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Introduccion

ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La artrosis es una enfermedad degenerativa osteoarticular altamente
prevalente en todo el mundo y una causa importante de discapacidad que
puede influir de forma negativa en el bienestar fisico y psiquico de los
pacientes que la sufren. Se caracteriza por el deterioro progresivo y la
pérdida de cartilago articular con cambios estructurales y funcionales
concomitantes en toda la articulacién, incluida la sinovial, el menisco (en la
rodilla), los ligamentos periarticulares y el hueso subcondral (Buckwalter y
Mankin, 1998). Se trata de la enfermedad articular crénica mas comun y
sigue siendo uno de los pocos trastornos crénicos del envejecimiento que
todavia no tiene un tratamiento eficaz que consiga retardar la progresiéon de

la enfermedad.

La artrosis es la principal causa de discapacidad croénica a nivel
mundial en personas mayores de 70 afios y ha sido designada como
“enfermedad prioritaria” por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
(informe OMS/EDM/PAR/2004.71). La artrosis es una de las diez
enfermedades mas incapacitantes en paises industrializados. En el estudio
Global Burden of Disease de 2010, la artrosis de cadera y rodilla se
clasificaron como las undécimas contribuyentes a la discapacidad global
(Cross et al., 2010). La prevalencia de artrosis en el mundo aumenta en
paralelo al aumento en el nimero de personas de 60 afios o0 mas y el

aumento de la obesidad.

Se estima que en los Estados Unidos de Norteamérica 30,8 millones de
adultos la padecen, y 300 millones de personas en todo el mundo conviven
con ella (Spencer et al., 2017). La artrosis representa uno de los mayores 5
costes sanitarios en Europa. En el Reino Unido, un tercio de las personas de
45 afos o mas (8,75 millones de personas) han buscado tratamiento para la
artrosis, y al menos la mitad de estos individuos tienen artrosis de rodilla
(Cross et al., 2010).

La artrosis puede afectar a las articulaciones pequefias, medianas y
grandes, aunque en lo referente a la sintomatologia dolorosa, la rodilla es la
articulacién que se ve afectada con mayor frecuencia. Hasta el 10% de los
hombres y 13% de las mujeres mayores de 60 afos en Estados Unidos,

presentan una artrosis sintomatica en la rodilla (Zhang y Jordan, 2010). De
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Introduccion

hecho, la prevalencia de la artrosis de rodilla se ha duplicado cuando se
compara la existente en los primeros afnos de la era industrial (1800-1900)
con la era moderna postindustrial actual, incluso después de ajustar las

prevalencias por edad y obesidad (Wallace et al., 2017).

La rodilla es la articulacion sinovial mas grande del ser humano y esta
formada por estructuras Oseas (fémur distal, tibia proximal y rétula), por
cartilago (menisco y cartilago libre), por ligamentos, asi como por la
almohadilla de grasa infrapatellar y la membrana sinovial que es la
responsable de la produccién del liquido sinovial que lubrica y nutre el
cartilago vascular. Sin embargo, a pesar de presentar una estructura bien
preparada para el movimiento, considerando el uso frecuente y el alto nivel
de estrés mecanico de esta articulacidon, la rodilla es una localizacién
frecuente de distintas patologias que producen dolor, entre ellas, la artrosis
(Rubin, 2005).

En Espafa, segun el estudio EPISER2016 (Blanco et al., 2020), se
estima que la prevalencia de artrosis sintomatica es alrededor del 29%. La
prevalencia de artrosis cervical fue del 10,10% y de artrosis-lumbar del
15,52%. Ambas son mas frecuentes en mujeres y a mayor edad, asi como
en personas con niveles de estudios bajos y obesidad. La prevalencia de
artrosis de cadera fue del 5,13% vy la de artrosis de rodilla del 13,83%.
Estas se asocian con el sexo femenino, el sobrepeso y la obesidad y tienen
menor frecuencia en individuos con nivel de estudios alto y aumentan con la
edad. La prevalencia de la artrosis de mano fue del 7,73%. Es mas
frecuente en mujeres, obesas, con bajo nivel de estudios y mayor edad
(Blanco et al., 2020). Por otra parte, el incremento de la actividad deportiva
en la sociedad actual contribuye también al incremento de la artrosis de
rodilla (Vannini et al., 2016). El 45% de la poblacién general espaiola
practica un deporte y el 68% de ellos sufre una lesiéon anual. Se estima que
por cada 1000 horas de entrenamiento se producen hasta 35 lesiones
articulares y esas lesiones cuando se producen en la rodilla, suponen un
incremento mantenido del estrés mecanico que sufre esta articulacién, lo
que incrementa significativamente el riesgo de padecer artrosis en el futuro
(Tveit et al., 2012).

Los recursos y costes que supone el manejo de dicha patologia para

los sistemas de salud son elevados. Se estima que la artrosis supone un
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coste anual de $303 billones de ddlares por lo que se necesitan esfuerzos
continuos para reducir su aparicidon, el dolor y la pérdida de la funcion que
produce esta enfermedad degenerativa cronica y debilitante (Murphy et al.,
2018).

En definitiva, las consecuencias derivadas de la artrosis de rodilla
suponen una importante carga socio-sanitaria en la sociedad actual
implicando una pérdida de 7,5 millones de QALYs (Quality-Adjusted Life-
Year) debido a la inactividad fisica derivada de la presencia de una artrosis
sintomatica (Losina et al., 2020). Dado que la artrosis es una enfermedad
progresiva y en su etapa final los pacientes estan gravemente limitados por
el dolor crénico y la discapacidad que éste supone, el reemplazo quirlrgico
total de la rodilla suele ser la Unica alternativa terapéutica lo que a su vez
supone un enorme aumento de la carga socio-sanitaria. En este sentido, y
como ejemplos, se espera que el crecimiento previsto de los remplazos de
rodilla en Australia sea del 276% para 2030, con un coste para la sanidad
de 5.320 millones de ddlares (Ackerman et al., 2019). En el caso de Estados
Unidos se espera que el aumento de los remplazos de rodilla en el periodo
de 2012 a 2050 sea del 855% siendo mas de la mitad de los pacientes
intervenidos menores de 65 afos (Inacio et al., 2017). Dado el incremento
de la incidencia y prevalencia de la artrosis, los sistemas sanitarios se estan
reformando especialmente en lo que se refiere al modelo de asistencia que

se puede proporcionar a estos pacientes (Ganz et al., 2006).
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FISIOPATOLOGIA DE LA ARTROSIS

Antiguamente existia la creencia de que la artrosis era simplemente
una enfermedad de “desgaste”. Se pensaba que la sobrecarga crénica y el
deterioro de la biomecanica de la articulacién conducian a la destruccion del
cartilago articular y la inflamacion resultante. Esto posteriormente conducia
a la rigidez, hinchazén y pérdida de movilidad. Actualmente se sabe que la
artrosis es un proceso mucho mas complejo compuesto por factores

inflamatorios, biomecanicos y metabdlicos (Ali et al., 2016).

La artrosis produce una degradacién progresiva y severa en el
cartilago articular a lo largo de la enfermedad. El cartilago articular es un
cartilago liso que se encuentra en los extremos de los huesos largos y en
las superficies intervertebrales. Proporciona una superficie de lubricacién y
baja friccion para la articulacion al mismo tiempo que permite distribuir la
transmision de cargas pesadas. Aunque la vida media del colageno dentro
del cartilago es larga, se cura muy lentamente, si es que lo hace, incluso
con lesiones menores. A pesar de que el cartilago articular puede tolerar un
enorme estrés intenso repetitivo, manifiesta una notable incapacidad para
curar incluso con una lesién menor (Buckwalter et al., 1998). Esto hace que
las articulaciones sean especialmente sensibles a procesos degenerativos y
el desarrollo de artrosis. La causa principal de la artrosis no se entiende
completamente. Sin embargo, las fuerzas biomecanicas que producen
niveles inapropiados de estrés en las articulaciones (por ejemplo, soporte
de carga excesiva o anormal, alteraciones posturales u ortopédicas o
lesiones traumaticas) se cree que interactian con otros factores
ambientales, sistémicos (es decir, factores biogquimicos y metabdlicos) y

genéticos para contribuir a la patogenia de la artrosis (Felson, 2013).

Clasicamente se han descrito numerosos factores de riesgo que
parecen estar asociados con un mayor riesgo de desarrollo de artrosis.

Estos factores de riesgo pueden ser modificables o no.

Los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de artrosis
son la edad, el género, el sobrepeso/obesidad, traumatismos/lesiones
deportivas (y la consiguiente inestabilidad articular y laxitud muscular),
ciertas ocupaciones que producen estrés repetitivo en una articulacion

particular, factores genéticos, las deformidades Oseas, enfermedades
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metabodlicas (por ejemplo, la diabetes), trastornos endocrinos y haber
padecido previamente otras enfermedades reumaticas como la artritis
reumatoide y la gota (Conaghan et al., 2013). La mayoria de los tipos de
artritis son mas comunes en mujeres y el 60% de todas las personas con
artritis son mujeres por lo que quizas no sea de extrafiar que el sexo
femenino también represente un factor de riesgo significativo para la
artrosis (Teichtahl et al., 2005). Se ha hipotetizado que la leptina puede ser
un factor sistémico o local que medie el vinculo metabdlico entre la
obesidad y la artrosis (Teichtahl et al. 2005). La leptina y otras
adipocitoquinas (adipoquinas) en realidad pueden ser los vinculos perdidos
gue den cuenta de las diferencias asociadas al sexo en el desarrollo de la
enfermedad (Terlain et al., 2005).

Algunos de los anteriores son factores de riesgo no modificables para
la desarrollo de la artrosis. Existe evidencia clinica que sugiere que el riesgo
de desarrollar artrosis puede mitigarse y reducirse controlando el peso,
evitando la obesidad/sobrepeso, manteniendo adecuados niveles de
movilidad y evitando el sedentarismo. El reto se encuentra en controlar las
comorbilidades como por ejemplo la diabetes y Ila enfermedad
cardiovascular y mitigar los riesgos de lesion articular. Algunos de éstos, es
probable que influyan en el curso de la enfermedad. Enfoques
experimentales utilizando modelos animales y estudios clinicos son
necesarios para investigar los mecanismos subyacentes con el fin de
formular nuevas estrategias de prevencion de la artrosis (Mobasheri y Batt,
2016).

La implicacion de la inflamacion en el desarrollo de otras patologias
articulares como la artritis reumatoide (AR) ha sido demostrada claramente
en la literatura cientifica, pero no ha sido hasta hace unos pocos afios
cuando se ha descrito que dicha inflamacion también juega un papel
importante en la patogenia de la artrosis (Goldring y Otero, 2011; Houard
et al., 2013; Robinson et al., 2016). De hecho, la Sociedad Internacional de
Investigacion en Artrosis (OARSI, del inglés Osteoarthritis Research Society
International), define la artrosis como una patologia que afecta a las
articulaciones y que se caracteriza por estrés celular y degradacion de la
matriz extracelular iniciada por micro y macro-lesiones que activan

respuestas anomalas incluyendo la via pro-inflamatoria de la inmunidad
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innata (Kraus et al., 2015). Las citoquinas, quimiocinas y otros mediadores
inflamatorios son producidas por la sinovial y los condrocitos. Ante el estrés
mecanico y los cambios en la matriz extracelular debidos al estimulo
inflamatorio, los condrocitos articulares modifican su fenotipo expresando
alarminas y patrones moleculares asociados a la lesion (DAMPs, del inglés
“Damage Associated Molecular Patterns”) y secretando citoquinas
proinflamatorias como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleuquina-1 (IL-1) (Miller et al., 2014). De hecho el TNF-a y la IL-1
secretada por los condrocitos y las células sinoviales son las principales
citoquinas envueltas en la progresion de la artrosis. La IL-1 estimula la
produccion por parte de los condrocitos de metaloproteinasas de matriz
(MMP, del inglés "Matrix Metalloproteinase”) 1, 3 y 13 y agrecanasas
suprimiendo la sintesis de proteoglicanos y de colageno II, y promoviendo
la produccién de especies de oxigeno reactivo (ROS) (Kim et al., 2006). Por
otra parte, el TNF-a tiene una accién sinérgica con la IL-1 incrementando la
produccion de interleuquina 6 (IL-6), interleuguina 8 (IL-8) y ligando de
quimiocina 2 (CCL2, del inglés "chemokine ligand 2”) por parte de los
macrofagos (Kapoor et al., 2011). La secrecién de estas citoquinas y
quimiocinas por parte de las células residentes favorece el reclutamiento en
la articulacién de células de la inmunidad innata como son los granulocitos
y monocitos que, a su vez, secretan mediadores proinflamatorios que
promueven el reclutamiento de mas células inmunitarias iniciando un circulo
vicioso de degradacién del cartilago y afectacion de la membrana sinovial
que desencadena un proceso inflamatorio mantenido en el tiempo (van der
Kraan, 2019). Por lo tanto, la inflamacion se asocia con la progresion de la
pérdida de cartilago y con los signos y sintomas de enfermedad. La sinovitis
también es comun en las etapas temprana y tardia de la enfermedad (Vlad
et al., 2011; Sellam y Berenbaum, 2010), de hecho, la sinovitis expresada
como hiperplasia sinovial e infiltrados inflamatorios de bajo grado dentro del
revestimiento sinovial se observa con frecuencia en la artrosis (Robinson et
al. 2016).
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Figura 1: Fisiopatologia de la artrosis en la rodilla. Ilustracién realizada

por el Dr. Luis Martinez Lostao

En relacion con la membrana sinovial, su papel en el proceso de
generacion de la artrosis también resulta relevante. La membrana sinovial
produce el liquido articular que lubrica y nutre al cartilago avascular, y
regula la presidn y la temperatura local. En la articulacion sana esta
formada por distintos tipos de células distribuidas en 2 capas, una capa
intima superficial compuesta de uno a cuatro estratos de sinoviocitos,
fibroblastos y macréfagos y una capa mas profunda compuesta
principalmente por tejido conectivo y vasos sanguineos. Cuando se produce
una inflamacion de la articulacion la capa intima se hipertrofia entre otros
motivos por el reclutamiento de células infiltrantes como neutrdfilos,
mastocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos T y linfocitos B de
modo que su grosor puede aumentar 5-10 veces (Culemann et al., 2019).
Estas células infiltrantes alteran la composicion del liquido sinovial

promoviendo la produccion aberrante de citoquinas proinflamatorias y

29

@
Condrocito
»

Condrocito
senescente

-

Macréfago

5

Wastocito

@’

Neutréfilo

@

Monocito

= -

Fibroblasto
sinovial

S
s
Csteoblasto

L

Osteoclasto



Introduccion

productos catabdlicos propios de la artrosis (Haseeb y Haqqi, 2013). En el
caso de la artrosis, el infiltrado inflamatorio tiene una menor proporcion de
macrdéfagos y linfocitos T en comparacién con la AR y una mayor proporcion
de mastocitos creando, por lo tanto, un perfil de citoquinas inflamatorias
diferente al de otras patologias articulares (de Lange-Brokaar et al,. 2012;
Xie et al., 2019). Por lo tanto, la inflamaciéon presente en la artrosis y que
parece tener un papel predominante en el inicio de los cambios
fisiopatoldgicos observados en dicha patologia, es diferente de la de otras
patologias articulares siendo mas bien crénica, de bajo grado y mediada

principalmente por la inmunidad innata (Robinson et al., 2016).

MECANISMOS EFECTORES DE LAS CELULAS CITOTOXICAS:

El sistema inmunatario estd encargado de defender al organismo
frente a distintos agentes dafiinos (externos o internos). En el sistema
inmunitario se pueden diferenciar dos compartimentos, la inmunidad innata
y la inmunidad adaptativa. Aunque dicha distincién se realiza
tradicionalmente, ambos compartimentos estan estrechamente relacionados
entre si de modo que que la respuesta inmunitaria llevada a cabo por un
compartimento no se puede entender sin conocer adecuadamente el otro.
De hecho, la activacién de la inmunidad innata no solo supone la primera
linea de defensa frente al dafio que desencadena la respuesta inmunitaria
sino que, la forma en que se produce la activacion de la respuesta innata y
el contexto en el que se produce, determina en ultima instancia como se va
a producir la activacion posterior de la inmunidad adaptativa (Janeway,
2001)

El sistema inmune responde tanto a senales de peligro enddgenas
como exogenas. La vision clasica de la activacion del sistema inmunitario se
ha basado en la capacidad de éste de reconocer lo extrafo frente a lo
propio (Self-Non-Self model) para generar una respuesta inmunitaria
adecuada. Esta visidn clasica de la activacién del sistema inmunitario fue
avalada por la descripcion de los patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPs, del inglés “Pathogen-Associated Molecular Patterns”)
(Janeway, 1989) que son moléculas simples o patrones de estructuras muy

conservadas que estan presentes en muchos microorganismos pero no en
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células de mamiferos. Sin embargo, a mediados de los afios 90 se postuld la
teoria de que el sistema inmunitario responde a sefales de peligro ya sean
enddgenas como exdégenas (Danger model) (Matzinger, 1994). Estas
sefales de peligro desencadenadas por componentes celulares que se
liberan tras muerte celular o lesién, son conocidas como patrones
moleculares asociados a danos (DAMPs, del inglés "Damage-Associated
Molecular Patterns”) (Matzinger, 2002). En cualquier caso, tanto los DAMPs
como los PAMPs son reconocidos por receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, del inglés “"Pattern”Recognition Receptors”) (Brubaker et
al., 2015), que son expresados por diferentes tipos de células inmunitarias
y no inmunitarias, y que desencadenan la expresion de citoquinas
proinflamatorias tales como IL-6 y TNF-a entre otras (Lamkanfi y Dixit,
2014) La produccion de estas citoquinas es la responsable de la activacion y
la perpetuacion de la respuesta inmune, incluidas los mecanismos efectores
celulares y humorales, que son las responsables de eliminar al patdgeno o a

la célula afectada.

Entre los mecanismos efectores celulares del sistema inmunitario se
encuentran las células citotdxicas. Este tipo de células son capaces de
eliminar células infectadas por patdgenos intracelulares, principalmente
virus, y también células transformadas (Martinez-Lostao, 2015). Entre las
células del sistema inmunitario con capacidad citotoxica se encuentra
principalmente las células NK (del inglés "Natural Killer”) pertenecientes a la
inmunidad innata, y los linfocitos T citotocixos, pertenecientes a la

inmunidad adaptativa.

Para ejercer sus funciones, las células citotoxicas utilizan 3 tipos de

mecanismos comunes (Pardo et al., 2009; Martinez-Lostao et al., 2015):

1. Sistema de exocitosis granular que se basa en la degranulacion de
vesiculas que contienen diversas proteinas citotdxicas: perforina vy
granzimas, y granulisina en el caso de los humanos que son capaces de
inducir la muerte en la célula diana principalmente por un mecanismo de

apoptosis activando la ruta apoptotica intrinseca.
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2. Union de los ligandos de muerte (FasL, Apo2L/TRAIL) a los
receptores correspondientes de las células diana (Fas/CD95, DR4/DR5) que
son capaces de inducir la muerte en la célula diana por un mecanismo de

apoptosis activando la ruta apoptotica extrinseca.
3. Secrecién de citoquinas como IFN-y y TNF-a que aunque no tienen

una accién citotdxica directa, pueden contribuir a la muerte de la célula

diana favoreciendo diversos mecanismos, entre ellos, los anteriormente

descritos.
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Figura 2: Mecanismos efectores células citotdxicas. Licencia CC BY-SA
4.0 <https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia
Commons.
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SISTEMAS DE EXOCITOSIS GRANULAR

Los granulos citotéxicos presentes en las células NK y los linfocitos T
citotéxicos son organelas hibridas entre lisosomas y endosomas tardios que
presentan un contenido muy variado encontrandose proteinas que solo se
encuentran en estos granulos y otras que también se encuentran en los
lisosomas. A continuacion se describiran brevemente los componentes de

los granulos citotdxicos principalmente implicados en su funcién.
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Figura 3: Sinapsis inmunoldgica. Tomado de Wurzer H., Filali L.,
Thomas C., CC BY 4.0 <https://creativecommons.org/licenses/by/4.0>, via

Wikimedia Commons.
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PERFORINA

La perforina (perf) es wuna proteina que forma poros de
aproximadamente de 67 kiloDalton (KDa) y localizada en los granulos
citotoxicos de los linfocitos citotéxicos, células NK, NKT y linfocitos Ty &
(Bade et al., 2005; Voskoboinik et al., 2015). La perforina es una proteina
fundamental para la funcidon de las granzimas, involucradas en la muerte
celular mediada por exocitosis granular ya que se liberan conjuntamente
tras formar la sinapsis inmunoldgica (Trapani y Smyth, 2002). La
importancia de esta proteina radica en la alteracién de la capacidad
citotoxica de los linfocitos, ya que cuando se utilizan ratones deficientes en
perf, éstos son mas sensibles a desarrollar tumores e infecciones virales.
(Voskoboinik et al., 2015; Bolitho et al., 2007). Estructuralmente es similar
a la proteina C9 del complemento y la cual es responsable de formar los
MAC (del inglés "Membrane Attack Complex”). Tiene una estructura
formada por un dominio N-terminal que posee actividad litica, un fragmento
cuya funcidon es desconocida, un dominio central por el que se inserta a la
membrana y con forma de hélice, un dominio C2 C-terminal de unién al
calcio (fundamental para su activaciéon) y un dominio tipo EGF (Lichtenheld
et al., 1988; Voskoboinik et al., 2005). La actividad de la perf esta
relacionada con el pH y la concentracién de calcio de modo que es activa a
pH neutro e inactiva con el pH acido (Voskoboinik et al., 2005; Voskoboinik
et al., 2015). El pH &cido, las concentraciones bajas de Ca®*y su unién a la
calreticulina mantienen la perf inactiva dentro de los granulos (Fraser et
al., 2000). Cuando se libera el contenido de los granulos al espacio
extracelular, desaparece su unién a la calreticulina y entonces puede ejercer
su accién de forma libre (Andrin et al., 1998). La perf solo es capaz de
permitir la muerte celular a altas concentraciones y lo hace permitiendo la
entrada de las granzimas en el interior de las células diana, siendo estas las
responsables de producir la inflamacién o muerte celular (Duke et al.,
1989).

