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Introduccion

La articulacién temporomandibular (ATM) o complejo articular temporomandibular es
una articulacion ginglimoartrodial que articula bilateralmente la mandibula con el
craneo. Forma parte del Sistema Masticatorio, unidad funcional y estructural
encargada de la masticacion, el habla y la deglucién, aunque también desempefia un
papel significativo en la respiracion y en la percepcion gustativa. Este sistema esta a
su vez constituido por la articulacion alveolodentaria, los ligamentos, los musculos
masticadores y un importante mecanismo de control neurolégico. Ambas
articulaciones, sinovial y dentaria, han de actuar con precision y armonia; la primera
tiene como principal funciéon guiar los movimientos mandibulares y la segunda, al
poseer receptores propioceptores (a nivel periodontal), protege todo el sistema de

posibles traumas oclusales.

Dentro de la ATM, el hueso temporal se relaciona con los huesos del craneo y con la
mandibula a través de dos dispositivos articulares. Por una parte, se relaciona con los
huesos del crAneo mediante una articulacion estética (sinartrosis) y, por otra parte, con
el condilo mandibular, constituyendo anatébmicamente una enartrosis que
funcionalmente actia a modo de bisagra en los movimientos de apertura y cierre
mandibular, comportdndose como una diartrosis. Desde el punto de vista funcional, se
clasifica como una diartrosis bicondilea, ya que articula dos huesos cuyas superficies
convexas se encuentran articuladas a una cavidad y que contiene un disco 6 menisco
articular que adapta ambas estructuras éseas, siendo todo ello lubricado por el liquido
sinovial. A su vez, cada ATM esta constituida por dos estructuras, una superior 6

temporodiscal y una inferior 6 discocondilar.

La ATM es una articulacion de caracteristicas funcionales exclusivas, ya que los
movimientos de una no son independientes de la otra, sino que al realizar un
movimiento los musculos del lado derecho e izquierdo deben actuar simultdneamente
de forma sinérgica y antagonista. Este movimiento reciproco es unico en el organismo

(Gémez de Ferraris y Campos; 2009).

La ATM se encuentra intimamente relacionada con la oclusion dentaria y el sistema
neuromuscular, ya que sus movimientos no estan guiados Unicamente por la forma
anatomica del hueso y del sistema musculo-ligamentoso, sino también por la
oclusién dental. Por su compleja dindmica articular, cualquier trastorno funcional
0 patolégico que asiente en alguno de sus componentes afectara el normal fun-

cionamiento de todo el sistema (Gomez de Ferraris y Campos; 2009).
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Para comprender esta compleja unidad articular y la patologia que asienta en ella,
hay que tener solidos conocimientos sobre la anatomia, la histologia, la fisiologia y
la biomecanica articular, aspectos que proporcionan las bases biolégicas para el
logro de un buen diagndstico, una adecuada terapéutica y una acertada prevencion

de las disfunciones articulares.

Dentro de las patologias que afectan a la ATM podemos destacar el Sindrome de
Disfunciébn Temporomandibular (SDTM), también denominado como “Sindrome de
desarreglos internos”, por la incidencia elevada que existe en la poblacién. Dicha

alteracion fue definida por Dolwick en 1983 como:

“Una relacion anormal del disco articular respecto al condilo, fosa y eminencia

de la articulacién temporomandibular”.

Se trata de una patologia multifactorial caracterizada por una anormal relacion del
disco articular respecto al coéndilo, fosa y eminencia de la articulacion
temporomandibular. Junto a otras alteraciones estructurales y funcionales que se
producen en la articulacion tenemos la degeneracion progresiva del disco articular,
generalmente por un desplazamiento anterior del mismo, alterando la cinética articular
y provocando la apariciébn de una serie de sintomas (dolor, chasquidos, bloqueos,
limitacibn en la apertura oral, etc.), que caracterizan a dicha enfermedad. En los
primeros estadios de la enfermedad el abordaje es multidisciplinar, mientras que en
estadios avanzados de la patologia donde se asocia una degeneracién progresiva del
disco, nos encontramos con la necesidad de realizar una extirpacion quirdrgica del
mismo, quedando una alteracién estructural y funcional articular importante que puede

desembocar en la aparicién de grandes secuelas.

Los nuevos estudios de investigacidbn buscan entender la biologia, composicién,
metabolismo, organizacion ultraestructural y molecular, y las propiedades
biomecéanicas del disco articular con la esperanza de desarrollar un procedimiento de
reparacion biolégica como una alternativa a los tratamientos existentes para el SDTM,
con el objetivo de hallar un sustituto bioldgico viable con las propiedades bioquimicas y
biomecanicas del disco articular normal y asi poder restituir el normal funcionamiento

articular.

En la presente Tesis Doctoral se desarrolla un estudio de viabilidad de los condrocitos
del disco articular de la ATM de pacientes que presentan un SDTM en un estadio

avanzado, para su utilizacién en Ingenieria Tisular de dicho disco articular. Para ello,
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consideraremos en la introduccion, como fundamento de la investigacion a realizar, los
siguientes apartados:

Articulacion Temporomandibular, donde se desarrollard la anatomia, histologia,

histofisiologia, biomecénica y fisiopatologia articular.

Ingenieria Tisular, que se centrard en la Ingenieria Tisular de la ATM y en la
Viabilidad Celular.

A continuacién enunciaremos los objetivos del trabajo de investigacion y describiremos
los materiales y métodos utilizados. Por dltimo, se describiran los resultados

obtenidos, la discusién y las conclusiones derivadas de este estudio.
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1. ARTICULACION TEMPOROMANDIBULAR

1.1. ESTRUCTURA ANATOMICA DE LA ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR DEL ADULTO HUMANO

La ATM es, anatbmicamente, una enartrosis y, funcionalmente, una diartrosis
movil que articula mandibula y craneo, la cual esta formada por el condilo y fosa

mandibular y por la eminencia articular del hueso temporal (Figura 1).

A continuacién, vamos a desarrollar la estructura anatémica de los principales

componentes de la ATM.

- Coéndilo mandibular

El condilo mandibular es una estructura ovoidea con el eje mayor dirigido hacia
atrds y adentro, que se une a través del cuello con la mandibula. En su parte
anterointerna se articula el musculo pterigoideo lateral. En la base del craneo se
articula con la porcion escamosa del hueso temporal, en la fosa glenoidea. Esta
recubierto por tejido conjuntivo diferenciado en tres capas, que de fuera hacia
dentro son: tejido fibroso superficial, tejido fibroeldstico y una capa profunda
fibrocartilaginosa. Entre esta Gltima capa y el hueso se encuentra otra capa de

cartilago mineralizado que actuaria en los procesos de remodelacion condilar.

- Fosa glenoidea o mandibular

La fosa glenoidea constituye la porcién concava de la base del crdneo a nivel de
la escama del hueso temporal. Se encuentra limitada posteriormente por la cisura
de Gasser y anteriormente por una gruesa eminencia denominada eminencia
articular. El grado de convexidad de dicha estructura determina el mayor o menor

recorrido del condilo en los movimientos de apertura oral.

- Disco articular

El disco articular constituye la estructura mas importante de la articulacién. Es
una estructura fibrocartilaginosa densa bicéncava localizada entre ambas
superficies articulares, cuya funcion es acomodar las acciones de tipo bisagra y
de deslizamiento entre ellas. La superficie superior del disco se adapta a los
contornos de la fosa y la eminencia del hueso temporal, y la superficie inferior se
adapta al contorno del condilo mandibular, contribuyendo asi a la distribucion de las

cargas ejercidas sobre las areas de contacto, a la absorcién de la presion y a la

5
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lubricacion articular (Figuras 2 y 3). Una de las principales funciones es controlar la

presion que el condilo ejerce sobre el hueso temporal (Jagger; 1994).

El disco divide la articulacion en un compartimento superior, en el que tienen lugar los
movimientos de traslacion, y otro inferior, mas pequefio, en el que ocurren los

movimientos de rotacion.

Segun Rees (Rees; 1954), el disco esta dividido en 3 zonas en sentido antero-
posterior: banda anterior, zona intermedia y banda posterior. La zona intermedia
central es de manera considerable mas delgada (1mm) que las bandas posterior
(3mm) y anterior (2mm). El significado de esta variacion en el grosor es que la zona
intermedia, al ser mas delgada, permite al disco ser mas flexible y facilitar la
conversion entre céncavo y convexo, lo que permite a su vez que el condilo se
mueva en un arco circular (Rees; 1954). No posee vasos sanguineos ni
terminaciones nerviosas, excepto en su extremo periférico donde esta ricamente
vascularizado e inervado. El disco posee una serie de uniones con las estructuras
contiguas (Rees; 1954): medial y lateralmente se une con la capsula, sujetando el
polo medial y lateral del condilo y permitiendo la rotaciéon condilar en relacién con el
disco; anteriormente el disco se une, por arriba, a la regién anterior de la eminencia
temporal (mediante fibras elasticas) y, por abajo, a la zona anterior del céndilo
(unién compuesta por fibras no elasticas); posteriormente se continla o se une a la
zona bilaminar vascularizada (o tejido retrodiscal), la cual se une al hueso temporal
y a la cara posterior del cuello condilar. El plexo venoso de la cara posterior se
rellena cada vez que el disco experimenta movimientos de desplazamiento anterior.
Los tejidos de insercion posterior se adhieren a la placa timpanica del hueso
temporal en la parte posterosuperior y al cuello del céndilo en la parte
posteroinferior. En la parte anterior el disco, la capsula y la fascia de la cabeza
superior del musculo pterigoideo lateral son contiguos.

El disco y sus uniones dividen el espacio articular en una region superior y otra
inferior, siendo sus volimenes 1 y 0,5 ml, respectivamente (Dolwick; 1983), (Ogus;
1986).

En una vision anterior, desde el punto de vista anatémico, el disco es mas grueso
medialmente, correspondiéndose con un aumento del espacio articular a nivel

medial de la articulacion.
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En una vision lateral, en condiciones normales, el condilo se posiciona sobre la
region mas delgada del disco, la porcién intermedia, siendo el borde posterior mas

grueso que el anterior.

De este modo, durante los movimientos articulares el disco se puede adaptar a
las distintas superficies articulares, alterandose en caso de fuerzas destructivas 6

alteraciones biomecanicas severas.

En el hueso temporal, la zona anterior de la fosa mandibular corresponde a la
vertiente posterior de la eminencia articular. Lateromedialmente, la fosa
mandibular y el céndilo miden aproximadamente 23 y 20 mm., respectivamente
(Dolwick; 1983). Ambos son més estrechos en sentido antero-posterior, midiendo
aproximadamente 19 y 10 mm., respectivamente (Dolwick; 1983). Al igual que el
condilo y la fosa, el disco es mas ancho en sentido lateromedial que antero-

posterior, aproximadamente 19 x 13 mm.

- Capsula articular

La capsula fibrosa es una fina capa de tejido que rodea completamente la
articulacion. Define los limites funcionales y anatémicos de la ATM, rodeando la
superficie articular del condilo y fusiondndose con el periostio del cuello
mandibular. A nivel del hueso temporal rodea las superficies articulares de la

eminencia y de la fosa glenoidea.

En su porcion lateral se trata de una estructura bien definida que funcionalmente
limita la traslacién anterior del condilo. En dicha region estd reforzada por el
ligamento temporomandibular. Dicho ligamento se inserta en la superficie externa
de la raiz del arco cigomatico y convergiendo dorsocaudalmente se inserta en la

porcién posterior del céndilo.

Firmemente adherida al hueso, por delante, se inserta frente a la cresta de la
prominencia articular; a los lados, se adhiere al borde de la eminencia y de la fosa;
y por detrds, se extiende en sentido medial a lo largo del borde anterior de las
hendiduras petrotimpanica y escamotimpénica. Medialmente se une a la sutura

esfenoescamosa.

Existe una zona de debilidad en la porcion anterior que corresponde al orificio
existente para el paso del tendon del pterigoideo lateral, a través de la cual se
puede producir una herniacion de los tejidos intraarticulares y, por lo tanto, un
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desplazamiento del disco. Su porcién medial se relaciona anatémicamente con
varias estructuras en la vecindad de la fisura petrotimpéanica: arteria meningea
media, ligamento esfenomandibular y el nervio auriculotemporal. La membrana
sinovial que tapiza la capsula cubre todas las superficies intraarticulares excepto
las zonas de presion del fibrocartilago. Entre sus funciones, ademas de envolver la
articulacion, retiene el liquido sinovial y opone resistencia a cualquier fuerza
medial, lateral o vertical inferior que tienda a separar o luxar las superficies

articulares.

El liquido articular estd producido por las células que tapizan las superficies
articulares situadas anteriormente al tejido retrodiscal y ambas cavidades
articulares. Tiene una doble funcion: por un lado sirve como nutriente para las
superficies articulares que son avasculares y, por el otro, lubrifica estas superficies

durante la funcion, tanto en el movimiento como en la carga (Alomar; 2007).

- Sistema ligamentoso articular

Los ligamentos son estructuras que unen los huesos articulares y que estan
constituidas por densos haces de fibras coldgenas que se disponen direccionadas
en paralelo para soportar mejor las cargas. La ATM tiene ligamentos principales o
directos, que intervienen en la funcion de la misma articulacién, y ligamentos de
accion indirecta 0 accesorios, que por sus inserciones restringen en parte la

proyeccion anterior de la mandibula, limitando los movimientos condilares.

Los ligamentos principales son: 1. Ligamento Capsular, que rodea y envuelve la
articulacion; 2. Ligamentos Colaterales, que permiten al disco moverse
pasivamente con el condilo (anatdbmicamente se distinguen un ligamento colateral
medial y lateral); 3. Ligamento Temporomandibular, en el que se aisla una porcién
oblicua que limita el movimiento rotacional normal de apertura y una porcién
horizontal que limita el desplazamiento posterior de la unidad disco-condilo; 4.

Ligamento Temporodiscal.

Entre los accesorios hay que mencionar: 1. Ligamento Pterigomandibular; 2.
Ligamento Esfenomandibular; 3. Ligamento Estilomandibular, que limita los

movimientos extremos de protrusion mandibular.

- Musculatura, vascularizacion e inervacion articular

Los musculos de la articulacién se organizan en dos sistemas: los musculos
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elevadores que cierran la mandibula (masetero, temporal y pterigoideo medial) y
los que la descienden durante la apertura (pterigoideo lateral, digastrico y

milohioideo).

El musculo pterigoideo lateral es el mas importante en lo que respecta a la
relacion con el disco articular y la ATM. Esta formado por dos porciones: una
cabeza superior que se origina en la superficie infratemporal del esfenoides, y
una cabeza inferior originada en la superficie lateral del ala lateral de la apofisis
pterigoides. Ambas se insertan en la zona subcondilea y en el disco articular.
La cabeza inferior interviene en la apertura oral, la protrusion y la
lateralizacion contralateral, de tal forma que su contraccion unilateral induce un
movimiento mediotrusivo y su contraccién bilateral protruye la mandibula a través
de la impactacion condilar. En cambio, la cabeza superior lo hace en los
movimientos de retrusién, lateralizacion ipsilateral y cierre de la mandibula. Su
accion es especialmente activa durante la mordida potente, siendo responsable

del fenébmeno del bruxismo (Murray; 2007).

La ATM esta bien vascularizada, pues posee un rico plexo vascular procedente de
las arterias temporal superficial, meningea media, timpanica anterior y faringea as-
cendente (ramas terminales de la carétida externa), que llegan hasta la cpsula
articular. Estas arterias se distribuyen en la periferia del disco, siendo la zona
central avascular. Se han encontrado pequefos capilares en las vellosidades
sinoviales subyacentes a la membrana sinovial. Dicha localizacion tiene

importancia para la produccién del liquido sinovial.

La vascularizacion de la ATM estd compuesta principalmente por: arteria temporal
superficial, para la porcion posterior; arteria meningea media, para la porcién anterior;

y arteria maxilar interna, para la porcion inferior.

La ATM esta inervada por ramificaciones del nervio auriculotemporal que,
abandonando la rama mandibular, asciende laterosuperiormente abrazando la cara
posterior articular, el masetero y temporal profundo, y ramas del nervio trigémino, que
pueden penetrar en la capsula, disco y vellosidades sinoviales. En la cdpsula, las
terminaciones nerviosas pueden ser del tipo de fibras nerviosas, terminaciones
nerviosas libres y encapsuladas (corpusculos de Ruffini, Pacini y Meissner). En
el disco se observan solo terminaciones nerviosas libres (nociceptores) en la
region periférica, mientras que la zona central carece de fibras y, por lo tanto, de

sensibilidad dolorosa.
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En las vellosidades se han encontrado, también, terminaciones nerviosas de

aspecto corpuscular (mecanoreceptores).

Figura 1. Imagen macroscopica de la articulacion temporomandibular donde se
pueden apreciar las distintas estructuras oOseas: condilo mandibular, eminencia

temporal y cavidad glenoidea.

10
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Figura 2. Articulacion temporomandibular donde se puede apreciar la disposicion
del disco articular en la cavidad glenoidea adaptado a ambas superficies articulares

(condilo mandibular y eminencia temporal).

Fosa mandibular

Eminencia
Membrana articular
sinovial A

Hueso
temporal

Componente
articular superiar
Disco articular
del menisco

Fibrocartilzago
Componente

articular inferior
Apofisis condilea

Figura 3. Representacion esquematica de la articulacion temporomandibular.
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1.2. ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR DEL ADULTO HUMANO

Tanto las superficies articulares de la ATM como el disco articular, tema de
investigacion de la presente tesis doctoral, estan compuestos por tejido
cartilaginoso. El tejido cartilaginoso es un tipo de tejido conjuntivo especializado,

constituido por células y matriz extracelular.

Las células, denominadas condrocitos, estan rodeadas por abundante matriz
extracelular. Los condrocitos sintetizan y segregan los componentes organicos de
la matriz extracelular, que son, bdasicamente, colageno, proteoglucanos y
glucosaminoglucanos. Segun las caracteristicas de la matriz se distingue tres tipos
de tejido cartilaginoso (Finn; 2002): el hialino (Figura 4), que es el mas abundante
en el cuerpo humano, el elastico y el fibroso (Figura 5 y 6). El cartilago es
avascular y aneuronal, y los condrocitos se nutren con material que difunde desde
los capilares sanguineos del tejido adyacente ¢ del liquido articular. En lo que
respecta a la regeneracion, crecimiento y proliferacion activa del cartilago, ésta se

limita a los primeros afos de vida.

El cartilago hialino esta formado principalmente por fibras de colageno tipo Il y
posee condrocitos dispuestos en grupos. Este tipo de cartilago posee pericondrio y
es de aspecto blanquecino azuloso. Se encuentra en el esqueleto nasal, la laringe,
la trAquea, los bronquios, los arcos costales y en las superficies articulares de los

huesos.

El cartilago elastico esta formado también por fibras de colageno tipo Il y por fibras
elasticas. Presenta pericondrio, es amarillento y tiene mayor elasticidad y

flexibilidad que el hialino. Se encuentra en la epiglotis y en el aparato auditivo.

El cartilago fibroso o fibrocartilago es una transicion entre el tejido conectivo denso
y el cartilago hialino, con fibras de colageno tipo I. Carece de pericondrio. Se
encuentra en los discos intervertebrales, discos articulares y meniscos y en la

insercion de los ligamentos y tendones.

La ATM vy el disco articular estan formados, desde el punto de vista histolégico, por
cartilago fibroso o fibrocartilago. A diferencia de otros tejidos cartilaginoso, los estudios
de investigacion del disco articular de la ATM del humano se encuentran en sus
primeros estadios en lo que respecta a estudios de caracterizacion. Algunos estudios,

como el de Almarza y Athanasiou (Almarza y Athanasiou; 2004), demuestran que,
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aparte de ser un tejido que presenta caracteristicas muy distintas al cartilago articular
(cartilago hialino), también presenta diferencias con los tejidos fibrosos o
fibrocartilagos, como el del menisco de la rodilla. Todo esto nos resalta la necesidad
de seguir desarrollando estudios de caracterizacion a cerca de la composicion y
funcion del disco articular como paso previo al desarrollo mediante Ingenieria Tisular

de un implante viable.

Figura 4. Imagen de microscopia Optica de cartilago hialino (Rosales R; 2008).
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Figura 5. Imagenes de microscopia optica de cartilago elastico.

http://escuela.med.puc.cl/paginas/cursos/segundo/histologia/HistologiaWeb/paginas/co25505.html

Figura 6. Imagen de microscopia Optica de cartilago fibroso.

http://escuela.med.puc.cl/paginas/cursos/segundo/histologia/HistologiaWeb/paginas/co25505.html

14



Introduccion

A continuacion, vamos a describir las caracteristicas estructurales, desde el punto
de vista histoldgico, de los componentes mas importantes de la ATM del humano
adulto: superficies articulares, membranas sinoviales y liquido sinovial y disco

articular.

- Superficies articulares

Las &reas o superficies articulares destinadas a soportar o resistir las fuerzas
mecanicas que se originan durante los movimientos mandibulares, se denominan
areas funcionales. Estas superficies funcionales estan recubiertas por un tejido
conectivo fibroso de mayor espesor, localizado por un lado en la vertiente posterior
de la eminencia temporal, donde alcanza un grosor de 0,50 mm y a nivel de la
carilla articular del céndilo mandibular, donde presenta un espesor de 2 mm. Su
funcién consiste en amortiguar las presiones y distribuirlas sobre las superficies
Oseas articulares. Las fibras de colageno (tipo I) superficiales se distribuyen de
forma paralela a las superficies libres, mientras que las fibras profundas lo hacen

en sentido perpendicular.

Desde el punto de vista histoldgico las superficies articulares estan revestidas, como
se ha indicado anteriormente, por una zona de tejido conectivo fibroso, por debajo
del cual existe una zona proliferativa muy delgada. Esta capa en la ATM adulto es la
gque suministra los fibroblastos para renovar el tejido fibroso articular. Subyacente a
esta zona proliferativa se observan sucesivamente una zona de fibrocartilago y
otra zona muy delgada de cartilago calcificado, tras la cual se encuentra el tejido
6seo subarticular, tanto a nivel mandibular, como temporal (Gémez de Ferraris y
Campos; 2009). Durante el desarrollo pre y postnatal, el area proliferativa de células

indiferenciadas da también origen a los condrocitos subyacentes.

- Membrana sinovial v liguido sinovial

Desde el punto de vista histologico, la capsula articular posee dos capas, una
externa fibrosa y una interna muy delgada o membrana sinovial, la cual tapiza el
interior de dicha cépsula. Esta membrana produce el liquido sinovial que se
almacena en los fondos de saco de las cavidades supra e infradiscal. Las
membranas sinoviales representan los medios de deslizamiento de la articulacion y
estan formadas por dos capas: la sinovial interna, que limita con los espacios de

la articulacion, y la subsinovial, unida al tejido conectivo fibrosos de la capsula.

Estas membranas revisten por completo la capsula articular de la ATM del adulto,
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tanto la cavidad superior como inferior, pero, sin embrago, estdn ausentes en el tercio

medio del disco en la articulaciéon adulta.

La membrana sinovial contiene una poblacion heterogénea de células. Entre
ellas destacan células con actividad fagocitica y células con capacidad de
secrecion del acido hialuronico. Las células sinoviales aparecen dispuestas en
una capa continua, aunque a menudo se hallan entremezcladas con fibras del
conectivo capsular y con células adiposas (Gomez de Ferraris y Campos; 2009).
Dado que las células sinoviales no limitan con una lamina basal, se considera
gue no constituyen una verdadera membrana. En ocasiones, forman vellosidades
que se pueden proyectar hacia la cavidad articular. Algunas vellosidades son
avasculares y otras contienen tejido conectivo y células adiposas. En general, las

vellosidades son escasas y aumentan en nimero en las patologias articulares.

Con microscopia electronica de transmision se han identificado dos tipos de
células sinoviales, tipo A y tipo B. Las células tipo A poseen un complejo de
Golgi muy desarrollado y numerosas vesiculas lisosomales, caracteristica de las
células con actividad fagocitica. Las tipo B poseen un complejo de Golgi mas
pequefio, reticulo endoplasmico rugoso (RER) muy desarrollado y abundantes
granulos productores de una secrecibn rica en (glicoproteinas vy
glucosaminoglucanos, entre los que se destacan el acido hialurénico y la lubricina

(Goémez de Ferraris y Campos; 2009).

Existen controversias sobre el origen y la funcidn especifica de las células Ay B
de la sinovial. Las células tipo A, menos abundantes (20%), se originarian de los
monocitos derivados de la médula 6sea, en tanto que las células B (70%) se
diferenciarian de las células mesenquimales de los blastemas articulares.
Recientemente se ha identificado la presencia de células dendriticas en el corion
subsinovial, de funcion similar a las células de Merckel receptoras de sensa-

ciones mecanicas (mecanorreceptores) (Dijkgraaf; 1996).

La matriz extracelular (MEC) de la membrana sinovial contiene fibrillas de
colageno inmersas en un material amorfo electrodenso. Las células sinoviales
estan ausentes en las zonas articulares funcionales (Gémez de Ferraris y
Campos; 2009).

En la subsinovial se pueden encontrar diversas variedades de tejido conectivo;
de acuerdo a ello, dicha capa se clasifica en: tipo areolar o laxa, tipo fibrosa y

tipo adiposa (variedad ausente en condiciones normales). La presencia de un tipo
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u otro depende de las demandas a las resistencias mecanicas de la region, de
la edad o de la patologia. Dicha estructura esta irrigada por una red de capilares
gue pueden ser de tres tipos, continuos, fenestrados y discontinuos. También
se han observado vasos linfaticos que se originan en fondo de saco a corta

distancia de la superficie sinovial.

El liquido sinovial, cuya funcidon es lubricar y nutrir la articulacion, es producido
como un ultrafiltrado del plasma sanguineo a partir de la rica red vascular de la
membrana sinovial. Posee una coloracién amarillenta clara y contiene
abundante &cido hialurénico y mucinas, que le otorgan la viscosidad

caracteristica. También presenta células libres descamadas y macrofagos.

Normalmente, se deposita en los bordes y en el fondo de saco de la region posterior.
Durante los movimientos articulares, sin embargo, el liquido se desplaza de un sitio a
otro (mecanismo conocido como «lubricacién limite»). En reposo, los sinoviocitos
B elaboran pequefias gotitas de liquido sinovial para favorecer alin mas la lubricacion
articular (mecanismo llamado «de lagrima»). Desde el punto de vista funcional, el
liquido sinovial tiene por finalidad, ademas de lubricar las distintas regiones
articulares, nutrir los condrocitos y, por la capacidad fagocitica de los

sinoviocitos A, degradar y eliminar las sustancias de desecho.

- Disco articular

El disco articular, tal y como se menciond previamente, esta formado por tejido
cartilaginoso fibroso o fibrocartilago. Como todo tejido cartilaginoso, esta

compuesto por agua (un 70% del disco es agua), células y matriz extracelular.
- Células

Las células del disco articular son denominadas comunmente como fibrocondrocitos
(Landesberg et al.; 1996), (Berkovitz y Pacy; 2000). De este modo, podemos
identificar en el disco articular células tipo condrocito y células tipo fibroblasto
(Landesberg et al.; 1996), (Detamore et al.; 2006).

