articulares con un marcado componente inflamatorio
involucrado. En un estudio concluyeron que IL-23 induciria inflamacion articular
y destruccion 6sea al estimular la expresion de RANKL en fluido sinovial de AR
(X. Li et al., 2010). En la misma linea, Murphy y cols. realizaron experimentos
en ratones knockout para IL-23, obteniendo resultados que mostraban
resistencia al desarrollo de patologias Oseas y articulares, y concluyeron que
IL-23 seria un promotor esencial de la inflamacion autoinmune en etapas

finales de patologias articulares (C. A. Murphy et al., 2003). Someramente se
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puede decir que la presencia de algunas citoquinas estimularia la liberacién de
otras, en un bucle sinérgico producto de un potente feedback positivo, que
regularia la inflamacién crénica propia de algunas artropatias. Por ejemplo,
Goldberg y cols. propusieron que TNF-a e IL-17, generadas por células del
linaje Th17, de manera sinérgica, provocarian un aumento en la expresion de
MRNA de IL-23 p19 de 1000 veces en células sinoviales tipo fibroblastos,

sumado a que IL-23 induce la liberacion de IL-17 (Goldberg et al., 2009).

Por otra parte, solo en las colagenasas intersticiales (MMP-1, MMP-8 y
MMP-13) fue posible observar diferencias significativas en la expresion de
MRNA en fluido sinovial de EDA al comparar con DDSR o DDCR. Estas
colagenasas se han identificado como claves en el clivaje intrahelical de la
triple hélice de colageno I, 1l y Il (Billinghurst et al., 1997). Los fragmentos
clivados espontaneamente se denaturan en derivados de gelatina no-
helicoidales siendo asi, susceptibles a la accion de otras colagenasas o
proteinasas (Welgus, Jeffrey, Stricklin, & Eisen, 1982). La evidencia sugiere
gue la sobreexpresion de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 puede estar asociada a la
patogénesis de OA. En otro estudio se confirmé la presencia de MMP-2 y
MMP-9, y de MMP-1, MMP-8 y MMP-13 en FS de desoérdenes internos en la
ATM (Srinivas et al., 2001). Estos estudios se condicen de forma parcial con los
hallazgos obtenidos, puesto que la expresion de MMP-2 no reveld diferencia
estadistica entre las tres condiciones, aunque si fue detectada en todas las
muestras de FS. Lo anterior va en linea con el estudio de Yoshida y cols. que
no logré encontrar diferencias entre la presencia de distintos mediadores en
EDA y desordenes internos (Yoshida et al., 2006). Con relacion a MMP-1, un
estudio de FS-OA de rodilla usando test de ELISA encontré niveles altos de la
metaloproteinasa en etapas tempranas de la enfermedad, niveles que
disminuian conforme iba progresando la enfermedad (Hwang et al., 2018).
Otro estudio en modelo animal de EDA en ATM detectd sobreexpresion de
MRNA de MMP-13 en etapas tempranas de la patologia, sugiriendo que podria
ser un factor responsable en el desarrollo temprano de OA (Xu et al., 2009).
Esto se corrobora en otro estudio donde MMP-13 estaba anormalmente
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aumentada en fases tempranas de OA, y disminuida en estadios tardios de la
enfermedad (Sato et al., 2006). Uno podria especular que los niveles de
expresion aumentados de MMP-1 y MMP-13 en FS se relacionarian con
estadios tempranos de EDA en los sujetos de este estudio, lo que a su vez
estaria condicho con la ausencia de correlacion de dafio éseo en imagenes y el
nivel de expresion de estas metaloproteinasas. Por otra parte, diversos
estudios han reportado niveles aumentados de MMP-8 y MMP-3 en cartilago
dafado. Tiilikainen et al. encontraron una tendencia en la expresion de MMP-8
acorde a la severidad de la disfuncion de la ATM (Tiilikainen, Pirttiniemi,
Kainulainen, Pernu, & Raustia, 2005), y Srinivas et al. asocian el aumento en la
expresion de MMP-8 como un reflejo de la destruccion tisular que ocurre
durante periodos dolorosos de la respuesta inflamatoria en la ATM (Srinivas et
al., 2001). Sin embargo, en este estudio no existié correlacion positiva entre los
niveles de MMP-8 y el dolor medido en EVA, ni tampoco con signos de dafios
0seo. Los datos obtenidos arrojaron que existe correlacion inversa entre la
expresion en los niveles de MMP-1 y MMP-8 y la disminucién de la apertura
bucal en pacientes con EDA. La apertura bucal midio la cantidad de milimetros
que podia abrir el sujeto de estudio sin presencia de dolor, por lo que este
hallazgo podria tener relacién con una limitacion antialgica de la apertura o una

