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DESCRIPCIOM

El presente invento se refiere a la osteoartritis y a métodos para el tra-
tamiento y el diagndstico de la misma.

La osteoartritis (OA) es también conocida como "enfermedad degenera-
tiva de las articulaciones" y es el tipo mas comun de artritis, estimandose que sola-
mente en los Estados Unidos de América afecta a 20,7 millones de adultos (datos de
www.nih.gov/niams/healthinfo/artrheu.htm). La osteoartritis afecta principalmente al
cartilago, el tejido que protege los extremos de los huesos en una articulacion. Tiene
lugar una osteoartritis cuando el cartilago comienza a deteriorarse, desgastarse y des-
componerse. En casos extremos, el cartilago puede consumirse hasta dejar una
articulacion de hueso sobre hueso. La osteoartritis puede causar dolor articular,
movilidad articular reducida e incapacidad. Resulta muy a menudo una incapacidad
cuando la enfermedad afecta a la columna vertebral y a las articulaciones que
soportan peso (las rodillas y las caderas).

Tipicamente, los sintomas de la OA se desarrollan bastante lentamente.
Una articulacion concreta puede doler o producir molestias después de un uso prolon-
gado o después de un periodo de inactividad, tal como, por ejemplo, tras dormir. El
dolor, la rigidez y la molestia empeoraran generalmente con el tiempo, y la amplitud de
movimientos de la articulacién puede llegar a reducirse. Un sonido chirriante al mover-
se indica que el cartilago de la articulaciéon se ha desgastado y que los huesos estan
rozando uno contra otro.

La osteoartritis es conocida como "artritis degenerativa" y puede afectar
a la rodilla, la cadera, la columna vertebral y otras estructuras; es el mas comun de
todos los trastornos articulares humanos. La OA es clasificada como una artritis no
inflamatoria y, por lo tanto, puede distinguirse de enfermedades reumaticas como la
artritis reumatoide, que es clasificada como una artritis inflamatoria. La artritis reuma-
toide es una enfermedad inflamatoria del revestimiento de la articulacion (sinovia), y se
asocia con hinchazon e inflamacion de ciertas articulaciones, dolor muscular y final-
mente la pérdida de uso de la articulacion en su conjunto. La inflamacion tiende a ser
simétrica, lo que facilita el diagnostico de la artritis reumatoide. Otras enfermedades
del grupo de las enfermedades reumaticas incluyen la gota, que afecta muy comun-
mente al dedo gordo del pie y se desarrolla rapidamente, la artritis infecciosa, que es
una expresion general usada para describir las diversas formas de artritis causadas
por agentes infecciosos tales como bacterias y virus, y la artritis reactiva, que se desa-
rrolla después de una infeccion que afecta al tracto urinario, el intestino y otros érga-

nos y se asocia a menudo con problemas oculares, erupciones cutaneas y Ulceras
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bucales.

El término "artritis" se utiliza a veces para referirse a todas las enferme-
dades reumaticas; sin embargo, la palabra significa literalmente inflamacién articular,
es decir, hinchazén, enrojecimiento, ardor y dolor causados por una lesiéon o enferme-
dad tisular en la articulacion. Los diferentes tipos de artritis comprenden solo una parte
de las enfermedades reumaticas que también incluye enfermedades descritas como
"enfermedades del tejido conjuntivo" y enfermedades autoinmunes tales como fibro-
mialgia y lupus eritematoso sistémico. Como se discutié anteriormente, la OA ya no se
ve como parte de este grupo puesto que es una artritis no inflamatoria.

No se conoce la causa de la OA, pero se cree que es el resultado de
una combinacién de factores. Se ha pensado que una edad avanzada, una historia
familiar de la enfermedad, un uso excesivo o abuso de una articulacion concreta, una
lesién, la existencia de sobrepeso y otras enfermedades pueden contribuir al desarro-
llo de la OA. La causa o las causas de los tipos de artritis infecciosa (bacterias y virus)
y la gota (cristales de &cido urico en la articulacién) son mejor comprendidas por los
cientificos y los médicos.