Los resultados obtenidos a partir de distintos estudios de investigacion sugieren la
existencia de un predominio del fenotipo fibroblastico. Se ha observado que el disco
articular del cerdo esta formado por un 70% de fibroblastos y un 30%
aproximadamente de condrocitos (Detamore et al.; 2006). Los discos del cerdo

adulto poseen mayor celularidad en la periferia, a diferencia de lo observado en los
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discos humanos fetales donde la mayor celularidad se encuentra en la porcion
central (Detamore et al.; 2006). La distribucidén de los distintos tipos celulares dentro
del disco articular también presentan diferencias. Asi, la poblacion celular que
predomina en la region central son los condrocitos, y las células de la periferia
tienden a ser mas fibroblastos (Milam et al.; 1991), (Mills et al.; 1994), (Detamore et
al.; 2006).

Los resultados obtenidos tras revisar la literatura existente indican que la
informacion acerca de las poblaciones celulares es muy variable. Estas variaciones
pueden ser debidas a los modelos animales desarrollados, a la edad, la dieta y la
patologia. EI Unico resultado aceptado en los distintos estudios de investigacion es
que el disco articular de la ATM posee tanto fibroblastos como condrocitos. Todo
esto revela la necesidad de continuar desarrollando estudios de caracterizacion de
las poblaciones celulares para su posterior utilidad dentro de la Ingenieria Tisular

del disco articular.

- Colageno y elastina

Partiendo de los distintos estudios de caracterizacién del disco articular, se ha
observado que el colageno tipo | es el componente mas predominante en el disco
articular, constituyendo entre el 80-90% aproximadamente del peso seco (Nakano y
Scott; 1989) y el 50% del volumen del disco articular (Almarza y Athanasiou; 2004).
Estas fibras se ordenan de forma paralela tanto a las fibras de la zona intermedia
como a las fibras de las bandas anterior y posterior. También se ha observado,

aungue en una proporcion muy inferior, fibras de colageno tipo Ill, VI, IX 'y XII.

La elastina se ha demostrado que esta presente en todas las regiones del disco
articular y en sus uniones posteriores (O'Dell et al.; 1990), (Minarelli y Liberti;
1997), (Mills et al.; 1994), (Detamore et al.; 2005), aunque en una proporcion
mucho menor que las fibras de colageno. Minarelli y Liberti (Minarelli y Liberti;
1997) encontraron que las fibras de elastina se posicionaban de forma paralela a
las fibras de coldgeno en la zona intermedia y en la banda anterior y posterior del
disco humano. Gross et al. (Gross et al.; 1999) observaron que habia mayor
densidad de fibras de elastina en la superficie superior del disco con respecto a la
inferior; a su vez, observaron que las fibras de elastina eran mas numerosas en la
periferia que en la zona central. Detamore et al. (Detamore et al.; 2005) publicaron
que las fibras de elastina eran mas abundantes en la zona posterior y, un estudio

dirigido por O"Dell (O"Dell et al.; 1990) detectdé una densidad mayor de elastina en
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el tejido de unién de la banda posterior.

- Glucosaminoglucanos

El contenido total de glucosaminoglucanos (GAG) en el disco articular de la ATM
varia entre el 1-10% del peso seco (Axelsson et al.; 1992); sin embargo, la mayoria
de los estudios de investigacién realizados indican un contenido total de
aproximadamente un 5% (Nakano y Scott; 1989), (Axelsson et al.; 1992),
(Detamore et al.; 2005). Como en el cartilago articular, el condroitin-sulfato (CS) y
el dermatan sulfato (DS) son los GAG mas abundantes en el disco articular,
alcanzando el CS aproximadamente un 70-80% del total de los GAG (Nakano y
Scott; 1989), (Detamore et al.; 2005) y el DS el 15-25% del total (Nakano y Scott;
1989). El acido hialurénico, el keratan sulfato y el heparan sulfato también
pertenecen a los GAG del disco articular, aunque su contenido es mucho menor
(Nakano y Scott; 1989), (Axelsson et al.; 1992), (Detamore et al.; 2005).

No existe consenso en la literatura publicada a cerca de la distribucién de los GAG
y proteoglucanos en el disco articular de la ATM. Almarza et al. (Almarza et al.;
2005) observaron que el contenido total de GAG era mayor en la regién medial en
comparacion con la region lateral y central, y que en la regién posterior era donde
menor contenido de GAG se encuentra. En los estudios de investigacion
desarrollados por Detamore et al. (Detamore et al.; 2005) se obtuvieron resultados
similares a los obtenidos por Almarza. Por el contrario, los estudios realizados por
Nakano y Scott (Nakano y Scott; 1996) observaron mayor porcentaje de GAG en la
region medial que en la periferia. Mills et al. (Mills et al.; 1994) obtuvo resultados
opuestos a Nakano y Scott, ya que observé mayor cantidad de GAG en las
regiones anterior y posterior en comparaciéon con la zona central. El Unico resultado
obtenido en comun por todos estos estudios es que la cantidad de GAG del disco
articular de la ATM es mucho menor que en el cartilago articular (cartilago hialino).

- Proteoglucanos

La distribucion de los proteoglucanos (Figura 7) en el disco articular es igual de
compleja que la distribucién de los GAG, ya que no existe consenso entre los

distintos estudios de investigacion desarrollados.

El proteoglucano agrecan, proteoglucanos de condroitin sulfato, es uno de los
proteoglucanos que se encuentran en el disco articular de la ATM. Mizoguchi et al.

(Mizoguchi et al.; 1998) observaron que el agrecan era mas frecuente en las
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bandas anterior y posterior que en la zona intermedia. Esta idea refuerza los
hallazgos de Mills et al. (Mills et al.; 1994), quien determinG6 una mayor
concentracion de GAG en las bandas del disco. Detamore (Detamore et al.; 2005)

observo lo contrario en cuanto a la distribucién de agrecan.

Otros proteoglucanos, compuestos por dermatan sulfato, son el biglican y decorin.
Decorin se observo que era mas prevalente en la region anterior y la region de
transicion con la zona central (Mizoguchi et al.; 1998). Biglican era mas frecuente
en la region posterior (Mizoguchi et al.; 1998). Todo esto contrasta con el trabajo de
Detamore (Detamore et al.; 2005) quien no observé proteoglucanos en las bandas

anterior ni posterior.

Como se describié anteriormente, el disco articular es delgado en el tercio anterior
(1,5 a 2 mm de espesor) y mas grueso en los bordes periféricos (2,5 a 3 mm de
grosor). La region mas delgada del disco es la zona central (1 mm), que esta
compuesta por una densa trama de fibras colagenas, que se ordenan de forma
paralela a la superficie articular, junto a la cual existen escasas células y
ocasionales fibras elasticas. A este nivel no se observan vasos sanguineos ni
nervios (Gémez de Ferraris y Campos; 2009). Los componentes de la matriz
extracelular (Figura 8) son los que le confieren al disco la capacidad de soportar las
fuerzas compresivas, por las propiedades hidrofilicas de los proteoglucanos del tipo del
condroitin sulfato y dermatan sulfato. Las fuerzas de traccidon, en cambio, son
soportadas por las fibras colagenas tipo | que constituyen un porcentaje elevado
del total de las fibras del disco. En la regién posterior el disco, como indicamos
anteriormente, se hace bilaminar y estd compuesto por dos fasciculos. El fasciculo
posterosuperior, mas desarrollado, contiene fibras colagenas, elasticas y algunas
fibras reticulares. Por el contrario, la lamina posteroinferior del disco, que se une al
condilo es ineldstica y avascular. Entre ambos fasciculos queda una zona de

tejido conectivo laxo con abundantes vasos sanguineos y nervios.

El disco es flexible y posee gran adaptabilidad a los cambios que experimenta
durante el normal funcionamiento articular. Esta funcién se encuentra mermada o

anulada en determinadas patologias articulares, como sucede en el SDTM.
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Figura 7. Representacion esquematica de un proteoglucano.

matriz interterritorial ., matriz territorial

CONDRQCITO

Figura 8. Representacion grafica de la matriz territorial e interterritorial.

http://escuela.med.puc.cl/paginas/cursos/segundo/histologia/HistologiaWeb/paginas/c024947.html
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1.3. HISTOFISIOLOGIA ARTICULAR

El normal funcionamiento de la ATM permite que los movimientos mandibulares se
realicen en las tres dimensiones del espacio de forma silenciosa, sin interferencia y
sin sensacion de molestia. En los movimientos masticatorios participan, ademas de
los elementos dentarios, los musculos especificos y la ATM, regulados por guias
Oseas, dentarias y sensoriales. Cualquier modificacion de la ATM o de la

articulacion dentaria puede provocar trastornos por su interdependencia funcional.

Las caracteristicas topograficas de la articulacion temporomandibular se
encuentran en estrecha relacion con la presencia o ausencia de los elementos
dentarios y el tipo de dieta. Cuando existe edentulismo parcial en las dos etapas
extremas de la vida de un individuo (lactante y senil), y la alimentacion
predominante es de consistencia liquida o semisolida, las superficies 6seas de la
articulacion se encuentran poco desarrolladas, en especial la fosa mandibular. Por
el contrario, la existencia de dientes y una alimentacion mixta, determinan

anatémicamente el tipico aspecto de una diartrosis bicondilea.

Con la edad, las distintas estructuras articulares experimentan diversos tipos de
cambios como consecuencia de una adaptacion a diferentes condiciones
funcionales. A partir de la etapa adulta los tejidos estan sujetos al proceso natural
de envejecimiento, lo que conlleva alteraciones tisulares y, por ende, disfunciones

articulares.

Los cambios mas frecuentes encontrados en cada una de las estructuras de la

ATM son los siguientes (Gémez de Ferraris y Campos; 2009):

-Superficies articulares 6seas: A partir de la quinta década de vida
aproximadamente, el céndilo, que esta constituido por tejido éseo, presenta signos
de osteoporosis en diverso grado, siendo mas comun en la mujer (por ausencia de

estrégenos) que en el hombre.

A nivel de las superficies funcionales, la cubierta fibrosa que actia como

amortiguador fisiolégico junto con el disco se vuelve de menor espesor.

-Disco articular: Con la edad el disco presenta &reas condroides
especialmente en las zonas de mayor presion. Ademas, puede observarse areas
de hialinizacion, acumulacién de agua y degeneracion de las fibras colagenas, que

de forma irreversible conduce a la pérdida progresiva de extensibilidad. En la
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region retrodiscal se aprecia como las paredes de los vasos aumentan de grosor.

-Membrana sinovial: EI numero de vellosidades aumenta con la edad v,
particularmente, en estados patolégicos (artrosis) lo que, junto al aumento de
células adiposas, conduce a una disminucién en la produccion de liquido sinovial vy,

por lo tanto, a una reduccion en el nivel de lubricacién de las superficies articulares.

-Céapsula articular: En los individuos de edad avanzada el tejido conectivo de
la capsula y de los ligamentos posee menor cantidad de capilares y nervios,

volviéndose fibroso y, de esta manera, limitando los movimientos articulares.

-MUsculos masticadores: Los musculos masticadores involucionan a partir

de los sesenta y cinco afios, perdiendo considerablemente su eficacia funcional.
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1.4. BIOMECANICA ARTICULAR

Tal y como se ha comentado previamente, la ATM es una articulacion doble
bicondilea que dispone basicamente de tres movimientos necesarios para la

masticacion: apertura y cierre, protrusion y retrusion y laterodesviacion.

Movimientos de ascenso-descenso 0 aperturay cierre

Los movimientos de ascenso-descenso, también denominados movimientos de
apertura y cierre, son los de mayor importancia y resultan de la combinacién de

dos tipos de desplazamientos:

-Un movimiento de rotacion de los coéndilos en la articulacion

meniscomandibular.

-Un  movimiento de traslacion anteroposterior de los coéndilos

mandibulares en la articulacion temporomeniscal.

El movimiento de apertura y cierre mandibular se realiza a través de la rotacion
sincronizada de ambos condilos a través de un eje transversal 6 “eje de bisagra”,
de tal forma que el desplazamiento anterior del complejo disco-céndilo asegura

la maxima apertura oral.
En el movimiento de apertura oral participan los siguientes elementos:

-Articulacion meniscomandibular 6 “complejo disco-céndilo”

Se trata de un sistema compuesto por los tejidos que rodean la cavidad
sinovial inferior, donde los ligamentos medial y lateral unen fuertemente el disco
al condilo, de forma que el Unico movimiento posible entre estas dos
superficies es la rotacion del disco sobre el céndilo. Este movimiento de
rotaciéon que se produce en el espacio articular inferior y es el responsable del
inicio de la apertura oral (los primeros 20 mm). De esta forma, el condilo realiza
una rotacion alrededor de un eje transverso de unos 15°. La proyeccion anterior

del menisco esta frenada por la tension de la banda discal posterior.

-Articulacion temporomeniscal

El segundo sistema lo forman el complejo disco-céndilo y la superficie
articular de la fosa glenoidea (cavidad sinovial superior). En este punto no

existe una unioén fuerte del disco a la fosa, permitiendo, de esta manera, el
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libre desplazamiento entre ambos (movimiento de traslacion). Mediante este
movimiento se consigue la mayor apertura oral y, simultdneamente con el
movimiento de rotacién condilar, se produce un desplazamiento del céndilo
hacia adelante junto al disco, el cual se encuentra fijo. En reposo, el disco esta
ubicado entre la cavidad glenoidea y la vertiente anterior del condilo mandibular.
Con el movimiento de apertura oral se desplaza en direccion ventrocaudal en

relacion al condilo.

Mediante este movimiento se consigue completar la apertura oral,

consiguiéndose una amplitud de movimiento de 45-55 mm.

El movimiento global de apertura esta limitado por la tensién del ligamento

lateral externo y por los masculos de cierre.

Al igual que el condilo, el disco se desplaza, pero a mayor distancia y mas

rapidamente por la traccion de los elementos periarticulares.

-Musculos motores de la apertura oral

En primer lugar se contraen los muasculos pterigoideos externos o laterales
(Figura 9), musculos esenciales de la apertura oral. Inicialmente se relaja el haz
superior esfenoidal, mientras que se contrae el haz inferior (Chouraki; 1986).
Segan Shinishi, 1997 (Shinishi et al.; 1997), el pterigoideo externo no se
contraeria en su totalidad ya que tiene dos acciones, anteriorizar y posicionar el
disco. Sin embargo, otros estudios muestran que no se precisa de la contraccion
superior del haz superior del pterigoideo externo para desplazar el disco

anteriormente (Devocht; 1993).

Posteriormente, asistimos a la contraccion del haz anterior del musculo
digastrico (Figura 9), que ejerce una acciéon de arrastre sobre la mandibula hacia
abajo y atras, tomando el hioides como punto de apoyo y estando éste
estabilizado por los musculos infrahioideos. Esta accion que se mantiene desde
la posicién de intercuspidacion hasta la de reposo y que precederia en 100 ms la
accion del musculo pterigoideo. Simultdneamente, el musculo milohioideo se

encuentra igualmente activo.

Igualmente, vamos a describir los elementos articulares y musculares

involucrados en el movimiento de cierre oral.
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Desde la posicion de apertura oral, la mandibula asciende describiendo una
trayectoria inversa al recorrido de apertura. Para ello, es necesario un
deslizamiento posterior del condilo seguido de un movimiento de charnela. En

este movimiento existen dos posibilidades:

-La mandibula se aplica contra el maxilar superior en forma de “oclusion

cerrada” (posicion intercuspidea).

-Se produce un contacto de los incisivos centrales de ambos maxilares

borde a borde (oclusion incisiva).

-Musculos motores del cierre oral

Dentro de los musculos que desarrollan el movimiento de cierre oral
encontramos los musculos maseteros, temporales, pterigoideos internos (Figura
10) y los haces superiores de los pterigoideos externos, que fijan el disco sobre
el condilo y mantienen una relaciébn armoénica entre las distintas estructuras. El
ligamento esfenomandibular actuaria arrastrando pasivamente la parte posterior
del disco (Devocht; 1993).

Movimientos de propulsidn-retropulsion

Los movimientos de propulsidn-retropulsion tienen lugar en la articulacion
meniscotemporal. Dicho movimiento se realiza mediante del desplazamiento de
complejo meniscotemporal de delante hacia atrds. En la evaluacion del mismo
hemos de tener en cuenta que, debido a la inclinacién anteroposterior de la
superficie articular craneal, ambos condilos descienden cierta altura durante la
antepulsiéon (movimiento de Walter) en relacion a su desplazamiento anterior
(movimiento de Bonwill). Dicho movimiento ventrocaudal recibe el nombre de
trayectoria condilea sagital, que oclusalmente coincide con una desoclusiéon

posterior (movimiento de Christensen) (Christensen; 1995).

El movimiento de propulsién se produce al desplazarse la mandibula hacia
adelante en relacion a la arcada dental superior. Se produce con o sin contactos
dentales, presentando una amplitud maxima de 1,5 cm, siendo ésta menor
cuando el movimiento se realiza con la boca abierta por la accion de los
ligamentos estilomandibulares y esfenomandibulares. Presenta como principal
limite la tensién de la banda discal posterior. Actian como musculos motores los

pterigoideos externos e internos (Figura 11), que actlan arrastrando hacia
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adelante el complejo “céndilo-disco” y el musculo temporal que sostiene la

mandibula.

El movimiento de retropulsion es el movimiento que deshace al anterior
colocando la mandibula en posicién de oclusion centrada. Es un movimiento de
pequefia amplitud al encontrarse limitado por la compresion de los elementos
retromandibulares. Actuan el haz posterior del musculo digastrico, actuando
sobre el hioides, los haces profundos de los maseteros y los haces posteriores

de los musculos temporales y de los genihioideos.

Los movimientos de diduccion son los movimientos de laterodesviacion
mentoniana, que alcanzan una amplitud de 10-15 mm. Son movimientos de
abduccion y adduccién que precisan de la dislocacion mandibular mediante la
actuacion de la musculatura contralateral del lado que se moviliza (musculos
pterigoideos internos y externos). En el momento en el que la barbilla se desplaza
hacia un lado, el condilo homolateral gira sobre su eje longitudinal (movimiento de
Bennet) mientras que el condilo contralateral (6 céndilo de balanceo) lo hace
hacia adelante, abajo y hacia dentro del compartimento temporodiscal. En este
tipo de movimiento participan las fibras posteriores y mediales del muasculo
temporal homolateral y los musculos pterigoideos externo e interno

contralaterales, asi como las fibras anteriores del musculo temporal contralateral.

Biomecénica articular

La presion en la cavidad articular varia en funcion de la actividad muscular,
de forma que al aumentar la actividad muscular, el condilo es empujado
contra el disco y éste contra la fosa, disminuyendo el espacio articular y
aumentando la presion intraarticular. Para la realizacion de estos movimientos se
precisa que el disco articular cambie su posicién, de tal forma que en posicién de
reposo, la tonicidad del musculo pterigoideo lateral mantiene al disco en
posicion anterior respecto al condilo, de forma que solo contacta con la
porcion mas posteromedial del disco. Cuando el condilo se desplaza
anteriormente se activa la fuerza de retraccion de la ldmina retrodiscal, se
vence la tonicidad del muasculo pterigoideo lateral rotando el disco en

direccion posterior.

Durante una mordida potente, el pterigoideo lateral desplaza el condilo
anteriormente para que la porcidn posterior mas gruesa ocupe el espacio

articular aumentado. De este modo, la accidon del musculo rotando el disco
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hacia adelante ayuda a mantener contacto entre las superficies articulares,
protegiendo la articulacion de una posible dislocacién y aportandole una mayor
estabilidad. En estas situaciones de “mordida potente” la fuerza se aplica
directamente sobre el alimento, el cual actta a modo de “elemento
amortiguador”, disminuyendo la presion intraarticular homolateral y aumentando
la presion en el espacio articular contralateral. Durante el ejercicio del
movimiento masticatorio, coincidiendo con la descomposicion del alimento, las
fuerzas masticatorias recaen sobre las clUspides dentarias y se produce un
aumento en la presion intraarticular de la articulacién en ejercicio que provoca

una rotacion mecanica del disco para adaptarse al espacio articular reducido.
En la biomecanica normal de la ATM hemos de sefialar dos hechos de interés:

-Los movimientos adaptativos del disco durante la funcion articular dependen
en gran medida de la morfologia normal del disco, de manera que cuando
ésta se modifica, la biomecénica articular se ve alterada, apareciendo los

signos de disfuncion articular.

-Los ligamentos articulares, al tratarse de estructuras poco elasticas, actian
de forma pasiva en los movimientos de la ATM, restringiendo unos movimientos
y permitiendo otros. Este dato es importante, ya que una excesiva presion sobre
los mismos puede inducir su elongacion y alterar de este modo la normal
funcionalidad de la ATM.

Figura 9. Representacion grafica de la musculatura involucrada en el movimiento

de apertura oral (musculo pterigoideo lateral y musculo digastrico).
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Figura 10. Representacion grafica de la musculatura involucrada en el

movimiento de cierre oral (masculo temporal y musculo masetero).

Figura 11. Representacion grafica de la musculatura involucrada en el
movimiento de protrusion mandibular (musculo pterigoideo lateral y medial),
apertura oral (musculo pterigoideo lateral) y cierre oral (musculo pterigoideo

medial).
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1.5. FISIOPATOLOGIA ARTICULAR

Las alteraciones de la ATM habitualmente siguen una serie de etapas que
conforman una escala cronoldgica predecible pero que no siempre significa que
sea progresiva. De hecho, estadisticamente pocos pacientes progresan a la
siguiente etapa siendo la mayoria los que permanecen en una misma fase. El
interés clinico radica en detectar la fase del trastorno y en funcion de la misma

determinar el tratamiento mas adecuado.

De forma progresiva, la secuencia de acontecimientos que acontecen en una

disfuncién de ATM se podria sistematizar en:
-Articulacion sana.

-Pérdida de la relacion normal disco-céndilo como consecuencia de un
macrotrauma 6 microtraumatismos de repeticion (de ahi la importancia clinica de

detectar alteraciones neuromusculares, oclusales, etc.).
-Aparicion de movimientos de traslacion entre el disco y el condilo.

-Fendmenos histopatolégicos discales con un adelgazamiento de la porcion

posterior del mismo, elongacién de los ligamentos discales y retrodiscales.

-Desplazamiento funcional del disco hacia adelante provocando fenbmenos

clinicos tales como “chasquidos”.
-Luxacion discal con 6 sin reduccion.
-Degeneraciones discales con o sin alteraciones subyacentes del condilo.

1.5.1. Sindrome de Disfuncion Temporomandibular

Tal y como se mencioné al comienzo de la presente tesis, este trastorno fue
definido por Dolwick en 1983 como una relacién anormal del disco articular
respecto al condilo, fosa y eminencia de la articulacion temporomandibular. Se
trata de una patologia de origen multifactorial caracterizada por una alteracién
en la relacion disco-condilo mandibular, como consecuencia de la cual tiene
lugar un desplazamiento del disco, generalmente en sentido anterior. El
término de desarreglo interno no incluye solo el desplazamiento discal, sino
también la presencia de cuerpos libres, adherencias, enfermedades

degenerativas o inflamatorias, etc.
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1.5.1.1. Epidemiologia

Se trata de una enfermedad muy frecuente, en la que hasta un 75% de la
poblacién ha podido presentar algun signo de la enfermedad en un momento
de su vida. Sin embargo, solo el 5% requieren tratamiento. Estudios
estadisticos muestran que el desplazamiento del disco articular aparece hasta

en un total del 15% de voluntarios jovenes sanos.

Afecta preferentemente a pacientes en la tercera década de la vida, seguido de

de la cuarta y la segunda, con un claro predominio en el sexo femenino (9:1).
1.5.1.2. Etiopatogenia

Los factores etioldgicos involucrados clasicamente en el desplazamiento del
disco se pueden agrupar en factores predisponentes (factores psicoemocionales,
como el estrés o la ansiedad, artritis degenerativa, trastornos del desarrollo o el
bruxismo) y factores iniciadores y perpetuadores, entre los que se encuentran:
traumatismos agudos, sobrecarga funcional, laxitud articular, osteoartritis
degenerativa, espasmo muscular masticatorio y aumento de la friccion entre
ambas superficies articulares, fendmeno relacionado especialmente con el

bruxismo severo y con alteraciones en el acido hialurénico.

Nitzan en 2001 (Nitzan; 2001) concede al sistema de lubricacién de la
articulacién un papel fundamental en la cadena de acontecimientos que llevan
al desplazamiento discal. En una articulacién sana, los fosfolipidos activos de
superficie constituyen el lubricante o surfactante de los limites y el &cido
hialurénico actia como lubricante de la interfase y protege a los fosfolipidos de la
degradacion por la fosfolipasa A2 del espacio articular. La presion intraarticular en
reposo en sujetos sanos oscila entre -4 y -10 mmHg. Con los movimientos
articulares aumenta la presion intraarticular, que puede llegar a ser positiva.
Cuando la presién en la cavidad articular varia, lo hace del mismo modo el
espacio articular. El disco cambia de posicién y se deforma para adaptarse
a estas variaciones de presion y espacio. Cuando supera los 40 mmHg se
hace mayor que la presion de perfusién capilar, desencadenando hipoxia. En
respuesta a esta hipoxia tiene lugar una alteracion en el metabolismo celular. El
flujo sanguineo a las areas afectas se reestablece por movimientos maxilares
gue disminuyen la carga mecénica. La reperfusion con aporte de oxigeno a
las células sometidas previamente a la hipoxia genera la produccién de radicales

libres que ponen en marcha una cadena de reacciones de oxidacion-reduccion

31



Introduccion

ocasionando la degradacion del acido hialurénico que protege a los fosfolipidos de
superficie de su degradacion por la fosfolipasa A2, generando una lesién o una
solucion de continuidad en la capa limite del surfactante, lo que produce un aumento
de la fuerza de rozamiento. Esto provoca que, durante la apertura oral, cuando el
condilo se desplaza anteriormente, el disco tienda a quedarse retenido por el
rozamiento y no acomparfie al condilo, con una elongacion progresiva de las

fibras que anclan ambas estructuras.

El disco, cada vez mas movil, va luxandose en direccién anterior y medial.
15.1.3. Clinica

Entre los sintomas y signos caracteristicos se encuentran (Kopp; 1995):

-Dolor. Localizado en la regién preauricular, y sefialado “a punta de dedo”.

Puede acompafiarse de chasquido o no.

-Chasquido reciproco. Se produce al ser recapturado el disco por el condilo,
traduciendo un desplazamiento discal con reduccion, si bien conviene descartar
otras causas tales como cuerpos libres intraarticulares, hipermovilidad articular,
etc. Una mayor tardanza en la aparicién del chasquido traduce mayor elongacion

de la banda posterior y, por tanto, un estadio clinico mas avanzado.