Por otra parte, existen mecanismos diversos de proteccién de los
linfocitos frente a la perf entre los que se encuentra la catepsina B, el
marcador lisosomal CD107a (Lamp1l) y la serpina B9 (inhibidor de granzima
B) (Balaji et al., 2002; Baran et al., 2006; Bird et al., 1998)
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Historicamente se han planteado diversos modelos para intentar
explicar el mecanismo de acciéon de la perf, sin embargo, en los ultimos
anos, los trabajos sugieren que la perf forma directamente poros en la
membrana plasmatica y de este modo permite el paso de las granzimas al
interior de las células diana (Law et al., 2010; Metkar et al., 2011; Metkar
et al., 2015; Voskoboinik et al., 2015).

GRANZIMAS

Las granzimas (gzms) son una familia de serinproteasas descubiertas
en los afos 80 (Masson y Tschopp, 1987; Simon et al., 1987). Hasta la
fecha, 5 tipos de granzima han sido descritas en humanos (A,B,H,K 'y M) y
10 en ratones (A,B,C,D,E,F,G,K,M y N), siendo la granzima A (gzmA) vy la
granzima B (gzmB) las mas abundantes y las mejor caracterizadas (Pardo
et al., 2009). Estas proteasas son principalmente expresadas por los
linfocitos T CD8+ y las células natural killer (NK) (Koizumi et al., 1991;
Hirst et al., 2001; Grossman et al., 2004; Hernandez-Pigeon et al., 2006;
Pardo et al., 2007). También han sido detectadas en linfocitos T y 9,
linfocitos T CD4+ , células T reguladoras, macroéfagos, basoéfilos, mastocitos,
espermatozoides, células de Sertoli, queratinocitos, neumocitos, macréfagos

alveolares y células epiteliales alveolares (Arias et al., 2017).

Las granzimas se sintetizan como zimdgenos inactivos y ya en los
granulos, después de eliminar el péptido sefal, maduran por accién de la
captepsina C, que elimina 2 aminoacidos del extremo N-terminal (McGuire
et al., 1993). Dentro de las vesiculas, por accién del pH acido, se mantienen
inactivas y cuando se liberan al espacio extracelular adquieren capacidad

proteolitica (Trapani, 2001).

Inicialmente, se demostré que la funcidon fundamental de las granzimas
era inducir la muerte celular por apoptosis en las células transformadas o
infectadas. Recientemente, se ha descubierto que las granzimas juegan un
papel importante en otros procesos tales como la regulacion de la respuesta
inflamatoria. Ademas, juegan un papel importante en la inactivacién de
virus, modificacion de la matriz extracelular o el control de linfocitos
activados (Arias et al., 2017, Hiebert et al., 2011, Martinez-Lostao et al.,
2015, Pardo et al 2009, Wensink et al., 2015).
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Sin embargo, en los Ultimos anos, se ha demostrado que las granzimas

juegan un rol importante en otros procesos bioldgicos.

GRANZIMA A

La granzima A (gzmA) presenta actividad triptasa, siendo la proteasa

mas abundante. Es secretada en forma de dimero (Froelich et al., 2009).

Aunque su capacidad citotéxica ha sido demostrada in vitro mediante
diversos modelos heterdlogos, los ultimos hallazgos indican que la gzmA
juega un rol principalmente como proteasa pro-inflamatoria. Tanto la gzmA
pura como la gzmA que expresan las células citotoxicas inducen la
liberacion de interleuquina 1-beta (IL-1B), interleuquina 6 (IL-6) y TNF-a en
los macréfagos humanos y de raton (Metkar et al., 2008). Otros estudios
han demostrado que la gzmA induce la producciéon de IL-6 e interleuquina 8
(IL-8) por parte los fibroblastos y de IL-8 por las células epiteliales (Sower
et al., 1996). Sin embargo, los mecanismos moleculares asociados a la

funcion inflamatoria de gzmA son todavia desconocidos.

Las evidencias experimentales que se han obtenido en los Ultimos anos
indican que las granzimas pueden tener una actividad extracelular
independiente de la perforina y que podrian estar involucradas en los
procesos inflamatorios subyacentes al envejecimiento, ateroesclerosis y
artritis reumatoide (Arias et al., 2017). De hecho un incremento en los
niveles de gzmA, gzmB y gzmK extracelular ha sido observado en diversos
fluidos bioldgicos de pacientes afectos de diversas patologias inflamatorias y
autoinmunes como la artritis reumatoide (Bratke et al., 2004; Granville,
2010; Hendel et al., 2010; Hiebert y Granville, 2012; Lauw et al., 2000;
Tak et al., 1999). Nuestro grupo ha demostrado que gzmA induce
osteoclastogénesis a través de un mecanismo dependiente de TNF-a vy,
utilizando un modelo de artritis reumatoide inducida por coldgeno, ha
observado que los ratones que tienen deficiencia en gzmA mostraban un
grado menos severo de la enfermedad (Santiago et al., 2016). Otros grupos
han demostrado que los ratones con deficiencia en gzmA presentan una
artritis menos severa en un modelo murino de artritis inducida por el virus
Chikungunya (Wilson et al., 2017).
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Niveles elevados de gzmA también han sido detectados en diversas
enfermedades infecciosas como el virus de la inmunodeficiencia adquirida
(VIH), virus Epstein-Barr (VEB) o en infecciones por Plasmodium Falciparum
(Hermsen et al., 2003; Wensink et al., 2015).

Nuestro grupo también ha estudiado la implicacion de gzmA en la
infeccidn por Micobacterium Tuberculosis detectando un incremento de
expresion de la misma en células NK y linfocitos a nivel pulmonar pero sin
obsevarse un efecto protector puesto que los ratones con deficiencia de
gzmA mostraban una infeccidn y supervivencia similar a los controles
(Uranga et al., 2016).

GzmA también ha sido relacionada con procesos de endotoxemia,
sepsis (encontrandose niveles elevados), proteolisis de la matriz
extracelular o muerte celular por anoikis (Simon et al., 1991; Yoshikawa et
al., 2008; Lauw et al., 2000).

GRANZIMA B

La granzima B (gzmB) es una proteasa que es importante para inducir
la apoptosis mediada por las células citotdxicas (Heusel et., 1994) y lo hace
gracias a la activaciéon directa de las caspasas (Pardo et al., 2008) o
mediante la via mitocondrial apoptética (Sutton et al., 2000; Goping et al.,
2003; Pardo et al., 2008). Ademas es capaz de inducir muerte por anoikis
(un tipo particular de apotosis de las células epiteliales y endoteliales),
degradando algunos componentes de la matriz extracelular tales como la
laminina, vitronectina y fibronectina y produciendo en ultima instancia que
las células se despeguen de la matriz y mueran (Buzza et al., 2005; Pardo
et al., 2007)

Aunque es ampliamente aceptado que la gzmB es eminentemente
citotoxica y, junto con la perforina, induce apoptosis en células infectadas o
cancerosas (Arias et al., 2017; Garzon-Tituana et al., 2020; Martinez-
Lostao et al., 2015) estudios experimentales recientes evidencian que tanto
in vitro como in vivo el potencial citotéxico es muy limitado (Joeckel y Bird,
2014) estando envueltas en otros procesos no relacionados con la
citotoxicidad celular tales como la regulacién de la respuesta inflamatoria, la
inactivacién de virus, la modificacion de la matriz extracelular y la

regulacion de los linfocitos activados (Metkar et al., 2008; Pardo et al.,

37



Introduccion

2009; Martinez-Lostao et al., 2015; Wensink et al., 2015; Arias et al. 2017;
Garzon-Tituana et al., 2020).

Niveles elevados de gzmB se han detectado en el suero de pacientes
que presentan enfermedades inflamatorias como la AR y el asma. Estos
hallazgos sugieren que gzmB podria tener funciones extracelulares en
relacién con procesos inflamatorios (Afonina et al., 2010). Asimismo
también se ha detectado gzmB en los baséfilos de pacientes con asma
(Tschopp et al., 2006).

Ademas de lo descrito con anterioridad, gzmB ha sido relacionada con

multitud de procesos. Algunos de éstos son:

- Heridas cronicas.

- Envejecimiento de la piel, donde participa en la degradacién de
proteinas de la reparacion tisular y la coagulacion.

- Degradacion de sustratos como el factor von Willebrand o
fibrindgeno (Buzza et al., 2008).

- Protedlisis de fibronectina, vitronectina y decorina, relacionadas con
la reparacion tisular (Hiebert et al., 2011).

- Arterioesclerosis 'y aneurismas actuando sobre algunos
componentes de la matrix extracelular tales como fibrilina-1,
produciendo alteraciones e inestabilidad en la pared vascular
(Hendel et al., 2014).

- En procesos de sepsis, ya que se ha descrito que gzmB seria capaz
de degradar la cadherina vascular endotelial produciendo pérdida
de la funcion de barrera del endotelio favoreciendo la hipotensién
(Shen et al.,, 2016; Peters et al., 2003). También se han
encontrado niveles elevados en plasma de gzmB en pacientes con
sepsis (Lauw et al., 2000).

- Progresion de tumores, al descubrirse que algunos tipos celulares
con funciones tumorales sobreexpresan gzmB.

- Efectos antivirales, puesto que se ha visto como ademas inducir la
apoptosis en células infectadas puede inhibir replicacién de ciertos
virus actuando sobre ciertas proteinas (Andrade et al., 2007;
Andrade, 2010)
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OTRAS GRANZIMAS CON PROPIEDADES PROINFLAMATORIAS

Otras granzimas, como granzima K (gzmK) y granzima M (gzmM)

también han sido relacionadas con procesos inflamatorios.

La gzmK es una serin proteasa con actividad triptasa, siendo descrita
su actividad proinflamatoria recientemente. La gzmK es capaz de inducir
inflamacién en diferentes tipos celulares e inducir la producciéon de IL-6, IL-
8 y proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1) en fibroblastos
pulmonares humanos, a través de un mecanismo que depende de la
activacion del receptor PAR-1 (del inglés, “"protease-activated receptor 1”)
(Joeckel et al., 2011; Cooper et al., 2011). Asimismo, se ha observado que
gzmK recombinante activa induce la produccion de IL-1B en macrofagos del
peritoneo que han sido pre-estimulados con lipopolisacaridos (LPS) (Joeckel
et al., 2011).

En los ultimos afios se ha visto que la gzmK humana potenciaria la
liberacion inducida por LPS de TNF-q, IL-6 e IL-8 en los monocitos humanos
y que dicho efecto no necesita de la actividad proteolitica de la proteasa. El
mecanismo sugerido para poder explicar dicha sinergia es que gzmK
estimularia la formacién del complejo entre LPS y CD14 liberando moléculas

individuales de LPS a partir de las micelas (Wensink et al., 2014).

También se ha visto un incremento de los niveles plasmaticos de gzmK
en pacientes con sepsis (Rucevic et al., 2007). Estos datos junto con las
propiedades proinflamatorias descritas para dicha proteasa, sugieren que la

gzmK puede jugar un papel relevante en la sepsis.

En cuanto a gzmM, se trata de una serin proteasa que expresada

principalmente en células NK, NKT y linfocitos Tyd (Krenacs et al., 2003).

Existen estudios que indican que la gzmM podria tener un papel
regulador importante en la liberacidon de citoquinas en las infecciones por
bacterias Gram+ y Gram- aunque el mecanismo por el que dicha granzima
induce efectos inflamatorios no ha sido descrito (Anthony et al., 2010). Al
utilizar ratones “knockout” (KO) en gzmM se ha observado que tras la
administracién de LPS, los niveles en el suero de citoquinas proinflamatorias
como IL-1a, IL-1B, TNF-a e IFNy son menores si los comparamos con los

controles (Anthony et al., 2010). Esto significaria que la gzmM participa
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regulando de la produccién de dichas citoquinas cuando se produce la

infeccién por bacterias gram-

En el mismo estudio se observd que los ratones KO en perf tenian un
perfil de citoquinas parecido a los KO en gzmM. Esto podria evidenciar una
funcion intracelular de dicha proteasa. También pudo observarse que los
ratones KO en gzmA y gzmM tenian mas resistencia a la endotoxemia
inducida por LPS que los KO simples. Esto parece indicar que los
mecanismos de accién de las gzmM y gzmA en respuesta al LPS son
distintos (Anthony et al., 2010). Por otra parte, se ha visto que que la
gzmM in vitro, no es capaz de cortar a la pro-IL-1B8 (Anthony et al., 2010),

a diferencia de la gzmaA.

También se ha visto que la ausencia de gzmM, disminuye la produccion
de MIP-1a en células NK y macréfagos aislados en el higado de ratones que
han sido tratados mediante LPS o infectados con la bacteria Gram+ Listeria
monocytogenes. Los ratones KO en gzmM mostraron una mayor
supervivencia que los controles en la infeccidon por Listeria monocytogenes
(Baschuk et al., 2014).

En resumen, la inflamacion parece que juega un papel crucial en la
fisiopatologia de la artrosis y, especialmente gzmA y gzmB, han sido

identificados en otras patologias articulares.
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MODELOS DE ARTROSIS EN EL RATON

La rotura del ligamento cruzado anterior altera la biomecanica y la
estabilidad articular conduciendo al desarrollo de artrosis en 10-15 anos en
humanos (Jakobsen, 1977; Ross et al., 1995).

Los modelos de inestabilidad quirdrgica son los modelos mas comunes
de artrosis en el animal de laboratorio y estan ampliamente aceptados en
perros, cerdos de guinea, conejos, ratas, ovejas y cabras. Las ventajas de
los modelos quirdrgicos sobre los modelos espontaneos incluyen un
desarrollo mas rapido de la enfermedad, menos variabilidad y una menor
dependencia de factores genéticos (Brandt et al., 1991; Oegema y Visco,
1999).

Debido al alto coste que supone el cuidado y mantenimiento de
especies de gran tamafo, se prefieren modelos con animales mas pequenos
como forma de "screening” preliminar. Los animales transgénicos, entre
ellos el raton, permiten el estudio de animales que presentan deleciones o
sobreexpresion de determinados genes. Estas caracteristicas hacen del
raton la especie preferida para caracterizar el significado in vivo de un gen
en particular. Los modelos de roedores se utilizan ampliamente debido a la
homogeneidad del fondo genético y la facilidad de manejo. Otro beneficio
del uso de modelos animales es la posibilidad de modificar selectivamente el
genoma de estos y generar cepas KO para genes especificos (Di Paola y
Cuzzocrea, 2008). Entre las desventajas para el uso de ratones
transgénicos incluyen los largos tiempos para producir estos ejemplares y
los altos costes. A pesar de estas limitaciones conocidas, el potencial para
identificar enzimas clave en animales transgénicos hace que la evaluacion

de modelos de artrosis en ratones sea particularmente atractiva.

Los modelos de inestabilidad utilizados antes del desarrollo de las
técnicas microquirurgicas incluyen el modelo de inyeccion intraarticular de
colagenasa y un método cerrado utilizando una aguja de calibre 25 para

seccionar los ligamentos cruzados (Moilanen et al., 2002).

La utilizacion de la aguja de calibre 25 tiene la limitacion de que
produce una iatrogenia variable, sangrado intraarticular y variabilidad en

cuanto a la seccién de uno o ambos ligamentos cruzados.
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La inyeccion de colagenasa ha sido ampliamente utilizada en modelos
de inestabilidad durante muchos. El dano sobre el cartilago mediante la lisis
del colageno tipo II es tedricamente posible con dosis suprafisioldgicas que
son utilizadas como bolos. Sin embargo, la colagenasa bacteriana se
muestra ineficaz para escindir el coldgeno tipo II y existe una gran
variabilidad en dicho modelo en cuanto a diferentes grados de destruccién
ligamentosa, afectacién variable de uno o mas ligamentos de la rodilla y
variabilidad en cuanto a los tiempos en los que se produce la destrucciéon y
el desarrollo de la artrosis (van Osch et al., 1993; van der Kraan et al.,
1990). Ademas de esto, el modelo de la colagenasa, se asocia a
condrogénesis de los ligamentos colaterales con formacidon 6sea progresiva
mas importante a nivel medial que a nivel lateral. La luxacién de la rétula
también se ha descrito en este modelo y su contribucion al desarrollo de

artrosis en modelos murinos es desconocida (van der Kraan et., 1989).

Los modelos espontaneos de artrosis en ratén se desarrollan durante
largos periodos de tiempo como en la artrosis humana idiopatica. Cruzar un
ratdon KO con una cepa con una predisposicidn genética a la artrosis lleva de
6 a 10 generaciones. Esto puede tardar hasta 2 afios, con otros 6 meses a 1
afo para envejecer a los ratones antes de que los efectos puedan ser
evaluados. Ademas se requiere un gran numero de ratones para el estudio
puesto que la induccion de artrosis en este modelo es muy variable. Estos
factores hacen que los modelos espontaneos sean menos atractivos para la
evaluacion inicial de objetivos y estudios de inhibidores (Masson et al.,
2001; Glasson et al., 1996).

El primer modelo quirdrgico de artrosis descrito en el ratén fue la
meniscectomia medial parcial (MMP) junto con la seccion del ligamento
colateral medial (LCMS) desarrollado por Visco y colaboradores en 1996
(Visco et al., 1996). Este modelo fue utilizado para evaluar la IL-13, MMP-3
(Stomelisin-1), la enzima convertidora de interleuquina-1 y la sintasa
inductible de éxido nitrico (iNOS) en ratones KO. Sorprendentemente, la
enfermedad no fue derogada en ninguno de estos ratones KO y se observé
una artrosis mucho mas severa en las extremidades contralaterales de los
IL-1B KO. Este resultado podria indicar que otras vias catabdlicas estaban
sobre-reguladas (Clements et al., 2003), que se producia un aumento de la
carga en la extremidad no operada, o que los modelos o los sistemas de
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puntuacion no eran del todo apropiados. En otro laboratorio, Ia
desestabilizaciéon del menisco medial (DMM) en ratones KO MMP-3 e IL-1
no produjeron diferencias entre MMP-3 y controles —wt-, mientras que el KO
de IL-1B fue significativamente protegido a las 4 y 8 semanas (Glasson et
al.,, 2005). Este resultado puede apoyar la hipotesis de Visco vy
colaboradores (1996) de que la inestabilidad mecanica creada en el modelo
MMP + LCMS puede ser demasiado severa, y también puede verse afectado
por las diferencias en el corte histoldgico y la puntuaciéon entre los dos

laboratorios.

Kamekura y colaboradores (Kamekura et al., 2005) describieron 4
modelos de induccidon de artrosis que incluyen la seccion del ligamento
cruzado anterior (ACLT) +/- meniscectomia completa medial (MM) +/-
seccion del ligamento cruzado posterior (LCP) y del rotuliano asi como MM
+/- seccion del ligamento colateral medial. La erosion dsea subcondral del
platillo tibial posterior (en algunos casos alcanzando la placa de
crecimiento) fue demostrada en los cortes histoldégicos de las cirugias de
ACLT combinadas, similar a las observaciones de las cirugias de ACTL
aisladas de Glasson y colaboradores (Glasson et al., 2007). Cambios
histolégicos menos severos para su modelo de ACLT aislado fueron
observados en comparacion con el estudio de Glasson y colaboradores
(2007) y pueden reflejar las diferencias en la técnica quirldrgica, las cepas
de ratones utilizados (C57/BI6 en comparaciéon con 129S6/SvEv), diferentes

sistemas de puntuacién y diferencias en los cortes histoldgicos.

En ambos laboratorios, se observdé una falta de inflamacion de la
membrama sinovial tras la cirugia. El estudio de Glasson difiere en algunos
aspectos del de Kamekura al realizar la comparacion del modelo ACLT con el
modelo DMM por ejemplo al proporcionar diferentes fotografias/cortes que
detallan la ubicacidon anatémica precisa para la seccion del ligamento. En
cuanto a la evaluacién histoldgica del modelo ACLT, también es diferente,
con incorporacion de todos los “scores” de los cuatro cuadrantes articulares
utilizando secciones frontales en el caso del estudio de Glasson. Kamakura
utilizd secciones frontales para el modelo medial, y secciones sagitales del
lado medial de la articulacidon (sin analizar el lado lateral), para los otros
modelos restantes. Esta diferencia en el corte hace que sea imposible cegar

al grupo modelo medial. Al evaluar otros modelos o transgénicos, no se
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puede suponer que la zona de dano articular quede restringida al lado
medial de la articulacién, ya que la cirugia DMM en el ratén transgénico que
sobreexpresa hMMP-13 produce también la destruccion maxima del

cartilago en el lado lateral.

En el estudio de Glasson y colaboradores del 2007, el modelo ACTL en
su laboratorio, produjo minima artrosis a nivel anterior de la articulacion
con moderada-severa artrosis en la zona de carga central (Glasson et al.,
2007). Las lesiones producidas tras la cirugia ACTL fueron a menudo
severas en la zona mas posterior del platillo tibial, debido al cajon anterior
del platillo tibial en relacidon con los céndilos femorales. El incremento de la
carga en la zona posterior del platillo tibial resultdé en la destruccién del
cartilago y la erosion ésea subcondral a nivel de la placa de crecimiento en
el 30% de las rodillas en 8 semanas. La erosion subcondral puede permitir
la aparicion de médula ésea y células sanguineas dentro de la cavidad
sinovial. El sangrado articular es un factor de riesgo conocido para la
artrosis en pacientes con hemofilia (Roosendaal et al., 2003) y la sangre
libre en rodillas murinas también puede contribuir a una mayor progresion
de la artrosis. La integridad del ligamento cruzado posterior (LCP) se
confirmd en el 95% de las articulaciones en el estudio ACTL confirmando la
precision del método de Glasson y colaboradores de seccionar un solo
ligamento. El impacto de la condrogénesis y la formaciéon de hueso ectdpico
en la estabilidad articular es desconocido y es posible que la anquilosis
pueda ocurrir mas tarde en el modelo ACTL. La experiencia con el modelo
ACTL de Glasson y colaboradores muestra diferencias puesto que
inicialmente observaron una artrosis mucho mas severa con mayor
condrogénesis y erosion 6sea subcondral que actualmente, lo que atribuyen
a mejoras en el instrumental y la técnica quirdrgica. La calidad de los cortes
histolégicos y la profundidad de los mismos les han permitido una mejor
visualizaciéon de las muestras y del LCA. Las incisiones se han vuelto cada
vez mas pequefas disminuyendo el dafio en el cartilago y el sangrado
articular. Es posible que la seccion del LCP ocurriera en los estudios iniciales
por la peor visualizacion de las estructuras y esto pudo significar un mayor
desarrollo de artrosis. Es por eso que recomiendan que los grupos que

desarrollan este tipo de experimentos lo hagan utilizando material
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microquirurgico y habiendo practicado y entrenado dichas técnicas,

especialmente para el modelo ACTL.