limitacion mecanica producto de la progresion de la patologia degenerativa.

Una de las limitaciones de este estudio es la pequeia cantidad de
muestras procesadas, por lo que los resultados deben considerarse con
cautela. Ademas, no menos importante a considerar, al contrastar estos
hallazgos con la literatura disponible, es el método por el cual se suele evaluar
la presencia de los diferentes mediadores. Para detectar citoquinas, la
metodologia suele incluir ensayos tipo ELISA, y para metaloproteinasas, varia
entre ensayos ELISA y zimografias. En este estudio se utilizo la técnica de
gPCR, la que solo mide la expresion génica de mRNA y no la presencia
tangible del biomarcador en los tejidos, por lo que la realidad biol6gica de la
articulacion podria no estar representada del todo, y ello supone otra limitacion.

Las siguientes propuestas debiesen incluir un mayor numero de sujetos
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intervenidos, sumado a analisis de proteinas y células involucradas en la
patogénesis de la enfermedad; ademés de poder contar con un grupo control
sano. No se encontraron correlaciones entre los niveles de expresion de los
mediadores con signos de degeneracion 0sea en imagenes. Esta asociacion
seria interesante explorarla al comparar niveles de expresion del eje
OPG/RANKL/RANK, moléculas claves en el metabolismo éseo, en FS de

sujetos con EDA.

Por ultimo, resulta curioso observar diferencias entre las expresiones de
IL-6 y MMP-13 entre DDSR y DDCR, lo que lleva a pensar que los des6rdenes
en la ATM podrian considerarse un continuo de etapas, que tienen, en este
estudio, un trasfondo molecular evidenciable. Considerando que la enfermedad
supone un alto costo tanto monetario como de calidad de vida para el paciente,
la importancia de poder dilucidar completamente la patogénesis de EDA
permitiria poder predecir el comportamiento de la enfermedad a través del
tiempo, y en sus diversas formas clinicas. Para efectos practicos, esto podria
traducirse a futuro en la estratificacion de la enfermedad y la creacion de
blancos terapéuticos a nivel molecular que lograsen detener la progresion de la
enfermedad, considerando que el actual arsenal terapéutico consiste
principalmente de medidas paliativas y no curativas. Por dltimo, como se
menciond, a veces no existe relacion directa entre la sintomatologia y la
evidencia imagenoldgica, por lo que analisis de mediadores en FS podrian ser
una potencial herramienta de utilidad diagnostica para detectar EDA en

estadios tempranos.
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CONCLUSIONES.

En fluido sinovial de pacientes con enfermedad degenerativa articular
existen mayores niveles de expresion génica de IL-6, IL-23, TNF-a, MMP-1,
MMP-8 y MMP13, al compararlo con desplazamiento discal sin reduccion o
desplazamiento discal con reduccién. A su vez, existe un incremento en los
niveles de expresion génica de TNF-a y MMP-13 en desplazamiento discal sin

reduccion al compararlo con desplazamiento discal con reduccion.

Adicionalmente, se determind una correlacion positiva entre los niveles
de expresion de TNF-a y el dolor medido en EVA, y correlacion negativa entre
los niveles de expresion de MMP-1/MMP-8 y la disminucion de apertura bucal

medida en milimetros.
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ANEXOS

ANEXO 1 — CONSENTIMIENTO INFORMADO

Walter Diaz
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ARTROCENTESIS

Este formulario de consentimiento informado se dirige a hombres y mujeres que se les invita
a participar en la Investigacion "Relacién entre niveles de marcadores biolégicos
proinflamatorios en liquido sinovial y caracteristicas clinicas e imagenoldgicas de

articulaciones temporomandibulares afectadas con osteoartritis y desplazamiento discal".