-Crepitaciéon. Es un ruido de roce que se asocia a la osteoartritis
degenerativa y a la perforaciéon discal, si bien no se ha podido determinar una

relacion directa con el desplazamiento de éste (Wildmalm; 1992).

-Limitacion de la apertura oral. Puede relacionarse con una crisis de dolor
miofascial o traducir un bloqueo articular en un desplazamiento discal no
reductible. En este caso sera de aparicién brusca y coincide con la pérdida del

chasquido y el desplazamiento mandibular al lado afecto.
1.5.1.4. Fisiopatologia discal

En referencia al SDTM y a la fisiopatologia discal distinguimos tres tipos
fundamentales de lesién en relacién con las alteraciones biomecanicas del

disco:

-Luxacion reductible: Situacién en la que al empezar a abrir la boca el

condilo sobrepasa el borde posterior del disco desplazado (reduccion)
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generandose un ruido o click al impactar el condilo contra la zona central del
disco. Al cerrar la boca el céndilo llega a perder el contacto con el disco y se
escucha otro ruido (click reciproco) (Figura 12). Cuanto mas tardio sea el
chasquido de apertura, mas elongado estara el ligamento posterior y mas
avanzado serd el estadio. Esto hace que gradualmente el céndilo vaya
ocupando una posicion mas posterior hasta que en la apertura no llega a

sobrepasar el margen posterior del disco desplazado (luxacién no reductible).

-Luxacién no reductible: Estado en el que desaparecen los ruidos de
apertura y cierre y ocurre una marcada limitacion de la apertura oral (25-30
mm). Es una fase patolégica en la que a medida que avanza aparece un
silencio sintoméatico de empeoramiento. En esta situacién a veces ocurre una
metaplasia del tejido retrodiscal que se comporta como un pseudodisco y mejora

la apertura oral (35-40 mm).

-Sindrome del disco anclado: Es una entidad clinica diferente a la
luxacién no reductible. Aparece de forma repentina con una limitacion de la
apertura mas importante (15-20 mm), sin haber existido necesariamente una
historia previa de clicks o ruidos articulares. Es un diagndstico radioldgico, al
comprobar que la posicién de la banda anterior del disco no varia de boca
cerrada a boca abierta (ya que estd anclado a la eminencia en todo el recorrido

del condilo).
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Figura 12. Representacion de los cambios discales en una luxacion discal
reductible.
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1.5.1.5. Diagnéstico

La primera exploracion que debe solicitarse es la ortopantomografia para el
despistaje inicial de un gran nimero de patologias, aunque en el sindrome
de disfuncion temporomandibular solo mostrara cambios en estadios avanzados.
La prueba de imagen de eleccién para valorar la forma y posicién del disco es
la resonancia magnética (RMN). A su vez, nos permite valorar otros
componentes articulares y periarticulares y visualizar la vascularizacién. Con
secuencias potenciadas en T2, se puede ver el edema de medula 6ésea, el
derrame articular o la hipervascularizacion que traducen fendémenos

inflamatorios.

1.5.1.6. Estadiaje

El estadiaje del SDTM o estadios de desplazamiento discal de Bronstein Merril-Wilkes

(Wilkes; 1989) son los siguientes:

1.-Estadio | (Fase Temprana).

e Clinica: Asintomatico, con la excepcion de chasquido reciproco, inicial en la

apertura y tardio en el cierre.

¢ RMN: Bloqueo discal reversible. Ausencia de hallazgos radiolégicos.

e Hallazgos quirdrgicos (artroscépicos): Anatomia normal. Roofing (cantidad de

disco que cubre el céndilo) del 80-100%. Incipiente elongacion de la banda

posterior.
2.-Estadio Il (Fase Temprana/Intermedia).

e Clinica: Chasquido mas intenso, especialmente en la apertura.

¢ RMN: Blogqueo discal reversible. Signos degenerativos incipientes

(engrosamiento discal en su porcion posterior).

e Hallazgos quirargicos (artroscopicos): Deformidad discal temprana (muy similar

a los hallazgos del estadio Il). Roofing del 50-100%. Sinovitis. Elongacién de la

zona bilaminar.

3.-Estadio Il (Fase Intermedia).

e Clinica: Aumento de la frecuencia del chasquido. Bloqueos articulares

no

reversibles que se traducen en problemas mecanicos (chasquidos). Dolor a la

palpacion en ATM y region temporal.
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e RMN: Bloqueo discal reversible y no reversible. Cambios degenerativos en la

zona retrodiscal.

e Hallazgos quirdrgicos (artroscopicos): Marcada deformidad. Adherencias en los

recesos anterior, posterior y lateral. Roofing de 5-15%. Elongacion posterior “en

acordeodn”. Sinovitis prominente. Condromalacia grado Il/111.

4.-Estadio IV (Fase Intermedia/Tardia)

e Clinica: Iguales sintomas que en el estadio anterior pero marcados por la

cronicidad.

¢ RMN: Cambios degenerativos en tejidos duros y aparicién de signos en TAC.

e Hallazgos quirargicos (artroscopicos): Cambios degenerativos (osteofitos,

adherencias). Ausencia de perforacion discal. Condromalacia |lI/IV.

Hialinizacion del anclaje posterior.

5.-Estadio V (Fase Tardia).

e Clinica: Crepitaciones. Marcada limitacibn a apertura oral. Bloqueos de

caracter continuo.
e RMN: Perforacion discal.

e TC: Osteofitos, esclerosis subcondral.

e Hallazgos quirdrgicos  (artroscopicos): Marcadas  deformidades.

Condromalacia Grado |V. Perforacion posterior, sinovitis avanzada.
1.5.1.7. Terapéutica

El enfoque terapéutico del sindrome de disfuncién temporomandibular debe
ser multidisciplinar, con la colaboracion de distintos especialistas. Ademas,

debe ser un tratamiento escalonado.

1.-Tratamiento conservador. Puede ser suficiente en mas del 80% de
los pacientes (Sidebottom; 2009). Reposo articular (indicado en las fases mas
agudas del dolor acompafadas de inflamacion), dieta blanda, férulas
oclusales (el mecanismo de accién no esta claro, pero parece tener que ver con
factores como el control de la hiperactividad muscular, lo que se traduce en
una disminucion de la presion intraarticular), control del estrés, relajantes
musculares, analgesia (antiinflamatoios no esteroideos, anestésicos locales
intraarticulares, anestésicos locales intramusculares para disminuir el espasmo

muscular, inyeccion intramuscular de toxina botulinica).
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2.-Cirugia minimamente invasiva. Su empleo comienza en 1975 cuando

Onishi (Onishi; 1975) realiza la primera artroscopia en esta articulacién. Las

distintas modalidades de cirugia minimamente invasiva son consideradas por

la

mayoria de los autores como el tratamiento quirdrgico inicial en el sindrome de

disfuncion temporomandibular:

-Artroscopia: debe llevarse a cabo bajo anestesia general para obtener la
maxima relajacion muscular. Constituye un método diagndstico-terapéutico.
Consiste en la introducciébn de un sistema 6ptico en la articulacion,
generalmente en el espacio superior (via posterolateral), y aportar una via de
salida para el suero de irrigacion (via intermedia). En caso de ser necesario el uso
de otros instrumentos se colocara una tercera via anterior (triangulacion). Permite
visualizar, estadiar y tratar alteraciones internas y valorar el grado de
desplazamiento del disco (Figura 13). Cuando existe desplazamiento discal
se pueden realizar distintas maniobras como la miotomia anterior,
coagulacion de la banda posterior o sutura artroscépica meniscal. Las
complicaciones son infrecuentes, con una incidencia variable entre el 1,7 y el
10,3%. Entre las mas frecuentes se encuentran el dafio de las superficies
articulares y la extravasacién del liquido de lavado. En cuanto a las indicaciones,
parece claramente indicada en estadios intermedios del sindrome de disfuncién
temporomandibular con dolor en los que ha fracasado el tratamiento conservador
durante al menos seis meses, en el bloqueo discal crénico y en el sindrome de
disco anclado crénico. También se ha demostrado eficaz en estadios precoces
de sinovitis y en osteoartritis que no responden al tratamiento conservador. El
manejo postoperatorio incluye dieta blanda, antiinflamatorios, reposo articular,
crioterapia las primeras 24-48 horas, férula miorrelajante y movilizacion de la

articulacion a partir del primer o segundo dia de la intervencion.

-Artrocentesis: Consiste en un procedimiento de aumento de la
presion intraarticular por puncién (lisis-lavado) mientras se realiza la
manipulacion articular (Figura 14). Se realiza bajo anestesia local. Tiene
indicacion clara en bloqueos agudos (con tasas de éxito entre 70 y 100%) y en el

sindrome del disco anclado.

3.-Cirugia abierta: Artrotomia (Figura 15). Se emplea solo en casos
seleccionados. El abordaje debe conservar la estética y respetar el nervio facial
y sus ramas. Las diferentes técnicas disponibles aportan una descompresién de

la articulacion, lo que podria suponer por si solo una mejoria. Respecto a cudl
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de las diferentes técnicas de cirugia abierta es la méas adecuada en estos

pacientes existe aun cierta controversia en la literatura.

Este tipo de cirugia permite la reconstruccion total o parcial del complejo
articular mediante el empleo de materiales autélogos (injerto condrocostal, cresta
iliaca) 6 materiales heterélogos (silastic, Teflon, etc.). Dentro de las més
novedosas técnicas reconstructivas de la ATM, figura el empleo de protesis
articulares (parciales 0 totales), describiéndose tasas de éxito de hasta el 90% con

las prétesis articulares de dltima generacion.

SAT 000
3

Figura 13. Imagen de artroscopia de la articulacion temporomandibular, donde se

aprecia el disco articular luxado anteriormente y la zona retrodiscal.
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Figura 15. Cirugia abierta de la ATM (artrotomia).
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1.6. PROCEDIMIENTOS RECONSTRUCTIVOS DE LA ARTICULACION
TEMPOROMANDIBULAR. CONTROVERSIAS ACTUALES

En determinadas patologias, tales como la anquilosis fibrodsea articular, artritis
reumatoide 6 SDTM en estadios Il y IV de Wilkes, es necesario contemplar
distintos procedimientos de sustitucion del complejo articular que abarcan desde
procedimientos iniciales, tales como la discopexia, hasta la sustitucion total de la

articulacion mediante elementos protésicos.

Dichas técnicas reconstructivas se fundamentan en la reparacion parcial 6 total de
la articulacion empleando materiales aut6logos 6 heterdlogos, precisando en

cualquier caso de una técnica de cirugia abierta (artrotomia).

A continuacién, revisaremos los distintos procedimientos y las controversias

terapéuticas en torno de los mismos.
1.6.1. Conceptos generales

La eleccion del procedimiento reconstructivo, asi como el empleo de materiales
aloplasticos, alogénicos o autdgenos, ha de venir regido por cuatro principios
basicos (Mercuri; 1998).

1.-Mejorar la funcionalidad articular.
2.-Reduccion de la sintomatologia.
3.-Prevenir el “sobretratamiento” y evaluar los costes.

4 .-Reducir la morbilidad.

En cualquier caso, tal y como establece Mercuri en 1999 (Mercuri; 1999), el
objetivo primordial del tratamiento sera la restauraciéon anatémica y funcional de la
articulacion evitando, en la medida de lo posible, la aparicion de sintomatologia

(dolor, limitacion de la apertura oral, etc.) secundaria a dicho tratamiento.
1.6.2. Discopexia

-Indicaciones. Considerada como la técnica quirtrgica méas frecuente en
cirugia abierta, esta indicada en los casos de desplazamiento discal no reductibles
con tratamiento conservador (estadios Il y 1V), dolor refractario y reabsorcion

condilar.

-Procedimiento. Una vez practicada la artrotomia, se procede a la seccion
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de una cuia posterolateral a nivel del ligamento posterior y se reposiciona el disco
articular. Precisa previamente de un “shaving” 6 regularizacién 6sea para eliminar
posibles osteofitos, anclandose el disco mediante puntos de sutura no
reabsorbibles (Figura 16). Para evitar la recidiva se ha introducido la novedosa
técnica de Mitek mini anchor® (Borja; 1996). Consiste en un cuerpo cilindrico con
un ojal de aleacion de titanio (titanio-aluminio-vanadio) de 1.8 mm de diametro y 5
mm de longitud con 2 aletas de niquel-titanio (Nitinol®), de tal manera que al
introducirse en el hueso las aletas se deforman anclandose a la medular y fijando

el disco mediante una sutura no reabsorbible.
1.6.3. Discectomia

-Indicaciones. Anquilosis fibrosa 6 fibrodsea, sustitucién del disco articular
de forma aislada o como tratamiento complementario a una sustitucion total
articular secundaria a transtornos congénitos postraumaticos, resecciones

tumorales 6 procesos degenerativos.

-Procedimiento. Consiste en la extirpacion del disco articular degenerado.
En estos casos es necesario la recolocacion de un neodisco entre las superficies
articulares en condiciones ideales de biocompatibilidad y resistencia. Para cumplir

tales medidas se han empleado dos tipos de materiales:

s

1. Heterélogos: Proplast-Teflon, Vitek, Houston, TX 6 Silastic, Dow Corning,
Arlington, TX, etc. Materiales actualmente en desuso por la alta tasa de recidivas y
complicaciones postoperatorias (infeccion, migracién de material, rechazo, etc.)
(Henry; 1993), (Black; 1984).

2. Autdélogos: indicados de forma primaria y secundariamente a fracasos de
materiales heterélogos. Se han incluido distintas técnicas siendo las mas

destacables las que describimos a continuacion:

= Colgajo pediculado de musculo temporal asociando fascia y pericraneo
(Figura 17). Descrito por Feinberg en 1992, constituye una razonable
alternativa a la sustitucion del disco articular desde el punto de vista
estético y funcional. Estudios posteriores han comprobado que, afos
después, las fibras del musculo temporal mantienen su vitalidad, si bien
se detectan eventuales signos de atrofia neuroldgica y sustitucion de
fibras musculares por tejido graso.
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= Injertos de piel, cartilago auricular (Figura 18 y 19), fascia temporal y
galea (Matukas; 1990), (Tucker; 1986). Constituyen una alternativa al
procedimiento anterior dependiendo del grado de destruccion articular y
de las preferencias quirargicas. Estudios realizados con cartilago
auricular en animales de experimentacién muestran la viabilidad de las
células cartilaginosas tras el injerto en el seno de la ATM, apreciandose
en la mayoria de los casos una fusion fibrosa entre la cara superior del
injerto cartilaginoso y la fosa glenoidea. No obstante, se aprecia una
discreta pérdida de la celularidad cartilaginosa y, en algunos casos,
puede existir erosién en la cara inferior del injerto induciendo abrasion
sobre la superficie condilar. En otros casos, se ha apreciado la
formacion de adherencias tisulares entre el injerto cartilaginoso y la fosa
glenoidea (Tucker; 1990).

Pese a que recientemente algunos autores confirman la buena funcionalidad de la
discectomia con o sin material de interposicion, en estudios a cinco afios (Nyberg;
2004), se ha determinado, a través de estudios artroscépicos, un marcado deterioro

de las superficies articulares (Holmlund; 1988).
1.6.4. Condilotomia. Sustitucién articular

-Indicaciones. Procesos degenerativos severos articulares de distinta
etiologia (tumorales, infecciosos, traumaticos, etc.) que precisan de la sustitucion

parcial o total de la articulacién precisando de su posterior reconstruccion.

-Procedimiento. Tradicionalmente la sustitucién articular se ha venido
realizando a través de injertos osteocartilaginosos y, en los ultimos afios, mediante

protesis articulares. Distinguimos los siguientes tipos:

»= Injertos osteocartilaginosos: inicialmente se emplearon injertos
microvascularizados costales (Fukuta; 1992) y de cresta iliaca (Taylor;
1982). Sin embargo, no existen estudios que demuestren su viabilidad a
largo plazo.

Otros tejidos autblogos, tales como injertos libres de cresta iliaca
(Kummoona; 1986), clavicula y articulacion esternoclavicular (Snyder;
1971), se han empleado con relativo éxito, presentando igualmente el
inconveniente de que no se registra en la bibliografia estudios de

seguimiento.
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Sin embargo, no fue hasta 1994 cuando Wolford (Wolford et al.; 1994)
publicaron resultados a largo plazo (con una media de 45 meses y un
rango de 10-84 meses) sobre 38 pacientes sometidos a injertos
esternoclaviculares en casos de artritis inflamatoria, comunicando una
excelente viabilidad de los mismos basdndose en criterios objetivos y
subjetivos (disminucion del dolor) en un 50% de los casos. La
reanquilosis articular y la sustitucion del injerto por prétesis articulares

fue la secuela mas habitual en este grupo de pacientes.

Actualmente, el empleo de injertos 6seos microvascularizados de peroné
(Wax; 2000), constituyen una alternativa eficaz a los anteriores, aunque

los resultados a largo plazo no se han contrastado.

= Proétesis articulares. En la actualidad es una alternativa para la

reconstruccién del complejo articular (Figura 20 y 21).
1.6.5. Controversias en el empleo de materiales autélogos

Tras el empleo por parte de lonnides y Maltha en 1988 (lonnides y Maltha; 1988)
de cartilago auricular como elemento sustitutivo del disco articular, distintos autores
(Takatsuka; 1996) evaluaron el comportamiento de dicho material tras practicar una
discectomia en animales de experimentacion (conejo), encontrando un elevado
grado de fibrosis entre el cartilago y el céndilo y la presencia de un plano fibroso
con elementos cartilaginosos en la superficie articular, demostrando que el
cartilago libre no era el material idéneo en la sustitucion del disco articular.

Resultados similares fueron refrendados por distintos autores.

Probablemente la causa de dichos resultados histolégicos radique en el hecho de
gue biolégicamente un injerto cartilaginoso, para su completa integraciéon en el
lecho receptor, requiere de una adecuada vascularizacion del mismo v,
desafortunadamente, una articulacion deteriorada y que en ocasiones ha sido
sometida a distintas cirugias no reune las condiciones idGneas que aseguren un

comportamiento predecible de un injerto libre.

Tal y como muestra Lienau en 2005 (Lienau; 2005) en estudios sobre animales de
experimentacion, la neovascularizacion sobre un injerto previamente fijado
presenta un limite de penetracion tisular comprendido entre 180 y 220 micras,
mientras que en tejidos previamente intervenidos o sometidos a distintos procesos

patolégicos el grosor tisular alcanza las 44 micras. Este hecho microvascular se
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advierte clinicamente ante el fracaso de distintos injertos tisulares (cartilaginosos,
costocondrales, esternoclaviculares, etc.) como mecanismo de reemplazo discal en
aquellas articulaciones sometidas a cirugias previas o en la que distintos procesos

patolégicos introducen un mecanismo de alteracion anatémica en las mismas.

Figura 16. Discopexia

Figura 17. Discectomia y colocacion de grasa autéloga como material de

interposicion.
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Figura 18. Discectomia y colocacion de cartilago auricular autélogo como material

de interposicién.

Figura 19. Técnica de toma de injerto de cartilago auricular autélogo.
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s

Figura 20. Retirada de prétesis articular tras el desarrollo de anquilosis articular

secundaria a la colocaciéon de la misma.

Figura 21. Prétesis articular.
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2. INGENIERIA TISULAR
2.1. CONCEPTOS GENERALES

Definimos a la Ingenieria Tisular como aquella &rea de la biotecnologia encargada de
construir equivalentes tisulares organicos capaces de restaurar, sustituir o incrementar
las actividades anatomicas y funcionales de los propios tejidos y 6rganos dafiados
(Langer y Vacanti; 1993), (Nerem y Sambanis; 1995), (Campos; 2004). Constituye un
emergente campo cientifico que ofrece grandes expectativas en la generacion de
sustitutos tisulares, intentando la fabricacion in vitro de constructos para la posterior

implantacion in vivo.

El principio basico consiste en utilizar un andamiaje compatible biolégica, estructural y
mecanicamente, que sera sembrado de células y cargado con moléculas bioactivas

para promover la maduracion y/o diferenciacién celular.

La Ingenieria Tisular nace en 1933 con la implantacién de células tumorales de ratdon
sobre una membrana de polimero biocompatible (Fuchs et al.; 2001). Posteriormente,
los importantes trabajos de Rheinwald y Green (Rheinwald y Green; 1975 a, b y ¢)
logran perfeccionar las técnicas de cultivo epitelial in vitro. Todo ello, junto con el
posterior desarrollo de las técnicas de obtencion de materiales histicos biocompatibles
liderada por los sustitutos dermo-epidérmicos (Bannasch et al.; 2005), han supuesto
una revolucion en la busqueda de material autélogo capaz de sustituir el tejido primario

dafiado.

El término de Ingenieria Tisular fue adjudicado por primera vez a esta disciplina en la
primavera de 1987, por el profesor Fung, durante una reunién anual de la Fundacion
Nacional de Ciencias de Estados Unidos, aunque muchas de las técnicas utilizadas
en ella habian sido desarrolladas en décadas anteriores (Skalak y Fox; 1988). La idea
de la Ingenieria Tisular se forj6 con la union de la experiencia ganada en diversos
campos, como la biologia celular, la bioquimica y la biologia molecular y su posterior
aplicacion en la ingenieria de nuevos tejidos. El rol de la ingenieria quimica y biol6gica
fue fundamental para la aplicacion racional de los principios de los sistemas vivos. La
tercera arma de conocimiento fue proporcionada por la terapéutica humana brindada

por médicos y cirujanos.

Durante la década de los 90 el auge de la Ingenieria Tisular se ve favorecido por el
empuje de numerosas empresas que ven en los nuevos productos desarrollados una

potencialidad comercial facilmente aplicable al ambito clinico. En la actualidad, tras
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afos de investigacion, son mas de 80 las empresas dedicadas exclusivamente a la
Ingenieria Tisular (Lysagth y Reyes; 2001), con una inversion econémica en la Ultima
década que superd los 3.5 billones de ddlares americanos y con una tendencia
claramente progresiva y ascendente. El empleo clinico de epidermis y cartilago viene
siendo una constante, desde su aprobacion por la FDA, como constructos derivados
de la Ingenieria Tisular, validos para su empleo sanitario; en el momento actual no son
muchos [piel, vasos sanguineos, valvulas cardiacas, hueso, cartilago y musculo] los
constructos que cuentan con aprobacion para su uso terapéutico y sobre los cuales se
lleva a cabo una mayor labor investigadora y de desarrollo, con la consecuente
inversién econémica asociada. Desde el punto de vista clinico, son dos los principales

factores que justifican el rapido y necesario desarrollo de esta disciplina:

a) La necesidad de encontrar sustitutos organicos adecuados que permitan
disminuir las listas de espera de transplante de 6rganos, derivadas de la escasez de

donantes.

b) La utilizacion de proétesis autélogas permite eliminar el riesgo de rechazo del
injerto asi como la utilizaciébn de inmunosupresores tras su implantacién (Sher et al.;
1983).

Como toda ciencia en fase de expansién, existen numerosos problemas adn no
resueltos, entre los que destaca la viabilidad de los cultivos celulares, la obtencion de
un tejido de soporte adecuado que permita su empleo en la clinica y el reto de obtener
constructos viables con aporte vascular intrinseco (Langer y Vacanti; 1993), (Campos;
2004).

Mientras la Ingenieria Tisular es un area bien establecida y con grandes avances
cientificos, el desarrollo de esta ciencia en el campo de la ATM es aln insuficiente.
Los estudios realizados se han basado principalmente en el conocimiento de las
estructuras de la ATM a nivel bioquimico, celular o mecéanico con el objetivo de reparar
dicha articulacion mediante la construccion de una estructura similar tanto anatdmica

como funcionalmente.
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2.2. INGENIERIA TISULAR DE LA ARTICULACION TEMPOROMANDIBULAR

El tratamiento conservador del Sindrome de Disfuncién Temporomandibular (SDATM),
como se reflejé anteriormente, esta dirigido a disminuir o evitar el aumento de presion
intraarticular mediante reposo articular, dieta blanda, férulas oclusales, control del
estrés, relajantes musculares, analgesia (antiinflamatoios no esteroideos,
anestésicos locales intraarticulares, anestésicos locales intramusculares para
disminuir el espasmo muscular, inyeccion intramuscular de toxina botulinica),
fisioterapia articular, etc. Las opciones quirdrgicas son diversas, siendo la
discectomia el tratamiento mas controvertido. Dicho tratamiento esta indicado en
aqguellos casos donde no es factible la reparacion o reposicion discal, englobados en
los estadios evolucionados de esta patologia. En estos casos de dafio articular
severo y, debido a la naturaleza avascular del disco articular, es poco probable
encontrar una reparacion natural del mismo. Por otro lado, se ha demostrado que la
evolucion de dicha patologia no es siempre satisfactoria tras una discectomia y los
resultados encontrados son mejores en los casos en los que se realiza una
reparaciéon discal en vez de una discectomia (Dolwick; 1983), (Dolwick; 2001). Por
este motivo, la blUsqueda de nuevas terapias alternativas que promuevan el
mecanismo natural de reparacion del disco articular constituirian un gran avance a

nivel terapéutico.

Hasta la introduccion de la Ingenieria Tisular dentro del manejo de la disfuncién
articular, nunca antes habia existido una opcién de reemplazar la zona discal dafiada
por disco nativo equivalente. La Ingenieria Tisular ofrece esta potencial solucién de
reemplazar el disco degenerado de manera irreversible y eliminar la necesidad de
tener que realizar una discectomia. De esta manera, la elaboracion de constructos
de discos articulares por Ingenieria Tisular constituye un objetivo basico de la

Ingenieria Tisular en esta area.

Por todo ello, la Ingenieria Tisular del disco articular de la ATM es una opcion a tener
en cuenta en el manejo de las disfunciones articulares, ya que podria condicionar de

manera muy satisfactoria el prondstico de estos pacientes.

A continuacién, presentamos una breve resefla de los principales estudios de
Ingenieria Tisular realizados en el campo de la ATM. Estos estudios estan dirigidos a
la identificacion de los biomateriales adecuados, los factores de crecimiento
involucrados en Ingenieria Tisular del disco articular de la ATM vy, recientemente, en

los biorreactores y fuentes celulares.
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El primer intento de Ingenieria Tisular del disco articular de la ATM fue desarrollado
por Mills et al. (Mills et al.; 1988), quien cultivd células de discos articulares de conejos
y primates. En estos estudios, los discos se cortaron en ldminas de 0.5-mm
aproximadamente, fueron lavados en medio de cultivo a (MEM) con 10% de suero fetal
bovino (FCS) y antibidticos y, posteriormente, colocados en placas de Petri que
contenian geles de colageno vitrogen con MEM y FCS. En el estudio, las células
fueron sometidas a un tratamiento con colagenasa y cultivadas en monocapa con a-
MEM, 10 % FCS y antibi6ticos en una densidad celular de 2x10* células/cm?. Por otra
parte, en el estudio con primates el procedimiento fue similar, variando la densidad
celular a 2x10° células/cm?. Los resultados de este trabajo demostraron la efectividad
de las técnicas de cultivo mediante explante de tejido con respecto a la técnica

convencional de digestién enzimatica con colagenasa en tejidos de origen animal.