DESESTABILIZACION QUIRURGICA DEL MENISCO MEDIAL (DMM)

En el afio 2007, Glasson y colaboradores realizan un estudio
comparando dos modelos de induccion de artrosis en el ratéon (Glasson et
al., 2007).

Dado que el modelo de seccién del LCA produce una artrosis severa y
mucha variabilidad en cuando a las lesiones producidas asi como iatrogenia,
comparan el uso dicho modelo con la desestabilizacién del menisco medial
(DMM) mediante la seccion del ligamento menisco medial (LMM). El modelo
DMM se selecciona basandose en estudios no publicados en cerdos
guineanos donde se observa desarrollo de artrosis con gran facilidad y
reproductibilidad. Se compara el grado de artrosis para ambos modelos con
el objetivo de identificar un modelo que desarrolle artrosis de forma leve a
moderada, en el que los efectos de la modificacion genética (por ejemplo,
delecion de determinadas enzimas) no estén sobreestimados ni
influenciados por el dafio ni por los cambios biomecanicos inducidos por
otros modelos de artrosis mas severa. Estos modelos de artrosis mas
severa se asocian a mayor iatrogenia, variabilidad, mayores cambios
biomecanicos y cambios regenerativos como la formacion de osteofitos
hasta producir anquilosis, lo que puede alterar el posterior estudio del grado
de degradacién del cartilago. La hipdtesis es que el modelo DMM tiene
buena reproductibilidad con menor progreso de la enfermedad y por lo

tanto tendria gran utilidad en ratones con deleciones enzimaticas.

Asi pues, tras la aprobacion del comité de ética correspondiente,
utilizan ratones KO incluyendo ratones KO para ADAMTS-4 y ADAMTS-5.
Los grupos para DMM y ACLT tienen al menos 10 animales por grupo con al
menos 6 animales por grupo en los grupos placebo y no intervenidos. Los
animales estan almacenados en grupos de 5 por caja y con acceso libre a
comida y bebida. Son anestesiados con 300mg/kg de tribromoetanol
intraperitoneal y la cirugia es llevada a cabo de forma aséptica. El
instrumental utilizado incluye un microscopio tipo Leica LZ-6 y material de

microcirugia.
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El ligamento menisco medial (LMM) ancla el menisco medial (MM) al
platillo tibial mientras el LCA impide a la tibia la traslacién anterior en

relacion con el fémur.

El abordaje quirdrgico es similar para ambos modelos con una incision
longitudinal de unos 3mm sobre la parte distal de la patela hacia la parte
proximal del platillo tibial. La capsula articular se incide inmediatamente
medial al tendén rotuliano y se abre la articulacion con tijeras
microquirurgicas. Se lleva a cabo una diseccién de la grasa que recubre la
zona intercondilar para exponer dicha regién y visualizar el LCA o el LMM
del menisco medial. Se controla la hemorragia de la zona grasa aplicando

compresién y utilizando esponjas absorbentes.

El LCA se origina en la zona posterolateral del area intercondilea
femoral y se inserta anteriormente a nivel central del platillo tibial, en las
espinas tibiales. EI LCA es lateral al ligamento cruzado posterior que
raramente se visualiza utilizando este abordaje. En el modelo de seccion del
LCA se luxa la patela para una mejor exposicion de la articulacidon
femorotibial. Con la patela luxada, el cartilago se mantiene humedecido con
solucion salina. Se procede a la seccion del LCA con instrumental
microquirurgico bajo visualizacion directa, evitando lesionar en LCP, y se

confirma por la presencia de cajén anterior.

En cuanto al modelo DMM, el ligamento menisco medial ancla el MM al
platillo tibial como se ha mencionado previamente. La grasa alrededor del
cuerno anterior del menisco medial se retira. El LMM se identifica porque
sigue el trayecto desde el cuerno anterior del menisco medial lateralmente
hacia el platillo tibial. Se debe identificar y proteger el ligamento
meniscotibial lateral (LMTL) que se encuentra ligeramente posterior y
cercano al LMM. Ocasionalmente existe una banda entre ambos ligamentos
y solo en estos casos debe ser seccionada. Se procede a la seccion del LMM
mediante el instrumental microquirdrgico lo cual crea inestabilidad al MM.
Con el MM intacto existe una gran congruencia y area de contacto entre las
estructuras articulares con una regidon amplia para transmitir las fuerzas de
carga. Tras llevar a cabo la seccion del LMM, se produce el desplazamiento
medial del MM por lo que la carga se transmite a un area mucho mas
pequefia produciendo un incremento del estrés local. Cuando la rodilla del

ratén se encuentra fija durante la carga, esto produce un mayor estrés en la
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zona posterior femoral y central tibial en el lado medial de forma

predominante.

Los ratones control incluyen cirugia sin seccion ligamentosa para

visualizar Unicamente las estructuras articulares.

Tras la cirugia se procede al cierre de la capsula (Vicryl 8-0), tejido

subcutaneo (Vicryl 7-0) y piel (adhesivo tisular).

Tras esto el grupo de Glasson (Glasson et al., 2007) procede a la eutanasia
de los ratones con diéxido de carbono a las 4 y 8 semanas postoperatorias y
las rodillas son fijadas en paraformaldehido 4% durante 24h. Toda la
articulacién es decalcificada en EDTA durante 6 dias en un vibrador. Las
articulaciones completas son embebidas en parafina y se realizan secciones
de 6 micras a lo largo de toda la articulacidén en intervalos de 80 micras. Las
muestras se tiflen con O-safranina, hematoxilina-eosina, verde rapido y
tincion tricromatica de Masson
Cada rodilla tiene unas 13-16 muestras para puntuar por dos observadores
ciegos utilizando la siguiente escala (Glasson et al., 2007) que elimina el

grado 4:

0: representa el cartilago normal.

0,5: representa la pérdida de O-Safranina sin dafios estructurales.
1: superficie articular rugosa y pequefas fibrilaciones.

2: fibrilacion en la ldmina superficial y ligera pérdida de la ldmina.

3: fibrilaciones que se extienden al cartilago calcificado menos del 20% de

espesor.

5: fibrilaciones y erosiones que alcanzan del 20 a 80% de espesor del

cartilago.

6: erosion del cartilago superior al 80%.

Se procede a un analisis ciego de los cuatro cuadrantes articulares: céndilos
femorales medial y lateral y platillos tibiales medial y lateral y al posterior

analisis estadistico de los datos obtenidos.

Ademds se evalla la seccién de los ligamentos, la aparicion de
condrogénesis, la luxacion patelar y la formacién de hueso ectépico y de
osteofitos.
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Los resultados obtenidos en dicho estudio (Glasson et al., 2007)
muestran como el mdédelo DMM muestra mas artrosis que los controles y un
incremento de artrosis entre las 4 y 8 semanas de forma estadisticamente
significativa. Esto representa una progresion de artrosis leve/moderada a
moderada. La artrosis mas severa aparece en el modelo de seccidon del LCA
donde aparecen las puntuaciones maximas pero sin diferencias

estadisticamente significativas en comparacion con el modelo DMM.

En el modelo DMM no se observa condrogénesis, luxacion patelar,
células libres en la cavidad sinovial y formacion de hueso ectdpico. Las
lesiones son mas apreciables a nivel del lado medial articular tanto a nivel
femoral como tibial aunque ligeramente mas comun a nivel anterocentral en
la tibia.

En el modelo de seccidén del LCA, se observa en un 30% destruccidon de
la parte posterior del platillo tibial a través el hueso subcondral a las 8
semanas. No se observa a las 4 semanas. En estas rodillas con destruccion
O0sea subcrondral aparecen células libres en la cavidad sinovial. También
aparece condrogénesis y depdsito de proteoglicanos tanto a nivel medial
como lateral. La formacion de hueso ectépico no presente en la zona medial
a las 4 semanas, aparece en un 40 % a las 8 semanas. No se observa

luxacién patelar y la integridad del LCP se confirma en 19/20 rodillas.

Parece claro por tanto que el modelo de seccién del LCA produce una
artrosis mucho mas severa que el modelo DMM, siendo este Ultimo un buen
modelo para estudio de artrosis en ratdn con lesiones mucho menos

severas que el modelo de seccidn del LCA.
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PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA Y OBJETIVOS
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Planteamiento del problema y objetivos

Se ha demostrado que la inflamacién juega un papel clave en la
fisiopatologia de la artrosis y que contribuye tanto al desarrollo de la
enfemedad como a la sintomatologia por lo que se plantea este trabajo de

investigacion con la siguiente hipdtesis:

Si la granzima A desempefia un papel como proteasa pro-inflamatoria
y provoca la liberacion de mediadores inflamatorios implicados en el
progreso de la artrosis, los niveles elevados de granzima B han sido
asociados con enfermedades inflamatorias crénicas con afectacion articular
y la perforina esta vinculada a la accion de la granzima B; la carencia de la
capacidad para producir granzima A, granzima B o perforina en ratones
seleccionados genéticamente por su incapacidad para producir granzima A,
granzima B o perforina, podria atenuar el desarrollo de la artrosis de rodilla
en un modelo experimental de artrosis mediante desestabilizacién del

menisco medial (DMM).
Por lo tanto los objetivos del trabajo son:

Principal: Valorar el efecto de la carencia de gzmA, gzmB y perf en el
desarrollo de la artrosis en un modelo quirdrgico de induccidon de artrosis en

ratones.

Secundario: Valorar la implicacion del factor sexo del animal en el

desarrollo de dicha patologia.
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ANIMALES

En todos los experimentos se siguieron protocolos de experimentacion
animal establecidos, actualizados y aprobados por la Comisién Etica Asesora
para la Experimentacion Animal (CEA) de la Universidad de Zaragoza. Se
solicitdé la valoracion por dicha comision de dos procedimientos de induccion
de artrosis en ratdon. Dichos procedimientos consistian en los modelos de
seccion del LCA y el modelo DMM. Se aprobd el médelo DMM por ser de

menor iatrogenia para los animales.

Los animales utilizados en los procedimientos quirurgicos fueron los

siguientes:
Animales control (wild type -wt-)

e Con un trasfondo genético C57BL/6 (B6) (Harlan Laboratories) o de
la colonia estable mantenida en el animalario del CIBA. Fueron clasificados

como Grupo C.
Animales Knock-out (KO)

e Ratones KO: gzmA” (KO de gzmA), gzmB” (KO de gzmB), y perf’
(KO de perf). Estos animales fueron proporcionados por el Dr. Markus
Simon del Instituto Max-Planck de Inmunobiologia y Epigenética, Friburgo,
Alemania y mantenidos en el animalario del Centro de Investigacidn
Biomédica de Aragdn (CIBA). Todos estos ratones tienen un fondo genético

C57BL/6. Fueron clasificados como grupo A, B y P respectivamente.

Todos los animales se mantuvieron en ambiente libre de patdgenos,
con alimentacién y agua “ad libitum” y se utilizaron a una edad de 8-9
semanas. El genotipo de todas las cepas de ratones se analizd
periddicamente por PCR, como se ha descrito previamente (Arias et al.,
2014)

Se utilizaron un total de 75 ratones machos y hembra en nuestro
experimento. Del total de 75 ratones, 40 de ellos eran hembras (11 gzmA™”"
9 gzmB”", 10 perf/ y 10 -wt-) y 35 eran ratones macho (8 gzmA”", 8
gzmB™”", 9 perf”y 10 -wt-).
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Para mantener el anonimato de cada animal se asignaron cdédigos
numéricos a cada individuo y rodilla intervenida. Se llevd a cabo la
inducciéon de artrosis en los ratones mediante el modelo DMM descrito

previamente (Glasson et al., 2007).

En cuanto al procedimiento, los ratones fueron anestesiados con una
mezcla de isofluorano 2 % en oxigeno (Figura 4 y 5). Después de
desinfectar y preparar la piel con povidona yodada se realizd una incision
milimétrica longitudinal en la rodilla derecha donde se llevé a cabo la
inestabilizacion del LMM mediante material de microcirugia (Figura 6A Y
6B). Seguidamente se suturd la piel con sutura no absorbible 3.0 y se le
administré una dosis subcutanea de 0,05 mg/kg de buprenorfina en 1 ml de
cloruro de sodio (Figura 7). En el lado izquierdo se realizé cirugia placebo
llevando a cabo Unicamente el acceso articular mediante seccién capsular

sin lesionar el LMM y se suturaron posteriomente la capsula y la piel.

Figura 4: Ratdn anestesiado en camara de gas con isofluorano 2%.
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Figura 5: Colocacion del animal en mesa quirdrgica. Se utilizé Lubrithal para

la humectacién ocular y prevencién del ojo seco durante el procedimiento.

Figura 6: Abordaje quirurgico de rodilla derecha (A) y seccién del LMM
(B).
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Figura 7: Cierre de incisién quirdrgica mediante sutura no reabsorbible
de 3/0. Rodilla derecha.
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En un plazo aproximado de 8 semanas tras realizar la intervencidn
quirurgica se procedié al sacrificio de los ratones en camara de CO2,
mediante liberacion paulatina del gas. Se les retir6 asépticamente la rodilla
derecha intervenida y la rodilla izquierda con una seccidn a nivel de tercio
distal de fémur y a nivel de tercio proximal de tibia y peroné eliminando la
musculatura y tejidos blandos a excepcion del espacio articular (Figura 8A'Y
8B). Las muestras se introdujeron en casettes los cuales contaban con un
cédigo alfanumérico que permitia identificar el ratén intervenido y el lado.
Asimismo se orientaron el plano frontal/coronal colocando la rodilla hacia
arriba para facilitar el posterior procesado de las muestras y el analisis

histopatoldgico (Figura 9).
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Figura 8: Retirada de rodilla izquierda mediante seccién a nivel de

fémur distal (A) y tibia proximal (B).
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Figura 9: Orientacidén de la muestra obtenida en el casette en plano
frontal/coronal previa a su procesado y analisis histopatoldgico con cédigo
alfanumérico que permite mantener el registro y la trazabilidad de la

muestra.
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ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4% vy descalcificadas
en acido etilendiaminotetraacético (EDTA), y procesadas con el equipo X-
PRESS X50 (Sakura Company, Torrance, Califormia, USA 90501) e
infiltradas en parafina con la estacion de inclusidn de Leica. En cada
portaobjetos se montaron 3 secciones de tejido a distinto nivel de 3 ym de
espesor cada uno. Los cortes se realizaron con el microtomo de rotacion de
Leica (CM1950). Entre cada corte se desbastaban 50 micras hasta alcanzar
la profundidad deseada. Se realizaron previsualizaciones en microscopio
optico previas a la tincion con O-Safranina para valorar si era la zona de

estudio adecuada y si la muestra era representativa.

Una vez secadas éstas en estufa a 37° toda la noche, se
desparafinaron, hidrataron y colorearon con la técnica de tincion O-
Safranina. Terminada la tincién se deshidraté y se montd con medio de
montaje permanente DPX (DPX es una resina acrilica con base de xileno y
es el mas popular de todos los medios de montaje que permite que las
preparaciones se puedan limpiar facilmente después de montar. No decolora

y puede utilizarse con una gran variedad de tinciones).

Desparafinar: Se pasan las preparaciones por cubetas que contienen
xilol (2 cubetas), luego series de alcoholes de graduacion decreciente (OH
de 1009 OH 100° OH 96° OH 70°) y finalmente se pasan por agua
corriente, 5 minutos en cada reactivo. Seguidamente se pasa por la
hematoxilina-eosina (HE) de Harris 3 minutos para la coloracién nuclear. Se
pasan por acido acético, lavado con agua destilada y coloracion con Fast
Green (que colorea el citoplasma), 7 minutos. Seguidamente se elimina el
exceso del colorante con acido acético, y se sumerge en la solucion de
safranina (Safranina al 0.1% en agua destilada). Finalmente se deshidratan,
pasando por OH 969, OH 100° OH 1009, xilol, xilol (1 minuto en cada
cubeta), y se montan las preparaciones con el medio de montaje

permanente.

Tras esto, todas las preparaciones fueron escaneadas mediante Axio
Scan.Z1 (Carl Zeiss?) y digitalizadas en formato .CZI. Finalmente se llevd a
cabo un andlisis microscopico mediante el software Zen 3.0 Blue Edition

(Carl Zeiss®).
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Se realizé6 un andlisis ciego microscépico de las preparaciones. Cada
preparacion, constaba de 3 cortes de la articulacién de la rodilla a distintos
niveles de profundidad. Se puntuaron los 4 cuadrantes de la articulacién
(céndilos femorales medial y lateral y platillos tibiales medial y lateral) en

los cortes donde se observaba mayor dafo articular.

Se utilizo escala de la OARSI (del inglés ~Osteoarthritis Research
Society International) que resumidamente consta de 6 grados (Pritzker et
al., 2006):

Grado 0: superficie y cartilago intactos
Grado 1: superficie intacta

Grado 2: discontinuidad en la superficie
Grado 3: fisuras verticales

Grado 4: erosion

Grado 5: denudacién

Grado 6: deformacion

La escala OARSI establece ademas 5 estadios:

Estadio 0: no artrosis
Estadio 1: <10% superficie articular afectada
Estadio 2: 10-25% de superficie articular afectada

Estadio 3: entre 25-50% de la superficia articular afectada

Estadio 4: >50% superficie afectada

El score OARSI resulta de multiplicar grado por estadio.
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También se utilizd una escala de valoracidon semicuantitativa descrita
por Chambers y cols. (Chambers et al., 1997) y modificado por Glasson y

cols. (Glasson et al., 2007). Brevemente:

0: cartilago normal

0,5: pérdida de O-Safranina sin lesiones estructurales

1: rugosidad de la superficie articular y pequefas fibrilaciones

2: fibrilacidon debajo de la capa superficial y alguna pérdida de l[damina
3: fibrilaciones que se extienden a <20% de espesor del cartilago

5: fibrilacién y erosiones que se extienden del 20 al 80% de espesor

del cartilago

6: erosion del cartilago >80% de espesor.

La puntuacién 4 fue eliminada por Glasson y cols. (Glasson et al., 2007).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd utilizando el Software Statview-
Statgraphics version 5.0.1 (SAS Institute Inc., Cary, Carolina del Norte, EE.
UU.). Los datos descriptivos fueron expresados en media + error estandar
(EE). Los datos fueron analizados utilizando el test no paramétrico de la U
de Mann-Whitney para examinar las diferencias entre ratones machos y
hembras en cada grupo, mientras que el test de Kruskal-Wallis y de Fisher
se utilizaron para examinar las diferencias entre los grupos. Se considerd un

valor de p <0,05 estadisticamente significativo.
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VALIDACION DEL MODELO DMM PARA INDUCCION DE ARTROSIS EN
RATON

Para validar el procedimiento quirtdrgico como inductor de artrosis en
el ratdén, se ha llevado a cabo la desestabilizacién del menisco medial
mediante la seccion del ligamento meniscomedial en las rodillas derechas de
los ratones mientras que la rodilla izquierda ha sido utilizada como control,
llevandose a cabo cirugia simulada realizando el acceso articular y posterior
cierre del mismo sin intervenir sobre ninguna estructura meniscal o
ligamentosa. Se ha logrado inducir artrosis claramente en las rodillas
derechas a las 8 semanas de la cirugia en machos y hembras si se compara

con las rodillas izquierdas (cirugia simulada) (Figura10).

Por otra parte, no se han encontrado diferencias en las rodillas
izquierdas (cirugia simulada) en todos los grupos en cuanto al desarrollo de
artrosis si se comparan machos y hembras, con valores muy bajos en las
escalas utilizadas. Todos estos datos sirven para determinar que el modelo
DMM sirve para inducir artrosis en rodillas en un modelo murino (Glasson et
al., 2007).

P<0.001 P<0.001

y —> >
4 2 ——

OARSI STAGE
)
nNo;

0 : - . - _..__._...__ ............... E.

I 3 3 3

Rodilla derecha vs izquierda Derecha vs izquierda
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Figura 10: Comparacién de la severidad de la artrosis segun el estadio
OARSI de las rodillas derechas e izquierdas en los ratones macho y hembra.

Los datos se presentan como media + error estandar (EE).

En los estudios anatomopatoldgicos puede observarse la ausencia de
lesiones en el cartilago articular que mantiene una superficie lisa e intacta
en las rodillas izquierdas de cualquiera de los especimenes (Figuras 11 y
13). Por el contrario, si se observa las rodillas derechas (intervenidas), los
cambios artrdsicos degenerativos (fibrilaciones y erosién cartilaginosa) se
encuentran en especial en el lado medial con respecto al lado lateral
(Figuras 12 Y 14).
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Figura 11: Corte histoldgico de rodilla izquierda (no intervenida) de

ratéon control -wt-. M: medial y L: lateral.

Figura 12: Corte histoldgico de rodilla derecha (intervenida) de ratén

control -wt-. M: medial y L: lateral.
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Figura 13: Corte histoldgico de rodilla izquierda (no intervenida) de

ratdn macho GzmA 7". M: medial y L: lateral

Figura 14: Corte histoldgico de rodilla derecha (intervenida) de ratén

hembra Gzm A”". M: medial y L: lateral
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PAPEL DEL SEXO EN EL DESARROLLO DE ARTROSIS EN UN MODELO
DMM.

Tras validar el modelo quirdrgico DMM como inductor de artrosis, se
guiso comprobar si habia diferencias entre las distintas cepas en funcién del

sexo del animal en las rodillas derechas intervenidas.

Comparativa entre rodillas derechas de ratones control -wt- macho vy

hembra.

Los valores obtenidos en la escala de OARSI, estadio OARSI, score
OARSI y escala de Glasson fueron superiores en los ratones -wt- machos
respecto a las hembras -wt-, lo que significa, que el grado de artrosis que
se produjo en las rodillas derechas de los ratones -wt- machos fue superior

al de las hembras del mismo grupo (Figura 15, Tabla 1).