Se han investigado el papel de ciertas enzimas, endégenamente produ-
cidas, en la descomposicién del cartilago articular en la OA y la posibilidad de utilizar
farmacos que bloqueen la accién de estas enzimas. En particular, se libera esponta-
neamente éxido nitrico, que es producido por una familia de enzimas llamadas 6xido
nitrico sintasas, del cartilago humano afectado por OA en cantidades suficientes para
causar dafo en el cartilago. Esta la hipotesis de que el NO inhibe la producciéon de
matriz al interferir en importantes factores autocrinos y paracrinos, y se ha mostrado
que el NO inhibe la produccién de TGF-B. Los condrocitos articulares activados produ-
cen grandes cantidades de NO, y existe la creciente evidencia de que esto podria es-
tar implicado en la etiopatogénesis de la osteoartritis. Es probable que los efectos bio-
l6gicos del NO endbégenamente producido, a causa de su corta semivida, se produz-
can localmente dentro del cartilago (R. Studer, Osteoarthritis and Cartilage, Volumen
7, Numero 4, Julio de 1999). Ademas, un componente importante del cartilago es el
colageno de tipo Il, que es degradado por la gelatinasa, una metaloproteinasa endé-
gena.

El diagnéstico de enfermedades reumaticas o la OA puede ser dificil
porque ciertos sintomas son comunes a muchas enfermedades diferentes. El diagnés-
tico puede requerir la remision a un reumatélogo ya que, incluso si se ha realizado el

diagnostico de una de las enfermedades reumaticas, puede ser necesario que un es-
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pecialista determine cual.

Tipicamente, el diagnéstico requerira una revision completa de la histo-
ria médica del paciente, incluyendo la historia familiar, un examen fisico, pruebas de
laboratorio, y rayos X u otras técnicas con formacién de imagenes. El examen fisico
incluird tipicamente la investigacion de todas las articulaciones en cuanto a enrojeci-
miento, ardor, deformidad, facilidad de movimiento y sensibilidad. Puesto que ciertas
formas de artritis, tal como el lupus, pueden afectar a otros érganos, puede resultar
necesario un examen fisico completo que incluya el corazén, los pulmones, el abdo-
men, el sistema nervioso, los 0jos, los oidos y la garganta. Puede ser necesario llevar
a cabo en sangre, orina y/o liquido sinovial una de diversas pruebas de laboratorio que
incluyen: para anticuerpos antinucleares, recuento sanguineo completo, hematocrito,
para factor reumatoide, y urindlisis.

Puede que el médico necesite ver al paciente mas de una vez con obje-
to de hacer el diagnoéstico, y la decision final sera generalmente un diagndstico de tra-
bajo basado en un nimero de parametros diferentes, que se basa en la competencia y
la correspondiente experiencia del facultativo que realiza el examen. Una prueba me-
nos subjetiva para la OA que fuera rapida y facil de llevar a cabo mejoraria en gran
medida el proceso diagndstico. Puesto que la OA es comun, seria util para identificar
positivamente la OA pero, igualmente, si se pudiera descartar la OA en una fase tem-
prana, esto también seria considerablemente provechoso para el facultativo.

Hasta ahora, en cuanto a tratamientos actualmente disponibles para la
OA, no hay un unico tratamiento exitoso disponible para todos los pacientes. En un
plan de tratamiento tipico se combinan normalmente varios tipos de tratamiento de-
pendiendo de la fase y la gravedad del estado y de las necesidades médicas y de esti-
lo de vida del paciente. Los tratamientos pueden incluir descanso y relajacion, ejerci-
cio, cambios en la dieta y medicacidn; en casos graves, puede ser necesaria la cirugia.

Se admite generalmente (www.nih.gob/niams/healthinfo/artrheu.htm)
gue las medicaciones disponibles usadas para tratar la mayoria de las enfermedades
reumaticas y la OA no proporcionan una cura sino que, mas bien, limitan los sintomas
de la enfermedad. Aunque la artritis infecciosa (por ejemplo, la enfermedad de Lyme),
si se diagnostica a tiempo, puede ser exitosamente tratada con antibiéticos.