Més tarde, Thomas et al. (Thomas et al.; 1991) cultivd células provenientes de discos
articulares de conejos en mallas de colageno tipo | en medio de cultivo enriquecido
con L-glutamina. Para este fin, se utilizaron células correspondientes al segundo
subcultivo, las cuales fueron resuspendidas en coladgeno tipo | no polimerizado v,
posteriormente, cultivadas en una matriz de colageno poroso, la cual era capaz de
inducir la polimerizaciéon. Los cultivos celulares establecidos como control se
mantuvieron en monocapa y se realizaron ensayos microscoépicos, histoquimicos y de
contaje celular a los 3, 7 y 14 dias. Los resultados de este trabajo demostraron que los
sustitutos de disco articular redujeron su diametro de 16 a 12 mm después de 14 dias
en cultivo. Las células inmersas en el constructo presentaron una morfologia similar a
la de los condrocitos, e incrementaron su nimero en un 10%, siendo positivas para
proteoglucanos. Por otra parte, las células control mantuvieron morfologia fibroblastica
e incrementaron su nimero en un 225%, siendo positivas para proteoglucanos solo en
estados de extrema confluencia. Los resultados de este experimento demostraron la
capacidad de diferenciacién de las células del disco de la ATM y su inminente utilidad
para posibles usos en Ingenieria Tisular.

Posteriormente, en 1994, Puelacher et al. (Puelacher et al.; 1994) utilizé cartilago
hialino para el restablecimiento del disco de la ATM. Dicho estudio se bas6 en el
acondicionamiento de este cartilago dentro de una nueva estructura anatémica. Otros
estudios desarrollaron cultivos primarios de condrocitos procedentes de hombros de
terneros cultivados en matrices de PLA/PGA durante una semana in vitro, utilizando
medio de cultivo enriquecido con acido ascorbico (50ug/ml). Posteriormente, estos

constructos fueron implantados subcutaneamente en ratones atimicos de 12 semanas.
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Los resultados de este trabajo demostraron la presencia de GAG sulfatados y
coladgeno tipo Il, ademas de demostrar la posibilidad de crear en el laboratorio disco

articular utilizando una matriz tridimensional.

En 1994, Guerne et al. (Guerne et al.; 1994) describi6 los efectos de diferentes
factores de crecimiento como: factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), interleucina-1 (IL-1), factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF) y el factor de crecimiento insulinico (IGF) sobre
fibroblastos, condrocitos diferenciados y condrocitos desdiferenciados. Sus resultados
cualitativos demostraron que los condrocitos desdiferenciados y los fibroblastos
recibian una respuesta inductora similar destacando el TGF-B como el inductor mas
potente para la proliferacién de condrocitos, mientras que para los fibroblastos lo fue el
PDGF, produciendo el TGF-B anicam ente un ligero aumento. Otras de las
conclusiones de este trabajo determinaron que eliminando el efecto del PDGF se
produce un minimo descenso en la proliferacion de los condrocitos, pero
practicamente anula el efecto del TGF-B en fibroblastos. De esta manera, Guerne et al.
(Guerne et al.; 1994) concluyé que el TGF-B y la IL-1 eran dependientes del PDGF en
fibroblastos y que la IL-1 posee efectos opuestos en condrocitos y fibroblastos,
inhibiendo la proliferacion de condrocitos pero sobreestimulando la proliferacién de
fibroblastos. Por otra parte, la proliferacion de condrocitos y fibroblastos fue estimulada
por bFGF en un menor grado que el determinado por PDGF. Sin embargo, bFGF fue
mas potente que el TGF-B en fibroblastos. Finalmente, IGF-l, que principalmente
regula la proliferacion y produccion de glucosaminoglucanos (GAG) en condrocitos,
indujo una respuesta similar en fibroblastos y condrocitos. En resumen, PDGF fue el
inductor mas potente en la proliferacién de fibroblastos, seguido por el bFGF, y el
TGF-B se consideré como el inductor mas potente en la proliferacion de condrocitos.
Por lo tanto, es posible que la combinacion de factores de crecimiento como PDGF y
TGF-B (e, incluso, de bFGF) sean los inductores mas efectivos para estudios in vitro
con células de disco articular de la ATM.

Landesberg et al. (Landesberg et al.; 1996) descubrié que el TGF- estimulaba la
proliferacion celular del disco articular de origen bovino en un 250% en cultivo en
monocapa. En una revision llevada a cabo por Ali y Sharawy (Ali y Sharawy; 1996), se
determindé que el TGF-B mejoraba la produccon de elastina, la sintesis y agregacion
de GAG, la formacion de nucleos proteicos y disminucion del catabolismo de GAG en
el cartilago hialino. En un estudio posterior, Landesberg et al. (Landesberg et al.; 1999)

encontr6 que el PDGF, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y el bFGF eran
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potentes reguladores de Ekrl/Ekr2 y p38, los cuales se encuentran involucrados (a
través de la cadena STAT) en la mayoria de las respuestas celulares de citoquinas

activando los factores de transcripcion. Ni PDGF, TNF-a ni bFGF regulan STAT.

En 1998, Girdler (Girdler; 1998) logro cultivar células de cartilago condilar. De acuerdo
con Milam et al. (Milam et al.; 1991), el cartilago condilar se divide en 4 zonas
diferentes: la capa fibrosa, la zona precondroblastica, la zona cartilaginosa y la zona
de mineralizacion. En sus estudios, Girdler utilizd células de la zona precondroblastica
sin detallar las técnicas de aislamiento y caracterizacién de la poblaciéon celular de
dicha zona. Diversas discusiones afirman que las células utilizadas en este estudio
correspondian a una poblacion heterogénea de células del fibrocartilago y cartilago
hialino, las cuales se consideran fuentes celulares no aptas para la remodelacién del

disco articular de la ATM.

Estudios posteriores se llevaron a cabo utilizando células de cartilago condilar de
monos en una densidad celular de 50.000 células/cm® en un medio de cultivo
enriquecido con acido ascérbico y glutamina. Las células del cartilago condilar
confluyeron a los 21 dias y, posteriormente, fueron mezcladas dentro de una solucion
de coladgeno tipo | no polimerizado y fibrinbgeno durante 14 dias. Al final de este
estudio, se observo una viabilidad del 64%, y las células presentaron una morfologia
poligonal. Por otra parte, los ensayos bioquimicos demostraron la presencia de
colageno tipo I, Il y gran cantidad de proteoglucanos determinados cuantitativamente.
El periodo de tiempo comprendido entre 3 y 9 dias de cultivo demostré que 2/3 de la
cantidad total de colageno correspondia a colageno tipo | y la cantidad restante
correspondia a colageno tipo Il. Sin embargo, a los 21 dias en cultivo el 80%

correspondia a colageno tipo Il.

En 2001, un estudio realizado por Springer et al. (Springer et al.; 2001), describi6 el
desarrollo de disco articular de la ATM mediante técnicas de Ingenieria Tisular. En
este trabajo, se cultivaron condrocitos humanos y de cerdo provenientes del disco y de
la eminencia articular en matrices fabricadas a base de monofilamentos de
politetraflouretilieno  (ePTFE), monofilamentos de &cido poliglicdlico (PGA),
monofilamentos de poliamida, bloques de hueso natural y vidrio durante 2, 4 y 8
semanas. Posteriormente, los constructos fueron analizados mediante microscopia
electrénica y electroforesis para examinar la presencia de coldgeno. Los resultados de
este trabajo demostraron que las células cultivadas en bloques de hueso natural
generaron protrusiones celulares mayores que aquellas células cultivadas en matrices

tridimensionales sintéticas. Ademas, determinaron que el proceso de adhesion fue
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similar para todos los grupos y no se encontraron diferencias entre células de origen
animal y las células de origen humano. El patron de crecimiento, la estructura celular,
agregacion y proliferacion fue independiente del material utilizado como matriz. Por
otra parte, la mayoria de las células presentaron una morfologia similar a los
condrocitos con ausencia de células fusiformes. El andlisis a las cuatro semanas
demostré la presencia de mudltiples capas celulares dentro de las matrices de
poliamida, ePTFE y PGA. Finalmente, las matrices de PGLA mostraron pequefas
zonas de quiebre a las cuatro semanas con inestabilidad completa a las 8 semanas.
Teniendo en cuenta estos estudios, Springer et al. (Springer et al.; 2001) afirmé que
las matrices artificiales para la reparacion del disco articular requieren estabilidad por

un periodo de 6 a 12 semanas.

Se han realizado pocos estudios en los cuales se caracterice una matriz para la
regeneracion del disco de la ATM. Sin embargo, Poshusta y Anseth (Poshusta y
Anseth; 2001) sugirieron el uso de materiales fotopolimerizables debido a su tiempo de
reaccion rapido y por su control espacial en el proceso de polimerizaciébn como

grandes ventajas a la hora de realizar procesos de regeneracion.

Otros estudios realizados por Almarza y Athanasiou (Almarza y Athanasiou; 2004)
compararon el potencial de un hidrogel y de un biomaterial poroso en el mismo
estudio, concluyendo que la utilizacion de mallas porosas tiene mayores ventajas en
comparacion con los hidrogeles cuando se trabaja en poblaciones celulares del disco
articular de la ATM.

Recientemente se han publicado estudios de investigacion sobre los factores de
crecimiento utilizados en Ingenieria Tisular de células de disco articular de la ATM del
cerdo: Detamore y Athanasiou (Detamore y Athanasiou; 2004), Detamore vy
Athanasiou (Detamore y Athanasiou; 2005) y Almarza y Athanasiou (Almarza y
Athanasiou; 2006). En estos estudios se determiné el papel de diversos factores de
crecimiento: PDGF, IGF, bFGF y TGF-B. Aunque las diferencias encontradas no
fueron muy significativas, se observé que el IGF y TGF-3 estaban més relacionados
con la sintesis de coladgeno y PDGF y bFGF con el aumento en la produccion de GAG.
Concluyendo asi que los constructos sometidos a factores de crecimiento presentaron

una mayor celularidad e integridad estructural y mecanica.

Asi mismo, Almarza y Athanasiou (Almarza y Athanasiou; 2005) y Bean et al. (Beal et

al.; 2006) observaron que, cultivando una concentracion elevada de células de disco
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articular del cerdo con é&cido ascorbico (25 pg/ml) en constructos de PGA, se obtenian

mejores resultados que con otras técnicas.

Existen dos estudios publicados sobre el uso de estimulos mecénicos en Ingenieria
Tisular del disco articular de la ATM. El primero fue realizado por Detamore y
Athanasiou (Detamore y Athanasiou; 2005), quienes utilizaron un biomaterial de PGA
en un biorreactor rotatorio, obteniendo constructos de menor tamafio y matriz mas
densa. Con este estudio se llegé a la conclusién que los cultivos en biorreactores

rotatorios no son adecuados para la Ingenieria Tisular del disco articular de la ATM.

El segundo estudio fue realizado por Almarza y Athanasiou (Almarza y Athanasiou;
2006) quienes observaron el efecto de la presion hidrostatica aplicada de manera
intermitente y constante en las células del disco articular de la ATM cultivadas en
monocapas. El resultado obtenido fue que una estimulacion constante incrementaba la

produccién de colageno en los constructos.

Hasta el momento se han realizado estudios de investigacion de las células del disco
articular de la ATM (Thomas et al.; 1991), (Springer et al.; 2001), (Johns y Athanasiou;
2007), (Allen y Athanasiou; 2007) y condrocitos articulares (Puelacher et al.; 1994),
(Girdler; 1998), (Springer et al.; 2001) como posibles fuentes celulares en Ingenieria
Tisular del disco de la ATM. El uso de células de cartilago articular autélogas asocia
una morbilidad del sitio donante, por lo que ha surgido la necesidad de introducir
nuevas fuentes celulares para el desarrollo de la Ingenieria Tisular del disco de la
ATM. Estas nuevas fuentes celulares ocupan parte de las investigaciones de los
ultimos afios. Dentro de éstas se encuentran células madres de tejido adiposo, células
madres embrionarias, células madres mesenquimales de médula 6sea y fibroblastos
dérmicos (Allen y Athanasiou; 2007), (Johns, Wong y Athanasiou; 2008), (Maenpaa et
al.; 2010), (Su y Kang; 2010).

Los ultimos estudios realizados se centran en los factores de crecimiento relacionados
con la Ingenieria Tisular del disco articular (Kalpakci, Kim y Athanasiou; 2011), (Kang
et al.; 2011).
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2.3. VIABILIDAD CELULAR

El objetivo principal de la Ingenieria Tisular es regenerar y restablecer la funcién
normal de un érgano o tejido dafiado a través de la utilizacién de células que han sido
cultivadas en el laboratorio o en matrices artificiales, para que posteriormente puedan
ser trasplantadas a un érgano receptor. De esta forma, uno de los requisitos mas
importantes a destacar, antes de que las células puedan ser implantadas, es la

determinacion de la viabilidad de las células mantenidas en cultivo.

Existen una serie de métodos y técnicas de laboratorio Utiles para la evaluacién de la
viabilidad y de la funcionalidad celular (Tabla 1). Destacan entre ellos la evaluacion de
la integridad de la membrana celular, los ensayos funcionales, los ensayos con
pruebas de fluorescencia, los estudios de morfologia celular, el microanalisis por
energia dispersiva de rayos X y las técnicas de determinacién de la expresion génica

mediante microarray.
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1. Métodos basados en la
exclusién o inclusion de
colorantes o sustancias

fluorescentes

2. Métodos basados en la

utilizacion de tinciones
cationicas

3. Métodos basados en la

determinacion de liberacion

de moléculas

1. Medicién del ATP
2. Tasa de ADN
3. Sintesis de proteinas

Utilizaciéon de Biosensores
de Fluorescencia

Métodos basados en la
observacion con el
microscopio

Microanalisis por energia
dispersiva de rayos X

Microarray de ADNc
Microarray de
oligonucleétidos

Introduccion

Si una célula esta dafada, la funcién de
la membrana celular estara alterada. A
su través pasaran moléculas o no, que
en condiciones normales no lo harian

Evallan los componentes metabdlicos
que son necesarios para el crecimiento
celular

Miden la dinAmica molecular de
macromoléculas, metabolitos e iones en
células vivas

Determinacion del cambio morfolégico

Determinan la composicion elemental de
una muestra en el microscopio
electrénico

Evaluacion de la expresion de genes de
un genoma completo
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2.3.1. Evaluacion de laintegridad de la membrana celular

Probablemente los métodos de deteccidén de alteraciones de la permeabilidad de la
membrana sean los métodos de evaluacion de la viabilidad celular mas numerosos y

utilizados, pudiendo distinguirse dentro de éstos dos variantes:

» Métodos basados en la exclusién o inclusién de colorantes vitales o sustancias
con propiedades de fluorescencia.
> Métodos basados en la determinacién de la liberacion de moléculas,

fundamentalmente enzimas o acidos nucleicos, en el medio extracelular.

Lo métodos basados en el empleo de colorantes vitales suelen consistir en la

utilizacion de un colorante que, en funcion de sus caracteristicas, es capaz de penetrar
y colorear el interior celular, bien de las células vivas o bien de las células muertas. La
proporcion relativa de las células coloreadas o no coloreadas, refleja el nimero exacto
de las células vivas o muertas y, en consecuencia, la viabilidad del conjunto de la
poblacién celular. ElI contaje de las diferentes poblaciones celulares puede ser
efectuado por métodos microscopicos, citometria de flujo, espectrofotometria o
espectrofluometria automatizada. Con frecuencia, se han utilizado colorantes
organicos como el azul tripan (Hoskins et al.; 1956), (Phillips; 1973), (Patterson; 1979),
la eosina (Hoskins et al.; 1956), el rojo Congo (Geschickter; 1930), la eritrosina B
(Phillips et al.; 1957), (Bhuyan et al.; 1976), siendo el azul tripan el colorante que mas
se ha utilizado hasta el momento. Con la técnica de viabilidad del azul tripan, si la
membrana plasmatica esta dafiada, la célula se tifie de purpura-violeta, mientras que

las células no dafiadas aparecen translicidas al microscopio.

Por otra parte, ensayos de viabilidad biofuncional basados en sustancias fluorescentes

como el Live/Dead® permiten cuantificar la viabilidad celular de los condrocitos en
base a la integridad de su membrana plasmética, al igual que el método de exclusién
con azul tripan, y en base a su funcionalidad. En este caso se emplean dos sustancias
fluorescentes: acetometoxi-calceina y compuesto de etidio. La acetometoxi-calceina
nos permite realizar un ensayo funcional, pues serd permeable a la membrana
plasmatica de células viables. En el citosol de las células vivas, la acetometoxi-
calceina es hidrolizada por accion esterasa, dando lugar a la calceina, una sustancia
gue emite una sefial fluorescente en el espectro del color verde (494-517 nm). El
compuesto de etidio, por otra parte, no penetrara en aquellas células viables,
haciéndolo sélo en caso de que la célula tenga una membrana alterada (método de

exclusion). Cuando el compuesto de etidio alcanza el ndcleo celular, se une a la
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molécula de ADN, aumentando asi su fluorescencia hasta 40 veces y emitiendo una

sefal en el espectro del rojo (517-617 nm).

Por otro lado, tenemos los métodos basados en la deteccibn y medicion de

determinadas moléculas intracelulares liberadas al medio de cultivo. Estos estan

fundamentados en las alteraciones de la permeabilidad de la membrana celular bajo la
accion de determinados téxicos o bien por el envejecimiento celular espontaneo.
Dichos métodos comprenden dos tipos de ensayos, uno enzimatico y otro radiactivo,
siendo los primeros los mas utilizados. Uno de los ensayos enzimaticos mas comunes
es la determinacién del enzima citosolico lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de
cultivo, enzima que es liberada al medio extracelular inicamente cuando la membrana
plasmatica ha sido gravemente alterada. Otras moléculas de interés a la hora de
evaluar la viabilidad celular son las enzimas mitocondriales o incluso el ADN nuclear.
La deteccién de niveles elevados de cualquiera de estas moléculas en el medio de
cultivo son claros indicativos de que un porcentaje significativo de células ha sido
destruido y, por tanto, de que la viabilidad celular es baja (Coco-Martin et al.; 1992),
(Da Costa et al.; 1999), (Posadas et al.; 2007), (lkegami et al.; 2007), (Park et al.;
2008).

Cabe destacar, dentro de los métodos mas utilizados, aquel que determina la
viabilidad celular mediante la prueba del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Este compuesto, de color amarillento, es capaz de reducirse y
adquirir color morado por accion de las enzimas intramitocondriales de las células
vivas. Por esta razon, la adicion de MTT al medio de cultivo y la posterior
cuantificacién colorimétrica del producto nos puede dar una idea bastante fiable del

namero de células vivas y muertas que existen en el cultivo celular (Brink et al.; 2008).

Por ultimo, tenemos que mencionar aquellos que se basan en la radioactividad cuyo
fundamento cientifico es la medicién de la liberacion del Cr51, is6topo radiactivo que
se une de manera no covalente a los aminoacidos basicos de las proteinas
intracelulares. Las células inertes liberan el Cr51 en el medio extracelular, el cual

puede ser cuantificado por un contador gamma (Rinaldi et al.; 1998).
2.3.2. Ensayos funcionales

Este tipo de métodos aplicados a la determinacion de la viabilidad celular tratan de
evaluar los componentes metabdlicos que son necesarios para el crecimiento celular,
bajo la premisa de que el dafio celular produciria una pérdida en la habilidad para

mantener y producir la energia necesaria para el correcto funcionamiento metabdlico y
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para el crecimiento. Dentro de los ensayos funcionales, encontramos aquellos que
pueden medir los niveles de trifosfato de adenosina (ATP), la tasa de ADN vy la sintesis

de proteinas.
2.3.3. Ensayos con pruebas de fluorescencia

Los biosensores de fluorescencia permiten medir la dindmica molecular de
macromoléculas, metabolitos e iones en células vivas con una enorme resolucion
temporal y espacial. Los biosensores son proteinas marcadas con fluorescencia que
miden reacciones quimicas especificas, las cuales pueden ocurrir tanto dentro de la
célula como en su superficie. Cuando el biosensor se encuentra dentro de una célula
viva, el componente proteico del biosensor se activa y la molécula fluorescente unida a
este componente proteico traduce los cambios ambientales en sefiales fluorescentes

en la proximidad del lugar.
Con este tipo de técnicas se puede conocer la viabilidad celular de manera rapida.
2.3.4. Ensayos morfolégicos

Estos métodos de evaluacion de la viabilidad celular se fundamentan en la
observacion mediante el microscopio. Los cambios morfolégicos que se producen en
la superficie celular o en el citoesqueleto pueden estar relacionados con la viabilidad
celular (Emilson et al.; 1978), (Wiesel et al.; 1983), (Beattie et al.; 1994), (Amato y
Lozzi; 1981), (Debbage; 1985). De esta forma, los cambios de volumen irreversibles
pueden ser utilizados para indicar la muerte celular. Cuando se produce una gran
disminucion en el volumen celular, éste puede ser secundario a la pérdida de
proteinas o iones intracelulares, o debido a una alteracion de la permeabilidad para el

sodio o el potasio (Allen; 1988).

La realizacién de esta técnica es mas complicada, por lo que su utilidad es menor que

la evaluacion de la integridad de la membrana o los ensayos funcionales.
2.3.5. Microscopia electrénica analitica

El microandlisis por energia dispersiva de rayos X o microscopia electronica analitica
es una técnica que permite determinar la composicion elemental de una muestra al
microscopia electronico (Warley; 1997), permitiendo asi correlacionar la informacion
sobre la ultraestructura de la célula con su contenido elemental y, ademas, permite el
andlisis simultdneo de todos los cationes y aniones con numero atémico inferior o igual
all (z<11) (Warley et al.; 1994), (Rodriguez-Morata et al.; 2008).
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La cuantificacion de la composicion iénica celular, especialmente del potasio y del
sodio, es considerada una de las técnicas més sensibles para la determinacién de la
viabilidad de las células en cultivo (Rodriguez-Morata et al.; 2008). La concentraciéon
intracelular de estos iones se correlaciona bastante bien con el estado vital celular y es
un excelente marcador de la fisiologia y de la viabilidad celular (Roomans; 1996),
(Zierold; 1997), (Fernandez-Segura et al.; 1999). El microandlisis por energia
dispersiva de rayos X asociado a la microscopia electrénica supone una potente
herramienta para cuantificar los elementos de una muestra, al mismo tiempo que se
consigue determinar la concentracion de los mismos y la ultraestructura de las células
(Buja et al.; 1985), (Hall; 1988), (Warley; 1997), (Vanthanouvong et al.; 2003). Es una
técnica que, mediante la utilizacion de un haz de electrones, permite estudiar la
composicion quimica de la muestra de forma simultinea a su observacion
microscopica (Carini et al.; 1995), (Carini et al.; 1997), (Carini et al.; 2000).

La microscopia electrénica analitica permite, a su vez, la cuantificacion de los
elementos objeto de estudio, lo cual exige el desarrollo de protocolos especificos
(Campos et al.; 1992), (Crespo et al.; 1993), (L6pez-Escamez et al.; 1992 y 1993),
(Campos et al.; 1994), (LOpez-Escamez y Campos; 1994), (Warley et al.; 1994),
(Warley; 1997), (Fernandez-Segura et al.; 1999a y 1999b), (Sanchez-Quevedo et al.;
2006), (Alaminos et al.; 2007), (Sanchez-Quevedo et al.; 2007), (Rojas-Sanchez et al.;
2007), (Alaminos et al.; 2008), (Rodriguez-Morata et al.; 2008), (Rodriguez et al.;
2011).

Cada célula analizada posee un determinado perfil ibnico (Figura 22). En los espectros
obtenidos del perfil ibnico se pueden observar elementos como el fésforo (P), azufre
(S), magnesio (Mg), cloro (ClI), calcio (Ca), sodio (Na) y potasio (K). Algunos de los
iones determinados por microanalisis juegan un papel en la viabilidad celular, de tal
manera que cambios en la concentracion de estos iones en una célula pueden
correlacionarse con procesos de muerte celular por necrosis o apoptosis (Tabla 2)
(Hongpaisan y Roomans; 1999), (Roomans; 1999), (Roomans; 2002). En este
contexto, algunos autores han identificado patrones idnicos especificos para las

células normales, células en apoptosis y células en necrosis.
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Figura 22. Se muestran dos espectros microanaliticos correspondientes a células del
tercer subcultivo del endotelio corneal de un conejo. Cada uno de los picos
corresponde a la emision de energia dispersiva por electrones localizados en los
orbitales K del sodio (NaK), magnesio (MgK), fésforo (PK), azufre (SK), cloro (CIK),
potasio (KK) y calcio (CaK) (Alaminos et al.; 2007b).
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Tabla 2. Perfil i6nico de los elementos observados en el microandlisis por energia
dispersiva de rayos X

Cuando la célula presenta un dafio
Fosforo (P) estructural, disminuye su concentracion en el

espectro analitico

Constituye un indicador microanalitico del
Azufre (S) contenido de proteinas sulfuradas,

glucosaminoglucanos y proteoglucanos

Un descenso en la concentracion elemental
Magnesio (Mg) de magnesio se correlaciona con un

descenso en la concentracion de ATP celular

El descenso de cloro es un indicador precoz

Cloro (CI) .
de apoptosis
. Se incrementa significativamente en algunos
Calcio (Ca) .
tipos de muerte celular
Razo6n Potasio/Sodio Indicador de viabilidad celular
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2.3.6. Determinacion del perfil de expresidén génica mediante microarray

El microarray se podria definir como una técnica que permite la evaluacion simultanea
de un gran numero de genes o, incluso, de un genoma completo, en un Unico
experimento (Friemert et al.; 1989), (Gress et al.; 1992). Recientemente, esta técnica
se ha convertido en una herramienta fundamental para el estudio de determinadas
propiedades especificas de las células susceptibles de utilizacion en Terapia Celular y
en Ingenieria Tisular (Schena et al.; 1995), (Gill; 2003), (Jaluria et al.; 2007 y 2008).
Por ejemplo, una de las propiedades celulares que se puede evaluar con el microarray
podria ser la viabilidad celular mediante la identificacién de genes relacionados con la
mortalidad celular (por ejemplo, genes de apoptosis y anti-apoptosis) (Wong et al.;
2006) y, de esta manera, se podria realizar una seleccion de las células, escogiendo

las que tienen un mayor grado de viabilidad.
Atendiendo a su funcién, podemos distinguir tres tipos fundamentales de microarray:

1.- Microarray de expresion génica (Bowtell; 1999). Este tipo de microarray son los
mas utilizados y mejor conocidos. Esta técnica se basa fundamentalmente en la
deteccibn de ARN mensajeros especificos que estan presentes en una muestra
biolégica en un momento determinado. Para ello, se extrae el ARN total de dicha
muestra, el cual se marca con un pigmento y se hibrida frente a un chip o matriz en la
que existen copias de ADN complementario (ADNc) a los genes que se pretenden

cuantificar.