Investigador Principal: Walter Diaz

Organizacion: Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile

Nombre de la Propuesta: Relacion entre niveles de marcadores bioldgicos proinflamatorios
en liquido sinovial y caracteristicas clinicas e imagenolégicas de articulaciones

temporomandibulares afectadas con osteoartritis y desplazamiento discal.

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:
e Informacién (proporciona informacion sobre el estudio)
e Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar) Se le

dara una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

PARTE I: Informacion Introduccion

Somos estudiantes de la facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Estamos
investigando sobre la Osteoartritis de la Articulacion Temporomandibular, que es muy comudn
en este pais y el mundo, sobre todo en mujeres. Le voy a dar informacion e invitarle a
participar de esta investigacion. No tiene que decidir hoy si participar o no en esta
investigacién. Antes de decidirse, puede hablar con alguien que se sienta cémodo sobre la
investigacion.

Puede que haya algunas palabras que no entienda. Por favor, me para segun le informo
para darme tiempo a explicarle. Si tiene preguntas mas tarde, puede preguntarme a mi, al

doctor que investiga o a miembros del equipo.

Propdésito

La osteoartritis (OA) de la articulacion temporomandibular (ATM) es una enfermedad
degenerativa caracterizada por inflamacion de la membrana articular, dolor crénico y
destruccion cartilaginosa y del hueso bajo el cartilago. Es una enfermedad bastante comun y

silenciosa en el mundo, dado que los pacientes que la presentan habitualmente no consultan
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para tratarla cuando el dolor no es muy intenso y viven con ella, mientras sigue avanzando.
Durante esta enfermedad un sinndmero de sustancias presentes en el fluido dentro de la
articulacion son los responsables de mantener la inflamacién y la destruccién del cartilago y
hueso. El dilucidar la funcion y accion de tales elementos para esclarecer el funcionamiento
de esta enfermedad es la razén por la que hacemos este estudio.

El mismo estudio incluye una intervencion quirdrgica ambulatoria denominada
"Artrocentesis", la cual consiste en un lavado articular, bajo anestesia local, mediante dos
punciones al interior de la articulacion que permite bajar la carga inflamatoria de la misma,
pudiendo ser de ayuda para la recuperacion de un estado de salud articular. En este estudio,
ademas de ser una herramienta terapéutica sera una forma de obtener muestras, a partir del

fluido que saldra de tal lavado, el cual sera analizado posteriormente a nivel de laboratorio.

Tipo de intervencién de Investigacion

Esta investigacion incluira una o méas punciones en su articulaciéon seleccionada, asi como 2
visitas previas, una para diagndstico, donde se aplicara un cuestionario y se hara un examen
fisico en el sector de las articulaciones afectadas, y otra para el examen imagenoldgico
(Resonancia Magnética o Cone-Beam segun corresponda), y visita posterior para control y
seguimiento.

Las intervenciones asociadas al diagndstico no representan ningun riesgo, pues soélo
consistiran en un examen basico de palpacién y movimientos de la articulaciéon que
permitiran diagnosticar la enfermedad. El beneficio sera obtener un diagndéstico mediante un
protocolo estandarizado a nivel mundial.

Los riesgos y beneficios de la intervencién denominada Artrocentesis seran detallados mas
adelante en este documento.

Seleccién de participantes
Estamos invitando a todos los adultos que relaten haber sentido sintomas como ruido a en
alguna articulacion del tipo crépito ("arenoso") y dolor articular continuo (crénico), ambas

juntas. Ademas, a aquellos que presenten ruido articular sin dolor, como control.