Las medicaciones comunmente utilizadas para tratar la OA proporcio-
nan un alivio del dolor. Los analgésicos adecuados incluyen la aspirina y otros farma-
cos antiinflamatorios no esteroides (NSAIDs; del inglés, non-steroidal anti-inflammatory

drugs), tal como el ibuprofeno (que tienen la ventaja afadida de disminuir la inflama-
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cion asociada con el dafo tisular). En los ultimos afos, los cambios tempranos en las
articulaciones han sido quirargicamente tratados utilizando una combinacion de células
de cartilago cultivadas y cubierta peridstica del paciente, en un intento para reparar el
cartilago danado. Sélo un pequeno numero de pacientes puede ser tratado mediante
este meétodo caro e invasivo.

Se ha planteado la hipétesis [A. R. Amin et al. (1996), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93, paginas 14.014-14.019] de que se podrian usar tetraciclinas en el trata-
miento de la OA a causa de su capacidad para inhibir la expresion de la éxido nitrico
sintasa (NOS; del inglés, nitric oxide synthase) enddégena. La posibilidad de utilizar la
tetraciclina doxiciclina en el tratamiento de la OA a causa de su capacidad para inhibir
la actividad colagenasa del paciente fue discutida por L. P. Yu et al. (1991) en J. Rheu-
matol. 18, paginas 1450-2. Aun no se ha lanzado al mercado un producto basado en
estos compuestos.

De la discusion anterior resulta evidente que los métodos existentes
para el diagnéstico y el tratamiento de la OA no son completamente satisfactorios.
Dado el numero de pacientes aquejados de OA, particularmente en las poblaciones
occidentales envejecidas, existe la necesidad real de un diagnostico rapido y fiable de
la OA y de tratamientos mejorados para la misma. Siguiendo un nuevo y sorprendente
descubrimiento, el presente invento proporciona una ensefianza que aborda estos dos
problemas.

El presente inventor ha establecido, por vez primera, un vinculo entre
bacterias y osteoartritis. Nunca se habia sugerido antes que las bacterias pudieran
ejercer un papel principal en la OA, y la identificacién de este papel abre la posibilidad
de una diversidad de nuevas técnicas terapéuticas y diagnosticas en el campo del cui-
dado de los aquejados de OA. Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto, el presente
invento proporciona el uso de un agente antibacteriano en la fabricacién de un medi-
camento para el tratamiento de la OA bacteriana primaria, mediante el tratamiento de
una infeccidén bacteriana que es responsable de la OA. Alternativamente expresado, el
presente invento proporciona un agente antibacteriano para uso en el tratamiento de
una OA bacteriana primaria, mediante el tratamiento de una infeccion bacteriana que
es responsable de la OA.

Los sintomas y el diagnéstico de la OA se discutieron anteriormente vy,
aunque puede ser un proceso complejo, un facultativo adecuadamente experimentado
normalmente puede diagnosticar exitosamente la OA. Una definicién util de la OA para

los fines del presente invento es la siguiente: dolor en una o mas articulaciones, des-
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gaste gradual del cartilago de esa articulacion (tipicamente durante varios afnos), mas
ausencia de sintomas de cambios artriticos como los que se hallan, por ejemplo, en la
artritis reumatoide.

Los cambios tipicos hallados en las radiografias de pacientes con OA
incluyen un espacio articular estrecho y esclerosis subcondral. La OA se caracteriza
por dolor y pérdida de funcidén de la articulacién causadas por una pérdida general-
mente progresiva de cartilago articular, lo que va seguido de un intento de reparacién
del cartilago articular y también de remodelacion y esclerosis del hueso subcondral.
También se pueden hallar osteofitos y quistes en el hueso subcondral y sinovitis se-
cundaria dentro de la articulacion. Por contraste con las enfermedades reumaticas, la
inflamacién no es un aspecto principal de la enfermedad.

La OA se puede dividir en OAs primaria y secundaria. La OA primaria
es la forma mas comun y aparece con incidencia creciente al aumentar la edad; ac-
tualmente no hay cura disponible. EI American College of Rheumatology (ACR),
http://www.rheumatology.org/patients/factsheets.html, proporciona la siguiente defini-
cion de OA primaria: La OA es un grupo heterogéneo de estados que conducen a sin-
tomas y signos articulares que estan asociados con una integridad defectuosa del car-
tilago articular, ademas de cambios relacionados en el hueso subyacente y los bordes
de la articulacién. El diagnéstico implicara tipicamente la evaluacién de aspectos pato-
l6gicos, radiograficos y clinicos.