2.- Microarray de ADN (Bier et al.; 2008), (Wiltgen y Tilz; 2007). En este tipo, el ADN
total procedente de una muestra se marca y se hibrida frente a un chip en el que
existen copias de los genes a identificar. De este modo, se puede evaluar el nimero
de copias de cada gen existente en cada célula, asi como la presencia de delecciones,
mutaciones 0 ganancias geénicas. Por esta razén, este tipo de microarray permite
realizar un andlisis completo del genoma de la célula (genotipificacién). Un tipo
especial de microarray de ADN es aquél en el que se evalia la presencia de
modificaciones epigenéticas tipo metilacion a nivel del promotor de ciertos genes
(Zilberman y Henikoff; 2007).

3.- Microarray de proteinas (Tao et al.; 2007). Este tipo de microarray consiste en un
chip en el que se coloca cierto niumero de anticuerpos especificos de origen conocido,

frente al cual se hibrida un extracto proteico previamente marcado.
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Objetivos

Establecer cultivos primarios de condrocitos fibrosos humanos a partir de
muestras del disco articular de la articulaciébn temporomandibular humana
(ATM).

Evaluar la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular de la
ATM durante los 9 primeros pases celulares utilizando técnicas mixtas
(Live/Dead®).

Evaluar la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular de la
ATM durante los 9 primeros pases celulares utilizando técnicas de

exclusion de colorantes vitales (azul tripan).

Evaluar la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular de la
ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante la determinacién del
perfil i6nico cuantitativo mediante microscopia electronica analitica por

energia dispersiva de rayos X.

Determinar la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular de la
ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante el célculo de la
Viabilidad Media.

Evaluar la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular de la
ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante la determinacion del

perfil de expresién génica global utilizando microarray de ARN.
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Materiales y Métodos

1. AISLAMIENTO DE CONDROCITOS

Para la realizacién de este trabajo, hemos utilizado condrocitos articulares humanos
obtenidos a partir de diferentes biopsias de disco articular de la articulacion
temporomandibular de adulto humano. Dichas biopsias se llevaron a cabo en el
transcurso de intervenciones quirdrgicas consistentes en la extirpacion del disco
articular en pacientes que presentaban un estadio avanzado del Sindrome de
Disfuncién Temporomandibular con degeneracion avanzada del disco. Los pacientes
fueron escogidos al azar entre aquellos que figuraban en la lista de espera quirtrgica
para someterse a dicha intervencioén, dentro del Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial
del H. U. Virgen de las Nieves (Granada), tras la obtencion del consentimiento
informado. De los distintos discos articulares, se aislaron las biopsias que fueron
conservadas en medio de transporte a 4°C, donde se mantuvieron hasta el momento
de su procesamiento. Este medio de transporte consistié en un medio basico DMEM
(medio de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich ref. D5796, St. Louis,
Missouri, EEUU; ver composicion en Tabla) suplementados con antibidticos vy
antimitticos (500 U/ml de anfotericina B, Sigma-Aldrich ref.A5955) pero sin suero
bovino fetal. Con el objetivo de conseguir disgregar la matriz extracelular del cartilago
y conseguir la separacion de los condrocitos de dicha matriz, las muestras se
incubaron en una disolucion de colagenasa Il de Clostridium hystoliticum (Gibco BRL
Life Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al 2% a 37°C durante 6 horas.
Esta solucidon es capaz de digerir el colageno y la matriz extracelular y liberar los
condrocitos existentes en el cartilago. Las muestras digeridas en colagenasa se
centrifugaron a 1000 revoluciones por minuto durante 10 minutos, con el fin de obtener
las células disgregadas de la matriz extracelular, recogiéndose el pellet celular
correspondiente. Posteriormente, este pellet celular se cultivd en frascos de cultivo de
25 cm? de superficie tipo Falcon® con medio de cultivo QC. El medio QC fue descrito
por De Diego (De Diego et al.; 2004) y Llames (Llames et al.; 2004) para el cultivo de
queratinocitos de la piel, habiendo demostrado su utilidad en el cultivo de diversos
tipos de células humanas y animales (Alaminos et al.; 2006 y 2007), (Sanchez

Quevedo et al.; 2007). La composicion de este medio de cultivo es la siguiente:

- Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM): 300 ml (Sigma-Aldrich Ref.
D5796).

- Medio HAM-F12: 150 ml (Sigma-Aldrich Ref. N6658).

- Adenina: 24 ug/ml (Sigma-Aldrich Ref. A9795).

- Hidrocortisona: 0, 4 mg/ml (Sigma-Aldrich Ref. HO888).
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- Insulina: 5 mg/ml (Sigma-Aldrich Ref. 12767).

- Triyodotironina: 1, 3 ng/ml (Sigma-Aldrich Ref. T5516).

- Suero bovino fetal (SBF): 50 ml (Sigma-Aldrich Ref. F9665).

- Antibiéticos y antimicoticos: 100 U/ml de penicilina G, 100 pug/ml de estreptomicina y
0,25 pg/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich Ref. A5955).

Todos los cultivos celulares se incubaron a 37°C con un 5% de di6xido de carbono, en

condiciones estandar de cultivo. Los medios de cultivo se renovaron cada tres dias.

2. OBTENCION DE SUBCULTIVOS CELULARES

Cada vez que los condrocitos articulares humanos, en su disposicion de monocapa
alcanzaron la semiconfluencia, las células se lavaron con 5 ml de PBS (tampdn
fosfato, Sigma-Aldrich ref. P4417) para eliminar cualquier resto del medio de cultivo y
las células muertas. A continuacion, se cubrid toda la superficie de cultivo con
aproximadamente 2 ml de solucion de disociacion celular (Sigma-Aldrich ref. C5789)
para disgregar los mecanismos de adhesion celular y obtener células individualizadas

y no adheridas a la superficie del frasco de cultivo, incubdndose cinco minutos a 37 °C.

Pasado este tiempo, y una vez quedd comprobada la separacion de las células del
frasco, se afadieron 5 ml de medio QC para inactivar el efecto de la solucion de
disociacién, recogiéndose ambos en un tubo coénico que se centrifug6 a 1000 rpm
durante 10 minutos. El precipitado o pellet celular que se obtuvo se resuspendié en
medio de cultivo QC y se sembré en nuevos frascos de cultivo con medio QC. Este
procedimiento se llevé a cabo un total de ocho veces, obteniéndose asi un total de 9

pases (un primocultivo y 8 subcultivos).

3. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE
TECNICAS MIXTAS METABOLICAS Y DE EXCLUSION DE
COLORANTES VITALES (LIVE/DEAD®)

La determinacion de la viabilidad celular de condrocitos humanos procedentes de
biopsias de disco articular de la ATM adulta se realizé, en primer lugar, mediante la
técnica Live/Dead®. Para la realizacion de esta técnica se cultivaron 2x10° células

durante 48 horas en cada uno de los 4 pocillos de una placa tipo Chambers (Lab-Tek
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II, Nunc, Rochester, NY, USA). Tras 48 horas, el medio fue eliminado de los pocillos y
las células fueron lavadas con PBS para eliminar el suero bovino fetal, con actividad
esterasa. Se utilizaron los fluorocromos del kit comercial LIVE/DEAD®
Viability/citotoxicity kit for mammalian cells (Invitrogen, Oregon, USA) diluidos en PBS.
Se afiadié a cada pocillo 500 pl de soluciéon con fluorocromos y se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 3 minutos. Inmediatamente después se procedio a la
toma de imagenes con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti-U (Nikon
Instruments Inc, NY, USA). Las longitudes de onda de excitacion de los fluorocromos
fueron 494 nm para la calceina y 528 nm para bromuro de etidio, respectivamente.
Posteriormente, los recuentos celulares se efectuaron con ayuda del software ImageJ
para su posterior andlisis estadistico. Para el calculo del porcentaje de células vivas se

utilizé la siguiente férmula:
Viabilidad = [N° células vivas/(N° células vivas + N° células muertas)] x 100

Todo este proceso se llevo a cabo un total de nueve veces, de forma que en cada

pase celular se realiz6 un control de la viabilidad celular con este método.

4, DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE
TECNICAS DE EXCLUSION DE COLORANTES VITALES (AZUL
TRIPAN)

Un segundo ensayo de viabilidad celular basado en la exclusién de colorantes vitales
fue realizado mediante el uso de la técnica azul tripan y contaje celular en camara de

Neubauer.

Dicha cdmara consiste en un sistema de contaje adaptado al microscopio 6ptico. Se
trata de un portaobjetos con una depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha
marcado, con la ayuda de un diamante, una cuadricula de 3 x 3 mm?, con una
separacion entre dos lineas consecutivas de 0,25 mm. La depresion central del
cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de forma que cuando la
camara se cubre con un cubreobjetos, éste dista de la superficie marcada 0,1 mm,
siendo el volumen comprendido entre la superficie y el cubreobjetos de 0,1 mm?®, es
decir 0,1 ul (Figura 23). Esto permite hacer un célculo del nUmero de células existente
en un volumen fijo. Dentro de cada cuadricula existen areas de contaje de 1 mm?. La
tincion con azul tripdn utiliza un colorante soluble en agua, altamente toxico, que

posee grupos amino y sulfato cargados eléctricamente. La utilidad de este colorante
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en biologia es muy importante, habiéndose utilizado este método para determinar la
viabilidad de distintos tipos de células (Alaminos et al.; 2007), (Hu et al.; 2007). En
general, el azul tripan es capaz de tefiir de color azul solamente las células muertas o
aquéllas en las que la membrana celular ha sido fragmentada. Sin embargo, las
células vivas son capaces de excluir activamente este colorante y, por tanto,

mantienen su color original translicido o blanco.

El protocolo de trabajo que se realiz6, consistid, en primer lugar, en tripsinizar los
cultivos celulares para separar las células del frasco de cultivo, centrifugandose la
mezcla para obtener un precipitado o pellet celular, el cual se diluyé en una pequefia
cantidad de medio de cultivo. A continuacion, se tomaron 50 pl de la suspension
celular obtenida, la cual se incubé en un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml con un volumen
equivalente (50 pl) de solucion de azul tripan al 0,4% (Sigma-Aldrich ref. T8154)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomd una muestra de
10-15 pl de la mezcla que se colocé en una camara de Neubauer (Figura 24),
procediéndose al recuento de las células vivas (blancas, birrefringentes) y muertas
(azules) utilizando un microscopio 6ptico Leica Laborlux 12 (Leica, Barcelona,
Espafa). Para el calculo del porcentaje de células vivas se utilizé la misma férmula

utilizada para la técnica Live/Dead®:
Viabilidad = [N° células vivas/(N° células vivas + N° células muertas)] x 100

Todo este proceso se llevd a cabo un total de nueve veces, de forma que en cada

pase celular se realiz6 un control de la viabilidad celular con este método.
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Figura 23. Camara de Neubauer. En el puente central (fondo de la camara) estan
grabadas las redes de conteo. Cuando se coloca un cubreobjetos sobre los puentes

exteriores, entre la cara inferior del cubreobjetos y el puente central de la camara se

forma una ranura capilar.

1. Colocar cubreobjetos en lacamara de Neubauer.

3. Recuento de lascélulasvivas(blancas) y

2. Adicionar 10-15 pl de lasolucion
de lascélulasmuertas(azules).

(suspensién celular enazul tripan).

Figura 24. Representacion esquematica de la cadmara de Neubauer utilizada para el

recuento de células viables mediante la técnica de azul tripan.
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5. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE EL
ANALISIS DEL PERFIL IONICO CUANTITATIVO MEDIANTE
MICROSCOPIA  ELECTRONICA  ANALITICA POR ENERGIA
DISPERSIVA DE RAYOS X

El tercer método utilizado para analizar la viabilidad celular de los condrocitos
mantenidos en cultivo fue el microandlisis por energia dispersiva de rayos X. La
metodologia aplicada tiene como base estudios previos realizados en el laboratorio
con la finalidad de evaluar la composicién en sodio (Na), magnesio (Mg), fésforo (P),
cloro (Cl), potasio (K), azufre (S) y calcio (Ca) en células en cultivo de crecimiento en
monocapa Yy en suspension como las células MCF-7, LLC-PK y U-937,
respectivamente (Fernandez-Segura et al., 1997a, 1997b; 1999). Este procedimiento

se caracteriza basicamente por:

1) adaptacion de las células sobre soportes adecuados para microanalisis por rayos X;
2) eliminacion del medio extracelular; 3) criofijacion; 4) criodesecacioén; 5) observacion
y andlisis elemental mediante un microscopio electrénico de barrido equipado de un
sistema de energia dispersiva por rayos X, y 6) cuantificacion de las concentraciones
elementales mediante el método de la razén pico fondo (P/B).

Dicho protocolo, representado de forma esquematica en la Figura 25, se llevé a cabo

tal como se indica a continuacioén:

Figura 25. Preparacion de condrocitos mantenidos en cultivo para analisis del perfil
i6nico cuantitativo mediante microscopia electrénica analitica por energia dispersiva
de rayos X. Los condrocitos cultivados sobre rejillas de oro cubiertas de pioloformo son
lavados en agua destilada, criofijados por inmersion en nitrégeno liquido, desecados
en frio y recubiertos con carbon.
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1) Adhesion de las células al soporte. Las células mantenidas en cultivo se

tripsinizaron y se cultivaron sobre rejillas de oro (Gilder Ref. G100-G3) especiales para
microscopia electrénica (Figura 26). En primer lugar, las rejillas se lavaron durante 5
minutos en cloroformo para eliminar cualquier resto de materia organica que pudiese
haberse depositado sobre las mismas, aclarandose a continuacion en etanol absoluto
(dos lavados de 5 minutos cada uno). Finalmente, las rejillas se lavaron en &acido
acético 2% durante 5 minutos y se aclararon en etanol absoluto durante otros 5
minutos, dejandose secar al aire. Para permitir el crecimiento de las células sobre las
rejillas de oro, se aplicé una fina capa de pioloformo sobre las rejillas. El pioloformo
(quimicamente, polivinil butiral) es un polimero soluble en cloroformo y otros
disolventes organicos muy utilizado para el recubrimiento de superficies porosas para
proteccion o aplicacion de otros componentes (Figura 27). Para la preparacion de las
rejillas de oro, se disolvieron 25 mg de pioloformo en 50 ml de cloroformo, agitdndose
hasta la completa disolucién del mismo. A continuacion, se obtuvieron delgadas
peliculas de este polimero organico mediante inmersion de portaobjetos de vidrio en la
solucion de pioloformo que, al secarse, quedaron cubiertos de este producto. Para la
separacion de las laminas de pioloformo polimerizado, se sumergieron
cuidadosamente los portaobjetos impregnados y secados al aire en un bafio de agua a
temperatura ambiente. La separacibn de las peliculas de pioloformo de los
portaobjetos se produjo espontaneamente debido al caracter marcadamente
hidrofébico de este compuesto. A continuacion, se depositaron las rejillas de oro
lavadas sobre las laminas de pioloformo, cubriéndose las primeras con cubreobjetos
redondos de 1 cm de diametro. Finalmente, se colocaron los cubreobjetos con las
rejillas y las ldminas de pioloformo adheridas a su superficie sobre placas de cultivo
celular de 4 pocillos, esterilizdandose mediante irradiacion ultravioleta durante 6-12
horas. Una vez esterilizadas las rejillas cubiertas por pioloformo, se subcultivaron los
condrocitos humanos procedentes de disco articular sobre éstas y se incubaron en
medio de cultivo QC durante 24 horas.
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Figura 26. Rejillas de oro sobre las que se deposité una fina capa de pioloformo para

permitir la adhesion celular.
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Figura 27. Estructura quimica del polivinil butiral (pioloformo).

2) Eliminacion del medio extracelular. Con el objetivo de eliminar la contribucion del

medio extracelular al espectro de rayos X en los andlisis de los condrocitos, se
procedi6 al lavado de las rejillas conteniendo las células de acuerdo con los criterios
establecidos previamente por diferentes autores (Wroblewski et al.; 1983), (Wroblewski
y Roomans; 1984), (Abraham et al.; 1985), (Zierold y Schéfer; 1988), (von Euler et al.;
1993), (Warley; 1994 a y b), (Fernandez-Segura et al.; 1997-1), eligiendo como
solucion lavadora el agua destilada. Las muestras fueron lavadas mediante inmersion
en agua destilada a una temperatura de 4°C, durante 5 segundos. La solucion

lavadora se mantiene en movimiento constante por agitacién magnética.

3) Criofijacion de las muestras. Las muestras lavadas se criofijaron mediante

inmersion rapida de las mismas en nitrégeno liquido. Previamente se elimind el exceso
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de agua con un papel de filtro. Las rejillas con las células criofijadas de introdujeron en
un portamuestras de aluminio preenfriado a -196°C mediante inmersion en nitrégeno
liquido. El uso de este tipo de portamuestras permite el procesamiento simultdneo de

varias muestras.

4) Criodesecacion de las muestras. Las células criofijadas y en el interior del

portamuestras fueron transferidas de forma inmediata a un sistema de criodesecacion
de alto vacio Emitech K775 (Emitech, Watford, UK) con el objetivo de extraer el agua
de las células por sublimacién (Figura 28). Las muestras fueron criodesecadas durante
un total de 17 horas a una presion de vacio de 10-5 mbar siguiendo el perfil de
temperaturas mostrado en la Tabla 3, y desarrollado de acuerdo con los criterios

establecidos por Warley y Skepper (Warley y Skepper; 2000).

Figura 28. Criodesecador de alto vacio Emitech K775 (Emitech, Watford, UK) utilizado

en esta Tesis Doctoral.
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Tabla 3. Programa de intervalos de tiempo y temperaturas utilizados para la
criodesecacién de las muestras en un sistema de alto vacio

Segmento Temperatura inicial Temperatura final Tiempo
1 -100°C -100°C 1 hora
2 -100°C -70°C 1 hora
3 -70°C -70°C 1 hora
4 -70°C -50°C 1 hora
5 -50°C -50°C 1 hora
6 -50°C +25°C 12 horas

5) Montaje y recubrimiento de las muestras. Tras la criodesecacion de las células, la

ultima fase del protocolo consiste en recubrir a las muestras con una superficie
conductora de electricidad, que facilite el barrido del haz de electrones durante su
observacion microscépica y deteccion analitica. Para ello, las rejillas criodesecadas y
montadas sobre el portamuestras de aluminio fueron recubiertas con una capa de

carbon mediante un evaporador (Emitech, Watford, UK) utilizando hilo de grafito.

6) Instrumentacién, parametros analiticos y condiciones de observacion. En la

presente Tesis Doctoral que describimos a continuacién, hemos determinado el
contenido i6nico de sodio, magnesio, fésforo, azufre, cloro, calcio y potasio de nueve

poblaciones celulares diferentes, analizandose 35 células en cada una de ellas:
- Condrocitos de disco articular del adulto humano del primer pase (primocultivo).

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del segundo pase (primer

subcultivo).

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del tercer pase (segundo

subcultivo).
- Condrocitos de disco articular del adulto humano del cuarto pase (tercer subcultivo).
- Condrocitos de disco articular del adulto humano del quinto pase (cuarto subcultivo).

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del sexto pase (quinto subcultivo).

76




Materiales y Métodos

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del séptimo pase (sexto subcultivo).

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del octavo pase (séptimo

subcultivo).

- Condrocitos de disco articular del adulto humano del noveno pase (octavo

subcultivo).

La cuantificacion del contenido i6nico de los condrocitos de disco articular del adulto
humano se llevé a cabo mediante microscopia electronica analitica, utilizando un
microscopio electrénico de barrido Phillips XL 30 (Phillips, Eindhoven, Holanda),
equipado con una lente de objetivo cénico y un detector de energia dispersiva de
rayos X con una ventana ultrafina CDU (EDAX, Eindhoven, Holanda). La configuracion
geométrica de este equipamiento posibilita la deteccion simultanea de electrones
secundarios y rayos X, con una pequefia distancia de trabajo (10 mm) y un alto angulo

de toma (take-off-angle).

7) Observacion de las muestras. Para la visualizacion de las muestras mediante

electrones secundarios en el microscopio electronico de barrido Phillips XL30, los

parametros fijados fueron los siguientes:

- Voltaje del miCroSCopio.........uuueiieeeiiieiiiiiiieeeeeeeeeiees 10 KV
- Angulacion de SUPErfiCi€..........uuuurrrrrmmrmmmnniiiiiniininnnnns 35°
- Distancia de trabajo..........cccoiiiiiiiiii s 10mm
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6. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE EL
ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION GENICA GLOBAL
UTILIZANDO MICROARRAY DE ARN

Para el analisis de expresion génica se extrajo el ARN total de los condrocitos de los
nueve pases celulares (primocultivo, primer, segundo, tercer, cuarto, quinto, sexto,
séptimo y octavo subcultivos celulares de los condrocitos) mantenidos en cultivo
utilizando el sistema comercial Qiagen RNeasy System (Qiagen, Mississauga, Ontario,
Canada). Una vez extraido el ARN, se comprobé su integridad y su calidad mediante
visualizacién directa del ARN ribosémico de 28 y 18S en ARN total separado mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,2% y tincién con bromuro de etidio, asi como
mediante el sistema de andlisis Agilent (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
California, EEUU).

A continuacién, todos los ARNm fueron transformados en ADNc mediante una
transcriptasa inversa (Superscript Il, Life Technologies, Inc., Carlsbad, California,
EEUU) con un oligonucleétido rico en colas de timina (T7-polyT primer), el cual

permitio la amplificacion de cualquier ARN mensajero presente en la célula.

Posteriormente, se sintetizaron los ARNc correspondientes a todos los ADNc mediante
transcripcion in vitro, utilizando para ello UTP y CTP marcados con biotina (Enzo
diagnostics, Farmingdale, New York, EEUU). Una vez sintetizados, y para favorecer la
hibridacion, estos ARNc se fragmentaron quimicamente afiadiendo una concentracion

elevada de sales y aplicando altas temperaturas.

Finalmente, los ARNc marcados y fragmentados se hibridaron frente a los chips que
constituyen el sistema de microarray Affymetrix Human Genome U133 plus 2.0 de la
casa comercial Affymetrix, durante 16 horas a 45°C. Este sistema incluye 54675 genes
y secuencias génicas expresadas (EST), lo cual permite realizar un estudio global de
todos los genes y funciones génicas existentes en una célula en un momento dado.
Tras un proceso totalmente estandarizado y automatizado, los chips se lavaron y se
escanearon para obtener valores absolutos de expresion génica expresados como

unidades fluorescentes, en una escala arbitraria.
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7. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD MEDIA

Para calcular el indice de Viabilidad Media (VM) para cada pase celular, los valores de
viabilidad celular obtenidos con las técnicas de Live/Dead®, azul tripan y microanalisis
fueron previamente normalizados a valores z (z-scores), en los que la media global de

ese pase celular es 0 y la desviacion estandar es 1, usando la siguiente formula:
Z=(X-Ww/o

Donde p es la media de viabilidad celular obtenida con cada método en cada pase, X
es la viabilidad especifica para cada pase celular, y o es la desviacién estandar para
cada método en cada pase. De esta manera, se obtuvieron los valores z para cada

uno de los nueve pases celulares analizados.

8. ANALISIS ESTADISTICO

En la presente Tesis Doctoral se han realizado dos tipos de comparaciones
estadisticas. En primer lugar, se utilizd6 un test estadistico para la comparacion de
niveles de viabilidad celular obtenidos mediante las técnicas de Live/Dead®, azul tripan
y microanalisis. En segundo lugar, se realiz6 el andlisis de los datos de expresion

génica determinados mediante microarray.

- Analisis de la viabilidad celular determinada mediante las técnicas mixtas

metabolicas y de exclusion de colorantes vitales (Live/Dead®), técnicas

de exclusion de colorantes vitales (azul tripan) vy determinacion del perfil

idnico cuantitativo mediante microscopia electrénica analitica por energia

dispersiva de rayos X.

Para la comparacién global de la viabilidad de los nueve pases sucesivos analizados
en esta Tesis Doctoral (pases 1 a 9 de condrocitos de disco articular del adulto

humano) se ha utilizado la prueba de W de Kendall. Esta prueba se puede interpretar

como el coeficiente de concordancia, que es una medida de acuerdo entre
evaluadores. Cada caso es un juez o evaluador y cada variable es un elemento o

persona que esté siendo evaluada. Para cada variable se calcula la suma de rangos.

Para la comparaciéon por pares, es decir, para identificar diferencias en cuanto a la

viabilidad celular entre dos subcultivos sucesivos (pase 1 o primocultivo frente a pase
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2 o primer subcultivo, pase 2 frente a pase 3 y asi sucesivamente) se utilizo la prueba

de los rangos con signo de Wilcoxon.

En todos los casos, se seleccion6 un valor de significacion p<0,05 para las pruebas
estadisticas de doble cola. Para la realizacion de las pruebas estadisticas
mencionadas se utiliz6 el programa SPSS 16.0 (Statistical Package for the Social

Sciences).

- Analisis de los patrones de expresidén génica determinados mediante

microarray.

Una vez determinada la Viabilidad Media de cada pase celular, se procedio a calcular
el indice de correlacion de cada gen/EST incluido en el analisis de microarray respecto
a dicha Viabilidad Media. De este modo, se pudo identificar una serie de genes/EST
cuyo comportamiento a lo largo de los nueve pases celulares se correlacionaba de
forma positiva 0 negativa con la Viabilidad Media en esos nueve pases. Para ello, se
utilizd el test de correlaciéon de Spearman, considerandose significativos aquellos
genes/EST cuyo indice de correlacion R fuese > 0,7 (correlacion positivay 6  -0,7
(correlacién negativa). Este tipo de analisis se realiz6 de modo no supervisado
(usando todos los genes/EST del array) y supervisado (usando soélo los 371

genes/EST relacionados con viabilidad celular y apoptosis).

Para determinar el perfil genético global existente en los genes con correlacion
significativa positiva o negativa, se utilizaron los programas infromaticos BINGO® y
Cytoscape® (Boyer et al.; 2006). Estos programas permiten identificar aquellas
funciones génicas que son especialmente abundantes en el conjunto de genes/EST
seleccionados, calculando un valor estadistico p de acuerdo con una distribuciéon
hipergeométrica. De esta manera, el valor p calculado indica la posibilidad de que tal

enriquecimiento génico funcional ocurra por simple azar.
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Resultados

1. GENERACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CONDROCITOS DE
DISCO ARTICULAR DE LA ATM DEL ADULTO HUMANO

Los condrocitos fueron obtenidos de disco articular de la ATM del adulto humano
mediante los métodos y técnicas descritas en el apartado de Materiales y Métodos
de esta Tesis Doctoral. Estas células mostraron adecuados niveles de proliferaciéon
celular en los nueve pases analizados en nuestro trabajo. El grado de confluencia
del primocultivo o primer pase celular se obtuvo en un periodo aproximado de 14

dias, y los pases celulares posteriores en un promedio de 5-6 dias para cada pase.

Una vez cultivados, los condrocitos mostraron una morfologia estrellada y poligonal
a lo largo de los nueve pases celulares (Figuras 29 y 30). No se observaron signos
de contaminacion de la poblacion celular y el proceso de tripsinizacion resultd

similar en los nueve pases celulares sin cambios macroscoépicos evidentes.