Al comparar la severidad de la artrosis en machos y hembras -wt-, los
machos del grupo control mostraron mayor severidad de artrosis en score
OARSI, de forma estadisticamente significativa (p<0,05) en los cuadrantes
laterales (Tabla 2,3 y 4). Sin embargo, en este mismo grupo control, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el cuadrante
femorotibial (FT) medial, justo donde se llevo a cabo la desestabilizacién del
menisco medial, aunque mostraron peores valores los machos control
respecto de las hembras control igualmente. Estas diferencias
estadisticamente significativas también fueron observadas en la escala de
Glasson (Figura 16, Tabla 2 y 3).
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Box Plot
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Figura 15: Comparativa entre ratones —-wt- macho (M) y hembra (F)

en los cuadrantes FT en las diferentes escalas utilizadas en el estudio.
Fémur medial (FM), fémur lateral (FL), tibia medial (TM) y tibia lateral (TL).
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Means Table for OARS| FM
Effect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std.Er.
F 8] 3,625 1,923 680
M 5| 4,600 1673 748

Means Table for OARSI FL Means Table for SCOREFM Means Table for Glasson FM
Efect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count  Mean  Std. Dev. Std. Er.

F 8| 1500 96| 37 F gl12mo| 796 2827 F 8]4188) 2103 144
M 514000 2120 949 M 5|17600]  7266| 3250 M 5[520] 1,304 583

Means Table for OARSI TM Means Table for SCOREFL Means Table for Glasson FL
Effect: Sexo Efect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std. Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. .

F 8] 4125 1,959 693 F 8] 5000 3703 1309 F 8] 1,500 926 327
M 5] 4800 2683 1200 M 515,200 8672 3878 M 5| 4200 2,168 910

Means Table for OARSI TL Means Table for SCORETM Means Table for Glasson T™M
Efect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.

F 8] 1,500 1512 535 F 814,500 8992 3179 F 8| 4375 2,326 822
M 5] 5200 1,789 800 M 5119200 10,733 | 4,800 M 5] 4,800 2,683 1,200

Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORETL Means Table for Glasson TL
Hfect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.

F 8] 3,250 1,035 366 F 8] 5500 6302 2228 F 8| 1,500 1,852 655
M 5] 3800 447 200 M 520,400 8,050 3,600 M 5] 5,000 2236 1,000

Tabla 1: valores medios obtenidos en los cuadrantes FT en la escala
OARSI, estadio OARSI, score OARSI y escala de Glasson en ratones macho
(M) y hembra (F) —wt-. Valores expresados en media (mean) + error
estandar (Std.Err.) FM: fémur medial; FL: fémur lateral; TM: platillo tibial
medial; TL: platillo tibial lateral.
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Fisher's PLSDfor OARSI FM

Effect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff, ~ Crit. Diff.  P-Value
v o] 23m] s
Fisher's PLSDfor OARSI FL Fisher's PLSDfor SCOREFM Fisher's PLSDfor Glasson FM
Effect: Sexo Effect: Sexo Hfect: Sexo
Significance Level: 5% Significance Level: 5% Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value MeanDiff. ~ Crit. Diff.  P-Value
M 250 i3] ows|smem | am0] omo| oem|  RM[ 103 2m5[ 35w
Fisher's PLSDfor OARSI TM Fisher's PLSDfor SCOREFL Fisher's PLSDfor Glasson FL
Hfect: Sexo Effect: Sexo Effect: Sexo
Significance Level: 5% Significance Level: 5% Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value Mean Diff. ~ Crit, Diff. ~ P-Value Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value
M o] 23] o] rm[ -oz0] 7s] ois|sqmEmM | 2m0] 1| o0%2|sdem
Fisher's PLSDfor OARSI TL Fisher's PLSDfor SCORETM Fisher's PLSDfor Glasson TM
Effect: Sexo Effect: Sexo Effect: Sexo
Significance Level: 5% Significance Level: 5% Significance Level:5%

Mean Diff. ~ Crit, Diff. ~ P-Value Mean Diff. ~ Crit, Diff.  P-Value Mean Diff. ~ Crit, Diff. ~ P-Value
M a70] 20w] ooo|sdm e[ 470] was] awr|  RM[ 5] 30| 677

Fisher's PLSDfor OARSI STAGE
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

550 1000|2004

FM |

Fisher's PLSDfor SCORETL

Fisher's PLSDfor Glasson TL

Effect: Sexo Effect: Sexo
Significance Level: 5% Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value MeanDiff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value
M| -14000] 8769] ooa3|smEmM | 3s0] 2510] ou7|s4m

Tabla 2: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, estadio

OARSI, score OARSI y escala de Glasson en ratones control —wt- macho (M)
y hembra (F). Test de Fisher. P<0,05 (flecha roja). FM: fémur medial; FL:

fémur lateral; TM: platillo tibial medial; TL: platillo tibial lateral.
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Mann-Whitney U for OARSI FM

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI FM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney U for OARSI FL
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo
U 21,500 U 8,500 U 35,500
U Prime 42,500 U Prime 45,500 U Prime 54,500
Z-Value -1,103 Z-Value -2,180 Z-Value -,776
P-Value ,2701 P-Value ,0292 . P-Value ,4379
Tied Z-Value -1,132 Tied Z-Value -2,226 Tied Z-Value -,809
Tied P-Value ,2575 Tied P-Value ,0260 Tied P-Value ,4187
# Ties 4 # Ties 5 # Ties 5
One case w as omitted due to missing values.

5 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI FL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Ufor OARSI TM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for OARSI TM
Grouping Variable: Sexo

Count SumRanks  Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank
Fo 8 | 57,500 | 7,188 | Fo 9| 53,500 | 5,944 | F [ 10] 90,500 | 9,050 |
M | 8| 78,500 | 9,813 | M| 6 | 66,500 | 11,083 | M | 9| 99,500 | 11,056 |
One case w as omitted due to missing values.

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor OARSI TL
Grouping Variable: Sexo

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI TL
Grouping Variable: Sexo

5 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor SCORE FM
Grouping Variable: Sexo

U 10,500 u 24,500 u 8,000
U Prime 69,500 U Prime 39,500 U Prime 46,000
Z-Value -2,621 Z-Value -,788 Z-Value -2,239
P-Value ,0088 . P-Value ,4309 P-Value ,0251 .
Tied Z-Value | -2,700 Tied Z-Value -,794 Tied Z-Value -2,274
Tied P-Value ,0069 Tied P-Value 4271 Tied P-Value ,0230
# Ties 4 # Ties 5 # Ties 5
5 cases w ere omitted due to missing values.

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for SCORE FM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney U for SCORE FL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for SCORE FL
Grouping Variable: Sexo

2 cases were omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor SCORETM

One case w as omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for SCORETM
Grouping Variable: Sexo

One case w as omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor Glasson FL

5 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for Glasson FL
Grouping Variable: Sexo

Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
F [ 10] 65,500 | 6,550 | F o 8| 60,500 | 7,563 | F o 9| 53,000 | 5,889 |
M | 8] 105500 | 13,188 | M | 8| 75,500 | 9,438 | M | 6 | 67,000 | 11,167 |
5 cases w ere omitted due to missing values.

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor SCORETL
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo U 17.000 Grouping Variable: Sexo
U 35,500 . u 21,000
. U Prime 63,000 .

U Prime 54,500 U Prime 43,000
Z-Value -2,044 -

Z-Value -, 776 . Z-Value -1,155

P-Value 4379 P-value 0410 P-Value 2480

Tied Z-Value | -.807 Tied Z-Value | -2,077 Tied Z-Value | -1,246

Tied P-Value | 4196 Tied P-Value | 0378 Tied P-Value | 2129

# Ties 4 # Ties _4 # Ties 3
2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for SCORE TL
Grouping Variable: Sexo

Count SumRanks Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank
F [ 10] 90,500 | 9,050 | F 10 72,000 7.200 Fo 8]  57,000] 7,125 |
M | 9 | 99,500 | 11,056 | M 8 99,000 12,375 M | 8| 79,000 | 9,875 |

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor Glasson TM
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo
u 9,000 u 40,000 u 19,000
U Prime 45,000 U Prime 50,000 U Prime 61,000
Z-Value -2,121 Z-Value -,408 Z-Value -1,866
P-Value 10339 . P-Value 16831 P-value 10621
Tied Z-Value | -2,185 Tied Z-Value | -,444 Tied Z-Value | -1,976
Tied P-Value | 0289 Tied P-Value | 6569 Tied P-value | 0482
n . # Ties 3
# Ties 4 # Ties 4 2 cases w ere omitted due to missing values.

One case w as omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for Glasson TM
Grouping Variable: Sexo
Count  SumRanks  Mean Rank

Count SumRanks Mean Rank
Fo 9] 54,000 | 6,000 | F [ 10] 95,000 | 9,500 | F [ 10] 74,000 | 7,400 |
M | 6 66,000 | 11,000 | M | 9 | 95,000 | 10,556 | M | 8 | 97,000 | 12,125 |

Mann-Whitney Ufor Glasson FM

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for Glasson FM
Grouping Variable: Sexo

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor Glasson TL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for Glasson TL
Grouping Variable: Sexo

Count  SumRanks  Mean Rank

5 cases w ere omitted due to missing values.

One case w as omitted due to missing values.

2 cases w ere omitted due to missing values.

Tabla 3: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI,

score OARSI y escala de Glasson en ratones control -wt- macho (M) y
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hembra (F). Test de U Mann-Whitney. p<0,05 (flecha roja). FM: fémur

medial; FL: fémur lateral; TM: platillo tibial medial; TL: platillo tibial lateral.

CUADRANTE MACHOS HEMBRAS
FM 16,37 * 2,33 12,75 + 2,83
FL 13,67 + 3,52 * 5,00 + 1,31 *
™ 15,11 + 3,56 14,50 + 3,18
TL 13,87 + 3,85 * 5,50 £ 2,23 *

Tabla 4: score OARSI (grado x estadio) en las rodillas derechas del
grupo control. FM: fémur medial; FL: fémur lateral; TM: platillo tibial

medial; TL: platillo tibial lateral. Media % error estandar. * p<0,05.

P<0.05 P<0.05
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Glasson score
- 0O = N W »2 0N O N 0

Glasson TL:F{ @ >—|—1

Glasson FM: F
Glasson FM: M
Glasson FL: M
Glasson TM: F
GlassonTM:M{ @
Glasson TL: M

Figura 16: Valores en la escala de Glasson en ratones macho (M) y
hembra (F) control -wt- en los diferentes cuadrantes de la rodilla derecha
intervenida. FM: fémur medial; FL: fémur lateral; TM: platillo tibial medial;

TL: platillo tibial lateral.

Estos valores y puntuaciones obtenidos anteriormente con mayores cambios
degenerativos en las rodillas derechas de los ratones macho -wt- respecto a
las rodillas derechas de las hembras -wt- se obtienen del andlisis de las
preparaciones histolégicas (Figuras 17 y 18)
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Figura 17: Corte histoldgico de rodilla derecha, lado medial (A) y lado

lateral (B) de raton —wt- hembra. En la imagen superior(A) se observa que
el lado medial presenta una denudacion importante del cartilago en fémur
(F) y tibia (T). En lado lateral (B) esta bastante indemne presentando
Unicamente una pequefia fibrilacién en el fémur lateral (FL).
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=

e =" = ®

Figura 18: Corte histoldigico de rodilla derecha de ratdn macho -wt-.
Se aprecian erosiones profundas, condrogénesis bilateral e importante
deformidad articular global en los 4 cuadrantes FT. Lado medial (M) y lado
lateral (L)

Comparativa entre rodillas derechas de ratones GzmA -/- macho vy

hembra.

Los valores medios obtenidos en las 4 escalas utilizadas en el estudio,
mostraron mayores cambios degenerativos en ratones macho GzmA”
respecto de las hembras de la misma cepa en todos los cuadrantes FT
(Figura 19, tabla 5). Estas diferencias alcanzaron significacién estadistica en
tibia medial y tibia lateral (tablas 6 y 7)
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Box Plot
Grouping Variable(s): Sexo
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Figura 19: Comparativa entre ratones GzmA”™ macho (M) y hembra (F)

en los cuadrantes FT en las diferentes escalas utilizadas en el estudio.
Fémur medial (FM), fémur lateral (FL), tibia medial (TM) y tibia lateral (TL).
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Means Table for OARSI FM
Effect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std.Er.
F 9( 2,778 2,167 122
M 413250 2,541 1317

Means Table for OARSI FL Means Table for SCOREFM Means Table for Glasson FM
Effect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std. Dev. Std.Er.

F of 1222 1304| 65| °F o| 7758 8197| 272| F 9| 3022|2682
M 4] 2500] 26e6] 1323 M| 4|12000] 11776 588 M 435000 3000|1500

Means Table for OARSI TM Means Table for SCORE FL Means Table for Glasson FL
Efect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std. Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. .

F 9] 2,333 2,179 126 F 9 3778 4842 1614 F 9] 1333 1871 624
M 41 6,000 0,000( 0,000 M 419750 10782 5391 M 41 3,250 2630 1315

Means Table for OARSI TL Means Table for SCORETM Means Table for Glasson T™M
Effect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.

F 9] 1,000 1,118 373 F 9( 6,889 790| 2,653 F 9] 2,778 2,587 862
M 4 4500 3000( 1,500 M 419,500 5745|2872 M 41 6,000 0,000 0,000

Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORETL Means Table for Glasson TL
Effect: Sexo Hfect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std. Dev. Std. Er.

F 9] 1,889 1,364 455 F 9( 2889 4226 1409 F 91 1,000 1118 373
M 41 3250 957 AT19 M 4116500 11,358] 5679 M 41 4500 3000 1,500

Tabla 5: valores medios obtenidos en cada uno de los cuadrantes FT
en la escala OARSI, estadio OARSI, score OARSI y escala de Glasson en
ratones GzmA” macho (M) y hembra (F). Valores expresados en media
(mean) + error estandar (Std.Err.). FM: femur medial; FL: femur lateral;

TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Fisher's PLSDfor OARSI FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

M| 42| 3007 7ass]

Fisher's PLSDfor OARSI FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM | 18] 241] 2eet]

Fisher's PLSDfor OARSI TM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM | -3667] 24s8] 0073

Fisher's PLSDfor OARSI TL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM |  -3500] 2426] o08s]

Fisher's PLSDfor OARSI STAGE
Effect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value
M| 31| 1675 012

Fisher's PLSD for SCORE FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

M| -4222] 12314]  4663]

Fisher's PLSD for SCORE FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

M| 5972] 9235|1824 ]

Fisher's PLSDfor SCORETM
Effect: Sexo

S‘ Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value
M| -12611]  9s816]

Fisher's PLSD for SCORETL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM [ -13611]  9180]

o6s | sEmEM [ s222] 28]

o076 | s4m Em [ 3500]

Fisher's PLSDfor Glasson FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM -218] 367 8706]

Fisher's PLSDfor Glasson FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

F M 1017] 2784 1579]

Fisher's PLSDfor Glasson TM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

0334 ] s

Fisher's PLSDfor Glasson TL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

2426 ] 0088 | s

Tabla 6: Comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, estadio

OARSI, score OARSI y escala de Glasson en GzmA 7" macho (M) y hembra
(F). Test de Fisher. p<0.05 (flecha roja). FM: femur medial; FL: femur
lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Mann-Whitney Ufor OARSI FM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Ufor OARSI TM

Mann-Whitney Ufor SCORE FM
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo
U 26,000 u 10,000 u 22,500
;J Slrlne 44,23{; UPrime 7,000 U Prime 47,500
P:V alue -:;798 7-value 2581 Z-Value -1,220
Tledazue\/alue ' 905 P-value 0098 - BVae 222
. Tied Z-Value | -2.630 Tied Z-Value | -1,234
Tied P-Value | 3653 Tied P-Value | 2171
Tied P-Value ,0085 ’
# Ties 5

_ o #Ties 5 # Ties 4

2 cases w ere omitted due to missing values. - -

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI FM

One case was omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI TM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for SCORE FM
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks _Mean Rank
Count  SumRanks  Mean Rank F | 11 | 76,000 | 6,909 | F | 10 | 77,500 | 7,750 |
F [ 10] 81,000 | 8,100 | M| 7] eso00| 13571 M 7] 75,500 | 10,786 |
M | 7 | 72,000 | 10,286 | One case was onmitted due to missing values. 2 cases w ere omitted due to missing values.

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney U for OARSI FL

Mann-Whitney U for OARSI TL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Ufor SCORE FL
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo U 25,500 u 15,500
u 17,000 UPrime 20500 U Prime 34,500
U Prime 33,000 Z-Value 752 Z-Value 1,164
Z-Value -.980 P-Value 4510 P-Value 12446
P-value 13272 Tied Z-Value | -.801 Tied Z-Value [ -1,191
Tied Z-Value | -1,017 Tied P-Value 2233 Tied P-Value 2335
Tied P-Value ,3093 .
b 3 #Ties 4 # Ties 4
2 cases were omitted due to missing values. 4 cases w ere omitted due to missing values.

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for OARSI FL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for OARSI TL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for SCORE FL
Grouping Variable: Sexo

Count SumRanks Mean Rank Count  SumRanks Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank
F[_10]  72000] 7,200 F[ 1] o1s00] 8,318 ] F [ 10] 70,500 | 7,050 |
M [ 5[ 48000] 9,600 | M [ 6] 61500  10250] M| 5] 29500 | 9,900 |

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor SCORETM
Grouping Variable: Sexo

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney U for Glasson FM
Grouping Variable: Sexo

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor Glasson TM
Grouping Variable: Sexo

u 14,500 U 27,500 U 18,500
U Prime 62,500 U Prime 42,500 U Prime 58,500
Z-Value -2,174 Z-Value -,732 Z-Value -1,811
P-Value 0297 . P-Value 2642 P-value 0701
Tied Z-Value | -2,194 Tied Z-Value | -,763 Tied Z-Value | -1,905
Tied P-Value | 0282 Tied P-Value | 4452 Tied P-Value | 0568
#Ties 6 #Ties 5 #Ties 4
One case w as omitted due to missing values.

One case was omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for SCORETM

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for Glasson FM
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for Glasson TM
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo K
Count  SumRanks ~ Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank ount _ SumRanks _Mean Ran
F[ 1]  80500] 7,318 F [ 10]  s250] 8,250 | ; I 1; I :::gg I 1;2?5 I
M l ! l 90.500 l 12,929 l M l ! l 70500 l 1007 l One case was omitted vdue to m‘ssingyvalues.

One case was omitted due to missing values.

Mann-Whitney Ufor SCORETL

2 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney U for Glasson FL

Mann-Whitney Ufor Glasson TL
Grouping Variable: Sexo

Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo u 25,500
u 25,500 v 11,500 U Prime 40,500
U Prime 40,500 U Prime 38,500 Z-Value -754
Z-Value -754 Z-Value -1,653 P-Value 14510
P-Value 4510 P-Value 0982 Tied Z-Value | -,801
Tied Z-Value | -,797 Tied Z-Value | -1,703 Tied P-Value | 4233
Tied P-Value | 4252 Tied P-Value | 0886 # Ties 4
# Ties 4 #Ties 4 2 cases w ere omitted due to missing values.

2 cases were omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for SCORE TL
Grouping Variable: Sexo

4 cases w ere omitted due to missing values.

Mann-Whitney Rank Info for Glasson FL
Grouping Variable: Sexo

Mann-Whitney Rank Info for Glasson TL
Grouping Variable: Sexo

Count  SumRanks ~ Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
F[ 11]  e1500] 8,318 | F [ 10] 66500] 6,650 R 91,500 | 8,318 |
M 6] 61500 10,250 M| 5] s3500] 10700] M | 6 61,500 | 10,250 |

2 cases w ere omitted due to missing values.

4 cases w ere omitted due to missing values.

2 cases w ere omitted due to missing values.

Tabla 7: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, score
OARSI y escala de Glasson en ratones GzmA” macho (M) y hembra (F).
Test de U Mann-Whitney. Nivel de significacién estadistica p=0,05.
Resultados estadisticamente significativos (flecha roja) p<0,05. FM: femur
medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Estos valores y puntuaciones obtenidos anteriormente con mayores cambios
degenerativos en las rodillas derechas de los ratones macho GzmA™
respecto a las rodillas derechas de las hembras GzmA” se obtienen del

analisis de las preparaciones histoldgicas (Figuras 20 y 21)

Figura 20: Corte histoldgico de rodilla derecha de ratdon hembra GzmA

7~ lado medial (A) y lado lateral (B). Se observan escasos cambios
degenerativos con delaminacion vy fibrilacion superficial tanto en el lado

medial (A), como en el lateral (B).
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Figura 21: Corte histoldogico de rodilla derecha de ratdn macho GzmA -
/-, Se aprecian importantes lesiones cartilaginosas con desestruturacion y

afectacion del hueso subcondral tanto a nivel femoral (F) como tibial (T).

Comparativa _entre rodillas derechas de ratones GzmB -/- macho vy

hembra.

Al comparar los valores obtenidos en rodillas derechas de ratones GzmB™
machos respecto a las hembras, se observa que los valores mayores, y por
lo tanto, los cambios degenerativos, eran mas acusados en los ratones
macho de dicha cepa (Figura 22 y 23 y Tabla 8). Los valores alcanzaron
significacién estadistica tanto en el lado medial como en el lado lateral en

las diferentes escalas del estudio (Tablas 9 y 10).
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Box Plot
Grouping Variable(s): Sexo
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Figura 22: Comparativa entre ratones GzmB” macho (M) y hembra (F)
en los cuadrantes FT en las diferentes escalas utilizadas en el estudio.

Fémur medial (FM), fémur lateral (FL), tibia medial (TM) y tibia lateral (TL).
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Means Table for OARSI FM
Effect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std.Er.
F 6| 2333 1,862 ,760
M 8| 4375 1,996 ,706

Means Table for OARSI FL Means Table for SCOREFM Means Table for Glasson FM
Efect: Sexo Effect: Sexo Effect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std. Dev. Std. Er.
F 6| 1,667 516 211 F 6| 8,000 8099 3307 F 6| 3,000 2,280 931

M 8| 2,750 1,832 648 M 8 [ 17,500 7982 2822 M 8| 4,750 2,188 173

Means Table for OARSI TM Means Table for SCORE FL Means Table for Glasson FL
Effect: Sexo Effect: Sexo Effect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.FEr. Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er.