La OA secundaria es menos comdn, y sus causas incluyen anormalida-
des metabdlicas, genéticas y de desarrollo del cartilago articular. En la OA secundaria,
se reconoce un claro estado, proceso o enfermedad causal. A menudo se presenta OA
secundaria en las circunstancias siguientes: sindrome de Stickler (artro-oftalmopatia
hereditaria progresiva), hemocromatosis, enfermedad por depdsitos de pirofosfato de
calcio, lesion en la superficie articular, inestabilidad de las articulaciones, incongruen-
cia de las articulaciones, denervacion (articulacion de Charcot), displasias epifisarias,
tras artritis séptica (infeccion), osteonecrosis, osteocondritis disecante, y afos después
de dafo en el menisco y/o extirpacion del menisco.

En realidad, los datos aqui presentados en relacién con el papel de una
infeccion bacteriana en el desarrollo de la OA podrian conducir a su clasificacion como
un estado secundario que resulta de una infeccién bacteriana inicial.

Los inventores son los primeros en identificar un papel primario (es de-
cir, causal) de las bacterias en la OA; es decir, una infeccién puede ser un proceso

primario o ser secundaria a un proceso de iniciacion en la OA pero, no obstante, es
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responsable de uno o mas (tipicamente la mayoria o todos) de los sintomas caracte-
risticos de la OA y/o de exacerbar dichos sintomas. Por lo tanto, la expresion "respon-
sable de" deberia ser interpretada teniendo en cuenta esta relacién.

Los datos clinicos aqui presentados en relacién con el tratamiento de
pacientes osteoartriticos con un antibiético confirman los datos moleculares y demues-
tran un papel de las bacterias en la osteoartritis. Se considerd que la mayoria de los
pacientes examinados mostraban sintomas mejorados después de sélo 4 semanas de
tratamiento con un antibiotico.

Aun sin pretender el respaldo de la teoria, parece probable que puede
haber cierto dano inicial en el cartilago y que la infeccion causativa de la OA se trasmi-
te a través del liquido sinovial o a través de los vasos sanguineos desarrollados alre-
dedor del cartilago lesionado. Este papel activo de las bacterias en el desarrollo de la
OA puede ser contrastado con las infecciones bacterianas secundarias que pueden
tener lugar, por ejemplo, después de una cirugia y que no son en si responsables de
los sintomas de la OA.

Por ejemplo, se han descrito previamente antibioticos en un contexto
profilactico [B. Espehaug et al. (1997), J. Bone Joint Surg. Br., Julio; 79 (4), paginas
590-5]. En este estudio, se administraron antibioticos sistémicos y/o cemento que con-
tenia antibiéticos a pacientes osteoartriticos que acababan de recibir reemplazos de
cadera totales cementados primarios. Implantar un metal durante el tratamiento de
fracturas o la OA significa aumentar el riesgo de infeccion ya que las bacterias pueden
atravesar facilmente la zona alrededor de un implante metdlico. Sin embargo, el uso
de antibidticos en este contexto no es para el tratamiento de una infeccion bacteriana
gue tiene un papel causal en la propia OA. Por contraste, de acuerdo con el presente
invento, el tratamiento es tipicamente no profilactico; es decir, se trata una infeccion
establecida que es responsable de la OA observada. Ademas, las bacterias concretas
gue pueden causar problemas después de una operacién son diferentes de las ahora
identificadas por tener un papel causal en la OA y sus sintomas.

El presente invento puede ser también distinguido de publicaciones ta-
les como la de Amin et al. (supra), que sugieren un posible papel de las tetraciclinas
en el tratamiento de la OA por medio de la capacidad de dichas moléculas para inhibir
enzimas endogenas que incluyen NOS y colagenasa. Evidentemente, dichos docu-
mentos no tienen relacion con, y no describen, el uso de tetraciclinas en el tratamiento
de una infeccion bacteriana, siendo la actividad antibiética secundaria a las actividades