Figura 29. Imagen histolégica de los condrocitos de la ATM del adulto humano.
Tincion AA, 20x.
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Figura 30. Imagen histologica de los condrocitos de la ATM del adulto humano.
Tincion HE, 10x.

2. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE TECNICAS
MIXTAS METABOLICAS Y DE EXCLUSION DE COLORANTES
VITALES (LIVE/DEAD®)

A continuacion, se muestran los resultados del analisis de viabilidad de condrocitos
de disco articular de la ATM del adulto humano analizados en este estudio a lo
largo de los nueve pases celulares (primocultivo y ocho subcultivos) realizados
mediante la técnica Live/Dead® (Figuras 31 y 32). Estos resultados se detallan en la
Tabla 4 y se expresan graficamente en la Figura 33. En dicha Tabla se muestran

los valores medios de viabilidad celular de cada pase.

En la Figura 33 podemos observar que existe variabilidad en cuanto a la viabilidad
de los distintos pases o subcultivos celulares. Inicialmente observamos que el pase
uno y dos presentan la menor tasa de viabilidad. A partir de ahi, existe una
tendencia al aumento de la viabilidad celular desde el pase tres hasta el séptimo,
en donde observamos la méaxima viabilidad. En el pase octavo y noveno la
tendencia se invierte hacia el descenso de la viabilidad, aunque no se alcanzan

niveles tan bajos como en los primeros pases.
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El analisis estadistico de los resultados de viabilidad celular determinados
mediante la técnica Live/Dead® demostré que las diferencias globales de viabilidad
entre los nueve pases celulares analizados en esta Tesis no son estadisticamente

significativas (p>0,05 para el coeficiente de concordancia de Kendall).

Posteriormente, la comparacién por pares o dos pases consecutivos entre si revelo
la existencia de diferencias en cuanto a la supervivencia celular no
estadisticamente significativas (p>0,05 para el test de Wilcoxon para todas las
comparaciones). Los resultados obtenidos en el analisis estadistico de la viabilidad
celular determinada mediante la técnica Live/Dead® se muestran en las Tablas 5 y
6.

Figura 31. Imagen histologica de los condrocitos de la ATM del adulto humano

obtenidas mediante la técnica Live/Dead® en los 9 pases celulares, 10x.
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Figura 32. Imagen histolégica de los condrocitos de la ATM del adulto humano
obtenidas mediante la técnica Live/Dead® en los 9 pases celulares (seleccién a

mayor aumento de la imagen mostrada en la Figura 31).
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Tabla 4. Valores medios en forma de porcentaje de células viables de acuerdo con
la técnica de Live/Dead®.

Media Desviacién estandar

P1 (primocultivo) 91,2870296 5,51038851
P2 (primer subcultivo) 89,6450654 8,16019297
P3 (segundo subcultivo) Relseteieiera s 4,68050183
P4 (tercer subcultivo) 95,0225996 2,1423126
P5 (cuarto subcultivo) 96,2924095 1,8779531
P6 (quinto subcultivo) 96,7713596 1,47503552
P7 (sexto subcultivo) 97,3838063 1,6563265
SENCET QNI R TN IINZ ) 94,6985745 2,31460523
P9 (octavo subcultivo) 93,5934263 2,675979

Live/Dead

98

96

94 -
92 -
90 - M Live/Dead

88 A

Figura 33. Histograma donde se representa los valores medios de viabilidad de
cada pase celular con la técnica de Live/Dead®. 1: pasel (primocultivo). 2: pase 2
(primer subcultivo). 3: pase3 (segundo subcultivo). 4: pase 4 (tercer subcultivo). 5:
pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto subcultivo). 7: pase 7 (sexto

subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9 (octavo subcultivo).
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Tabla 5. Andlisis estadistico global para la comparacion de supervivencia media en

cada pase celular utilizando el Coeficiente de Concordancia de Kendall (analisis de

los nueve pases celulares en conjunto). Las diferencias de viabilidad no son

estadisticamente significativas (p>0,05).

Estadisticos de contraste

N

W de Kendall(a)
Chi-cuadrado

gl

Sig. asintot.

0,275
8,800

0,359

a. Coeficiente de concordancia de Kendall

Tabla 6. Analisis estadistico para la comparacion de los valores de supervivencia

medios en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Las diferencias de viabilidad no son

estadisticamente significativas (p>0,05).

Estadisticos de contraste(c)

P1L—P2 | P2—-P3 | P3—P4 | P4—P5 | P5—P6 | P6—P7 | PT—P8 | P8—P9
z -314(a) | -1,363(b) | -,105(a) |-1,153(b) | -,365(a) | ,000(c) |-1,782(a) | -1,363(a)
Sig. asintot. 0,753 0,173 0,917 0,249 0,715 1,000 0,075 0,173
(bilateral)

a. Basado en los rangos positivos

b. Basado en los rangos negativos

c. La suma de rangos negativos es igual a la suma de rangos positivos

d. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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3. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE TECNICAS DE
EXCLUSION DE COLORANTES VITALES (AZUL TRIPAN)

El andlisis de viabilidad realizado en los distintos pases de condrocitos de disco
articular de la ATM del adulto humano (primocultivo y ocho subcultivos) realizados
mediante la técnica de azul tripdn se indican en la Tabla 7 y se expresan
graficamente en la Figura 34. En dicha Tabla se muestran los valores medios en
forma de porcentaje de células viables respecto a aquellas que han incorporado el

colorante.

En la Figura 34 podemos observar que existe variabilidad en cuanto a la viabilidad
de los distintos pases o subcultivos celulares. Asi, inicialmente se observa como
existe una tendencia a la disminucién de la viabilidad celular desde el pase dos
hasta el cuarto. A partir de aqui, la tendencia se invierte hacia el aumento de la
viabilidad, alcanzando la maxima viabilidad en el pase seis. A continuacién, la
viabilidad celular comienza a descender hasta el pase nueve donde encontramos la

menor viabilidad.

El andlisis estadistico de los resultados de viabilidad celular determinados
mediante la técnica de azul tripan demostrd la existencia de diferencias globales
entre los nueve pases celulares analizados en esta Tesis (p=0,000 para el

coeficiente de concordancia de Kendall).

Posteriormente, la comparacién por pares o dos pases consecutivos entre si revelo
la existencia de diferencias significativas en cuanto a la supervivencia celular
cuando se compararon entre si el pase 2y el 3, el pase 4y el 5, el pase 5y el 6, el
pase 6 y el 7y el pase 8 y el 9 (p=0,026 para el test de Wilcoxon para todas las
comparaciones). Los resultados obtenidos en el andlisis estadistico de la viabilidad
celular determinada mediante la técnica de azul tripdn se muestran en las Tablas 8

y 9.
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Tabla 7. Valores medios en forma de porcentaje de células viables respecto de
aquellas que han incorporado el colorante con la técnica de azul tripan.

Desviacién estandar

P1 (primocultivo) 96,7974654 1,43254888
P2 (primer subcultivo) 98,0380102 1,20765976
P3 (segundo subcultivo) RelRexivasyg 1,1079607
P4 (tercer subcultivo) 93,9527296 3,94250925
P5 (cuarto subcultivo) 98,5712941 0,56254317
P6 (quinto subcultivo) 99,459044 0,07178541
P7 (sexto subcultivo) 98,0940957 0,39582147
SR e r S eTe e 96,8652788 2,30118503
P9 (octavo subcultivo) 93,3627608 3,32555838

MEDIA

100

99
98
97
96 -
95 -
94 | = MEDIA
93 -
92 -
91
90 - . . . .
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 34. Histograma donde se representan los valores medios de viabilidad de

cada pase celular con la técnica de azul tripan. 1: pase 1 (primocultivo). 2: pase 2
(primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4: pase 4 (tercer subcultivo). 5:
pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto subcultivo). 7: pase 7 (sexto

subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9 (octavo subcultivo).

89



Resultados

Tabla 8. Andlisis estadistico global para la comparacién de supervivencia media en
cada pase celular utilizando el Coeficiente de Concordancia de Kendall (analisis de
los nueve pases celulares en conjunto). Se sefiala en amarillo el valor de

significacion p.

Estadisticos de contraste

N 6

W de Kendall(a) 0,689
Chi-cuadrado 33,067
gl 8

Sig. asintot. 0,000

a. Coeficiente de concordancia de Kendall

Tabla 9. Andlisis estadistico para la comparacion de los valores de supervivencia
medios en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de
Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3
(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).
P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo
subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Estadisticos de contraste(c)

P2-P1 | P3-P2 | P4-P3 | P5-P4 | P6-P5 | P7-P6 | P8-P7 | P9-P8

z -1,586(a) | -2,220(b) | -,106(b) | -2,220(a) | -2,220(a) | -2,220(b) | -1,586(b) | -2,220(b)
Sig. asintot.

: 0,113 0,026 0,916 0,026 0,026 0,026 0,113 0,026
(bilateral)

a. Basado en los rangos negativos
b. Basado en los rangos positivos

c. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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4. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE EL ANALISIS
DEL PERFIL IONICO CUANTITATIVO MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA ANALITICA POR ENERGIA DISPERSIVA DE
RAYOS X

La utilizacién de la microscopia electronica analitica por energia dispersiva de
rayos X nos permiti6 obtener espectros individualizados para cada una de las
células de disco articular analizadas en este estudio. En cada uno de esos
espectros se observaron los picos correspondientes a los diferentes elementos
existentes a nivel intracelular, asi como el fondo o background correspondiente a la
emision de la radiacion no caracteristica. En cada pase celular se han analizado 35
células. En las Tablas 10 a 18 se muestran los contenidos intracelulares medios de
sodio (Na), magnesio (Mg), fésforo (P), azufre (S), cloro (Cl), potasio (K) y calcio
(Ca) obtenidos del analisis de 35 células en cada pase celular y, de forma grafica,
en las Figuras 35 a 41. Finalmente, en la Figura 42, se representan los indices

potasio/sodio (K/Na) para cada pase celular.

El analisis estadistico de los valores medios de las distintas concentraciones
i6nicas en los diferentes pases celulares de los condrocitos de disco articular de la
ATM del adulto humano demostré la existencia de diferencias globales entre los 9
pases celulares analizados para sodio, magnesio, fosforo, azufre, cloro, potasio y
calcio (Tabla 19). Sin embargo, cuando se realiz6 una comparacién por pares de
pases consecutivos utilizando la prueba de Wilcoxon, se pudo detectar la presencia
de diferencias significativas para todos los elementos, aunque Unicamente para

pases celulares especificos (Tablas 20 a 26).
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Tabla 10. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del primer pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razén K/Na media.

PASE 1 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 53,38 21,39 258,45 88,21 137,70 253,02 10,05 4,74

Desviacion | 22,82 5,94 27,80 21,94 29,70 78,90 8,86
Estandar

Tabla 11. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del segundo pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razon K/Na media.

PASE 2 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 84,65 19,38 226,52 64,78 144,81 182,50 9,62 2,16

Desviacion | 36,43 5,33 44 .88 10,36 47,26 45,40 7,02
Estandar

Tabla 12. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del tercer pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracién intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razén K/Na media.

PASE 3 [Na] [Mg] [P] [S] [Cl]  [K] [Ca] K/Na

Media 43,62 18,34 191,81 58,46 95,64 167,79 14,27 3,85

Desviacion | 19,47 6,05 59,92 11,58 31,81 65,77 12,38
Estandar
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Tabla 13. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, Ky Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del cuarto pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razén K/Na media.

PASE 4 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 58,86 25,75 282,71 78,22 115,31 279,50 13,03 4,75

Desviacion | 28,73 7,89 56,77 20,97 40,88 93,11 8,64
Estandar

Tabla 14. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del quinto pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razon K/Na media.

PASE 5 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 43,77 22,62 226,68 64,64 123,25 253,82 7,28 5,80

Desviaciéon | 29,07 6,67 43,70 21,90 30,58 66,38 7,18
Estandar

Tabla 15. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del andlisis de 35 células del sexto pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracién intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razon K/Na media.

PASE 6 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 43,21 20,99 280,67 96,89 165,92 303,73 8,35 7,03

Desviacion | 27,18 5,84 83,92 20,21 50,21 91,13 11,32
Estandar
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Tabla 16. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, Ky Ca obtenidos
del analisis de 35 células del séptimo pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razén K/Na media.

PASE 7 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 36,16 16,09 190,62 53,17 111,19 189,92 7,56 5,25

Desviacion | 28,34 4,11 55,23 13,30 48,16 64,17 10,93
Estandar

Tabla 17. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del analisis de 35 células del octavo pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracion intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razon K/Na media.

PASE 8 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 53,24 30,05 311,61 67,27 126,87 311,74 4,83 5,86

Desviacion | 18,45 8,98 69,75 15,37 43,61 107,78 5,49
Estandar

Tabla 18. Contenidos intracelulares medios de Na, Mg, P, S, Cl, K y Ca obtenidos
del analisis de 35 células del noveno pase de condrocitos de disco articular. Se
muestra la concentracién intracelular de cada elemento en milimoles por kilogramo

de peso celular seco, asi como la razon K/Na media.

PASE 9 [Na]  [Mg] [P] [S] [CI] [K] [Ca] K/Na

Media 97,78 23,22 233,25 61,37 132,34 203,77 10,28 2,08

Desviacion | 71,59 8,60 95,32 18,03 50,44 67,85 9,49
Estandar
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[Na]
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Figura 35. Histograma representativo de las concentraciones medias de sodio en
los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de
disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las
concentraciones de sodio en milimoles por Kg de peso celular seco. 1. pase 1
(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:
pase 4 (tercer subcultivo). 5. pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto
subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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35,00
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Figura 36. Histograma representativo de las concentraciones medias de magnesio

en los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos

de disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a

las concentraciones de magnesio en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase

1 (primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:

pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto

subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 37. Histograma representativo de las concentraciones medias de fosforo en

los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de

disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las

concentraciones de fosforo en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase 1

(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:

pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto

subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 38. Histograma representativo de las concentraciones medias de azufre en

los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de

disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las

concentraciones de azufre en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase 1

(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:

pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto

subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 39. Histograma representativo de las concentraciones medias de cloro en

los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de
disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las
concentraciones de cloro en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase 1
(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:
pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto
subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 40. Histograma representativo de las concentraciones medias de potasio en

los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de

disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las

concentraciones de potasio en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase 1

(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:

pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto

subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 41. Histograma representativo de las concentraciones medias de calcio en
los nueve pases celulares analizados en esta Tesis Doctoral en los condrocitos de
disco articular de la ATM del adulto humano. El eje de ordenadas corresponde a las
concentraciones de calcio en milimoles por Kg de peso celular seco. 1: pase 1
(primocultivo). 2: pase 2 (primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4:
pase 4 (tercer subcultivo). 5: pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto
subcultivo). 7: pase 7 (sexto subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9

(octavo subcultivo).
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Figura 42. Histograma

representativo de los indices potasio/sodio (K/Na)

correspondientes a cada pase celular analizado. 1: pase 1 (primocultivo). 2: pase 2

(primer subcultivo). 3: pase 3 (segundo subcultivo). 4: pase 4 (tercer subcultivo). 5:

pase 5 (cuarto subcultivo). 6: pase 6 (quinto subcultivo). 7: pase 7 (sexto

subcultivo). 8: pase 8 (séptimo subcultivo). 9: pase 9 (octavo subcultivo).
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Tabla 19. Analisis estadistico global para la comparacion de las concentraciones

medias de Na, Mg, P, S, Cl, Ky Ca en cada pase celular utilizando el Coeficiente

de Concordancia de Kendall (andlisis de los nueve pases celulares en conjunto

para cada elemento). Se sefiala en amarillo los valores de significacion p que

resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

0,288735805 | 80,8460253 0,00000
35 0,241497575 | 67,6193209 0,00000
35 0,313836414 | 87,87419585 0,00000
35 0,379103053 | 106,148855 0,00000
35 0,198631023 | 55,61668653 0,00000
35 0,3517955 | 98,50274005 0,00000
35 0,111936985 | 31,34235589 0,00012
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Tabla 20. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de sodio en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Sodio — Estadisticos de contraste (a)

-3,546560215 0,00039
-4,693096629 0,00000
-2,530959554 0,01138
-2,604502094 0,00920
-0,188089157 0,85081
-2,097304097 0,03597
-4,529744542 0,00001
-3,120513078 0,00181

a. Pruebade los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 21. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de magnesio en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica

de Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P 3: pase3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Magnesio — Estadisticos de contraste (a)

-1,317274181 0,18775
-0,802955069 0,42200
-3,579563047 0,00034
-2,557033477 0,01056
-1,008989354 0,31298
-3,892331359 0,00010
-5,053035728 0,00000
-3,010471916 0,00261

a. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 22. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de fosforo en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Foésforo — Estadisticos de contraste (a)

-3,214203561 0,00131
-1,572908126 0,11574
-3,620033398 0,00029
-4,700892856 0,00000
-2,072031072 0,03826
-4,40598946 0,00001
-4,717272273 0,00000
-3,406861739 0,00066

a. Pruebade los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 23. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de azufre en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Azufre — Estadisticos de contraste (a)

-4,013293801 0,00006
-2,178681745 0,02936
-3,399242175 0,00068
-2,981203975 0,00287
-4,47165599 0,00001
-5,15977611 0,00000
-3,538250861 0,00040
-1,786683751 0,07399

a. Pruebade los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 24. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias
de cloro en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de
Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3
(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).
P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo
subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de
significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Cloro — Estadisticos de contraste (a)

-0,854872608 0,39262
-4,258577174 0,00002
-2,154037896 0,03124
-1,236666766 0,21621
-3,488757454 0,00049
-3,881121642 0,00010
-2,800927378 0,00510
-0,409478574 0,68219

a. Pruebade los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 25. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de potasio en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pase 1 (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Potasio — Estadisticos de contraste (a)

-4,029269172 0,00006
-0,966385639 0,33385
-3,68530717 0,00023
-1,393391438 0,16350
-2,047392872 0,04062
-4,12754403 0,00004
-4,848226321 0,00000
-4,12754403 0,00004

a. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Tabla 26. Andlisis estadistico para la comparacion de las concentraciones medias

de calcio en dos pases celulares consecutivos utilizando la prueba estadistica de

Wilcoxon. P1: pasel (primocultivo). P2: pase 2 (primer subcultivo). P3: pase 3

(segundo subcultivo). P4: pase 4 (tercer subcultivo). P5: pase 5 (cuarto subcultivo).

P6: pase 6 (quinto subcultivo). P7: pase 7 (sexto subcultivo). P8: pase 8 (séptimo

subcultivo). P9: pase 9 (octavo subcultivo). Se sefialan en amarillo los valores de

significacién p que resultaron estadisticamente significativos (p<0,05).

Calcio — Estadisticos de contraste (a)

-0,008550757 0,99318
-2,052256764 0,04014
-0,062552382 0,95012
-2,994295661 0,00275
-0,092569766 0,92625
-0,355672071 0,72209
-0,159524091 0,87326
-2,366109894 0,01798

a. Pruebade los rangos con signo de Wilcoxon
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5. VIABILIDAD MEDIA (VM)

Resultados

La Viabilidad Media (VM) se calculé a partir de los datos de viabilidad celular

obtenidos mediante Live/Dead®, azul tripdn y microanalisis. Como se puede

apreciar en la Tabla 27 y en la Figura 43, el indice de Viabilidad Media sugiere que

la méxima viabilidad celular corresponde al pase 6, encontrdndose la menor

viabilidad en el pase 9.

Tabla 27. Tabla representativa de las medias de viabilidad celular obtenidas

mediante los distintos ensayos de viabilidad celular utilizados en esta Tesis

Doctoral, técnica Live/Dead®, técnica de azul tripan y microandlisis, en todos los

pases celulares de condrocitos de disco articular de la ATM del adulto humano.

También se presenta la Viabilidad Media (media de todas las medias obtenidas).

K/Na Live/Dead Azul tripan ke ﬁ/lb;g idaad
P1 0,07633742 -1,23628998 0,03720412 -0,37424948
P2 -1,47284443 -1,87732639 0,62662105 -0,90784992
P3 -0,45920813 0,36512502 -0,65918386 -0,25108899
P4 0,08184613 0,22210753 -1,314408 -0,33681811
P5 0,7117135 0,71785183 0,87999887 0,76985473
P6 1,44906512 0,90483792 1,30179324 1,21856543
P7 0,38355181 1,1439422 0,65326881 0,72692094
P8 0,74549644 0,09560545 0,06942413 0,30350867
P9 -1,51595786 -0,33585357 -1,59471836 -1,14884326
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VM

Y
e/ N

o5 | PL__ P2 A#3 P4 P5  P6 P7 P8\ P9

1,5

Figura 43. Representacion grafica de la Viabilidad Media en los distintos pases
celulares, donde se puede observar que el mayor indice de viabilidad celular se

encuentra en el pase seis y el menor en el pase nueve.
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6. VIABILIDAD CELULAR DETERMINADA MEDIANTE EL ANALISIS
DEL PERFIL DE EXPRESION GENICA GLOBAL UTILIZANDO
MICROARRAY DE ARN

Partiendo de los indices de Viabilidad Media, se identificaron aquellos genes/EST
que tuvieran la misma tendencia que la Viabilidad Media mediante un analisis de

correlacion significativa positiva (r>0,7) o negativa (r<-0,7).

- Andlisis no supervisado. El andlisis revelo la existencia de 1.937 genes/EST

con correlaciéon significativa positiva con la Viabilidad Media (r>0,7) y 632
genes/EST con correlacion significativa negativa con la Viabilidad Media (r<-
0,7). El andlisis de las funciones de todos estos genes utilizando los

programas Cytoscape-BiNGO se muestra en las Tablas 28 y 29.

- Anadlisis _supervisado. En este analisis s6lo se estudiaron aquellos genes

cuyo papel estaba relacionado con la viabilidad celular o con apoptosis (371
genes en el array). De este andlisis se obtuvieron 15 genes que
presentaban correlacion significativa positiva con la Viabilidad Media (r>0,7)
(Tabla 30), y 13 con correlacion significativa negativa con la Viabilidad
Media (r<-0,7) (Tabla 31). El analisis de las funciones se ha realizado con el
mismo programa que en el andlisis no supervisado. Este andlisis esta

representado en las Tablas 32 y 33.
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Tabla 28. Tabla donde se especifican las funciones génicas de los genes con

correlacion significativa positiva con la Viabilidad Media, r>0,7, dentro del analisis no

supervisado. Se ha llevado a cabo con el programa Cytoscape-BINGO.

Referencia Gene

Valor estadistico p

Valor estadistico p

Funciones génicas

Ontology corregido
intracelular
43231 1,87E-08 2,50E-05 membrane-bound
organelle
43227 2,01E-08 2,50E-05 membrane-bound
organelle
48523 5.08E-07 4,20E-04 negative regulation of
cellular process
48519 1,19E-06 7,20E-04 negative regulation of
biological process
43118 1,74E-06 7,20E-04 negative regulation of
physiological process
negative regulation of
51243 1,74E-06 7,20E-04 cellular physiological
process
287 2,05E-06 7,26E-04 magnesium ion
binding
9892 2,37E-06 7,35E-04 negative regulation of
metabolism
43229 4,13E-06 1,05E-03 intracellular organelle
43226 4,21E-06 1,05E-03 organelle
48193 4,81E-06 1,09E-03 golgi vesicle
transport
16481 5,68E-06 1,18E-03 negative regulation of
transcription
44424 1,28E-05 2,44E-03 intracellular part
5794 1,80E-05 3,02E-03 golgi apparatus
44431 1,91E-05 3,02E-03 golgi apparatus part
negative regulation of
nucleobase,
45934 1,94E-05 3,02E-03 nucleoside,
nucleotide and
nucleic acid
metabolism
6888 2,62E-05 3,82E-03 SR LRI VIR
mediated transport
31324 3,35E-05 4,61E-03 negative regulation of
cellular metabolism
31090 5,73E-05 7,28E-03 organelle membrane
5622 6,03E-05 7,28E-03 intracellular
8151 6.16E-05 7.28E-03 cellular physiological
process
16192 6,53E-05 7,36E-03 vesicle-mediated
transport
12505 7,59E-05 8,19E-03 endomembrane
system
19899 8,97E-05 9,28E-03 enzyme binding
139 9,67E-05 9,60E-03 golgi membrane
15031 1,02E-04 9,77E-03 protein transport
16879 1,22E-04 1,12E-02 ligase activity,
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forming carbén-
nitrogen bonds

6464 1,45E-04 1,29E-02 protein modification
45184 1,87E-04 1,60E-02 establishment of
protein localization
negative regulation of
45892 2,17E-04 1,80E-02 transcription, DNA-
dependent
4842 2,29E-04 1,80E-02 ubiquitin-protein
’ ' ligase activity
43412 2,32E-04 1,80E-02 biopolymer
modification
44238 2,69E-04 2,03E-02 primary metabolism
inositol or
4437 2,79E-04 2,04E-02 phosphatidylinositol
phosphatase activity
50794 3 04E-04 2 16E-02 regulation of cellular
' ' process
50684 3,30E-04 2,23E-02 regulation of mRNA
processing
5798 3,33E-04 2,23E-02 Ol EESOEEE
vesicle
44444 3,43E-04 2,24E-02 cytoplasmic part
E activity5737 3,73E-04 2,37E-02 cytoplasmic
8104 3,81E-04 2,37E-02 protein localization
16302 4,45E-04 2,69E-02 DFEET TEHE [EE Sy
’ ’ hydrolase activity
5515 5,25E-04 3,10E-02 protein binding
i i regulation of RNA
51252 5,42E-04 3,13E-02 metabolism
4017 6,30E-04 3,49E-02 adenylate kinase
activity
51325 6,33E-04 3,49E-02 interphase
40007 6,69E-04 3,61E-02 growth
31575 7,25E-04 3,83E-02 G rEmeiie
checkpoint
3824 8,57E-04 4,43E-02 catalytic activity
82 9 14E-04 4 63E-02 G1/S transition of
' ' mitotic cell cycle
16740 9,95E-04 4,94E-02 transferase activity

Tabla 29. Tabla donde se especifican las funciones génicas de los genes con

correlacion significativa negativa con la Viabilidad Media, r<-0,7, dentro del analisis

no supervisado. Se ha llevado a cabo con el programa Cytoscape-BINGO.