F 6] 3333 2,066 843 F 6 4,500 2,811 1,147 F 6| 1,833 1,169 417
M 8| 5250 1,753 620 M 81 11,000 7,329 2,591 M 8| 3,000 2,070 132

Means Table for OARSI TL Means Table for SCORETM Means Table for Glasson TM
Effect: Sexo Effect: Sexo Hfect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std.FEr. Count Mean Std.Dev. Std. Er.
F 6] 2,000 2,000 816 F 610,667 9,416 3,844 F 6] 3,833 2,639 1,078

M 8| 5250 1,753 620 M 8 | 20,625 8052| 2847 M 8| 5375 1,768 625

Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORETL Means Table for Glasson TL
Hfect: Sexo Effect: Sexo Effect: Sexo

Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.
F 6| 2,667 1211 494 F 6| 6,333 8,733 | 3565 F 6| 1,667 2,251 919

M 8| 3,625 1,061 375 M 820,625 8,052| 2,847 M 8| 5375 1,768 625

Tabla 8: valores medios obtenidos en cada uno de los cuadrantes FT
en la escala OARSI, estadio OARSI, score OARSI y escala de Glasson en
ratones GzmB”" macho (M) y hembra (F). Valores expresados en media
(mean) + error estandar (Std.Err.) FM: femur medial; FL: femur lateral;

TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Fisher's PLSDfor OARSI FM
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value
SAEIAEEEANE

Fisher's PLSDfor OARSI FL
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| o -1088]  16| 8%

Fisher's PLSDfor OARSI TM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

v o] 23] oess]

Fisher's PLSDfor OARSI TL
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

Fisher's PLSDfor SCORE FM
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| o -950]

Fisher's PLSDfor SCORE FL
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| o -6500] 69| 634

Fisher's PLSDfor SCORETM
Efect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

Fn [ as0] 218 oort]sO® ey [ oes] w1rs] osa3]

Fisher's PLSDfor OARSI STAGE
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM o e8| 13| 4w

Fisher's PLSDfor SCORETL
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value
FM | 1400

9450 0u00|sm FM | 1750

9817| 080 |4 Fu |

Fisher's PLSDfor Glasson FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

260| 1713

Fisher's PLSDfor Glasson FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| o te7| 2082 2]

Fisher's PLSDfor Glasson T™M
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff, ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| o ase| oms| 29|

Fisher's PLSDfor Glasson TL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

a8 23] ow7|sdm

Tabla 9: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, estadio

OARSI, score OARSI y escala de Glasson en GzmB " macho (M) y hembra

(F). Test de Fisher. Nivel de significacién estadistica p= 0,05. Resultados

estadisticamente significativos (flecha roja). FM: femur medial; FL: femur
lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Resultados

Mann-Whitney U for OARSI FM Mann-Whitney Ufor OARSI FL Mann-Whitney U for OARSI TM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U 12,000 u 14,000 U 11,500
U Prime 52,000 U Prime 34,000 U Prime 60,500
Z-Value -2,100 Z-Value -1,291 Z-Value 2,358
pvae | 057 4 Pave  [1967 Pvave [ oter| 4
!e -Value | -2, T!ed Z-Value | -1,434 Tied Z-Value | -2,479
Tied P-Value ,0321 Tied P-Value , 1517 N
) ) Tied P-Value ,0132
# Ties 5 # Ties 3 .
One case w as omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values. # Ties —4
Mann-Whitney Rank Info for OARSI FM Mann-Whitney Rank Info for OARSI FL
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Mann-Whitney Rank Info for OARSI TM
Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank Grouping Variable: Sexo
Fo 8 [ 48,000 | 6,000 | Fo 6 | 35,000 | 5,833 | Count _SumRanks _Mean Rank
M | 8] 88,000 | 11,000 | M | 8 | 70,000 | 8,750 | F 9 56,500 6,278
One case w as omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values. M 8 96,500 12,063
Mann-Whitney U for OARSI TL Mann-Whitney Ufor SCORE FM Mann-Whitney U for SCORE FL
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U] 9,500 U 11,500 U 10,000
U Prime 62,500 U Prime 52,500 U Prime 38,000
Z-Value 2,550 Z-Value -2,153 Z-Value -1,807
P-value 0108 P-Value ,0313 P-Value ,0707
| ez e i
Tied P-Value | 0068 earvaue | ed Prvalue | .05
#Ti 3 # Ties 5 # Ties 3
1es S One case w as omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values.
Mann-Whitney Rank Info for SCORE FM Mann-Whitney Rank Info for SCORE FL
Mann-Whitney Rank Info for OARSI TL Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
Grouping Variable: Sexo Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
Count SumRanks Mean Rank F 8] 47,500 5,938 | F 6| 31,000 | 5,167 |
F 9 54,500 6,056 M | 8 | 88,500 | 11,063 | M | 8] 74,000 | 9,250 |
M 8 98,500 12,313 One case w as omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values.
Mann-Whitney Ufor SCORETM Mann-Whitney U for SCORE TL Mann-Whitney Ufor Glasson FM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U 12,000 u 10,500 v 15,000
U Prime 60,000 U Prime 61,500 U Prime 49,000
Z-Value -2,309 Z-Value 2,454 Z-Value -1,785
P-Value ,0209 . Pvalue o141 . P-Value 0742
Tied Z-Value | -2,398 Tied Z-Value | -2,549 Ted z-value | -1,850
X Tied P-Value ,0642
Tied P-Value ,0165 Tied P-Value ,0108 )
) ) # Ties 4
# Ties 4 # Ties 5 One case w as omitted due to missing values.
Mann-Whitney Rank Info for Glasson FM
Mann-Whitney Rank Info for SCORETM Mann-Whitney Rank Info for SCORETL Grouping Variable: Sexo
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Count SumRanks Mean Rank
Count  SumRanks  Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank Fo 8| 51,000 | 6,375 |
F 9 57,000 6,333 F 9 55,500 6,167 | M| 8| 85000 [ 10,625
M 8 96,000 12,000 M 8 97,500 12,188 | One case w as omitted due to missing values.
Mann-Whitney Ufor Glasson FL Mann-Whitney U for Glasson TM Mann-Whitney Ufor Glasson TL
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
u 17,500 u 13,500 u 8,000
U Prime 30,500 U Prime 58,500 U Prime 64,000
Z-Value -.839 Z-Value -2,165 Z-Value -2,694
P-value 4014 PValue 0304 . P-Value 0071 .
T!ed Z-Value -,877 Tied Z-Value | -2,363 Tied Z-Value | -2,874
Tied P-Value ,3807 Tied P-Value o181 Tied P-Value ,0040
# Ties 4 ) # T 4
3 cases w ere omitted due to missing values. # Ties 3 es
Mann-Whitney Rank Info for Glasson FL
Grouping Variable: Sexo Mann-Whitney Rank Info for Glasson TM Mann-Whitney Rank Info for Glasson TL
Count SumRanks Mean Rank Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
F | 6 | 38,500 | 6,417 | Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
M | 8 | 66,500 | 8,313 | F 9 58,500 6,500 F 9 53,000 5,889
3 cases w ere omitted due to missing values. M 8 94,500 11,813 M 8 100,000 12,500

Tabla 10: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, score

OARSI y escala de Glasson en ratones GzmA”  macho (M) y hembra (F).
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Resultados

Test de U Mann-Whitney. p<0,05 (flecha roja). FM: femur medial; FL:

femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral

Figura 23: Corte histoldgico comparativo entre rodillas derechas de
ratones Gzm B”" hembra (A) y macho (B). Se aprecian importantes
diferencias entre el ratdn hembra (A) y el macho (B), observandose

integridad de gran parte del cartilago en los 4 cuadrantes FT del ratén
hembra respecto al macho que presenta denudacién importante tanto en el
lado medial (M) como lateral (L). Nétese el foco de condrogénesis en ambas
rodillas que nos ayuda a identificar el lado medial, donde se ha realizado la

cirugia (*)
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Resultados

Comparativa entre rodillas derechas de ratones Perf -/- macho vy

hembra.

En las rodillas derechas de los ratones Perf’" también se observa
mayores cambios degenerativos en los machos respecto a las hembras en
los 4 cuadrantes FT en las distintas escalas (Figura 24-26, tabla 11 y 12).
Las diferencias fueron estadisticamente significativas en la tibia lateral
(Tabla 13)
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Figura 24: Comparativa entre ratones Perf’” macho (M) y hembra (F)
en los cuadrantes FT en escala OARSI, estadio OARSI, score OARSI y
escala de Glasson. Fémur medial (FM), fémur lateral (FL), tibia medial (TM)
y tibia lateral (TL).
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Resultados

Means Table for OARSI FM
Hfect: Sexo

Count Mean Std. Dev. Std. Er.
F 8] 3250 2,252 796
M 8] 4625 1,188 420

Means Table for OARSI FL Means Table for SCOREFM Means Table for Glasson FM
Effect: Sexo Effect: Sexo Hfect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.

F 8 2000] 2204 779 F 811375  9546( 3375 F 8| 4250 2375 840
w elamo| see| e8| w| slmes| saw| 1w6| [ s|sam| Lam| s

Means Table for OARSI TM Means Table for SCORE FL Means Table for Glasson FL
Effect: Sexo Hfect: Sexo Hfect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er.

F 8( 3625 2504 885 F 8 7250 9,067 3206 F 8| 2375 2,560 905
M 8] 5125 1,721 611 M 810,250 785 2763 M 8| 3,000 2,070 3

Means Table for OARSI TL Means Table for SCORE TM Means Table for Glasson T™M
Efect: Sexo Effect: Sexo Hfect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er.

F 8250 2330 824 F 813125 106%( 3782 F 8 4,000 2,717 982
M 84625 19% 106 M 819625 7818 2764 M 81 5375 1,768 625

Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORETL Means Table for Glasson TL
Efect: Sexo Efect: Sexo Hfect: Sexo
Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std. Er. Count Mean Std.Dev. Std.Er.

F 82750 1488 526 F 8| 8750 9,662 3416 F 8] 2,938 2,078 947
M 8 362 144 263 M 817875 9141 3232 M 81 4875 2,100 143

Tabla 11: valores medios obtenidos en cada uno de los cuadrantes FT
en la escala OARSI, estadio OARSI, score OARSI y escala de Glasson en
ratones Perf’" macho (M) y hembra (F). Valores expresados en media
(mean) + error estandar (Std.Err.) FM: femur medial; FL: femur lateral;
TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Resultados

Fisher's PLSDfor OARSI FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

| 1ars| 11| 1480

Fisher's PLSD for OARSI FL
Efect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

Fv om0 23| s

Fisher's PLSDfor OARSI TM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM | -1s00| 2206] 18]

Fisher's PLSDfor OARSI TL
Hfect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

| 215 2m6] om0

Fisher's PLSDfor OARSI STAGE
Efect: Sexo
Significance Level: 5%

Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

Fv| -eis| 1262] 1590

Fisher's PLSDfor SCOREFM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit, Diff. ~ P-Value

FM | 50| 8345|1086

Fisher's PLSDfor SCORE FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM | 3000 oor7| 400

Fisher's PLSDfor SCORETM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM| 6500 10047] 189

Fisher's PLSDfor SCORETL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff.  P-Value

FM| 915| 10086| 0727

Fisher's PLSDfor Glasson FM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM| o s| 200] e

Fisher's PLSDfor Glasson FL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

FM| -es| 2497|507

Fisher's PLSDfor Glasson TM
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

| ams| 24| o512

Fisher's PLSDfor Glasson TL
Effect: Sexo
Significance Level: 5%
Mean Diff. ~ Crit. Diff. ~ P-Value

AU

Tabla 12: comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI,

estadio OARSI, score OARSI y escala de Glasson en ratones Perf 7" macho

(M) y hembra (F). Test de Fisher. Nivel de significacién estadistica p= 0,05.

FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Resultados

Mann-Whitney U for OARSI FM Mann-Whitney U for OARSI FL Mann-Whitney Ufor OARSI TM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U 20,500 U 24,000 U 25,000
U Prime 51,500 U Prime 40,000 U Prime 56,000
Z-Value -1,491 Z-Value -,840 Z-Value -1,369
P-Value ,1358 P-Value ,4008 P-Value ,1711
Tied Z-Value -1,553 Tied Z-Value -,863 Tied Z-Value -1,483
Tied P-Value ,1205 Tied P-Value ,3883 Tied P-Value ,1380
# Ties 5 # Ties 4 # Ties 3
2 cases w ere omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values. One case was omitted due to missing values.
Mann-Whitney Rank Info for OARSI FM Mann-Whitney Rank Info for OARSI FL Mann-Whitney Rank Info for OARSI TM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
Count  Sum Ranks Mean Rank Count  SumRanks  Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank
F 8 | 56,500 | 7,063 | Fo 8 | 60,000 | 7,500 | F o 9] 70,000 | 7,778 |
M | 9| 96,500 | 10,722 | M | 8 | 76,000 | 9,500 | M | o] 101,000 | 11,222 |
2 cases w ere omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values. One case w as omitted due to missing values.
Mann-Whitney U for OARSI TL Mann-Whitney Ufor SCORE FM Mann-Whitney Ufor SCORE FL
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U 18,000 U 23,000 U 22,500
U Prime 63,000 U Prime 49,000 U Prime 41,500
Z-Value -1,987 Z-Value -1,251 Z-Value -,998
P-Value 10469 . P-Value 2110 P-Value 3184
Tied Z-Value | -2,022 Tied Z-Value | -1,271 Tied Z-Value | -1,010
Tied P-Value ,0432 Tied P-Value ,2036 Tied P-Value ,3123
# Ties 5 # Ties 4 # Ties 5
One case w as omitted due to missing values. 2 cases w ere omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values.
Mann-Whitney Rank Info for OARSI TL Mann-Whitney Rank Info for SCORE FM Mann-Whitney Rank Info for SCORE FL
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
Count  Sum Ranks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
F o 9] 63,000 | 7,000 | F o 8| 59,000 | 7,375 | Fo 8| 58,500 | 7,313 |
M | o] 108,000 | 12,000 | M| 9| 94,000 | 10,444 | M| 8 | 77,500 | 0,688 |
One case w as omitted due to missing values. 2 cases w ere omitted due to missing values. 3 cases w ere omitted due to missing values.
Mann-Whitney U for SCORETM Mann-Whitney Ufor SCORETL Mann-Whitney Ufor Glasson FM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
U 19,500 u 17,000 U 21,000
U Prime 61,500 U Prime 64,000 U Prime 51,000
Z-Value -1,854 Z-Value -2,075 Z-Value -1,443
P-Value ,0637 P-Value ,0380 . P-Value ,1489
Tied Z-Value -1,947 Tied Z-Value -2,107 Tied Z-Value -1,629
Tied P-Value ,0515 Tied P-Value ,0351 Tied P-Value ,1034
# Ties 4 # Ties 4 # Ties 2
One case w as omitted due to missing values. One case w as omitted due to missing values. 2 cases w ere omitted due to missing values.
Mann-Whitney Rank Info for SCORETM Mann-Whitney Rank Info for SCORETL Mann-Whitney Rank Info for Glasson FM
Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank Count SumRanks  Mean Rank
Fo 9] 64,500 | 7,167 | Fol 9] 62,000 | 6,889 | F 8] 57,000 | 7,125 |
M | 9| 106,500 | 11,833 | M | o] 109000 12111] M| 9] 96000 10667 |
One case w as omitted due to missing values. One case w as omitted due to missing values. 2 cases w ere omitted due to missing values.
Grouping Variable: Sexo ping Variable: sexo
U 25,000 U 31,000 U 22,000
U Prime 39,000 U Prime 50,000 U Prime 59,000
Z-Value -, 735 Z-Value 839 Z-Value -1,634
P-Value ,4622 PValue 2015 P-value 11023
Tied Z-value | -,758 Tied z-Value | -1,156 Tedz-vale | 1,751
Tied P-Value | 4482 Tied P-Value | 2476 Ted Pvalue | 0799
N . # Ties 4
# Ties 4 # Ties 2 . L
— L —— One case w as omitted due to missing values.
3 cases w ere omitted due to missing values. One case was omitted due to missing values.
gli)nunp;:/:glglaer)i,alslag'ksg)zg for Glasson FL L\Bllraonun-whilney Ran_k Info for Glasson T™M Mann-Whitney Rank Info for Glasson TL
: ping Variable: Sexo Grouping Variable: Sexo
Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank
F 8 61,000 7,625 F 9 76,000 8,444 | Fo 9] 67,000 | 7,444 |
M 8 75,000 9,375 M 9 95,000 10,556 | M | o[ 104,000 ] 11,556 |
3 cases w ere omitted due to missing values. One case w as omitted due to missing values. One case w as omitted due to missing values.

Tabla 13: Comparativa de los cuadrantes FT en la escala OARSI, score
OARSI y escala de Glasson en ratones Perf’” macho (M) y hembra (F). Test
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Resultados

de U Mann-Whitney. Nivel de significacién estadistica p=0,05. Resultados

estadisticamente significativos (flecha roja) p<0,05. FM: femur medial; FL:

femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral

Figura 25: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado
medial (B) y lado lateral (C) de ratén hembra Perf’ . Escasos cambios
degenerativos en el lado lateral con denudacion a nivel femoral y tibial

(flechas) en el lado medial (B).
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vl
-
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|

Figura 26: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado
medial (B) y lado lateral (C) de ratén macho Perf’ ‘Abundantes cambios
degenerativos con denudacion (flechas) a nivel tibial medial (B) y lateral

(C).
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Resultados

PAPEL DE LA GZM A, GZM B Y PERF EN EL DESARROLLO DE ARTROSIS
MEDIANTE EL MODELO DMM. RATONES MACHO (M)

Posteriomente se analizé las diferencias en la severidad de la artrosis
entre las distintas cepas del mismo sexo incluidas en el estudio para
estudiar el papel de gzmA, gzm B y perf en el desarrollo de dicha patologia
(Fig 27-33 y Tablas 14-19).

Los ratones machos de todos los grupos presentaron valores altos en
el estadio OARSI (Figura 27) en las rodillas derechas sin diferencias
estadisticamente significativas entre los distinos grupos (control-wt-, gzmA -
”, gzmB 7, perf 7). Los ratones macho gzmA 7" mostraron menor
desarrollo de artrosis (2,87+0,39) en el estadio OARSI en comparacién con
otros grupos, pero no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas comparado con el grupo control (3,33+0,29) (Tabla 14).
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Figura 27: Comparativa en la escala OARSI de los 4 cuadrantes FT de

rodillas derechas de las 4 cepas de ratones macho. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-,
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Resultados

aton -wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial;
TL: tibia lateral
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Figura 28: Comparativa en score OARSI (grado x estadio) y estadio OARSI
de los 4 cuadrantes FT de las rodillas derechas de las 4 cepas de ratones
macho. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratéon -wt-, P: perf-/-. FM: femur
medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Box Plot
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Figura 29: Comparativa en la escala de Glasson de los 4 cuadrantes FT de

las rodillas derechas de las 4 cepas de ratones macho. A: gzmA-/-; B:

gzmB-/-, C: ratéon -wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral;

TM: tibia medial; TL: tibia lateral

Los valores mas bajos, y por tanto, con menor desarrollo de artrosis, fueron

observados en los ratones GzmA™”" y ratones -wt-. A nivel FM, FL y TL los

valores mdas bajos correspondieron a los ratones GzmA™ con respecto a los

demads, aunque dicho valor fue muy similar a los ratones -wt- en la TM

incluso con mejores resultados en estos ultimos (Tablas 14 y 15). Estas

diferencias observadas no alcanzaron significacion estadistica (Tablas 16-

19)
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Resultados

Means Table for GARSIFM

Means Table for QARSI FL

Effect: Cepa Effect: Cepa
Count  Mean  Std. Dev.  Std. Err. Count  Mean  Std. Dev. St Em
a T T 3429 =070 PR F S| 2400 2,302 1,030
B g| a3rs 1 995 705 B 8| 2,750 1,832 el
c 5| 4525 1,302 ABD c 6| 3667 2,088 843
P a| a77s 1,202 401 P 8| 2740 1,832 BAG
Means Table for OARSI TM Means Tablefor CARSITL
Effect: Cepa Effect Cepa
Count  Mean  Std. Devw. Std. Err Count  Mean Std. Dev. Std. Err.
A 7] a8s7 1,952 738 A &| 3,000 3,285 1,342
B g 5250 1,753 G20 B g 5,250 1,753 E20
= 3 41 2,369 790 [ad 5| 4,000 2204 778
P 9| 5222 1,641 adi P 9| 4,333 2,082 i=i=xi
Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORE FM
Effect: Cepa Effect: Cepa
Count Mean Std. Dev.  Std. Err.
Count| Mean | Std. Dew. | Std. Err.
A 8| 2,875 1,126 ,398 A 11 aa7 9353 3,535
B 8| 3,625 1,061 375 B G| 17,500 7982 2,822
C 9 3,333 866 289 [ G| 168,375 5,589 2,329
P 9| 3667 707 236 P 9] 17444 5581 1,584
R Means Table for SCORE TM
Means 'I:.lhle for SCORE FL Effect: Cepa
Effect: Cepa
Count| hean Sid. Dev. Std. Err.
Count hean Std. Dev. Std. Err.
a =1 5500 3 pa5 T35 A 7| 15143 9330 3778
B g 11,000 | 7529 253 B 5| 20625 BpS2 2547
c 5 | 13667 | sg1E 2515 c 2| 15,111 10532 3,561
= & | 10,250 7RIS 2763 P 9] 20111 7asT 2 458
Means Table for SCORE TL
Effect: Cepa
Count| Mean | Std. Dew. Std. Err.
a g 11,000 12,247 5,000
B g | 20,625 g,052 2,547
c 5| 13,675 10,682 3,847
P 9| 18,778 9,162 3,054

Tabla 14: Valores en la escala OARSI, estadio OARSI y score OARSI en los 4

cuadrantes FT de las rodillas derechas de las 4 cepas de ratones macho.