Participacion Voluntaria
Su participacion en esta investigacién es totalmente voluntaria. Usted puede elegir participar
0 no hacerlo. Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de participar aun cuando haya

aceptado antes.
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Procedimientos y Protocolo

La artrocentesis se realiza en el area de la articulacion enferma, se inyecta anestesia local y
mediante una aguja se extrae el liquido acumulado en la articulacién.

Las pautas dicen que la muestra debe tomarse usando anestesia local que significa que se
le dara una inyeccion préoxima al area donde se va a tomar la muestra. Esto dormira el area
de forma que no sienta ningun dolor cuando extraigamos la muestra. Luego extraeremos
fluido articular de su articulacion usando una aguja de jeringa. Se realizaran dos punciones,
una para introducir suero fisiologico estéril y la segunda para que el fluido pueda salir y
realizar asi el lavado. Cada vez sacaremos la cantidad de liquido equivalente a una
cucharadita de té.

Los procedimientos seran realizados por Cirujanos especialistas co- investigadores de este

proyecto.

Descripcién del Proceso

Durante la investigacion hard tres visitas.

En la primera visita a la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (FOUCH), se le
realizard una ficha clinica que incluira algunos datos de salud general y un examen fisico
especifico para el diagndstico de la enfermedad en estudio. En caso de tener alguno de los
diagndsticos que son requisitos para el estudio (Osteoartritis de la ATM o Desplazamiento
Discal con Reduccion), se le hara lectura del presente consentimiento, se le solicitara
firmarlo si esta de acuerdo y se le citara para la segunda visita.

En la segunda visita, en dependencias de la FOUCH, se le realizara el lavado articular y se
le sustraera una pequefia cantidad de liquido articular con una jeringa, equivalente a una
cucharilla de té. Se analizar4 en este liquido la presencia de sustancias que influyen el
proceso inflamatorio y destructivo de la articulacion temporomandibular. También le
preguntaremos sobre su salud general.

En la tercera visita, en dependencias de la FOUCH, que sera una semana mas tarde, le
preguntaremos de nuevo acerca de su salud y controlaremos sus sintomas posteriores a la

intervencion.

Duracion

La investigacién le tomara 3 semanas (no necesariamente seguidas). Durante ese tiempo,
serd necesario que asista a las visitas por lo menos 3 veces, en un total promedio de 2 hrs
por cada cita, siendo la segunda la que tiene la posibilidad de extenderse mas.

Es posible que, en caso de alguna molestia 0 complicacion postoperatoria, sea necesario
considerar mas sesiones. El tiempo méaximo estimado sera el necesario para que los

voluntarios participantes queden en condiciones estables de salud.
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Efectos secundarios, riesgos y/o molestias

Dolor o molestia en el sitio de la puncién. Puede ademés presentarse inflamacion de la
articulacion, la cual puede estar acompafiada de edema preauricular (aumento de volumen
delante de la oreja), enrojecimiento, dolor y restriccién en la apertura bucal. Todos estos
sintomas, en el curso normal de la intervencion debiesen ir disminuyendo a medida que
transcurren los dias, de forma normal.

A pesar del uso de una adecuada técnica y la habilidad o experiencia del cirujano pueden
presentarse complicaciones propias del procedimiento como en todos los procedimientos
invasivos que se realicen o derivadas de alguna enfermedad que padezca el paciente como
diabetes, hipertension, cardiopatias obesidad, anemia. Estas complicaciones generalmente
se resuelven con tratamiento médico, como antibidticos, sueros y reposo.

Frente a cualquier complicacién o accidente operatorio, el cirujano a cargo dispondra de
todos los medios para solucionar el evento y otorgar las medidas de mitigacién frente a
posibles secuelas.

Los tratamientos pertinentes seran realizados en dependencias de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile por especialistas en Cirugia Maxilo Facial y

Trastornos Temporomandibulares, investigadores de este estudio.