Referencia Gene

Valor estadistico p

Valor estadistico p

Funciones génicas

Ontology corregido
5515 7,06E-16 1,91E-12 protein binding
7275 2,53E-08 3,42E-05 development
5623 1,18E-07 1,07E-04 cell
44464 1,71E-07 1,16E-04 cell part
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7155 2,46E-07 1,33E-04 cell adhesion
5575 3,18E-07 1,43E-04 cellular_component
enzyme linked
7167 1,78E-06 6,89E-04 receptor protein
signaling pathway
5488 7,47E-06 2,53E-03 binding
transmembrane
5001 1,36E-05 3,69E-03 receptor protein
tyrosine
phosphatase activity
transmembrane
19198 1,36E-05 3,69E-03 receptor protein
phosphatase activity
transmembrane
7185 2,31E-05 5,29E-03 receptor protein
tyrosine phosphatase
signaling pathway
transmembrane
4714 2,35E-05 5,29E-03 receptor protein
tyrosine kinase
activity
31226 3,27E-05 6,82E-03 intrinsic to plasma
membrane
5887 3,62E-05 7,00E-03 integral to plasma
membrane
small nuclear
30532 5,73E-05 1,03E-02 ribonucleoprotein
complex
transmembrane
19199 6,51E-05 1,10E-02 receptor protein
kinase activity
transmembrane
7169 8,15E-05 1,30E-02 receptor protein
tyrosine kinase
signaling pathway
30154 9,14E-05 1,38E-02 cell differentiation
5886 1,41E-04 1,96E-02 plasma membrane
16787 1,45E-04 1,96E-02 hydrolase activity
16020 2,12E-04 2,73E-02 membrane
protein
46982 2,72E-04 3,08E-02 heterodimerization
activity
48513 2,81E-04 3,08E-02 organ development
xenobiotic-
8559 2,86E-04 3,08E-02 transporting ATPase
activity
42910 2,86E-04 3,08E-02 xenobiotic transporter
activity
9987 3,05E-04 3,08E-02 cellular process
44459 3,07E-04 3,08E-02 p'asmagg‘:tmbra”e
structure-specific
43566 4,01E-04 3,77E-02 DNA binding
7399 4,04E-04 3,77E-02 nervous system
development
48731 4,93E-04 4,45E-02 system development

116




Resultados

Tabla 30. Genes con correlacidn significativa positiva con la Viabilidad Media, r>0,7

dentro del andlisis supervisado.

Referencia

Affymetrix
206814 _at

203275_at

212594 _at

215028 _at

202431_s_at

210654 _at

210164_at

211704 _s_at

220048 _at

210405_x_at

211832_s_at

206706_at
210538 _s_at

227816 _at
232210 _at

Correlaciéon con
Viabilidad Media

0,90217

0,84940

0,84411

0,82797

0,82762

0,81566

0,79229

0,79067

0,78660

0,78444

0,78062

0,75119
0,74558

0,72509
0,72017

Simbolo del gen

NGF

IRF2

PDCD4

SEMAGA

MYC

TNFRSF10D

GZMB

SPIN2A //l SPIN2B

EDAR

TNFRSF10B

MDM2

NTF3
BIRC3
NTN1

Nombre del gen

nerve growth factor
(beta polypeptide)
interferon regulatory
factor 2
programmed cell
death 4 (neoplastic
transformation
inhibitor)
sema domain,
transmembrane
domain (TM), and
cytoplasmic domain,
(semaphorin) 6A
v-myc
myelocytomatosis
viral oncogene
homolog (avian)
tumor necrosis factor
receptor superfamily,
member 10d, decoy
with truncated death
domain
granzyme B
(granzyme 2,
cytotoxic T-
lymphocyte-
associated serine
esterase 1)
spindlin family,
member 2A ///
spindlin family,
member 2B
ectodysplasin A
receptor
tumor necrosis factor
receptor superfamily,
member 10b
Mdm2 p53 binding
protein homolog
(mouse)
neurotrophin 3
baculoviral IAP
repeat-containing 3
netrin 1
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Tabla 31. Genes con correlacion significativa negativa con la Viabilidad Media, r<-0,7

dentro del andlisis supervisado.

Referencia Correlacion con Simbolo del gen Nombre del gen
Affymetrix Viabilidad Media
TNFRSF1A-
205641 s_at -0,70783 TRADD associated via death
domain

sema domain,

transmembrane
223449 at -0,71040 SEMAGA domain (TM), and

cytoplasmic domain,
(semaphorin) 6A
CD40 molecule, TNF
215346_at -0,71703 CD40 receptor superfamily
member 5
melanoma antigen
family H, 1
p53-regulated
220403 _s_at -0,73693 P53AIP1 apoptosis-inducing
protein 1
CASP2 and RIPK1
domain containing

218573 _at -0,72289 MAGEH1

209833_at -0,74365 CRADD adaptor with death
domain
235642 _at -0,75102
caspase 7,
207181 s_at -0,75857 CASP7 apoptosis-related
cysteine peptidase
219350_s_at -0,77603 DIABLO diablo homolog
— = (Drosophila)
210907_s_at -0,80729 PDCD10 EEIETITED) G
death 10
tumor necrosis factor
223851 s_at -0,80899 TNFRSF18 receptor superfamily,
member 18
201746_at -0,83686 TP53 tumor protein p53
201086_x_at -0,87303 SON SON DNA binding

protein
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Tabla 32. Tabla donde se especifican las funciones génicas de los genes con

correlacion significativa positiva con la Viabilidad Media, r>0,7, dentro del analisis

supervisado. Se ha llevado a cabo con el programa Cytoscape-BINGO.

Valor
Referencia Valor estadistico p Funciones aénicas
Gene Ontology estadistico p corregido 9
6915 1,06E-11 1,17E-09 apoptosis
12501 1,10E-11 1,17E-09 programmed cell death
8219 1,73E-11 1,17E-09 cell death
16265 1,84E-11 1,17E-09 death
51243 1,25E-07 6.40E-06 negative _regu_latlon of cellular
physiological process
43118 1,64E-07 6,95E-06 negative regulation of
physiological process
48523 2 46E-07 8.95E-06 negative regulation of cellular
process
48519 4.08E-07 1,30E-05 negative regulation of biological
process
42981 1,03E-04 2,43E-03 regulation of apoptosis
6916 1,04E-04 2,43E-03 anti-apoptosis
43067 1.05E-04 2 43E-03 regulation ofd;;;otgr]]rammed cell
43066 1,53E-04 3,06E-03 negative regulation of apoptosis
43069 1,56E-04 3.06E-03 negative regulation of
programmed cell death
16481 2,48E-04 4,52E-03 negative regulation of transcription
negative regulation of nucleobase,
45934 3,03E-04 5,15E-03 nucleoside, nucleotide and nucleic
acid metabolism
31324 4.59E-04 7 31E-03 negative regulatlc_)n of cellular
metabolism
51244 5 24E-04 7 63E-03 regulation of cellular physiological
process
6928 6,04E-04 7,63E-03 cell maotility
40011 6,04E-04 7,63E-03 locomotion
51674 6,04E-04 7,63E-03 localization of cell
50791 6,66E-04 7,63E-03 regulation of physiological process
8632 6,92E-04 7,63E-03 apoptotic program
9892 7,33E-04 7,63E-03 negative regulation of metabolism
4278 7,48E-04 7,63E-03 granzyme B activity
17163 7,48E-04 7,63E-03 TEGEIE [EE LT OF [
transcription activity
50794 8,72E-04 8,48E-03 regulation of cellular process
6357 8.98E-04 8 48E-03 regulation of transcription from
RNA polymerase Il promoter
122 1,20E-03 1,10E-02 negative regulation of transcription
from RNA polymerase Il promoter
50789 1,40E-03 1,16E-02 regulation of biological process
43508 1,50E-03 1,16E-02 negative regulation of JNK activity
45569 1,50E-03 1,16E-02 TRAIL binding
6923 1,50E-03 1,16E-02 cleavage of cytoskeletal proteins
6922 1,50E-03 1,16E-02 cleavage of lamin
8151 2,85E-03 2,14E-02 cellular physiological process
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negative regulation of

G SlI=0E 2,228-02 transcription, DNA-dependent
7569 3,74E-03 2,49E-02 cell aging
74 4.05E-03 2 A9E-02 regulation of progression through
' ' cell cycle
7399 4,05E-03 2,49E-02 nervous system development
45859 4,08E-03 2,49E-02 regulation of protein kinase activity
43549 4,08E-03 2,49E-02 regulation of kinase activity
48731 4,15E-03 2,49E-02 system development
51726 4,15E-03 2,49E-02 regulation of cell cycle
51338 4,20E-03 2,49E-02 regulation of transferase activity
6366 4.38E-03 2 BAE-02 transcription from RNA
' ' polymerase Il promoter
51242 4 52E-03 2 5BE-02 positive _regul_ation of cellular
' ' physiological process
7154 4,71E-03 2,61E-02 cell communication
43119 513E-03 2 78E-02 positive regulation of physiological
process
45946 5,23E-03 2,78E-02 positive regulation of translation
8283 6,12E-03 3,19E-02 cell proliferation
45786 6.34E-03 3 93E-02 negative regulation of progression
' ' through cell cycle
16280 6,72E-03 3,34E-02 aging
5515 6,83E-03 3,34E-02 protein binding
7275 7,08E-03 3,34E-02 development
48522 714E-03 3.34E-02 positive regulation of cellular
process
6921 7 46E-03 3 34E-02 disassemply of cell structures
' ' during apoptosis
30424 7,46E-03 3,34E-02 axon
42176 7,46E-03 3,34E-02 regulation of protein catabolism
7250 8 20E-03 3 55E-02 activation of NI_:-kappaB-inducing
' ' kinase
8625 8 20E-03 3 55E-02 induction of e_lpoptosis via death
' ' domain receptors
8656 9,69E-03 4,12E-02 caspase activator activity
48518 1,09E-02 4.38E-02 positive regulation of biological
process
51246 1,10E-02 4,38E-02 regulation of protein metabolism
9894 1,12E-02 4,38E-02 regulation of catabolism
5626 1,12E-02 4,38E-02 insoluble fraction
16505 1 12E-02 4.38E-02 apoptotic prot_egse activator
' ' activity
43506 1,19E-02 4,53E-02 regulation of JNK activity
16504 1,19E-02 4,53E-02 protease activator activity
19835 1,27E-02 4,74E-02 cytolysis
43407 1 34E-02 4 95E-02 negative regul_a;ion of MAPK
' ' activity
7049 1,40E-02 4,96E-02 cell cycle
7582 1,41E-02 4,96E-02 physiological process
43028 1,41E-02 4,96E-02 caspase regulator activity
50790 1,42E-02 4,96E-02 regulation of enzyme activity
6915 1,06E-11 1,17E-09 apoptosis
12501 1,10E-11 1,17E-09 programmed cell death
8219 1,73E-11 1,17E-09 cell death
16265 1,84E-11 1,17E-09 death
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51243

1,25E-07

6,40E-06

negative regulation of cellular
physiological process

Tabla 33. Tabla donde se especifican las funciones génicas de los genes con

correlacion significativa negativa con la Viabilidad Media, r <-0,7, dentro del andlisis

supervisado. Se ha llevado a cabo con el programa Cytoscape-BINGO.

. Valor
Referencia Valor o . .
Gene Ontology | estadistico p estadlstl_co p Funciones génicas
corregido
6915 5,83E-17 7,34E-15 apoptosis
12501 6,07E-17 7,34E-15 programmed cell death
8219 1,06E-16 7,34E-15 cell death
16265 1,15E-16 7,34E-15 death
42981 4,82E-08 2,13E-06 regulation of apoptosis
43067 4,99E-08 2,13E-06 regulation of programmed cell death
6917 2,24E-06 7,18E-05 induction of apoptosis
12502 2,24E-06 7,18E-05 induction of programmed cell death
43065 3,54E-06 9,27E-05 positive regulation of apoptosis
43068 3 62E-06 9 27E-05 positive regulation of programmed
' ' cell death
8635 4,27E-06 9,94E-05 caspase activation via cytochrome ¢
8632 5,52E-06 1,18E-04 apoptotic program
48522 1,88E-05 3.70E-04 positive regulation of cellular
process
8625 2 34E-05 4.29E-04 induction of a_lpoptosis via death
' ' domain receptors
48518 3.04E-05 6.72E-04 positive regulation of biological
process
30693 8,07E-05 1,29E-03 caspase activity
6919 1,38E-04 2,07E-03 caspase activation
43280 1 72E-04 2 44E-03 positive regula.ti(.)n of caspase
' ' activity
51345 1 97E-04 2 A4E-03 positive regulat?o_n of hydrolase
' ’ activity
8624 1 97E-04 2 44E-03 induction of apoptosis by
' ' extracellular signals
positive regulation of cellular
51242 2,04E-04 2,44E-03 physiological process
43281 2,10E-04 2,44E-03 regulation of caspase activity
43119 2 43E-04 2 71E-03 positive regulation of physiological
process
8369 3,29E-04 3,51E-03 obsolete molecular function
51097 6.86E-04 6.50E-03 negative regula}ti_on of helicase
' ’ activity
51095 6,86E-04 6,50E-03 regulation of helicase activity
739 6,86E-04 6,50E-03 DNA strand annealing activity
positive regulation of I-kappaB
43123 1,22E-03 1,10E-02 kinase/NF-kappaB cascade
51336 1,25E-03 1,10E-02 regulation of hydrolase activity
46902 1,37E-03 1,17E-02 regulation of mitochondrial
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membrane permeability

regulation of I-kappaB kinase/NF-

43122 1,45E-03 1,19E-02
kappaB cascade
9967 1,96E-03 1,57E-02 positive regulatio_n of signal
transduction
DNA damage response, signal
42771 2,06E-03 1,60E-02 transduction by p53 class mediator
resulting in induction of apoptosis
43085 2 60E-03 1,95E-02 positive regulqtiqn of enzyme
activity
7249 2 69E-03 1,97E-02 I-kappaB kinase/NF-kappaB
cascade
50794 2,79E-03 1,98E-02 regulation of cellular process
5515 3,04E-03 2,10E-02 protein binding
6916 3,32E-03 2,23E-02 anti-apoptosis
7569 3,43E-03 2,25E-02 cell aging
50789 4,19E-03 2,65E-02 regulation of biological process
43066 4,29E-03 2,65E-02 negative regulation of apoptosis
43069 4.35E-03 2 65E-02 negative regulation of programmed
cell death
8151 4,65E-03 2,77E-02 cellular physiological process
47485 4,79E-03 2,79E-02 protein N-terminus binding
5031 5 48E-03 3.11E-02 tumor necrosis_ fgctor receptor
activity
16280 6,16E-03 3,22E-02 aging
5035 6,16E-03 3,22E-02 death receptor activity
42114 6,16E-03 3,22E-02 B cell proliferation
43120 6,16E-03 3,22E-02 tumor necrosis factor binding
6976 6,84E-03 3,37E-02 DNA damage response, signal
transduction by p53 class mediator
30424 6,84E-03 3,37E-02 axon
DNA damage response, signal
8630 6,84E-03 3,37E-02 transduction resulting in induction of
apoptosis
16363 7,52E-03 3,57E-02 nuclear matrix
51262 7,52E-03 3,57E-02 protein tetramerization
5739 7,93E-03 3,65E-02 mitochondrion
19899 7,98E-03 3,65E-02 enzyme binding
51243 8 86E-03 3.02E-02 negative regulation of cellular
physiological process
7006 8 88E-03 3.02E-02 mitochondrial membrane
organization and biogenesis
43118 9.86E-03 4.28E-02 negative regulation of physiological
process
5626 1,02E-02 4,37E-02 insoluble fraction
51244 1,09E-02 4.51E-02 regulation of cellular physiological
process
30168 1,09E-02 4,51E-02 platelet activation
48523 1,16E-02 4.72E-02 negative regulation of cellular
process
50790 1,19E-02 4,78E-02 regulation of enzyme activity
50791 1,28E-02 4,95E-02 regulation of physiological process
7148 1,29E-02 4,95E-02 cellular morphogenesis
6839 1,30E-02 4,95E-02 mitochondrial transport
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Discusiéon

El principal objetivo de la Ingenieria Tisular es la construccién de tejidos biol6gicos
artificiales y su utilizacion terapéutica para restaurar, sustituir o incrementar las
actividades funcionales de los propios tejidos (Campos; 2004). Las estructuras del
aparato locomotor, especialmente el hueso y el cartilago, han sido objeto de especial
interés en este campo, dada la incidencia de patologias vinculadas a los tejidos que

conforman las distintas unidades anatdmicas de dicho aparato.

En relacion al cartilago articular, es importante resaltar su limitada capacidad de
regeneracion y reparacion (Redman et al.; 2005). De acuerdo con esto, son dos los
objetivos de cualquier terapéutica sustitutiva de este tipo de tejido: por un lado, la
sustitucién del defecto cartilaginoso por un nuevo tejido y, por otro, la integracién del
nuevo tejido con el tejido nativo existente. La carencia de vascularizacion en el tejido
cartilaginoso dificulta cualquier proceso reparativo e impide, a diferencia de otras
estructuras corporales, la regeneracion mediada por células madre que son

vehiculadas por el torrente circulatorio (Hicks et al.; 2006).

La Ingenieria Tisular aplicada al tejido cartilaginoso, debido a la elevada prevalencia
de la patologia degenerativa articular, se ha establecido en el momento presente como
una de las herramientas mas prometedoras a la hora de paliar algunas de las
deficiencias antes comentadas (Tuli et al.; 2003). Hasta la actualidad, se han venido
desarrollando diferentes modelos para la formacién de nuevo tejido cartilaginoso, los
cuales van desde la terapia celular con condrocitos aislados hasta la elaboracién de
constructos cartilaginosos tridimensionales que incorporan células cartilaginosas a
distintos biomateriales, afiadiéndose, en algunos protocolos, distintos factores de
crecimiento (por ejemplo, el factor de crecimiento transformante beta o TGF-B) (Tuli et
al.; 2003), (Steinert et al.; 2007). La terapia celular y los distintos constructos de
cartilago han generado resultados muy diversos, habiéndose descrito, entre los
problemas mas significativos, la insuficiente diferenciacion celular, la pérdida del
namero de células implantadas, la degeneracion de las matrices utilizadas como
biomateriales y la falta de integracion del nuevo tejido en el sujeto que lo recibe
(Steinert et al.; 2007). En este contexto, Goldstein (Goldstein; 1992) afirma que el éxito
de cualquier protocolo de Ingenieria Tisular exige una adecuada combinacion de
cuatro factores: células y factores de crecimiento, biomateriales y, por ultimo,

condiciones ambientales.

Hasta el momento, existen una gran nimero de estudios sobre la Ingenieria Tisular del
cartilago articular de la rodilla, siendo bastante mas limitados los referentes al estudio

del disco articular de la ATM, tema de estudio de la presente Tesis Doctoral.
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Como se desarrollé en la parte introductoria de este trabajo de investigacion, el disco
articular de la ATM es un tejido fibrocartilaginoso localizado entre el condilo mandibular
y la eminencia articular del hueso temporal (fosa glenoidea). Principalmente, este
tejido tiene la funcion de disminuir el roce de las superficies articulares de la ATM
durante el movimiento. Ademas, es el responsable de neutralizar la presion
intraarticular, distribuir las cargas y disminuir la incongruencia entre las estructuras
articulares. La patologia de la ATM, es decir, el Sindrome de Disfuncion
Temporomandibular, presenta una prevalencia muy elevada y una presién sanitaria
muy importante. La etiologia del Sindrome de Disfuncion Temporomandibular es
multifactorial y muy compleja; sin embargo, factores como la luxacién, malformacion o
degeneracion del disco articular podrian estar asociados a esta patologia (Farrar y
McCarty; 1979), (Wilkes; 1989). Desafortunadamente, las opciones de tratamiento
para los pacientes con un Sindrome de Disfuncion Temporomandibular son escasas y
con mal prondstico. Las primeras medidas terapéuticas estan dirigidas a controlar la
progresion de la patologia, ya que la curaciéon de la misma es practicamente imposible.
Cuando la degeneracion articular es muy avanzada, el paciente es subsidiario de un
tratamiento quirdrgico. Inicialmente, se realiza un tratamiento minimamente invasivo
mediante cirugia artroscopica. En los Ultimos estadios, donde el dafio articular es muy
severo y, debido a la naturaleza avascular del disco articular, es poco probable
encontrar una reparacion natural del mismo, es necesario realizar una cirugia abierta
que implica extirpacién del disco articular (discectomia) y, en determinadas ocasiones,
reseccion y reconstruccion del complejo temporomandibular mediante injertos

osteocartilaginosos o mediante prétesis articulares.

En distintos estudios se ha demostrado que la evolucién de esta patologia no es
siempre satisfactoria tras una discectomia y, en determinadas ocasiones, los
resultados encontrados son mas satisfactorios en los casos en los que se realiza una
reparacion discal en vez de una discectomia (Dolwick; 1983), (Dolwick; 2001). La
eficacia de la sustitucion articular también es dudosa. Todo ello nos lleva a intentar
buscar un procedimiento terapéutico que promueva el mecanismo de reparacién
discal natural y evitar asi la extirpacion del disco, es decir, reemplazar la zona discal
dafiada por disco nativo equivalente. De aqui surge el importante papel de la
Ingenieria Tisular del disco articular como arma terapéutica en el Sindrome de
Disfuncion Temporomandibular con degeneracién severa discal. La elaboracién de
constructos de discos articulares constituye, por tanto, un objetivo basico de la

Ingenieria Tisular en este area.
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Para el desarrollo de un implante viable mediante Ingenieria Tisular es necesario
conocer y entender previamente la composicion del tejido nativo y como éste funciona.
Los estudios existentes acerca del disco articular de la ATM son escasos cuando se
comparan con otros tejidos articulares cartilaginosos, como la rodilla, donde los
estudios de caracterizacion y de Ingenieria Tisular sobrepasan enormemente a los del
disco articular. Aln asi, cada vez se estéa investigando mas sobre la ATM. Podemos
citar algunos articulos de investigacion de importante relevancia en cuanto a la
caracterizacion del disco articular de la ATM: Detamore y Athanasiou (Detamore y
Athanasiou; 2003), (Detamore y Athanasiou; 2003), quienes realizan un estudio de
caracterizacion del disco articular y destacan la importancia de la Ingenieria Tisular en
el &rea de la ATM; Almarza y Athanasiou (Almarza y Athanasiou; 2004) comparan las
caracteristicas del disco articular de la ATM con otros tejidos cartilaginosos mejor
estudiados, como el de la rodilla; Johns y Athanasiou (Johns y Athanasiou; 2007)

desarrollan un estudio similar.

Los principales estudios de investigacion de Ingenieria Tisular del disco articular de la
ATM han sido desarrollados en la introduccion de esta Tesis Doctoral. Todos ellos se
centran en el estudio de los pilares basicos en los que se sustenta la Ingenieria
Tisular, es decir, en la seleccién del biomaterial adecuado, en la identificacion de las
fuentes celulares y en la clasificaciébn de los estimulos biol6gicos (factores de
crecimiento) y estimulos biomecanicos (biorreactores) (Thomas et al.; 1991),
(Puelacher et al.; 1994), (Girdler; 1995), (Girdler; 1998), (Springer et al.; 2001),
(Poshusta y Anseth; 2001), (Almarza y Athanasiou; 2004), (Detamore y Athanasiou;
2004), (Detamore y Athanasiou; 2005), (Almarza y Athanasiou; 2005), (Detamore y
Athanasiou; 2005), (Almarza y Athanasiou; 2006), (Bean et al.; 2006), (Almarza y
Athanasiou; 2006) (Allen y Athanasiou; 2007), (Johns y Athanasiou; 2007), (Allen y
Athanasiou; 2008), (Johns, Wong y Athanasiou; 2008), (Anderson y Athanasiou; 2009),
(M&enpéa et al.; 2010), (Su y Kang; 2010), (Kalpakci, Kim y Athanasiou; 2011), (Kang
et al.; 2011).

La célula, en nuestro caso el condrocito, objetivo de estudio en la presente Tesis
Doctoral es, en lo que a su actividad funcional se refiere, un elemento esencial para el
éxito de cualquier protocolo de Ingenieria Tisular que tenga por objeto la fabricacién de
tejido cartilaginoso con destino a la terapéutica. Para ello, es necesario asegurar que
las células utilizadas para este fin sean capaces de sobrevivir y mantener niveles
adecuados de actividad mecéanica y metabolica similares a los que existen en el

cartilago ortotipico (Gorti et al.; 2003). De este modo, seria posible predecir la mayor o
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menor integracién de una poblacion celular determinada, una vez implantada in vivo.
En este sentido, uno de los factores decisivos en el éxito de la Terapia Celular y
Tisular es la viabilidad de las células utilizadas en los distintos protocolos. A este
respecto, diferentes autores, utilizando técnicas clasicas de evaluacion de la viabilidad
celular, han demostrado que las células mantenidas en cultivo tienden a envejecer y
perder viabilidad después de varios pases celulares (Balconi y Dejana; 1986), (Zhu y
Joyce; 2004), (Alaminos et al.; 2007b), (Rodriguez-Morata et al.; 2008), (Rosales;
2008), (Garzén et al.; 2012). En la actualidad, existe gran heterogeneidad en lo que se
refiere a la viabilidad de las células utilizadas en los diversos estudios de investigacién
(Alaminos et al.; 2007b), (Rodriguez-Morata et al.; 2008), (Montalvo; 2008a),
existiendo pocos estudios relativos a la evaluacion de la viabilidad de las células del

cartilago y, menor aun, referente a los condrocitos del disco articular de la ATM.

Como se desarroll6 en el apartado Materiales y Métodos de la presente Tesis
Doctoral, los condrocitos se obtuvieron a partir de biopsias de disco articular de la ATM
de adulto humano en pacientes sometidos a extirpacion del disco articular
(discectomia). Tras la digestion de las biopsias en una solucién de colagenasa, se
consiguieron aislar eficazmente los condrocitos del disco articular. La aplicacion de la
metodologia expuesta en el apartado correspondiente de esta Tesis Doctoral permitié
obtener de manera rapida y sencilla cultivos celulares de condrocitos humanos Utiles
para la investigaciéon y la terapéutica. Disponer de cultivos de estas células permitira
en el futuro realizar estudios fisiolégicos, genéticos y bioguimicos sobre estas células

para un mejor conocimiento de las mismas.

Una vez obtenidos los cultivos celulares, procedimos al estudio de la viabilidad celular
de los mismos. Para ello hemos utilizado, en primer lugar, las técnicas mixtas
metabdlicas y de exclusion de colorantes vitales (Live/Dead®) y las técnicas de
exclusion de colorantes vitales (azul tripan). Este tipo de ensayos permite determinar
las posibles alteraciones en la integridad de la membrana plasmatica en los diferentes
pases celulares de los condrocitos del disco articular de la ATM. A continuacién, se ha
analizado la viabilidad celular mediante la determinacion del perfil i6nico cuantitativo
mediante microscopia electrénica analitica por energia dispersiva de rayos X de las
células correspondientes a los nueve pases celulares, con objeto de determinar el
perfil iénico y el indice potasio/sodio de los condrocitos del disco articular. Como se ha
demostrado en anteriores estudios, esta técnica de evaluacion de la viabilidad celular
constituye un excelente indicador de viabilidad (Hongpaisan y Roomans; 1999)

(Roomans; 1999 y 2002). Por dltimo, la investigacion de la presente Tesis Doctoral se
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ha centrado en la realizacién de una determinacién del perfil de expresion génica
global utilizando microarray de ARN en los distintos pases celulares y centrando la
atencion en la expresion de genes/EST relacionados con los fendmenos de viabilidad

y mortalidad celular presentes en los condrocitos del disco articular.