Valores expresados en media + error estandar. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C:

ratéon -wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia
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Resultados

Means Table for Glasson FM

Effect: Cepa

Count| Mean | Std Dev. | Std Err
A 7| 3714 2,360 £e2
B g| 4750 2188 J73
[ G| 5375 1,061 S75
P 9| 5444 1,333 444
Means Tablefor Glasson TM
Effect: Cepa
Court | Mean Std. Dev. | Std.Err.
iy ¥ | 4857 18952 738
B G| 5375 1,768 625
[ 9 411 2,369 7an
= 9| 5444 1,667 556

Means Tablefor Glagsson FL

Effect: Cepa
Court | Mean| Std Dev. | std Err.
il 5| 3,000 2,35 1049
B g 3,000 2,070 ricy
C 6| 3,833 2,137 872
F g 3,000 2,070 032
Means Table for Glasson TL
Effect: Cepa
Count | Mean | Std Dew. | Std. Err.
A f | 3000 3,286 1,342
B 8 5375 1,768 E25
C 8] 3813 2,449 BEE
F 9 4556 2,186 729

Tabla 15: valores en las escala de Glasson en los 4 cuadrantes FT de las

rodillas derechas de las 4 cepas de ratones macho. Valores expresados en

media + error estandar. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: raton -wt-, P: perf-/-.

FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Resultados

A, B
A, C
AP

A B

A, C
AP

B, C

= =
[

Fisher's PLSD for QARSI FM
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %

Effect: Cepa

Fisher's PLSD for OARSI FL
Effect: Cepa

Significance Level: 5%

Mean Diff. | Crit. Diif.| P-value] Wean Diff. | Crit. Diff. | P-value
- 048 1,795 2920 A, B -,350 2,227 7507
-1 196 1,795 15845 AT -1,267 2,365 2832
-1,349 1745 261 AP -,350 2,227 7507
- 250 1,734 TG B,z - 817 2,110 oo 24
- A0% 1,685 B305 B,F 0,000 1,953 .
- 153 1 585 551 c, P 217 2,110 Z824
Fisher's PLSD for OARSI TM Fisher's PLSD for OARSITL
Effectt Cepa
significance Level: 5 % Significance Level: 5 %
T ean DT —rit. CifT. Eovalue Ml ezn Diff. Crit. Diff. PWalue
Z3a3 | 1,825 | BB55 AB -2,250 2,555 0325
746 | 1,777 | 4007 a,C -1,000 2,555 4325
_ 355 1,777 6798 AP -1,333 2,493 2854
1,133 1,713 REE B, C 1,250 2,366 2910
028 1,713 9740 B, P 217 2,299 4240
-1,111 1,662 15840 c,P -,333 2,299 7704
Fisher's PLSD for OARSI STAGE
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %
Mean Diff. Crit. Diff. P-\value
A B -, 750 892 L0970
A C -,458 867 2915
AP -, 792 867 0724
B, C ,292 \B67 5003
BE. P -,042 867 L9231
C. P -.333 841 4277

Tabla 16: Comparativa de las diferentes cepas de las rodillas derechas

(intervenidas) de los ratones macho en escala OARSI y estadio OARSI. Nivel
de significacion p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén -wt-, P: perf-/-.

FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Fisher's PLSD for SCORE FM
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %

Fisher's PLSD for SCORE FL Fisher's PLSD for SCORE TM
Effect: Cepa Eff

t: Cepa

Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %

Mean Diff. | Crit. Diff P-alue Mean Diff. | Crit. Diff. P-value | Mean Diff. | Crit. DIff. | P-Value
AB | -5,B43 781 JNSET A8 2,400 9343 B0 AB | 5482 8726 2112
AL | 4,518 781 2544 AT -5 067 93824 2058 AT o3z o497 9340
AR | -53,5687 7,703 1300 AP -1 650 9343 7211 AP -4 9B5 5497 2438
B,C 1,125 7E43 JE70 B,C -2 BET 8851 2434 B,C 5514 5,193 811
B, 056 7427 9880 B,F 750 5,194 a531 B,P 14 5,193 G995
C,P -1,069 7427 7713 c.P 3417 551 4371 cP 5000 7045 2105

Fisher's PLSD for SCORE TL
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %

Fisher's PLSD for Glasson FM Fisher's PLSDHfor Glasson FL

Effect: Cepa
Significance Level: 5 %

W ean Diff. | Crit. Diff. | P-Value

Mean D iff. Crit. Diff. P-Yalue Wean Diff. | CHt Dt PovEue
A B -9,625 10,665 0608 AL B -1,036 1916 25801 AB 0,000 242 -
A C -2,875 10,865 5948 AT -1,661 1,916 0872 AT -,833 2,571 5135
AP -5, 778 10,604 2765 AP -1,730 1,865 0581 AP 0,000 2421 .
B, C 6,750 | 10,059 1820 B,C -g25 1,851 4978 B,c -, 833 2,293 AE42
B, F 3,647 9,776 4300 B,F - a4 1,783 35T B.F 0,000 2123 -
(o] -2,903 9,776 5508 c,P - pEg 1,798 8350 o 833 2,293 4642
Fisher's PLSD for Glasson TM Fisher's PLSD for Glasson TL
Effect: Cepa Effect: Cepa
Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %
Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. | Crit, Diff, P-value
I 518 1,805 5647 | & B 2,375 2649 0773
A, 746 1,757 3855 8 813 2549 5378
&P - 587 1,757 5028 AP f 556 2585 2303
B,C 1,264 1,694 1393 B, C 1563 2452 2045
B.p -083 1,694 9343 | B F a19 2383 4301
C.P -1,333 1,644 055 c,P 743 2383 5312

Tabla 17: Comparativa de las diferentes cepas de las rodillas derechas
(intervenidas) de los ratones hembra en score OARSI y escala Glasson. Test
de Fisher. Nivel de significacion p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén -

wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL:
tibia lateral
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Resultados

Kruskal-Wallis Test for OARSI FM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 6
H 2,177
P-Value ,7032
H corrected for ties | 2,368
Tied P-Value ,6684

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI FM
Grouping Variable: Cepa

Count| SumRanks| Mean Rank
A 7 106,000 15,143
B 8 172,500 21,563
C 8 170,000 21,250
P 9 202,500 22,500

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 5
H 2,110
P-Value ,7156
H corrected for ties | 2,575
Tied P-Value ,6313

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks [ Mean Rank
A 6 97,500 16,250
B 8 203,000 25,375
C 8 162,500 20,313
P 9 181,500 20,167

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI FL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 6
H 2,149
P-Value ,7084
H corrected for ties 2,314
Tied P-Value ,6782

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI FL
Grouping Variable: Cepa

Count | SumRanks| Mean Rank

A 5 73,000 14,600
B 8 136,000 17,000
C 6 129,500 21,583
P 8 136,000 17,000
9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 5
H 2,110
P-Value ,7156
H corrected for ties | 2,575
Tied P-Value ,6313

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

Count | SumRanks| Mean Rank
A 6 97,500 16,250
B 8 203,000 25,375
c 8 162,500 20,313
P 9 181,500 20,167

4

o

ases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI TM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
# Ties 4
H 914
P-value ,9225
H corrected for ties | 1,269
Tied P-Value ,8666

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI TM
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks | Mean Rank

A 7 158,500 22,643

B 8 192,000 24,000

c 9 167,500 18,611

P 9 204,500 22,722

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI STAGE
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 4
H 4,690
P-Value ,3206
H corrected for ties | 7,254
Tied P-Value ,1230

One case was omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI STAGE
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks [ Mean Rank
A 8 121,500 15,188
B 8 204,500 25,563
C 9 178,000 19,778
P 9 219,500 24,389

One case was omitted due to missing values.

Tabla 18: Comparativa entre las distintas cepas de las rodillas derechas

(intervenida) de

ratones macho en la escala OARSI y estadio OARSI. Test

de Kruskal Wallis. Nivel de significaciéon p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C:

ratéon -wt-, P:
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Resultados

DF
# Gro

H
P-val

ups

#Ties

ue

H corrected for ties
Tied P-Value
4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for SCORE FM
Grouping Variable: Cepa

4

4

7

2,713

,6070

2,862

,5812

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE FM
Grouping Variable: Cepa

A
B
C
P

Count | Sum Ranks [ Mean Rank
7 104,500 14,929
8 182,000 22,750
8 162,000 20,250
9 193,500 21,500

H
p-

DF
# Groups
# Ties

Value

H corrected for ties
Tied P-Value

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for SCORE TL
Grouping Variable: Cepa

4

4

7

3,623

,4594

4,294

,3676

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE TL
Grouping Variable: Cepa

Kruskal-Wallis Test for SCORE FL
Grouping Variable: Cepa

DF

# Groups
#Ties

H
P-Value

H corrected for ties
Tied P-Value
9 cases were omitted due to missing values.

4

4

7

2,477

,6487

2,550

,6357

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE FL
Grouping Variable: Cepa

Count Sum Ranks Mean Rank
A 5 67,000 13,400
AB 9 194,000 21,556
B 8 147,000 18,375
C 6 125,000 20,833
P 8 133,000 16,625

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson FM
Grouping Variable: Cepa

DF

# Groups

# Ties
H

P-Value
H corrected for ties
Tied P-Value

4 cases were omitted due to missing values.

4

4

5
2,149
,7083
2,896
,5753

Kruskal-Wallis Test for SCORE TM

Grouping Variabl
DF
# Groups
#Ties
H
P-Value

H corrected for ties

Tied P-Value

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE TM

e: Cepa

4

4

4
2,145
, 7092
2,759
,5989

Grouping Variable: Cepa
Count SumRanks Mean Rank
A 7 121,500 17,357
B 8 200,000 25,000
C 9 174,500 19,389
P 9 213,000 23,667

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson FL

Grouping Varial
DF

# Groups
#Ties

H

P-Value

H corrected for
Tied P-Value

ble: Cepa

4

4

6

1,908

7527

ties | 2,068

,7233

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson FM
Grouping Variable: Cepa

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson FL
Grouping Variable: Cepa

Count Sum Ranks Mean Rank Count SuymRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank

A 6 83,500 13,917 A 7 109,000 15,571 A 5 78,000 15,600
B 8 206,000 25,750 B 8 165,500 20,688 B 8 134,000 16,750
C 8 158,000 19,750 C 8 177,000 22,125 C 6 127,000 21,167
P 9 187,500 20,833 P 9 217,500 24,167 P 8 134,000 16,750
4 cases were omitted due to missing values. 4 cases were omitted due to missing values. 9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson TM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 3
H 2,345
P-Value 6727
H corrected for ties 4,643
Tied P-Value ,3260

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson TM
Grouping Variable: Cepa

Kruskal-Wallis Test for Glasson TL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
# Ties 4
H 2,871
P-Value ,5796
H corrected for ties | 4,033
Tied P-Value ,4016

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson TL
Grouping Variable: Cepa

Count SumRanks Mean Rank Count SumRanks Mean Rank

A 7 143,500 20,500 A 6 91,500 15,250

B 8 188,000 23,500 B 8 203,500 25,438

C 9 152,500 16,944 C 8 150,000 18,750

P 9 214,500 23,833 P 9 198,500 22,056

2 cases were omitted due to missing values. 4 cases were omitted due to missing values.

Tabla 19: Comparativa entre las distintas cepas de las rodillas derechas

(intervenida) de ratones macho en score OARSI y escala Glasson. Test de
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Resultados

Kruskal Wallis. Nivel de significacién p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C:
ratéon -wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia

medial; TL: tibia lateral

Figura 30: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado

medial (B) y lateral (C) de ratén -wt- macho. En el lado medial (B)
erosiones en FM (flechas) con TM bastante bien conservada. En lado lateral

(C) rugosidades en TL y fisuras en FL (flechas).
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Figura 31: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado

femoral (B) y tibial (C) de ratén GzmA” macho. En el lado femoral (B)
erosiones superficiales en FM (flecha) con FL bastante bien conservado. En
lado tibial (C) pérdida de cartilago hasta hueso en TM (flecha) y
conservacion de TL (flechas).
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Figura 32: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado
medial (B) y lateral (C) de ratdn GzmB” macho. En el lado medial (B)
erosiones hasta hueso subcondral en FM y TM (flechas). En lado lateral (C)

erosiones superficiales en FL y TL (flechas).
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Figura 33: Corte histoldgico de rodilla derecha de ratén Perf’" macho.
Se aprecia importante desestructuraciéon y artrosis en los cuatro cuadrantes

femorotibiales

PAPEL DE LA GZM A, GZM B Y PERF EN EL DESARROLLO DE ARTROSIS
MEDIANTE EL MODELO DMM. RATONES HEMBRA (F)

Tras el estudio de los resultados obtenidos por el grupo de ratones

macho, se realizé el estudio de los ratones hembra.

Los ratones hembra deficientes en GzmA y GzmB mostraron una
artrosis menos severa que los ratones control y deficientes en perforina del
mismo sexo. Los ratones hembra del grupo control mostraron los peores
resultados. Se observaron menos cambios degenerativos en el estadio
OARSI en los ratones hembra GzmA -/- y Gzm B-/-, pero especialmente en
los deficientes en GzmA, respecto al grupo control, de forma
estadisticamente significativa (p<0,05) (Figuras 34-40, Tablas 20-25).
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Resultados

Box Plot
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Figura 34: Comparativa en escala OARSI de los 4 cuadrantes FT
de rodillas derechas de ratones hembra. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-,

C: ratén -wt-, P: perf-/-.
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Box Plot
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Figura 35: Comparativa en score OARSI (grado x estadio) y estadio

OARSI de los 4 cuadrantes FT de las rodillas derechas de ratones hembra.

A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratéon -wt-, P: perf-/-
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Box Plot

G ina Variabl c Box Plot
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Figura 36: Comparativa en la escala de Glasson de los 4 cuadrantes FT de
las rodillas derechas de ratones hembra. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén
-wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL:

tibia lateral.
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Resultados

Means Table for OARSI FM Means Table for OARSI TM
Effect: Cepa Effect: Cepa
Count | Mean Std. Dev. Std. Err. Count | Mean | Std. Dev. Std. Err.
A 9| 2,778 2,167 722 A 9| 2,333 2,179 , 726
B 6| 2,333 1,862 ,760 B 6| 3,333 2,066 ,843
C 8| 3,625 1,923 ,680 C 8| 4,125 1,959 ,693
P 8| 3,250 2,252 , 796 P 8| 3,625 2,504 ,885
Means Table for OARSI FL Means Table for QARSI TL
Effect: Cepa Effect: Cepa
count| Mean| std. Dev.| std. Err. Count | Mean | Std. Dev. | Std. Err.
A 9| 1,222 1,394 ,465 A 9| 1,000 1,118 373
B 6| 1,667 ,516 211 B 6| 2,000 2,000 316
C 8| 1,500 926 327 C g1 1500 1,512 535
P 8| 2,000 2,204 779 P 8] 2500 2,330 824
Means Table for OARSI STAGE Means Table for SCORE FM
Effect: Cepa Effect: Cepa
Count | Mean | Std. Dev. Std. Err. Count Mean | Std. Dev. | Std. Err.
A 9( 1,889 1,364 ,455 A 7,778 8,197 2,732
B 6| 2,667 1,211 ,494 B 6 8,000 8,099 3,307
C 8| 3,250 1,035 ,366 C 8| 12,750 7,996 2,827
P 8| 2,750 1,488 ,526 P 8| 11,375 9,546 3,375
Means Table for SCORE FL Means Table for SCORE TM
Effect: Cepa Effect: Cepa
Count [ Mean| Std.Dev. | Std.Erm. Count| Mean | Std. Dev. | Std. Err.
A 9| 3778 4,842 1,614 A 9| 6,889 7,960 2,653
B 6 4,500 2,811 1,147 B 6| 10,667 9,416 3,844
C 8 5,000 3,703 1,309 C 8| 14,500 8,992 3,179
P 8| 7,250 9,067 3,206 P 8| 13,125 10,696 3,782
Means Table for SCORE TL
Effect: Cepa
Count [ Mean | Std. Dev. | Std. Err.
A 9| 2,889 4,226 1,409
B 6| 6,333 8,733 3,565
c 8| 5500 6,302 2,228
P 8| 8750 9,662 3,416

Tabla 20: Valores en la escala OARSI, estadio OARSI y score OARSI en
los 4 cuadrantes FT de las rodillas derechas de ratones hembra. Valores

expresado en media + error estandar. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén -

112



Resultados

wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial;
TL: tibia lateral.

Means Table for Glasson TM Means Table for Glasson TL
Effect: Cepa Effect: Cepa
Count| Mean| Std. Dev. | Std. Err. Count| Mean | Std. Dev.| Std. Err.
A 9| 2,778 2,587 ,862 A 91 1,000 1,118 373
B 6| 3,833 2,639 1,078 B G| 1667 2,251 919
C 8| 4,375 2,326 ,822 C g1 1,500 1,852 655
P 8| 4,000 2,777 ,982 P G 2938 2678 947

Means Table for Glasson FM Means Table for Glasson FL

Effect: Cepa Effect: Cepa
Count | Mean| Std.Dev.| Std.Erm. Court | Mean | Std Dev.| Std.Er.
A 9| 322 2,682 894 A 9] 1333 1871 624
B 6| 3,000 2,280 931 B B 1833 1,169 ATT
C 8| 4,188 2,103 744 C g1 1500 926 327
P 8| 4,250 2,375 ,840 P g1 2375 2560 405

Tabla 21: Valores en la escala de Glasson en los 4 cuadrantes FT de las
rodillas derechas de los ratones hembra. Valores expresados en media +
error estandar. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratéon -wt-, P: perf-/-. FM:

femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Resultados

A, B
A C
A, P

B, C
B, P
C,P

A, B
A C
A P

B,C
B, P
C,P

Fisher's PLSD for OARSI FM
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %

Effect: Cepa

Fisher's PLSD for QARSI FL

Effect: Cepa

Significance Level: 5%

Mean Diff. [ Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. [ Crit. Diff. | P-Value
444 2,059 6632 A B -, 444 1473 5431
-,847 1,899 ,3702 AT -278 1,358 6797
-,472 1,899 ,6159 AP - 778 1,358 2519
-1,292 2,110 ,2215 B, C 67 1,509 8234
-,917 2,110 ,3829 B.P -,333 1,509 6558
375 1,954 ,6984 CP -,500 1,397 4713

Fisher's PLSD for OARSITM Fisher's PLSD for OARSI TL

Effect: Cepa
Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %

Mean Diff. | Crit. Diff. P-Value Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value
-1,000 2,377 ,3979 A B -1,000 2,051 ,3282
-1,792 2,192 ,1057 A C -,500 1,891 ,5939
-1,292 2,192 ,2388 AP -1,500 1,891 ,1160

-,792 2,436 5127 B,C ,500 2,102 6313
-,292 2,436 ,8089 B, P -,500 2,102 ,6313
,500 2,255 ,6546 C,P -1,000 1,946 ,3031
Fisher's PLSD for OARSI STAGE
Effect: Cepa
Significance Level: 5 %
Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value
A B -,778 1,316 ,2373
A C -1,361 1,213 ,0290 | S
AP -,861 1,213 ,1579
B,C -,583 1,348 ,3847
B,P -,083 1,348 ,9006
C,P ,500 1,248 ,4205

Tabla 22: Comparativa de rodillas derechas (intervenidas) de las diferentes

cepas de los ratones hembra en escala OARSI y estadio OARSI. Test de

Fisher. Nivel de significacion p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén -

wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL:
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Resultados

Fisher's PLSD for SCORE FM Fisher's PLSD for SCORE FL Fisher's PLSD for SCORE TM
Effect: Cepa Effect: Cepa Effect: Cepa
Significance Level: 5 % Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %
Mean Diff. Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. | Crit. Diff. P-Value Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value
AB -,222 8,395 ,9573 A B -,722 5,850 ,8030 A B -3,778 9,873 4415
A C -4,972 7,740 ,2000 AC -1,222 5,393 ,6475 A C -7,611 9,102 ,0982
AP -3,597 7,740 ,3509 AP -3,472 5,393 ,1990 AP -6,236 9,102 ,1725
B,C -4,750 8,603 ,2691 B,C -,500 5,994 ,8661 B,C -3,833 10,117 ,4459
B,P -3,375 8,603 ,4301 B, P -2,750 5,994 ,3570 B,P -2,458 10,117 ,6240
C,P 1,375 7,965 7274 C,P -2,250 5,549 ,4150 C,P 1,375 9,366 ,7669
Fisher's PLSD for SCORE TL Fisher's PLSD for Glasson FM Fisher's PLSD for Glasson FL
Effect: Cepa Effect: Cepa Effect: Cepa
Significance Level: 5 % Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %
Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. | _Crit. Diff.| P-Value
A B -3,444 8,300 ,4042 A, B 222 2,365 ,8495 AB -,500 1,822 ,5801
A C -2,611 7,652 ,4920 A C -,965 2,181 ,3740 AC -,167 1,680 ,8411
AP -5,861 7,652 ,1285 AP -1,028 2,181 ,3443 AP -1,042 1,680 ,2158
B,C ,833 8,505 ,8431 B,C -1,188 2,424 ,3258 B,C ,333 1,867 ,7185
B, P -2,417 8,505 ,5668 B,P -1,250 2,424 ,3014 B, P -,542 1,867 ,5588
C,P -3,250 7,874 ,4067 C,P -,063 2,244 ,9551 C,P -,875 1,729 ,3103
Fisher's PLSD for Glasson TM Fisher's PLSD for Glasson TL
Effect: Cepa Effect: Cepa

Significance Level: 5 % Significance Level: 5 %

Mean Diff. | Crit. Diff. | P-Value Mean Diff. [ Crit. Diff. [ P-Value
A, B -1,056 2,734 4375 A, B -,667 2,284 5564
AC -1,597 2,521 ,2061 A C -,500 2,106 ,6320
AP -1,222 2,521 ,3308 AP -1,938 2,106 ,0701
B,C -,542 2,802 6964 B,C ,167 2,341 ,8856
B,P -,167 2,802 ,9043 B,P -1,271 2,341 ,2770
C,P ,375 2,594 ,7703 C,P -1,438 2,167 ,1861

Tabla 23: Comparativa de rodillas derechas (intervenidas) de las diferentes
cepas de los ratones hembra en score OARSI y escala Glasson. Test de
Fisher. Nivel de significacién p<0,05. A: gzmA-/-; B: gzmB-/-, C: ratén -
wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL:

tibia lateral.
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DF

# Groups

#Ties

H

P-Value

H corrected for ties
Tied P-Value

4

4

7
3,163
,5309
3,257
,5157

Kruskal-Wallis Test for OARSI FM
Grouping Variable: Cepa

6 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI FM
Grouping Variable: Cepa

Count| SumRanks| Mean Rank
A 10 211,000 21,100
B 8 159,000 19,875
c 8 225,000 28,125
P 8 204,500 25,563

6 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI FL

Grouping Variable: Cepa

DF

# Groups

#Ties

H

P-Value

H corrected for ties
Tied P-Value

4
4
4
1,079
8976
1,149
8865

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI FL
Grouping Variable: Cepa

Count | SumRanks| Mean Rank

A 10| 184500 18,450

B 6 146,000 24,333

C 9 183,500 20,389

P 8 180,500 22,563

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 6
H 2,344
P-Value ,6728
H corrected for ties 2,521
Tied P-Value ,6408

Kruskal-Wallis Test for OARSI TM

Grouping Variable: Cepa

DF

# Groups

#Ties

H

P-Value

H corrected for ties
Tied P-Value

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI TM

4

4

6

3,021

5543

3,143

5342

Grouping Variable: Cepa

Count| SumRanks| Mean Rank

A 1 213,000 19,364

B 9 204,000 22,667

o 10 266,500 26,650

P 9 265,000 29,444

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for OARSI STAGE
Grouping Variable: Cepa

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI TL
Grouping Variable: Cepa

A
B
C
P

Count | Sum Ranks | Mean Rank
11 205,000 18,636

9 226,000 25,111

10 230,000 23,000

9 228,500 25,389

4 cases were omitted due to missing values.