Complicaciones graves menos frecuentes

Si bien la tasa de éxito de la artrocentesis mencionada en la literatura va de un 70% a 90%,
se ha asociado con algunas complicaciones las cuales dependen de la forma interna de la
articulacion, su relacién con estructuras vecinas y el método usado para introducir las
agujas. La frecuencia de estas complicaciones relatada en la literatura va de un 2% a 10%,
siendo muy baja la posibilidad de sufrir alguna. Estas incluyen lesion del cartilago cercano a
la articulacién o Infeccién en la articulacién, dafio al nervio facial, hematoma preauricular,
dafo a la arteria superficial temporal, desarrollo de fistula arteriovenosa, sangramiento
intraarticular, perforacion intracraneal, hematoma extradural, ruptura de parte de la aguja
dentro de la articulacién, introduccién insuficiente de la aguja, fuga de fluido de lavado fuera
del espacio articular, dafio a la superficie de la ATM, reaccién alérgica a la anestesia o
drogas administradas posterior al procedimiento.

Si alguna complicacién de estas se presentara, el equipo de especialistas pertenecientes a
esta investigacion pondra a su disposicion todos sus recursos técnicos y humanos para

procurar solucionarla.
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Beneficios
Si usted participa en esta investigacion, tendré los siguientes beneficios:

e Diagndstico de patologia articular mediante examen clinico e imagenolégico, junto
con tratamiento mediante Artrocentesis en el caso que sea necesario totalmente sin
costo para usted.

e Alta probabilidad de desaparicion de la inflamacion y alivio del dolor, luego de
realizada la Artrocentesis.

e Seguimiento por un periodo de un afio de sintomas de mejoria o dificultades
postratamiento.

Puede que no haya beneficio para la sociedad en el presente estado de la investigacion,

pero es probable que generaciones futuras se beneficien.

Confidencialidad

Con esta investigacion, se realiza algo fuera de lo ordinario en su comunidad. Nosotros no
compartiremos la identidad de aquellos que participen en la investigacion. La informacion
que recojamos por este proyecto de investigacion se

mantendra confidencial. La informacion acerca de usted que se recogera durante la
investigacion sera puesta fuera de alcance y nadie sino los investigadores tendran acceso a
verla. Cualquier informacion acerca de usted tendrd un ndmero en vez de su nombre. Solo
los investigadores sabran cuél es su ndmero y se mantendra la informacién encerrada en

cabina con llave.

Comparticion de Resultados

El conocimiento que obtengamos por realizar esta investigacion se compartird con usted
antes de que se haga disponible al publico. No se compartird informacién confidencial.
Habrd pequefios encuentros en la comunidad y estos se anunciardn. Después de estos
encuentros, se publicaran los resultados para que otras personas interesadas puedan

aprender de nuestra investigacion.

Derecho a negarse o retirarse
Usted no tiene por qué tomar parte en esta investigacion si no desea hacerlo. Puede dejar
de participar en la investigacion en cualquier momento que quiera. Es su eleccion y todos

sus derechos seran respetados.
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Contacto
Si tiene cualquier pregunta puede hacerlas ahora o mas tarde, incluso después de haberse
iniciado el estudio. Si desea hacer preguntas mas tarde, puede contactar cualquiera de las

siguientes personas:
Walter Diaz, walterdiazg@gmail.com +56993384016

Claudia Arias, clau.arias.a@gmail.com +56991650462
Francisca Castillo, francisca.castillo.p@ug.uchile.cl +56964957864
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PARTE Il: Formulario de Consentimiento

He sido invitado a participar en la investigacion de analisis sustancias presentes en la
articulacion temporomandibular que influyen en la inflamacién y destruccion d6sea de la
misma. Entiendo que recibiré una 0 mas inyecciones en mi(s) articulacién(es)
temporomandibular(es) y he de realizar dos visitas previas de diagnostico y una posterior de
control y seguimiento.

He sido informado de que los riesgos son minimos y pueden incluir: Dolor o molestia en el
sitio de la puncién, complicaciones propias del procedimiento como en todos los
procedimientos invasivos que se realicen o derivadas de alguna enfermedad que padezca el
paciente como diabetes, hipertension, cardiopatias obesidad, anemia; y en casos mas
graves, pero mucho menos frecuente: Lesién del cartilago cercano a la articulacion y/o
Infeccion en la articulacion.