En lo referente a los métodos basados en la exclusion de colorantes vitales hay que
recordar, como comentamos anteriormente, que son €stos ensayos que permiten
identificar las posibles alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica de
los condrocitos. El proceso de muerte celular programada (apoptosis) se caracteriza, a
nivel morfolégico, por la sucesién de una serie de signos concretos, como son: las
alteraciones de la membrana plasmatica, las cuales conllevan la pérdida de contacto
con las células vecinas y la adquisicion de una forma redondeada; la condensacion y
fragmentacion de la cromatina nuclear sin que se pierda la envoltura nuclear; la
disgregacion del ndcleo en masas pequefias de cromatina, con una disminucion
paralela del volumen citoplasmatico secundario a una pérdida de agua y a la
condensacion de las proteinas, permaneciendo intactos la mayoria de los organulos
celulares; vy, finalmente, la ruptura de la célula en vesiculas rodeadas de membrana,
llamadas cuerpos apoptéticos, que seran fagocitados por los macréfagos o por células

vecinas (Choy et al.; 2001).

El método de evaluacion de la viabilidad celular Live/Dead® (ensayo de viabilidad
biofuncional mixto basado en sustancias fluorescentes) permite cuantificar la viabilidad
celular de los condrocitos en base a la integridad de su membrana plasmatica y a su
funcionalidad metabdlica. En este caso, se emplean dos sustancias fluorescentes:
acetometoxi-calceina y un compuesto de etidio. La acetometoxi-calceina nos permite
realizar un ensayo metabdlico funcional, siendo hidrolizada por accion esterasa en el
citoplasma de las células vivas, dando lugar a la calceina, una sustancia que emite
una sefial fluorescente en el espectro del color verde (494/517 nm). El compuesto de
etidio, por otra parte, no penetrara en aquellas células viables, haciéndolo solo en caso
de que la célula tenga una membrana alterada o fragmentada (método de exclusion).
Cuando el compuesto de etidio alcanza el nucleo celular, se une a la molécula de
ADN, aumentando asi su fluorescencia hasta 40 veces y emitiendo una sefial en el

espectro del rojo (517/617 nm).

Tras llevar a cabo la técnica Live/Dead® en todos los cultivos celulares de los
condrocitos del disco articular de la ATM del adulto humano, los resultados obtenidos
ponen de manifiesto que existe una variabilidad estadisticamente no significativa en

relacion con la viabilidad celular. Los datos obtenidos revelan que, de manera no
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significativa, las menores tasas de viabilidad se encuentran en los dos primeros pases
celulares, siendo el pase dos el que menor viabilidad presenta. A partir de ahi, se
mantiene una tendencia creciente hasta el séptimo pase celular, donde encontramos
la mayor tasa de viabilidad. Finalmente, se vuelve a invertir la tendencia, decreciendo
en los dos ultimos pases. Esta menor viabilidad celular en los dos primeros pases
celulares se podria deber, posiblemente, a la existencia en el cultivo celular de células
altamente diferenciadas que no tienen capacidad de proliferar y, por tanto, su
viabilidad seria muy baja. A su vez, hay que sumar la adaptacion que las células
deben realizar a un nuevo micromedioambiente (cultivo celular), proceso durante el

cual un elevado numero de células pueden morir.

En consecuencia, el estudio de la viabilidad mediante la técnica de Live/Dead® no
evidenciaria la necesidad de seleccionar ningun pase celular especifico a la hora de
disefiar un protocolo de terapia por Ingenieria Tisular, aunque sugiere que las células

de los pases seis y siete podrian ser los mas viables.

Continuando con la técnica de azul tripan, hay que sefalar que éste es un colorante
organico soluble en agua, altamente toxico, el cual posee grupos cargados amino y
sulfato que le impiden atravesar membranas celulares intactas. Debido a ello, el azul
tripan tifie tan sélo las células muertas o con dafios groseros en su membrana celular,
es decir, aquéllas que se encuentran en una fase avanzada de apoptosis o necrosis,
por lo que resulta de interés solo para calcular el porcentaje de células vivas, pues no
identifica aquellas células que se encuentran en un estadio preapoptdtico, puesto que
durante las primeras fases de la apoptosis la membrana celular se mantiene integra
(Alaminos et al.; 2007). Este método clasico ha de complementarse en la mayoria de

los casos con la utilizacion de métodos mas sensibles.

Una vez desarrollada la técnica de azul tripan en los distintos cultivos celulares
analizados en la presente Tesis Doctoral, se puso de manifiesto la variabilidad
significativa existente en relacion con la viabilidad celular en dichos cultivos celulares.
Asi, podemos observar una aumento de viabilidad entre el primer y segundo pase
celular, tendencia que se invierte con un descenso de la viabilidad hasta llegar al
cuarto pase, donde vuelve a cambiar y empieza a aumentar la tasa de viabilidad
celular. Este ascenso de viabilidad celular se mantiene hasta alcanzar su maxima tasa
en el pase seis. A partir de ahi, empieza a descender de forma progresiva hasta

alcanzar su menor tasa de viabilidad en el pase nueve.
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De los resultados obtenidos podemos inferir, de manera similar a lo comentado para la
técnica Live/Dead®, que los condrocitos del disco articular presentan al inicio un
periodo de adaptacion al cultivo, en el que un importante nidmero de células no
sobrevive a las condiciones del medio. A partir del cuarto pase celular, los condrocitos
se recuperan, observandose un incremento de viabilidad hasta alcanzar el nivel mas
elevado en el sexto pase celular. No obstante, la tasa de viabilidad celular en cultivo
primario de los condrocitos del disco articular es alta, ain habiendo sufrido un enérgico

procesamiento mecanico y enzimatico durante el aislamiento.

Por todo ello, se puede decir que serian recomendables los pases celulares quinto,
sexto y séptimo, aunque principalmente el sexto, como posibles agentes terapéuticos
en protocolos de Terapia Celular e Ingenieria Tisular, siendo éstos los pases con

viabilidad significativamente mayor.

Continuando con el estudio de viabilidad celular de los condrocitos del disco articular
de la ATM del adulto humano, el tercer método utilizado para este propésito fue la
microscopia electrénica analitica por energia dispersiva de rayos X, la cual
permitié analizar in situ la composicién quimica de las células, al mismo tiempo que su
observacién microscopica, de tal manera que se pudo correlacionar la informacion
estructural con el contenido elemental (Warley; 1990 y 1994), (Fernandez-Segura y
Warley; 2008). Con esta técnica se pudo conocer el perfil ibnico de los diferentes
pases celulares del disco articular de la ATM del adulto humano y, por tanto, contribuir

a una mayor caracterizacion de la biologia celular en cada uno de ellos.

Como se desarroll6 en el apartado Resultados, el analisis estadistico de los valores
de las distintas concentraciones iénicas en los diferentes pases celulares demostro
la existencia de diferencias globales entre los 9 pases celulares analizados para
sodio, magnesio, fésforo, azufre, cloro, potasio y calcio. Sin embargo, cuando se
realizd6 una comparacién por pares de pases consecutivos utilizando la prueba de
Wilcoxon, se pudo detectar la presencia de diferencias significativas para todos los

elementos, aunque Unicamente para pases celulares especificos.

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para cada elemento en su
evolucion a lo largo de cada uno de los pases celulares y la interpretacion de su

significado en relacion con la viabilidad celular:

- El primer elemento analizado fue el i6n fésforo. El fésforo experimenté cambios
estadisticamente significativos en todos los pases celulares, excepto entre los

pases segundo y tercero. Presenta alternancia de aumento y descenso en sus
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niveles en cada pase, encontrdndose el mayor nivel en el pase octavo, y los
menores niveles en los pases segundo, tercero y séptimo. Desde el punto de
vista microanalitico, el féosforo es un elemento que se relaciona con la masa
celular analizada, la concentracién de constituyentes organicos intracelulares,
el contenido en &cidos nucleicos y el nivel de fosforilacion celular. Roomans
(Roomans; 2002b) indica que la concentracién de este elemento permanece
constante en células que no muestran un dafio estructural. Por el contrario, las
células caracterizadas por un dafio estructural grave presentan una
disminucion en la concentracion intracelular de fésforo. Por tanto, la
disminucion existente en el pase segundo, tercero y séptimo indican una
posible disminucion de la viabilidad celular del cultivo en esos pases, con
posible dafio estructural de dichas células.

Otro elemento analizado fue el magnesio, cuyos resultados obtenidos fueron
semejantes a los del foésforo, con cambios estadisticamente significativos en
todos los pases excepto entre los pases uno y dos, dos y tres y cinco y seis. El
magnesio ha sido relacionado con los niveles de ATP celulares, de tal forma
gue un descenso en la concentracion elemental de magnesio se correlaciona
con un descenso en la concentracion de ATP celular (Buja et al.; 1985), (Di
Francesco et al.; 1998), pero también se ha relacionado con la fosforilacién y la
replicacion del ADN. Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral
podrian sugerir que las células del disco articular de la ATM del adulto humano
experimentarian una disminucién de los contenidos de ATP en algunos pases
celulares.

El siguiente elemento a analizar es el azufre. Los niveles de concentracion del
azufre presentan cambios alternantes, encontrando los mayores niveles en los
pases uno, cuatro y seis. En todos los pases los cambios fueron
estadisticamente significativos, con excepcion de los pases ocho y nueve.
Estos resultados hay que correlacionarlos con la participacion del azufre en el
metabolismo de las proteinas sulfatadas, proteoglucanos y glucoproteinas
existentes en las células (Sanchez-Quevedo et al.; 1989), (Roomans; 2002).

En cuanto al calcio, encontramos una concentracion mas o menos similar en
todos los pases celulares, excepto en los pases tres, cuatro y nueve, donde se
produce un aumento en los niveles. Los Unicos pases con cambios
estadisticamente significativos son entre el pase dos y tres, tres y cuatro y ocho
y nueve, que corresponde con los pases en los que se produce un aumento en
la concentracion del calcio. A este respecto, numerosos estudios muestran que

la concentracién de calcio intracelular puede aumentar en respuesta a un dafo
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celular (Roomans y Von Euler; 1996) e, incluso, Johnson (Johnson; 1993)
demostré previamente que los valores del calcio se pueden modificar en
algunos tipos de muerte celular. Cuando una célula se encuentra dafiada y
entra en apoptosis, no sélo se incrementa la concentracion de calcio, sino que
también se produce un incremento de la concentracion de sodio, acompafado
de una disminucién en la concentracion de cloro, fésforo, magnesio y potasio
(Berger et al.; 1989), (LoPachin et al.; 1993).

Finalmente, hay que resaltar la importancia de los resultados microanaliticos
del potasio, sodio y cloro, puesto que estos elementos constituyen los
indicadores mas sensibles y fiables de viabilidad celular (Roomans; 2002).
Generalmente, cifras intracelulares bajas de potasio y cloro se relacionan con
un proceso de apoptosis, los cuales pueden detectarse en los primeros
estadios preapoptoticos (Barbiero et al.; 1995), (Hughes et al.; 1997), mientras
gue altos niveles intracelulares de potasio son un excelente indicador de
viabilidad celular, sobre todo si éstos van acompafiados de un descenso de los
niveles de sodio intracelular (Roomans; 2002).

A este respecto, en este estudio se encontr6 que los niveles potasio
presentaron cambios significativos en todos los pases excepto entre los pases
dos y tres y cuatro y cinco. En el primer pase encontramos un nivel elevado de
potasio, el cual desciende hasta el pase tres, donde se invierte y vuelve a
incrementarse. En el pase siete desciende, para luego volver a aumentar en el
pase ocho, donde vuelve a invertirse.

Junto a ello, llama la atencidon los resultados obtenidos para los niveles de
sodio, donde observamos unos niveles bajos similares en todos los pases
celulares, excepto en los pases dos y nueve, donde se produce un aumento
importante en su concentracion. Todos los cambios son significativos, menos
entre los pases cinco y seis. Diferentes autores demostraron que las altas
concentraciones intracelulares de sodio se asocian a dafios en la bomba de
sodio de la membrana celular, lo cual se relaciona en la mayoria de los casos
con un proceso reversible o no de muerte celular (Roomans; 2002), (Alaminos
et al.; 2007b), (Alaminos et al.; 2008). En nuestro caso, las elevadas
concentraciones de sodio observados en los pases dos y nueve sugeririan una
escasa viabilidad de las células correspondientes a dichos pases.

En cuanto a los datos microanaliticos del cloro, los resultados muestran una
disminucion estadisticamente significativa de su concentracion entre los pases
celulares dos y tres, a partir de donde aumenta hasta el pase seis (donde

encontramos la mayor concentraciéon) y una nueva disminucion significativa
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entre los pases seis y siete. Dicha disminucion, de acuerdo con varios autores
(Zierold; 1997), (Alaminos et al.; 2007b), constituye uno de los indicadores
microanaliticos mas sensibles y precoces de muerte celular programada
mediante apoptosis. Por tanto, los pases tres y siete podrian estar
experimentando un proceso precoz de apoptosis (preapoptosis).

- Finalmente, otro parametro a tener en cuenta en el estudio de viabilidad celular
mediante microscopia electronica por dispersién de rayos X es la relacion
K/Na, la cual ha sido considerada un excelente marcador de viabilidad celular
(Roomans; 2002). En este trabajo, el indice K/Na experimenta un descenso
entre el pase celular uno y dos, aumentando de forma progresiva hasta el pase
celular seis, donde encontramos los mayores indices. A partir de ahi, vuelve a
descender en el pase siete y a aumentar ligeramente en el ocho. El pase nueve

sufre un descenso brusco, llegando a ser el que menores valores presenta.

De acuerdo con todo lo expuesto, podemos afirmar que las células cultivadas del disco
articular de la ATM del adulto humano experimentarian un proceso de adaptacion
inicial a las condiciones de cultivo, con un descenso del indice K/Na y un aumento del
cloro en el pase dos. Estos datos sugieren que parte de las células podrian
experimentar un proceso de muerte por necrosis debido a las condiciones ambientales
desfavorables para las células mas diferenciadas. Posteriormente, las células se
adaptarian a las nuevas condiciones del cultivo in vivo, con un aumento progresivo de
viabilidad hasta el pase seis. Los elevados niveles de K/Na y de cloro en el pase seis
nos indican que éste es el pase mas viable de acuerdo con el microanalisis por

energia dispersiva de rayos X.

A continuacion, el brusco descenso de cloro observado en el pase siete, junto con el
descenso del K/Na, sugieren que un proceso de mortalidad celular por apoptosis
podria originarse a partir de este momento, asociado a un fendbmeno de senescencia
celular, siendo estas células poco recomendables para uso en Ingenieria Tisular y
Terapia Celular.

A continuacion, una vez determinada la viabilidad celular mediante las técnicas de
Live/Dead®, azul tripan, y microscopia electrénica analitica por energia dispersiva de
rayos X, se procedio al calculo de la Viabilidad Media. De este modo, se asocié por
primera vez la informacién obtenida con cada método, incrementando asi la potencia y
la sensibilidad de cada técnica. Los resultados revelaron un elevado nivel de
concordancia en general entre las tres técnicas, concluyendo que la mayor viabilidad

celular corresponderia a los pases cinco, seis y siete, por lo que concluimos que éstos
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son los pases a utilizar preferentemente en terapia celular del fibrocartilago del disco
articular de la ATM. Puesto que los valores de cloro experimentaban una alteracion en

el pase siete, seria recomendable utilizar el pase cinco y seis antes que el siete.

Finalmente, el dltimo método utilizado para el estudio de la viabilidad celular de los
condrocitos del disco articular de la ATM del adulto humano fue el andlisis de la
expresion génica global mediante microarray de ARN en los condrocitos de todos
los pases celulares. Actualmente, la utilizacion del microarray de ARN constituye una
excelente herramienta para identificar aquellos genes que se expresan en las distintas
etapas funcionales de la célula como manifestacién de la actividad celular. A este
respecto, nuestro andlisis de expresion génica global nos permitié identificar patrones
de expresion génica generales asociados al cultivo celular seriado durante nueve

pases celulares.

Asi, el andlisis de correlacion no supervisado entre los niveles de viabilidad
determinados mediante el indice de Viabilidad Media y el analisis de expresion génica
global mediante microarray permitié establecer el perfil genético asociado a los niveles
de viabilidad encontrados en condrocitos humanos de la ATM. Todas las funciones de
los genes con correlaciéon significativamente positiva con respecto al indice de
Viabilidad Media (50 en total) correspondieron a funciones relacionadas con la sintesis
de organelas en un 60%, funciones fisiolégicas celulares en un 38% y de crecimiento
en un 2%. Estas funciones génicas estarian directamente asociadas con aquellos
pases celulares con mayor viabilidad (pases 5 y 6) donde las células presentan gran
actividad mitética y de sintesis de proteinas, como resultado de la activacion de
funciones asociadas a sintesis de organelas. Sin embargo, el nUmero de funciones
génicas correlacionadas de manera inversa con la Viabilidad Media (30 en total) fueron
principalmente funciones de desarrollo en un 13% y funciones relacionadas con la
membrana plasmatica en un 87% aproximadamente. Este perfil funcional demostré ser
exclusivo en células con bajos niveles de viabilidad. Sin embargo, esta disminucion en
la viabilidad celular podria representar un aumento en la potencialidad de estos
condrocitos de la ATM para diferenciarse y sintetizar proteinas propias de la matriz
cartilaginosa.

Por otra parte, el analisis supervisado de genes relacionados con viabilidad o
mortalidad celular reveld la existencia de 15 genes relacionados con 78 funciones
intrinsecamente asociados a muerte o viabilidad celular los cuales se encontraron
positivamente correlacionados con la Viabilidad Media. Al mismo tiempo, 13 genes

correspondientes a 67 funciones se encontraron negativamente asociados a la
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Viabilidad Media. Estos datos implican un mecanismo de regulacion muy complejo y
multifactorial que podria ser agente causal o consecuencia de los cambios observados
en la viabilidad celular de los condrocitos del disco articular de la ATM del adulto

humano.

En el caso de los genes correlacionados positivamente con el indice de Viabilidad
Media, destacan los genes MDM2, MYC, BIRC3, TNFRSF10D y TNFRSF10B. De
todos ellos, unicamente el gen TNFRSF10B presenta funcién pro-apoptética, mientras
gue los genes MDM2, MYC, BIRC3 y TNFRSF10D ejercen una funcion protectora ante
la mortalidad celular. En primer lugar, el gen MDM2 (Gene Ontology GO: 0070215),
(Momand et al.; 1992), (De Oca Luna et al.; 1996) es considerado un importante
regulador negativo del gen p53, cuya funcion principal esta vinculada a la apoptosis y
a diversos mecanismos de estrés celular, control del ciclo celular, senescencia y
regulacion del metabolismo celular. De esta manera, la inactivacion de p53 a través de
la expresion positiva de MDM2, representa un mecanismo de represion de las
funciones relacionadas con muerte celular y, por tanto, de la disminucion de la
viabilidad celular. La expresion de MDM2 se correlaciona con el aumento de la
viabilidad observado en el andlisis del indice de Viabilidad Media disminuyendo
eventos celulares como la apoptosis, senescencia y muerte celular, y promoviendo,
por otra parte, la proliferacién celular directamente relacionada con altos indices de
viabilidad celular, como previamente describi6 Momand y colaboradores (Momand et
al.; 1992). Por otro lado, la expresién del gen MYC, (Gene Ontology GO: 0071943) ha
sido relacionada por diversos autores con la proliferacion y la transformacion celular
mediante la activacion de genes promotores del crecimiento y por la supresiéon de los
genes que inhiben la proliferacion (Lee et al.; 1997). Todo ello esta directamente
relacionado con los altos niveles de viabilidad observados en la presente Tesis
Doctoral. Ademas, la expresion de genes inhibidores de la apoptosis como BIRC3
(Gene Ontology GO: 0006916 y GO: 0042981) (Uren et al.; 1996), (Liston et al.; 1996)
es compatible con una situacion fisiolégica en la que los niveles de viabilidad celular
son elevados y confirma los datos de correlacion positiva con los niveles mas altos de
viabilidad en los cuales destaca la ausencia de procesos de tipo apoptético o bien
relacionados con muerte celular. De acuerdo con esto, BIRC3 podria estar involucrado
directamente en el mantenimiento de elevados indices de viabilidad encontrado en las
células de cartilago humano provenientes de la articulacién temporomandibular. Otro
de los genes correlacionados positivamente con los niveles de viabilidad es el gen
TNFRSF10D (Gene Ontology GO: 0006916), miembro de la familia del factor de

necrosis tumoral TNF y del receptor del ligando citotéxico TRAIL, contiene un dominio
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capaz de bloquear la muerte celular y, por lo tanto, es capaz de inhibir mecanismos de
apoptosis. Por el contrario, este gen protege frente a la apoptosis mediada por TRAIL
(Degli-Esposti et al.; 1997), (Marsters et al.; 1997) (Pan et al.; 1998). Finalmente, el
gen TNFRSF10B (Gene Ontology GO: 0006919), el cual esta ampliamente
relacionado con el proceso de muerte celular programada (apoptosis) a través de la
activacion de la via de las caspasas (Walczak et al.; 1997). La activacion de la
cascada de caspasas, constituye un mecanismo de regulacién y control interno de la
proliferacion. TNFRSF10B activa exclusivamente la caspasa-8, una caspasa iniciadora
pero no efectora que necesita de la activacion de numerosas caspasas iniciadoras
(capasas 1, 4, 5, 9, 10, 11, 12) para desencadenar procesos de apoptosis. De acuerdo
con esto, la asociacion significativa entre genes relacionados con la apoptosis y la
viabilidad de los condrocitos humanos investigados en esta Tesis Doctoral podria
explicar los cambios de la viabilidad celular a lo largo de los 9 subcultivos celulares. La
accion combinada de los genes inhibidores y reguladores de la apoptosis como es el
caso del gen TNFRSF10B podria ser la responsables de los niveles de viabilidad mas

altos encontrados especialmente en el subcultivo 6.

Por otra parte, se realiz6 el analisis de aquellos genes cuya correlacién fue negativa
con respecto al indice de Viabilidad Media, destacando especialmente los genes
TRADD, P53AIP1, TP53, CASP7 y PDCD10. En primer lugar, diversos estudios
previamente demostraron que el gen TRADD (Gene Ontology GO: 0006915) reduce el
reclutamiento de proteinas inhibidoras de la apoptosis (Hsu et al.; 1995). Ademas, su
sobreexpresion lleva a respuestas inductoras de apoptosis a través de la via TNF. De
igual manera, la expresién del gen P53AIP1 (Gene Ontology GO: 0006917) (Oda et
al.; 2000) esta relacionada con un mecanismo de induccién apoptética. Este gen esta
estrechamente asociado con p53 (Gene Ontology GO: 0006917) ya que induce su
expresion y P53AIP1 probablemente desemperfie un papel importante en la mediacion
de la apoptosis dependiente de p53. Por otro lado, encontramos una correlacion
negativa de la Viabilidad Media con la expresion de CASP7 (Gene Ontology GO:
0006915), la cual forma parte del grupo de las caspasas efectoras junto con las
caspasas 3 y 6. De esta manera, la sobreexpresion de CASP7 reafirma los procesos
evidentes de apoptosis que experimentan los condrocitos de aquellos subcultivos
identificados con bajos niveles de viabilidad (Burguillos et al.; 2011). Sin embargo, el
gen PDCD10 (Gene Ontology GO: 0043066 y GO: 0008284) relacionado con muerte
celular y apoptosis en determinados tipos celulares, promueve la proliferacion celular
especialmente en células vasculares. Modula las vias de apoptosis y es importante

para la migracion celular, formacion de la estructura celular y el ensamblaje del
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complejo de Golgi (Bergametti et al.; 2005). Dicha expresion podria estar relacionada
con aquellos subcultivos celulares en los cuales existe una ligera recuperacion de los

bajos niveles de viabilidad.

Todos los resultados obtenidos del estudio secuencial de los diferentes pases
celulares de condrocitos de la ATM sugieren la existencia de un estricto balance entre
la expresion de genes antiapoptéticos y genes proapoptéticos que controlan los
procesos de proliferacion y muerte celular. Los presentes hallazgos coinciden ademas
con el estudio microanalitico, que determina la concentracion y el perfil i6nico

intracelular mediante microscopia por energia dispersiva de rayos X.

En resumen, los hallazgos de la presente Tesis Doctoral sugieren que la
determinacion de la viabilidad de los condrocitos humanos procedentes del disco
articular de la articulacién temporomandibular mantenidos en condiciones de cultivo
constituye un paso fundamental para su futuro uso en la fabricacion de cartilago

articular artificial mediante técnicas de Ingenieria Tisular.
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Conclusiones

La aplicacién de los métodos y técnicas desarrollados y optimizados en la
presente Tesis Doctoral permitié establecer eficazmente cultivos primarios
de condrocitos fibrosos humanos a partir de pequefias muestras de biopsia
del disco articular de la articulacion temporomandibular humana. Estos
cultivos permitieron llevar a cabo ensayos de viabilidad celular durante al

menos nueve pases celulares.

La evaluacion de la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular
de la ATM durante los 9 primeros pases celulares utilizando técnicas mixtas
metabdlicas y de exclusién de colorantes vitales (Live/Dead®) no revel6 la
existencia de diferencias significativas entre los pases celulares analizados,
aunque si se aprecié una tendencia a una mayor viabilidad celular en los

pases seis y siete.

La evaluacion de la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular
de la ATM durante los 9 primeros pases celulares utilizando técnicas de
exclusién de colorantes vitales (azul tripan) revelé que la mayor viabilidad
celular correspondié a los pases cinco, seis y siete, aunque principalmente
al pase seis. Estos resultados sugieren que estos pases serian los mas

adecuados para aplicacion clinica.

La evaluacién de la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular
de la ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante la
determinacion del perfil ibnico cuantitativo mediante microscopia electronica
analitica por energia dispersiva de rayos X revel6 que la mayor viabilidad
celular correspondié al pase seis, lo cual sugiere de nuevo que éste seria el

pase mas adecuado para utilizacion terapéutica.

La evaluacién de la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular
de la ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante el calculo de la
Viabilidad Media revelé que la mayor viabilidad celular correspondié a los
pases cinco y seis, los cuales deberian constituir los pases de eleccion en
protocolos de Ingenieria Tisular relacionados con el disco articular de la
ATM del adulto humano.

La evaluacién de la viabilidad de los condrocitos fibrosos del disco articular
de la ATM durante los 9 primeros pases celulares mediante la
determinacion del perfil de expresion génica global utilizando microarray de
ARN revel6 la existencia de un gran nimero de genes con correlacion

positiva 0 negativa con la viabilidad celular, incluyendo numerosos genes
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cuyo papel fundamental era el control de la proliferacion, la diferenciacion y
la muerte celular programada. El equilibrio de genes proapoptoticos y
antiapoptoéticos podria ser el responsable de los cambios de viabilidad
celular encontrados en los 9 pases celulares analizados en esta Tesis
Doctoral.
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