DF 4
# Groups 4
# Ties 5
H 4,087
P-Value ,3943
H corrected for ties | 4,337
Tied P-Value ,3623

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for OARSI STAGE
Grouping Variable: Cepa

Count| SumRanks | Mean Rank

A 11 201,000 18,273

B 9 198,000 22,000

c 10 280,500 28,050

P 9 238,500 26,500

2 cases were omitted due to missing values.

Tabla 24: Comparativa de rodillas derechas (intervenidas) de las diferentes

cepas de los ratones hembra en escala OARSI y estadio OARSI. Test de
Kruskal Wallis. Nivel de significacién p<0,05 (P-Value). A: gzmA-/-; B:
gzmB-/-, C: ratén -wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral;

TM: tibia medial; TL: tibia lateral.
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Kruskal-Wallis Test for SCORE FM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
# Ties 11
H 3,684
P-Value ,4505
H corrected for ties 3,717
Tied P-Value ,4456

7 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE FM
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks | Mean Rank
A 10 175,500 17,550
B 8 167,000 20,875
C 8 225,000 28,125
P 8 195,500 24,438

7 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for SCORE TL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 8
H 2,442
P-Value ,6551
H corrected for ties 2,530
Tied P-Value ,6393

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE TL
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks | Mean Rank
A 11 205,500 18,682
B 9 203,000 22,556
C 10 248,500 24,850
P 9 231,000 25,667

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson TM
Grouping Variable: Cepa

DF

# Groups

#Ties

H

P-Value

H corrected for ties
Tied P-Value

Kruskal-Wallis Test for SCORE FL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 8
H ,836
P-Value ,9336
H corrected for ties ,863
Tied P-Value ,9298

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE FL
Grouping Variable: Cepa

Count| SumRanks| Mean Rank

A 10 184,500 18,450

B 6 138,000 23,000

C 9 199,500 22,167

P 8 178,000 22,250

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson FM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 6
H 4,228
P-Value ,3761
H corrected for ties 4,379
Tied P-Value ,3572

6 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson FM
Grouping Variable: Cepa

Count| Sum Ranks| Mean Rank

A 10 208,500 20,850

B 8 167,500 20,938

C 8 221,500 27,688

P 8 218,000 27,250

6 cases were omitted due to missing values.

4 DF

4 # Groups

5 #Ties
2,695 H
6100 P-Value .
2978 HA corrected for ties

Tied P-Value

,5615

Kruskal-Wallis Test for SCORE TM
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
#Ties 8
H 3,080
P-Value 5445
H corrected for ties 3,128
Tied P-Value ,6367

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for SCORE TM
Grouping Variable: Cepa

Count [ Sum Ranks | Mean Rank

A 11 211,000 19,182

B 9 200,500 22,278

C 10 277,000 27,700

P 9 254,500 28,278

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson FL
Grouping Variable: Cepa

DF 4
# Groups 4
# Ties 5
H 1,482
P-Value ,8298
H corrected for ties 1,563
Tied P-Value ,8154

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson FL
Grouping Variable: Cepa

Count| Sum Ranks| Mean Rank
A 10 174,500 17,450
B 6 145,000 24,167
C 9 190,000 21,111
P 8 182,500 22,813

9 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Test for Glasson TL
Grouping Variable: Cepa

4

4

5

2,595

,6276

2,831

,5866

2 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson TM
Grouping Variable: Cepa

Count [ Sum Ranks| Mean Rank

A 11 221,000 20,091
B 9 195,000 21,667
C 10 267,000 26,700
P 9 260,500 28,944
2 cases were omitted due to missing values.

4 cases were omitted due to missing values.

Kruskal-Wallis Rank Info for Glasson TL
Grouping Variable: Cepa

Count | Sum Ranks | Mean Rank

A 11 207,500 18,864
B 9 199,000 22,111
(o} 10 241,500 24,150
P 9 238,500 26,500
4 cases were omitted due to missing values.

Tabla 25: Comparativa de rodillas derechas (intervenidas) de las diferentes

cepas de los ratones hembra en score OARSI y escala Glasson. Test de
Kruskal Wallis. Nivel de significacién p<0,05 (P-Value). A: gzmA-/-; B:
gzmB-/-, C: ratén —-wt-, P: perf-/-. FM: femur medial; FL: femur lateral;
TM: tibia medial; TL: tibia lateral.

117



Resultados

]
o

-

.

Figura 37: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado
medial (B) y lateral (C) de ratén -wt- hembra. Articulacién tibioperonea (*).
En el lado medial (B) erosiones en FM y TM (flechas). En lado lateral (C)
rugosidades en FL (flecha).
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Figura 38: Corte histoldgico de rodilla derecha completa (A), lado

medial (B) y lateral (C) de ratén GzmA” hembra. En el lado medial (B)
erosiones subcondral profunda en FM (flecha). En lado lateral (C)
rugosidades en FL y TL (flechas).

119



Resultados

Figura 39: Corte histoldgico de la rodilla derecha completa (A), lado

medial (B) y lateral (C) de ratén GzmB” hembra. En el lado medial (B)
rugosidades en FM vy fisura en TM (flechas) + condrogénesis (*). En lado
lateral (C) cartilago indemne.
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Figura 40: Corte histoldgico de la rodilla derecha completa (A), lado

medial (B) y lateral (C) de ratén Perf’” hembra. En el lado medial (B)
erosiones en FM y en TM (flechas) + condrogénesis (*). En lado lateral (C)

cartilago con leve rugosidad en lado tibial (flechas).
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RESUMEN DE RESULTADOS

El método utilizado para induccion de artrosis en este estudio mediante
desestabilizacion del ligamento menisco medial se mostro eficaz,
lograndose la induccion de artrosis a las 8 semanas en las rodillas derechas
de los ratones machos y hembras de las distintas cepas incluidas en el
estudio. En las rodillas izquierdas en las que no se practicd la cirugia, no se
encontraron diferencias entre los machos y las hembras en dicho lado
(cirugia placebo) en los grupos gzmA-/-, gzmB-/-, perf-/-, aunque si

aparecieron pequefas diferencias en el grupo control.

Al estudiar las diferencias entre cepas en funcidn del sexo, se encontro
que los ratones macho del grupo control -wt-, las rodillas derechas
mostraron mayor severidad de artrosis en los cuadrantes laterales y
mediales en las distintas escalas con respecto a los ratones hembra. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas en el lado lateral pero no
asi en el lado medial donde se practicé la cirugia (Figura 16). Todos los
cuadrantes de las rodillas derechas presentaron peores puntuaciones en
machos con respecto a las hembras en el grupo GzmA 77, siendo
estadisticamente significativos en los cuadrantes tibiales medial y lateral
(Figura 41A). En esta linea, también en el grupo GzmB " la severidad de la
artrosis también fue significativamente mas alta en los cuadrantes tibiales
medial y lateral en los machos comparandolo con las hembras (Figura 41B).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre machos
y hembras en los ratones perf’” (Figura 41C) aunque los valores fueron mas

altos en los machos.

En las cortes histoldgicos, se observaron pronunciados cambios
degenerativos en toda la articulacién de la rodilla y especialmente en el lado
medial de las rodillas derechas en ratones de los grupos control,
fundamentalmente en ratones machos, con denudacién y erosion en esta
localizacién. Se observaron menos cambios degenerativos en el lado medial
en ratones hembra GzmA”" compardndolos con ratones macho GzmA™.
Habia pequeias fibrilaciones superficiales en el céndilo femoral medial en
los ratones hembra Gzm A”". Por el contrario, se observd deformidad en el
platillo tibial medial y denudacién en el céndilo lateral femoral en ratones
macho GzmA”. En cuanto al grupo de ratones GzmB 7", se observd

denundacién en el lado medial y erosiones en el céndilo femoral lateral en
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los ratones macho, mientras que los ratones hembra del mismo grupo
mostraban pequefias fibrilaciones superficiales en el platillo tibial medial
(Figura 42).

Posteriomente se analizaron las diferencias en la severidad de artrosis
en las rodillas derechas en las distintas cepas del mismo sexo para ver el
efecto de la carencia de gzmA, gzmB y perf. Los machos, presentaron
valores altos en el estadio OARSI en todas las cepas. Los ratones machos
con ausencia de GzmA presentaron mejores puntuaciones con menor
desarrollo de artrosis, aunque estas diferencias no alcanzaron significacion
estadistica (Figura 43). Por el contrario, los ratones hembra con déficit de
GzmA, si que obtuvieron mejores resultados de forma estadisticamente
significativa respecto al grupo control -wt- del mismo sexo en el estadio
OARSI (Figura 43).

En cuanto al grupo GzmB 7°, aunque se observaron menos cambios
artrosicos comparando ambos sexos con el grupo control, estos no fueron

estadisticamente significativos.

Finalmente, la deficiencia en perforina no modificé la severidad de la
artrosis en ninguno de los sexos de forma estadisticamente significativa
(Figura 43).
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Figura 41: Puntuacion en la escala de Glasson en ratones macho (M) y
hembra (F) GzmA 7°, Gzm B”"y Perf’" en los diferentes cuadrantes

femorotibiales de las rodillas derechos (DMM).

FM: femur medial; FL: femur lateral; TM: tibia medial; TL: tibia lateral
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Lateral

Control Male Control Female

gzmA-/-Female

gzmA-/-Male

gzmB-/-Female

Figura 42: Tincion con O-safranina realizada en las rodillas derechas
(DMM) de los ratones de los grupos control —wt- y GzmA " hembra y
macho, y Gzm B 7" hembra. Rodillas completas en la imagen y lado medial y

lateral en medio y a la derecha. Las flechas indican dafio condral.
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Figura 43: Grafico comparativo de las rodillas derechas (DMM) de
ratones macho (M) y hembra (F) control (C), gzmA ”~ (A), gzmB 7" (B), perf
- (P) respecto al estadio OARSI. P<0,05
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Muestra y tamano muestral

El niUmero de especimenes incluidos en este estudio ha sido finalmente
de 75. Del total de 75 ratones, 40 de ellos eran ratones hembra (11 gzmA-
/- 9 gzmB-/-, 10 perf-/- y 10 —-wt-) y 35 eran ratones macho (8 gzmA-/-, 8
gzmB-/-, 9 perf-/- y 10 -wt-) tratdndose de especimenes con un genotipo

muy especifico y de caracteristicas muy homogéneas dentro de cada grupo.

Las series publicadas en la literatura en ratones KO en granzimas y
perf donde se induce artrosis quirdrgicamente son inexistentes. Han sido
publicadas series de induccién de artrosis de forma quirdrgica en ratones
KO en genes o proteinas implicados en el desarrollo de artrosis. Por
ejemplo, en un estudio con ratones de la proteina Wisp1/CCN4 (proteina 1
de la via de sefializacién inducible de WNT1), ratones -wt- y Wisp1-/- se
envejecieron o se indujo artrosis experimental con inyeccion de colagenasa
intraarticular, desestabilizacion del menisco medial (DMM) o seccidon del
ligamento cruzado anterior (ACLT). La patologia articular se evalud
mediante histologia y microCT (van den Bosch et al., 2017). Los resultados
observados fueron que con el envejecimiento, la degeneracién espontanea
del cartilago en Wisp1-/- no disminuyd en comparacion con sus controles —
wt-. Sin embargo, se observd una disminucion significativa de la
degeneracion del cartilago en ratones Wisp1-/- después de la induccion de
artrosis de forma experimental con cualquiera de los tres modelos descritos
anteriormente, si bien el grado de formacion de osteofitos fue comparable
entre los ratones -wt- y Wispl-/-, se observd un aumento del grosor
cortical y una reduccién del espacio trabecular en los ratones Wispl-/-. Se
concluyd que Wisp1 juega un papel agravante en el desarrollo de la artrosis

experimental postraumatica en ratones (van den Bosch et al., 2017).

En otro estudio sobre el efecto de la eliminacién de ADAMTS-4 y
ADAMTS-5 en la progresién de la artrosis en ratones (Majumdar et al.,
2007), se intervino a ratones ADAMTS-4/5 doble KO mediante induccién
quirurgica de inestabilidad articular para determinar la importancia de estos
genes en la progresion de la artrosis. La delecién dual de ADAMTS-4 y
ADAMTS-5 generd ratones que eran fenotipicamente indistinguibles de los
ratones -wt-. La eliminacion de ADAMTS-4/5 proporciond una proteccion

significativa contra la degradacion de proteoglicanos ex vivo y disminuyo la
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gravedad de la artrosis murina. Estos efectos en los ratones con doble
inactivaciéon de ADAMTS-4/5 fueron comparables con los observados con la
eliminacién de ADAMTS-5 solo.

Existen series de nuestro grupo (Santiago et al., 2017) donde se
estudio el papel de GzmA en un modelo de artritis inducida por colageno
(CIA) en ratones pero no se trata exactamente de la misma patologia
puesto que el componente inflamatorio de la artritis es mayor al de la

artrosis.

En el estudio de Glasson y cols. (Glasson et al., 2007) donde comparan
modelos quirdrgicos de induccién de artrosis de rodilla en ratones,
Unicamente utilizan 10 ratones por cada uno de los grupos (ACTL vs DMM) y
un minimo de 6 animales por grupo en los grupos de cirugia placebo y no

cirugia pero sin especificar el total de animales.

En un estudio de otro grupo (Ma et al., 2007), inducen artrosis
desestabilizando el menisco medial en 139 ratones y posteriormente
comparan los resultados entre los ratones machos y hembras observando
gue las hormonas juegan un papel fundamental en el desarrollo de artrosis

en ese modelo, pero no estudian ratones con deleciones genéticas.

No se ha encontrado en la literatura ninguna serie de ratones KO en
granzimas y perf donde se realice un experimento como el de nuestro grupo
por lo que los resultados obtenidos son completamente novedosos en la

literatura actual.

Procedimiento de induccion de la artrosis mediante el modelo
DMM

En el presente estudio se ha analizado el papel de gzmA, gzm B y perf
en el desarrollo de artrosis en un modelo experimental DMM. Para validar el
procedimiento quirdrgico, se establecid una comparacion entre las rodillas
derechas (DMM) vy las izquierdas (cirugia placebo). La desestabilizacion del
menisco medial llevada a cabo mediante seccién del LMM en las rodillas
derechas indujo artrosis en los grupos control de ambos sexos tras 8
semanas, mientras la cirugia placebo en la rodilla izquierda no lo hizo por lo

gue esto nos sirve para validar el procedimiento quirdrgico como inductor
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de artrosis. En esta misma linea, no se encontraron diferencias entre los
machos y hembras en las rodillas izquierdas (cirugia placebo) en los grupos
gzmA-/-, gzmB-/-, perf-/-, aunque si aparecieron pequefias diferencias en
el grupo control. El modelo DMM en rodillas derechas tuvo suficiente
sensibilidad para mostrar modificaciones patoldgicas en artrosis al igual que

lo mostrado por otros autores (Glasson et al., 2007).

Un estudio reciente de induccion de artrosis en ratones mediante DMM
(Fang et al., 2018) mostrd lesiones leves en el cartilago de algunos ratones
2 semanas después de la cirugia, presentando pérdida regional de
proteoglicanos, agrupacidon de condrocitos y formaciones de osteofitos
cartilaginosos en el lado medial de la articulacidon quirdrgica, lo cual coincide
con los hallazgos de los estudios de Loeser y Das Neves Borges (Das Neves
Borges et al., 2017; Loeser et al., 2013). Las puntuaciones de OARSI fueron
significativamente mas altas en las articulaciones DMM en comparacion con
la cirugia placebo en todos los momentos del tiempo (Fang et al., 2018). Se
observd dafio leve a moderado del cartilago articular a las 5 y 10 semanas
después de la cirugia. La formacidon de osteofitos progresé con el tiempo, y
la osificacion endocondral dentro del osteofito pudo observarse a las 10
semanas después de la cirugia. Las alteraciones en la marcha aparecieron
Unicamente 10 semanas después de la cirugia (Fang et al., 2018), pero no
anteriormente, lo que podria deberse al desarrollo progresivo de dolor por
la artrosis desarrollada y vista en otros estudios (Loeser et al., 2013). Estos
cambios fueron relativamente leves y, sorprendentemente, afectaron a
ambos miembros posteriores (no solo al operado). De acuerdo con estos
hallazgos, se ha informado que los cambios de comportamiento en los
roedores con artrosis generalmente se manifiestan como reducciones en los
niveles totales de actividad locomotora (por ejemplo, tiempo activo y
distancia recorrida) ademas de la alteracion del patron de marcha (Costello
et al., 2010).

Los resultados de micro-CT mostraron que la densidad mineral 6sea
(DMO) del platillo tibial medial (PTM) en los animales operados con DMM
fueron mas variables que los controles con cirugia placebo a las 2 semanas
posteriores a la cirugia (Fang et al.,, 2018) lo que sugiere que la
desestabilizacion del menisco medial posiblemente conduce a la pérdida

temprana de mineralizacidon 6sea subcondral en el PTM de algunos ratones
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tan pronto como 2 semanas después de la cirugia DMM. Se detectaron
diferencias mas claras a las 5 y 10 semanas posteriores a la cirugia, con un
aumento de la DMO en animales operados con DMM tanto en el PTM como
en el condilo femoral medial (CFM). Ademas en dicho estudio se observéd
que una gran cantidad de genes se desregularon tan pronto como 6 horas
después de la cirugia DMM mediante analisis de micromatrices de genes,
incluidos los genes patégenos conocidos de artrosis Mmp3, Adamts5 y
Ccl219. En otros estudios se ha visto como la regulacién de genes
seleccionados se anuld después de la inmovilizacién de la articulacidon
intervenida, y la artrosis se evitd hasta 12 semanas después de la cirugia
mediante inmovilizacion (Burleigh et al., 2012). En nuestro estudio no se
realizd6 ningun tipo de inmovilizacion tras la cirugia, Unicamente se
administro analgesia a los especimenes. Esto indica que los cambios en la
articulacién del ratén después de DMM fueron rapidos y altamente
mecanosensibles, a pesar de que la cirugia en si se considerd leve. Parece
probable que el hueso subcondral responda inmediatamente a la carga
mecdanica alterada dentro de la articulacién, y que esta respuesta provoque
o al menos contribuya en parte a los eventos fisiopatoldgicos posteriores de
otras estructuras dentro de la articulacién (Fang et al., 2018). Sin embargo,
casi todos los estudios del genoma completo realizados en el modelo DMM
utilizaron la articulacion completa en lugar de tejidos articulares mas
especificos debido al pequefio tamano de la articulacidn del ratén. La
investigacion adicional de diferentes tejidos articulares respectivamente
(por ejemplo, hueso subcondral, menisco) proporcionaria informacion

adicional sobre qué tejido responde primero.

Ademads, Fang y colaboradores (Fang et al., 2018) observaron
subluxacién/dislocacién de la roétula que se produjo en algunos de los
ratones después de la cirugia DMM tan pronto como 2 semanas después de
la cirugia. Esto puede alterar la alineacién de la rodilla, lo que complica la
desestabilizacion articular introducida por DMM. La subluxacién/dislocacién
de la rotula produce una carga mecanica anormal en el céndilo femoral
lateral y conduce a la formacion de osteofitos. La degeneracién del cartilago
articular también aparecié mas rapido con esta anomalia, especialmente en

los compartimentos laterales. El motivo de esta subluxacién/dislocacién de
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la rotula no estd claro. Posiblemente se deba a un deslizamiento de la

sutura de la capsula articular.

Con todos datos reportados en la literatura, se ha elegido este
procedimiento de induccion de artrosis en rodillas de raton frente a otros
por ofrecer resultados consistentes y reproducibles en 8 semanas con
desarrollo de artrosis moderada-severa (Glasson et al., 2007). Los modelos
ACTL no se recomiendan en el ratéon debido a que se necesita una mayor
precision quirdrgica y que la artrosis desarrollada por los animales puede
ser muy severa produciendo una severa erosidon del hueso subcondral y por
lo tanto, se trata de un modelo mucho mas agresivo y con mas
comorbilidades para los animales. En nuestro caso concreto se presentaron
a la Comision Etica Asesora para la Experimentaciéon Animal ambos
modelos, siendo Unicamente aceptado el modelo DMM por ser menos

agresivo y con menor sufrimiento para los ratones de experimentacion.

El modelo DMM se postula como la primera eleccién para el estudio de
artrosis en ratones con deleciones genéticas al ser menos invasivo y no

producir destruccion del hueso subcondral (Glasson et al., 2007).

Papel del sexo en un modelo DMM de inducciéon de artrosis en

ratones

También se analizaron las diferencias en el desarrollo de artrosis en
funcion del sexo. Comparando las rodillas derechas de los ratones macho y
hembra, las hembras desarrollaron menor severidad de artrosis que los
machos en todos los grupos de forma estadisticamente significativa. Tal
como fue descrito previamente, mecanismos genéticos, hormonales,
metabdlicos, medioambientales y biomecanicos contribuyen todos ellos en
la patogénesis de la artrosis (Ciobanu et al., 1994). Hay también una
susceptibilidad individual (Stefik et al., 2021) que también influye en el
desarrollo de artrosis y que explicaria por qué hay grupos con cambios
histoldgicos presentes en las rodillas no operadas. El papel condroprotector
de las hormonas sexuales femeninas ha sido previamente descrito (van
Osch et al., 1993).