Se que puede que no haya beneficios para mi persona en caso de que el procedimiento de
artrocentesis no sea tratamiento suficiente, y que no se me recompensara mas alla de los
gastos de diagnéstico, imagenologia y valores de la cirugia de Artrocentesis. Se me ha
proporcionado el nombre de un investigador que puede ser facilmente contactado usando el
nombre y la direccion que se me ha dado de esa persona.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he
realizado.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacion como participante y entiendo que
tengo el derecho de retirarme de la investigacién en cualquier momento sin que me afecte

en ninguna manera mi cuidado médico.

Nombre del Participante:

Firma del Participante:

Fecha: Dia/mes/afio

Si es Analfabeto

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el potencial
participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el
individuo ha dado consentimiento libremente.

Nombre del testigo y Huella dactilar del participante:

Firma del testigo:

Fecha: Dia/mes/ano
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He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de
consentimiento informado para el potencial participante y el individuo ha tenido la
oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado consentimiento
libremente.

Nombre del Investigador:

Firma del Investigador:

Fecha: Dia/mes/afio

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento

Informado (iniciales del investigador/asistente)

81



ANEXO 2

FACULTAD

B ODONTOLOGIA

B4l UNIVERSIDAD DE CHILE

FICHA CLINICA PROYECTO DE OSTEOARTRITIS 2017

Examinador: Fecha: /

Nombre:

Rut: Teléfono:

Fechade Nacimiento: Edad:

Direccién:

Ocupacion:

l. Motivo de Consulta:

Il. Enfermedad actual:

lll. Anamnesis remota personal:

« Antecedentes morbidos

Hipertension g Hepatico O
Artenal U Gastrointestinal O
Diabetes Melitus O Inmunolégico 0O
Cardiovascular E Reumatoldgic O

Renal

Detalles Diagndsticos:
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FACLULTAD

A ODONTOLOGIA

UMIVERSIDALD DE CHILE

» Antecedentes quirirgicos:

« Farmacos:

+  Alergias:

IV. Anamnesis odontologica:
+« Antecedentes de dolor craneofacial

Inicio de dolor (en meseas):
Localizacion: Localizado _ Difuso _ Mgratorio
Intensidad: i
EVA REPOSO MASTICACION OTROS
1Za
DER
Duracidn:
Irradiacion:
Caracter:
Evolucion:

Factores agravantes ylo atenuantes:

+ Diagnosticos de TTM (tipo, afio de dx, lugar de dx)
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FACULTAD )
M ODONTOLOGIA

URIYERSIDAD DE CHILE

» Tratamientos recibidos por TTM

+ Antecedentes de sueiio (n° horas de suefio, n° despertares, calidad, trastornos de
suefio (Ronguides, SAHOS, sindrome piernas inguistas, uso de medicamentos, stc)

+« Antecedentes de Cefaleas (Caracteristicas: Localizacion, intensidad, calidad,
iradiacon, frecuencia, duracion. Indicar si el paciente viene con diagnostico del
neurdlogo)

« Mntecedentes de Bruxismo (si ha estado presente por mas de 3 meses)

Relato de rechinamiento porterceros: S5i__ Mo N° de veces por semana
Fatiga mandibular durante la funcion: Si_ No _ N° dewveces por semana
Cefaleas temporales matutinas: Si Mo MN® de veces por semana

+  Antecedentes de alteraciones funcionales mandibulares:

V. Anamnesis remota familiar
+« PAntecedentes familiares de TTM

V1. Anamnesis Articular:
« Antecedentes de Traba:
» Dolor al despertar:
« Dolor en funcion:
« Sonido: Crépito  ClickPop
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Y 74

FACULTAD

ODONTOLOGIA

Bl LIrIYERSIDAD DE CHILE
« [Dinamica mandibular:
Patron de apertura:

Recto
Deflexion derecha

Desviacion corregida a la derecha *S™

Deflexion izquierda

Desviacion corregida a la izquierda “5”

Diagnastico articular;

Cerrado

D mm

Dhibasfar
desvinciones o
defleceinnes

Abierto

Vil. Anamnesis muscular/otro:

Diagnostico muscular:

V. Examenes complementarios:

Hallazgos CB-CT:
Osteofto  Aplanamiento  Erosion

Esclerosis corfical
Hallazgos MRI:

Desplazamiento Discal con Reduccion
Desplazamiento Discal sin Reduccion

Quiste Subcondral

__mm
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FORMULARIO DE PROTOCOLO CD/TTM (adaptado al idioma espafiol)

1a. Ubicacion del dolor: Gltimos 30 dias (Seleccione todas las que correspondan)

DOLOR DERECHO DOLOR IZQUIERDO
O Ninguno O Temporalis O Otros musculos mast. O Estructuras O Ninguno O Temporal O Otros musculos mast.
O Masétero O AT™M no-masticatorias O Estructuras no-mast. O Masétero ~ OATM
1b. Ubicacion del dolor de cabeza: tltimos 30 dias (seleccione todas las que correspondan)
ONinguno O Temporal O oOtro O nNinguno OTemporal O otro
2. Relaciones Incisales Diente de referencia O FDI #11 O FDI #21 O Otro
Overjet Overlap Desviacion Der.lm WA
Incisal Horizontal O Negativo mm  ncisal Vertical O Negativo mm lineamedia O O O mm
3. Patron de apertura (Complementario; Seleccione todas las que correspondan) Desviacion no corregida
O Recto O Desviacién corregida O Derecha O Izquierda
4. Movimientos de apertura
A. Apertura sin dolor
DOLOR DERECHO DOLOR IZQUIERDO
mm Dolor Dolor  Dolor de cabeza Dolor  Dolor  Dolor de cabez3
Familiar ~ Familiar Familiar  Familiar
B. Apertura maxima no asistida  Temporal ®® ® ® ® ® Temporal ®® M ® ® ®
Masétero ®»® OO Masétero Mm® OO
mm ATM ®® OO ATM ®® O
Otrosmis.mast. W @ ® O Otrosmis.mast. ® @ ® @
No masticatorios ® ® ® @ No masticatorios ® @ ® ®
C. Apertura méaxima asistida Temporal ®® O®O ® Q@  Temporal D" OO ®®
Masétero MmO OO Masétero MmO OO
mm ATM ®® OO ATM ®O® OO
Otrosmis.mast. W @ @® @ Otrosmis.mast. ® @ ® @
D.Terminated? ~® @ No masticatorios @ @ ® @ Nomasticatorios & @) ® &
5. Movimientos laterales y protrusivos
LADO DERECHO LADO IZQUIERDO
Dolor  Dolor de cabeza Dolor  Dolor de cabeza
Dolor Ffamiliar  Familiar Dolor Familiar  Familiar
A. Lateral derecho Temporal ®m® ®O® ®  Temporal D ®OO© OO
Masétero ™ ® N ® Masétero ~» ® (OXW)
mm ATM DO OO ATM DN® ®O
Otros mus. mast. @ ® @ ® Otros mus. mast. @ ® @ ®
No masticatorios @ @ ® @ No masticatorios ® @ ® @
B. Lateral izquierdo Temporal ® ® ® ® ® ® Temporal ® ® ®® ® ®
Masétero @ ® @ ® Masétero @ ® @ ®
mm ATM ™ OO ATM ®»® OO
Otrosmus.mast. M @ ® @ Otrosmis.mast. ® @ ® @
No masticatorios @ @ ® ® No masticatorios W @) ® &
C. Protrusién Temporal ™ OO ® &  Temporal MY OO ™ ®
Masétero ® ® @ ® Masétero @ ® @ ®
mm ATM ®® OO ATM ®n® 0O
¢ Otros mus. mast. @ @ ® ® Otros mus. mast. ® ® @ ®
O Negativo No masticatorios ® @ ® & No masticatorios ) @) ® @
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6. Ruidos en la ATM durante movimientos de apertura y cierre