En un estudio similar de otro grupo (Ma et al., 2007), inducen artrosis

desestabilizando el menisco medial en 139 ratones y posteriormente
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comparan los resultados entre los ratones machos y hembras observando
que las hormonas juegan un papel fundamental en el desarrollo de artrosis
en ese modelo. Concluyen que los machos desarrollan artrosis de forma
mas severa, asi como las hembras ovariectomizadas (OVX) tienen mas
artrosis que las no ovariectomizadas indicando que las hormonas femeninas
ovaricas disminuyen la severidad de la artrosis en ratones hembra. Las
hormonas sexuales masculinas, como la testosterona, exacerban la artrosis
en ratones macho, hecho demostrado por que los ratones orquiectomizados
(ORX) desarrollan menos artrosis que los machos no intervenidos. Ademas
el tratamiento con dihidrotestosterona (DHT) restauré por completo la
gravedad de la artrosis de los ratones ORX a la de los machos control, y los
ratones ORX tratado con DHT tenian significativamente mas artrosis (p<
0,001) que los ratones ORX tratados con placebo (Ma et al., 2007).
Ademas, el efecto de la DHT sobre la artrosis fue independiente del peso
corporal, ya que el grupo tratado con testosterona tenia pesos corporales

comparables al del grupo control (Ma et al., 2007).

En dicho estudio (Ma et al., 2007) observan diferencias en la
gravedad de la artrosis entre ratones machos y hembras tras Ia
desestabilizacion del menisco medial tan pronto como 2 semanas después
de la cirugia con un dafo de cartilago mas extenso observado en ratones
machos. Ademas la literatura muestra que los ratones hembra desarrollan
menos artrosis con el modelo de inyeccidon de colagenasa intraarticular asi
como mediante modelos de artrosis espontdneos. Estos resultados indican
gue la severidad de la artrosis en machos no es caracteristica de una cepa
en particular o de un sistema concreto de induccién de artrosis (van Osch et
al., 1993; de Hooge et al., 1995; Mahr et al., 2003).

En nuestro estudio, en los ratones control intervenidos
quirdrgicamente, se encontraron diferencias entre machos y hembras en el
lado lateral de las rodillas derechas, lado que no habia sufrido dano
meniscal directo. Se puede hipotetizar que la afectacién del lado lateral es
debido a la progresion de la artrosis en los casos mas severos y la
subluxaciéon rotuliana que puede producirse en estos casos ya que
posiblemente sea una de las razones por las que los resultados quirdrgicos

del DMM varian de un laboratorio a otro y de un individuo a otro (Fang et
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al., 2018) vy que la diferencia entre machos y hembras probablemente

estaria asociada con las hormonas sexuales.

Papel de Gzm A en la induccion de artrosis en raton mediante
DMM.

En hembras, el grupo control mostré la mayor severidad de artrosis,
mientras que los ratones hembra deficientes en GzmA y GzmB mostraron
menos artrosis que los ratones -wt- y también los deficientes en perf. Se
observaron menos cambios degenerativos en el estadio OARSI en ratones
hembra GzmA” y GzmB™, especialmente en el grupo GzmA” donde las
diferencias con el grupo control fueron estadisticamente significativas. Estos
resultados apoyan el importante papel de la GzmA extracelular en el
desarrollo de cambios degenerativos artrdsicos inducidos con el modelo
DMM.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crdnica
caracterizado por inflamacion de las articulaciones (sinovitis),
autoanticuerpos, inflamacién sistémica y destruccion osea y cartilaginosa
(Scott et al., 2010; Sardar et al., 2016). La membrana sinovial esta
infiltrada por multiples células inmunes, incluyendo células T, células B,
macrofagos, y células NK. La inflamacion, predominantemente mediada por
IL-1 y TNF-a, provoca inflamacion y dolor en las articulaciones (Scott et al.,
2010; Tak et al., 1999). El final el resultado de la enfermedad es la
destruccidon de la articulacion (Scott et al., 2010; Sardar et al., 2016).
Aunque los factores externos que regulan el TNF son bien conocidos, los
factores enddégenos pueden amplificar la expresion de TNF. Niveles elevados
de gzmA en plasma, liquido sinovial y tejido sinovial se han descrito en
pacientes con AR (Spaeni et al., 1998; Tak et al., 1999; Kummer et al.,
1994). Se han registrado niveles marcadamente mas altos de gzmA en
liquido sinovial (hasta 10 veces mayor que los pacientes con osteoartritis o
artritis reactiva), mientras que los niveles plasmaticos de gzmA son mas
similares a los de los controles sanos. Esto sugiere una liberacién local de
GzmA (Spaeny et al., 1998; Tak et al., 1999).

En esta linea, nuestro grupo (Santiago et al., 2017) describié recientemente
gue la delecién genética de GzmA atenua la artritis en un modelo de artritis
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inducida por colageno en ratén (CIA del inglés, Collagen Induced Arthritis),
incluyendo los niveles séricos de citoquinas proinflamatorias, el dafo
articular y la erosion dsea en los ratones afectados, sugiriendo que la
actividad osteoclastica esta reducida en ausencia de GzmA. En nuestro
estudio, se observé menor desarrollo de artrosis en el grupo gzmA”™ por lo
que nuestros resultados son comparables a los de dicho estudio (Santiago
et al., 2017) con el modelo CIA. Ademas, en dicho trabajo (Santiago et al.,
2017) tanto las puntuaciones clinicas como histolégicas fueron
significativamente mejores en ratones deficientes en gzmA en el modelo
CIA mostrando que solo el 40% de los ratones gzmA 7~ desarrollaban
poliartrosis comparando con el 80% y el 60% de los ratones sin mutaciones
y los perf’” respectivamente. Por otra parte, la severidad de la poliartrosis
en animales CIA se redujo también en mas del 50% en ratones deficientes
en gzmA. Los ratones con CIA presentaron niveles extracelulares
significativamente elevados de gzmA en sus articulaciones y en el plasma y
células activadas en etapas tempranas y tardias de la enfermedad. La CIA
solo fue Unicamente ligeramente reducida en ratones perf’” por lo tanto, la
funcion de gzmA parece independiente de la perforina (Santiago et al.,
2017).

La funcion de GzmA extracelular en la sinovitis y la destruccion
articular sigue sin estar clara. En cuanto a la sepsis bacteriana, GzmA
promueve la inflamacion de la articulacidn al estimular la liberacion de
citoquinas proinflamatorias (Bots et al., 2006; Arias et al., 2014; Tak et.,
1999). IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-8, producidas principalmente por macréfagos
y fibroblastos, estan abundantemente presentes en la membrana sinovial de
los pacientes con AR (Tak et al., 1999).

Los ratones CIA tienen niveles aumentados de IL-6 y TNF-a durante
tanto las etapas tempranas como las tardias de la enfermedad en
comparacién con los ratones -wt-, mientras que estas citoquinas se reducen
en ratones gzmA 7 CIA (Santiago et al., 2017). Ademds, gzmA puede
contribuir a la artritis reumatoide en parte mediante la estimulacion de la
diferenciacion de precursores de osteoclastos de ratones a través de la
estimulacién de la secrecion de TNF-a de monocitos y osteoclastos
precursores presentes en la articulacién inflamatoria (Santiago et al.,

2017). Los osteoclastos son células que llevan a cabo la resorcion ésea y se
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ha demostrado que contribuyen a la destruccion en la AR (Hirayama et al.,
2002). Finalmente, la degradacién de la matriz extracelular inducida por
gzmA extracelular podria contribuir a la patogénesis. Fragmentos de
fibronectina bioldgicamente activos encontrados en la membrana sinovial
pueden inducir la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos, inducir Ia
metaloproteinasa de matriz (MMP), inducir la expresidon de agrecanasa
condrocitaria e interrumpir la adhesidon celular de condrocito (Buzza et al.,
2006). La degradacion de la matriz extracelular puede ayudar a la
migracion de linfocitos T citotdxicos activados a través de la membrana
basal endotelial y facilitar la entrada de células mononucleares que
contribuyen a hiperplasia y destruccion articular (Mdller-Ladner et al.,
1995).

Todos estos resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro trabajo.

Otras enfermedades inflamatorias, como la enfermedad de Behget
(EB), la enfermedad celiaca (EC) y la enteropatia sensible a la proteina de la
leche de vaca (CMSE), también muestran niveles de GzmA elevados en
suero y/o plasma (Accardo-Palumbo et al., 2004; Augustin et al., 2005).
Varios microorganismos, la hiperfuncion de los neutrdéfilos vy la

autoinmunidad han sido implicados como agentes causales en la EB.

Usando un ensayo de esterasa medida mediante benzyloxycarbonyl-L-
lysine thiobenzyl ester (BLT), los pacientes con EB activa muestran un
aumento de los niveles de gzmA en sobrenadantes de linfocitos
correlacionados con el factor de expansion Vy9Vd2, lo que sugiere una
participacion activa de los linfocitos T citotdxicos y gzmA en la patogénesis
de EB. El papel biolégico de extracelular gzmA en la EB no ha sido
estudiado. A medida que los niveles de gzmA estan elevados tanto en el
sobrenadante como en el suero, se especula con un papel extracelular para
gzmA (Accardo-Palumbo et al., 2004). Ademas, la respuesta inmune
intestinal tanto en CMSE como en la enfermedad celiaca (EC) se manifiesta
por un aumento sérico de GzmA, GzmB y CD30. La gzmA elevada se
correlaciona con la extension de la atrofia de las vellosidades en la EC. Esto
ofrece nuevas perspectivas para el diagnodstico y evaluacion de estas
enfermedades aunque se necesitan estudios mas completos (Augustin et
al., 2005).
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Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado previamente que las
células NK de la sinovial de pacientes con artrosis, las cuales presenta una
funcidén inmunoreguladora y no citotdxica, mostraron diferentes fenotipos
comparandolas con las células NK de la sangre periférica (Jaime et al.,
2017). Las células NK CD 56+°"9" CD 16 del liquido sinovial con menos
capacidad citotéxica expresaban proporcionalmente niveles mas altos de
gzmA que las células NK CD 56+°"9"CD 16 de la sangre periférica (Jaime et
al., 2017) Ademas la presencia de las células NK CD 56+°"9"CD 16 que
expresaban gzmA estaba correlacionada con el incremento en el liquido
sinovial de los niveles de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a e IL-6
(Jaime et al., 2017). Estos datos apuntan a que la gzmA expresada por las
células NK en pacientes con artrosis puede jugar un papel promoviendo
inflamacién en las articulaciones afectadas de pacientes con artrosis. En
esta linea la gzmA ha sido descrita como un mediador proinflamatorio clave

en la artritis por virus Chikungunya (Wilson et al., 2017).

La literatura actual acumula evidencias del papel de gzmA como
proteasa proinflamatoria y como moduladora de la respuesta inflamatoria
en diversas enfermedades mientras que el potencial papel citotéxico
conocido clasicamente cada vez estd mas en entredicho (van Daalen et al.,
2020)

Como se ha indicado en la introduccion de este trabajo, las granzimas
son fundamentalmente expresadas en las células NK y en los linfocitos T
CD8+ (Kouizumi et al., 1991; Pardo et al., 2007), y la principal funcién
descrita inicialmente era la de inducir la muerte celular de las células
objetivo infectadas o transformadas, por lo que la completa inhibicién de las
granzimas puede deteriorar las respuestas defensivas contra las infecciones
y los tumores. Una regulacién a la baja en situaciones proinflamatorias

podria ser en este caso mas beneficiosa.

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren por lo tanto
que la gzmA podria jugar un papel muy importante en el desarrollo
temprano de la artrosis actuando como una proteasa proinflamatoria

promoviendo el desarrollo de la enfermedad.
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Papel de la GzmB en la induccion de artrosis en raton mediante
DMM.

Niveles elevados de gzmB encontrados en diversos fluidos biolégicos
han sido relacionados con la progresiéon de diferentes enfermedades
inflamatorias (Granville, 2010; Hiebert y Granville, 2012).

Concretamente, varios estudios han indicado la presencia de células
granzima positivas en tejido sinovial de pacientes con AR, siendo la
expresion de gzmB mas alta en tejido sinovial reumatoide que en el tejido
sinovial artrdsico, aunque estaba elevado en ambos (Darrah et al., 2017;
Kummer et al., 1994). En un estudio realizado por Colombo y cols.
(Colombo et al., 2016), estos autores descubrieron que los niveles séricos
de gzmB de 18 pacientes con AR estaban correlacionados con la actividad
de la enfermedad medida segun la puntuacion DAS28-CRP y que se
redujeron significativamente los niveles de gzmB tras el tratamiento. Sin
embargo, la importancia de la gzmB, y especialmente su papel en el dafio

articular en la AR, sigue siendo poco claro.

En un estudio reciente (Qiao et al., 2020) se comparan los niveles de
gzmB en pacientes con AR frente a controles y pacientes con artrosis,
estando significativamente mas elevados en la AR en comparacidon con las
artrosis y los pacientes control coincidiendo con los hallazgos de los estudios
de Kummer y colaboradores y Darrah y colaboradores (Kummer et al.,
1994; Darrah et al,. 2017). En este mismo estudio (Qiao et al., 2020) los
niveles de gzmB se correlacionaron fuerte y positivamente con las
valoraciones de destruccidn articular en pacientes con AR, concluyendo que
el nivel de GzmB podria ser un buen marcador para predecir el dafo

potencial articular.

Ademads, trabajos recientes han revelado un papel potencial de las
granzimas en el aumento de la degradacién de matriz extracelular, que
podria acelerar la destruccién de cartilago y hueso en la AR. La degradacion
de matriz extracelular mediada por granzimas puede facilitar la movilizacion
de linfocitos citotéxicos y otros leucocitos in vivo o productos de
degragacion que pueden atraer varias células inmunitarias, contribuyendo a

la inflamacioén local (Xu et al., 2017).
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Por ultimo, la gzmB extracelular puede dividirse y activar diversas
citoquinas proinflamatorias importantes, incluidas la IL-6, la IL-8 y el TNF-a
(Wensink et al., 2015).

En nuestro estudio, se han observado menores cambios degenerativos
en las rodillas derechas intervenidas de los ratones hembra deficientes en
gzmB en comparacién con el grupo control. Sin embargo, al contrario que
con los ratones hembra deficientes en GzmA, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. A pesar de esto, la implicacion de gzmB en
el desarrollo de la artrosis no puede ser descartada. Los resultados
obtenidos en el grupo perf” sugieren un papel de las granzimas
independiente de la perforina en el modelo DMM de artrosis, por lo que la
gzmB podria contribuir al desarrollo de la patologia debido a la capacidad de
degradar proteinas de la matriz extracelular como ya ha sido descrito

previamente (Hiebert y Granville, 2012; Shen et al., 2016).

En la literatura reciente, esta emergiendo el papel de la gzmB como un
importante mediador del dafio en la piel, su inflamacién y reparacién
(Turner et al., 2019). La gzmB se encuentra en niveles bajos en la piel sana
mientras que esta elevada enormemente en enfermedades crdnicas y
procesos inflamatorios de la piel entre los que se incluyen Ulceras diabéticas
(Hsu et al., 2014) cicatrices hipertréficas (Bakry et al., 2015), desordenes
autoinmunes cutaneos (Hussein et al., 2008), leishmaniosis cutdnea (Novais
et al., 2013) y envejecimiento de la piel. Como ejemplo de esto ultimo, se
ha observado que la decorina, un proteoglicano abundante en la piel, es
degradado por la gzmB y su clivaje contribuye a la desorganizacion del

colageno y al envejecimiento de la piel en el ratén (Hiebert et al., 2011).

Tradicionalmente conocida por sus funciones proapoptdticas, el papel
de la gzmB en enfermedades se ha redefinido debido al descubrimiento de
actividades adicionales que incluyen la escisién de las proteinas de la matrix
extracelular, las disrupciones de la barrera epitelial, la fibrosis, Ia
permeabilidad vascular, anoikis, inflamacion y autoinmunidad pudiendo
afectar a procesos como la remodelacion tisular, la funcidon de barrera de la
piel, la generacion de autoantigenos y la angiogénesis (Buzza et al., 2005;
Parkinson et al., 2015).
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Papel de la perforina en la induccion de artrosis en ratéon
mediante DMM.

Tal y como se ha mencionado en la introduccién de este trabajo,
historicamente se han hipotetizado diversos modelos para intentar explicar
el mecanismo de accidon de la perf, sin embargo, en los Ultimos afos, los
trabajos sugieren que la perf forma directamente poros en la membrana
plasmatica y de este modo permite el paso de las granzimas al interior de
las células diana (Law et al., 2010; Metkar et al., 2011; Metkar et al., 2015;
Voskoboinik et al., 2015).

La perforina, también ha sido implicada en el desarrollo de CIA pero no
de la misma forma que la gzmA (Bauer et al., 2005). Hay que tener en
cuenta que el componente inflamatorio de la artritis es mayor que el de la
artrosis. En este modelo CIA, a los ratones se les inyectaba en la cola
coldgeno bovino. Los ratones perf’" mostraban retraso en el inicio de la
enfermedad y una disminucion de la incidencia de la artritis pero algunos
especimenes, de forma individual, desarrollaban artritis de forma severa.
Aunque otras vias patoldgicas de citotoxicidad independientes de perforina
como la via Fas/FasL, podrian estar envueltas en el desarrollo de CIA, los
resultados de este estudio sugerian que la citotoxicidad perforina

dependiente estaba implicada en el inicio del dafio tisular en la artritis.

Cabe recordar, que la perforina es una proteina formadora de poros
que facilita la accion intracelular citotéxica de las granzimas. En nuestro
estudio, los ratones hembra perf’ desarrollan una artrosis mas severa en
las rodillas intervenidas (derechas) que los ratones gzmA” y gzmB”
indicando que la perforina no protegeria del desarrollo de la artrosis. Estos
hallazgos sugieren que la contribucién de la gzmA y la gzmB en el desarrollo
de la patologia articular parece ser independiente de la perforina y seria
debida a su actividad extracelular. Estos resultados concuerdan con otros
estudios (Santiago et al., 2017), y confirman la relevancia fisiolégica de
estudios previos en los cuales la gzmA extracelular fue detectada tanto en
el suero como en el liquido sinovial de humanos con otras enfermedades

articulares como la artritis reumatoide (Tak et al., 1999).

Ademas, las células NK 56+°""CD 16 del liquido sinovial expresan

niveles altos de gzmA en pacientes con artrosis como se ha dicho
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previamente (Jaime et al., 2017) y muestran proporcionalmente bajos
niveles de perforina y consecuentemente menor actividad citotdxica,
sugiriendo también que la gzmA juega un rol a nivel extracelular incluso

mayor que el papel perforina dependiente intracelular.
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Limitaciones del estudio

A pesar de los hallazgos de nuestro estudio, el presente trabajo

presenta ciertas limitaciones.

Se trata de un estudio experimental en ratones, por lo que los
resultados pueden ser diferentes en los humanos y por lo tanto la
extrapolacion de los mismos debe llevarse a cabo con mucha cautela,
aunque los datos observados estan en consonancia con los observados

previamente en humanos.

Se trata de una muestra relativamente pequena de ratones por lo que
puede ser dificil observar diferencias estadisticamente significativas. Sin
embargo, las series en la literatura son similares o incluso con menos

especimenes.

El modelo DMM de induccion de artrosis en ratones es un modelo
exigente quirdrgicamente al tratarse de animales muy pequefios. La cirugia
ha sido realizada por un mismo especialista en Cirugia Ortopédica y
Traumatologia con afios de experiencia y entrenado en técnicas
microquirurgicas en ratones, no obstante, este tipo de procedimiento no
forma parte de su practica clinica habitual por lo que los resultados podrian
no ser los 6ptimos a pesar de que se ha observado induccion clara de

artrosis en las rodillas intervenidas.

Los ratones hembra desarrollaron una artrosis menos severa en el
grupo control respecto a los machos por lo que nuestros resultados
concuerdan con los reportados previamente indicando por tanto un posible
efecto condroprotector de las hormonas sexuales femeninas, sin embargo,
en nuestro estudio no ha sido posible analizar las hormonas sexuales en los

especimenes intervenidos.

Aunque las cepas de ratones deficientes en gzmA, gzmB y perforina
fueron estudiadas y comprobadas, los niveles de granzimas en sangre
periférica y a nivel intraarticular no fueron evaluados. Los posibles efectos
negativos a largo plazo de la eliminacion completa en la produccién de la

gzmA, gzmB y perforina no han sido analizados en este estudio.
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Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

La desestabilizacién quirtrgica del menisco medial de la rodilla en un
modelo experimental en ratones, provocé a las ocho semanas de la
cirugia el desarrollo de artrosis en la rodilla intervenida en

comparacién con la rodilla contralateral en ratones macho y hembra.

En el grupo control, sin déficits de granzimas ni perforina, los ratones
macho presentaron un mayor desarrollo de la artrosis que los ratones
hembra en el compartimento lateral de la rodilla a las ocho semanas

de la desestabilizacion quirurgica del menisco medial de la rodilla.

En el grupo que no expresaba granzima A los ratones macho
presentaron un mayor desarrollo de la artrosis que los ratones
hembra, a las ocho semanas de la desestabilizacidon quirdrgica del

menisco medial de la rodilla

En el grupo que no expresaba granzima B los ratones macho
presentaron un mayor desarrollo de la artrosis que los ratones
hembra, a las ocho semanas de la desestabilizacidon quirdrgica del

menisco medial de la rodilla.

En el grupo que no expresaba perforina, no se apreciaron diferencias
entre los ratones hembra y los ratones macho en cuanto a la
severidad en la artrosis de rodilla, a las ocho semanas de la

desestabilizacion quirdrgica del menisco medial de la rodilla.

Los ratones hembra del grupo que no expresaba granzima A
presentaron menor severidad en la artrosis de rodilla que el grupo
control, a las ocho semanas de la desestabilizacion quirargica del

menisco medial de la rodilla.
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