ATM DERECHA ATM IZQUIERDA
_—_Examinador . Dolor __ Examinador_ ) Clickc/  Dolor
Apertura  Cierre  Paciente Chc5o:{°r Familiar Apertura Cierre  Fadient® poir  Familiar
Click DO OO ®g|-»®® ®® ik DY OO OUVPOEO® OO
Crépito OO ®O© ® Crépito MO OO® OO
7. Ruidos en la ATM durante movimientos laterales y protrusivos
ATM DERECHA ATM IZQUIERDA
Clickw/  Dolor Clickc/  Dolor
Examinador  Paciente Dolor ~ Familiar Examinador  Paciente Dolor  Familiar
Click PO OfP®® ®O® dx PO Od® ®O
Crépito ®® ® O Crépito ® ® ®O®
8. Bloqueo de la articulacion
ATM DERECHA ATM IZQUIERDA
__Reduccién __Reduccion
Blogueo  Paciente Examinador Blogueo  Paciente Examinador
Durante la apertura ® ® OO OO Durante la apertura
Posicion de apertura @ ® @ ® @ ® Posicion de apertura ® ® @ ® @ ®
9. Dolor muscular y de ATM con la palpacion
LADO DERECHO LADO IZQUIERDO
K Dolor Dolor de Dolor refer. Dolor Dolor de Dolor referidof
(1) Dolor  Familiar cabeza familiar (1kg) Dolor  Familiar cabeza familar

Temporal (posterior) MW OO ®® ®  Temporal (posterior) MY ®O® OO OO

Temporal (medio) @ ® @ ® @ @ @ ® Temporal (middle) @ ® @ ® @ ® @ ®
Temporal(anterior) MO ®® ®® ® ®  Temporal (anterior) D O OO OO
Masétero (origen) ®»O ®O® ®™ @  Masétero (origin) MY ®O© ® ®
Masétero (cuerpo) 8 8 %% ® @  Masétero (cuerpo) ®® ®O ® O
Masétero (insercion) ®™ @  Masétero (insercion) OO ®O© ® ®
ATM Dolor Dolor Dolor Dolor
Dolor Familiar  Referido Dolor Familiar ~ Referido
Polo lateral (0.5 kg) ® ® M ® ® ® Polo lateral (0.5 kg) ® ® N ® (ONW)

Alrededor del polo lateral (1kg) W @ ® & N ® Alrededordel polofateral(1kg) W @ ® ® ® @

10. Dolor muscular complementario con |a palpacion

LADO DERECHO LADO IZQUIERDO
Dolor Dolor Dolor Dolor
(0.5 kg) Dolor Familiar ~ Referido (0.5kg) Ddolor ~ Familiar  Referido
Region mandibular posterior ) @) (OEW) » @ Region mandibular posterior ) &) ™ ® ®» ®
Regidn submandibular ® ® ®» ® ™ ® Region submandibular N ® » O » O
Area pterigoideo lateral ™ @ N ® ™ Area pterigoideo lateral N ® o~ ® ® ®
Tendén del temporal (OXW) ™ @ ™ ® Tendon del temporal N O (OEW) ® ®

11. Diagndsticos

Trastornos dolorosos Trastornos ATM derecha Trastornos ATM izquierda
(O Ninguno (O Ninguno (O Ninguno
O Mialgia Desplazamiento discal (seleccione uno) Desplazamiento discal (seleccione uno

(O Dolor miofascial con referencia (O ..con reduccion
(O ...con reduccién, con bloqueo intermintente

...con reduccion
..con reduccion, con bloqueo intermitente

O
O
O Artralgia derecha (O ..sin reduccién, con limitacién de apertura (O ...sin reduccién, con limitacion de apertura
O
O
@)

Artralgia izquier: 2 Py
@' hrtraigiazquienia (O ...sin reduccion, sin limitacién de apertura

(O Enfermedad articular degenerativa
(O Dislocacion

...sin reduccion, sin limitacion de apertura
O Dolor de cabeza atribuido a TTM Enfermedad articular degenerativa
Dislocacion

12. Comentarios

Copyright International RDC/TMD Consortium Network. Available at ftto://www rdc-tmdinternational.ore

Version 12May2013. No permission required to reproduce, translate, display, or distribute.
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