de interés. En estos documentos no se sugiere un papel causal de bacterias en la OA.
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Los inventores han sido capaces de establecer el vinculo entre bacte-
rias y OA a través de una serie de experimentos. No se habian encontrado previamen-
te bacterias en las articulaciones con osteoartritis primaria (excepto en casos con ciru-
gia de intercambio después de aflojamiento). Como se discutié anteriormente, la artri-
tis séptica (infecciosa) es un estado diferente, y en dichas articulaciones se encuentran
normalmente bacterias tales como estreptococos y estafilococos y algunas especies
Gram negativas. S6lo una combinacion fortuita de técnicas, es decir, el modo de tomar
biopsias, métodos de presentacion diferencial modificados y finalmente el andlisis de
rRNA 16s alert6 a los inventores de la posibilidad de una implicacién bacteriana, lo que
luego se confirmd6. Se presenta la hipétesis de que la presencia de bacterias puede
haber estado "oculta" en el pasado porque es dificil desarrollar las bacterias pertinen-
tes en ensayos de cultivo estandares.

Todos los pacientes incluidos en el grupo "osteoartritico" pasaron por
procedimientos de artroplastia en una rodilla. Se tomaron las biopsias durante la ciru-
gia, cuando la articulacién estaba siendo reemplazada tanto en el lado femoral como
en el tibial. El diagnéstico de la osteoartritis se basaba en dolor en la articulacién, un
tipico desgaste gradual del cartilago durante afos, falta de signos de cambios artriti-
cos como los hallados en la artritis reumatoide, y los tipicos cambios hallados en ra-
diografias, tales como espacio articular estrecho y esclerosis subcondral. Los cambios
patoldgicos estaban muy avanzados; esto viene respaldado por la necesidad de los
pacientes a someterse a una artroplastia de la articulacién.

Uno de los grupos testigo incluidos eran pacientes con cartilago normal,
de los cuales se tomaron muestras durante el reemplazo del ligamento cruzado ante-
rior. Ningun trauma reciente habia alterado las rodillas sometidas a esta operacion, y
el trozo de cartilago estudiado hubo de ser extirpado durante el procedimiento de re-
emplazo para permitir el espacio suficiente para que funcionara el ligamento reparado.
Se hallé que ninguno de estos pacientes testigo tenia la secuencia génica bacteriana a
identificar.

En el otro grupo testigo, los pacientes sélo tenian zonas darnadas locali-
zadas, sin dafo general en la articulacion. Todos fueron operados en un intento para
recuperar la arquitectura y las funciones de un cartilago normal. Esta operacion incluia
el uso de condrocitos cultivados in vitro, la extirpacion del cartilago danado y el cubri-
miento de la zona a reparar con periostio y las células cultivadas in vitro. Se hallé que
ninguno de los pacientes con este dafo limitado del cartilago tenia el gen bacteriano.

Estos resultados sugieren que en las primerisimas fases del desarrollo de la OA puede
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haber poca o ninguna implicacion bacteriana pero que una infeccion bacteriana es
responsable del desarrollo de la verdadera OA y de los sintomas avanzados y mas
graves de la misma. Es el progreso hasta la OA verdadera (fase avanzada) en una
articulacion dada el responsable del dolor y la falta de movilidad experimentados por la
mayoria de los pacientes con OA, y, por lo tanto, serian deseables tratamientos que
evitaran o lentificaran este progreso.

Los sintomas caracteristicos de la OA de primera fase incluyen dolor
durante la actividad y un nivel reducido de actividad. En una fase avanzada de la OA,
se puede observar dolor durante el descanso y por la noche, asi como durante la acti-
vidad. Se reduce mucho la actividad y es comun el uso de muletas. También se aso-
cian con la OA avanzada un movimiento reducido de la articulacién y rigidez en la arti-
culacion.

Desde el punto de vista del médico, en las primeras fases de la OA se
halla dolor en la linea articular y puede haber un liquido sinovial aumentado en la arti-
culacion. Las radiografias indican generalmente un estrechamiento del espacio articu-
lar porque el cartilago esta reducido. Sin embargo, los barridos con formacién de ima-
genes por resonancia magnética son mas utiles que las imagenes por rayos X en las
primeras fases ya que permiten identificar cambios tempranos en el cartilago y el hue-
so subcondral. Una artroscopia puede revelar fibrilacion, grietas y defectos en el carti-
lago. En la OA avanzada, hay dolor aumentado en la linea articular, palpacion de os-
teofitos y normalmente liquido sinovial aumentado. Las radiografias revelan un estre-
chamiento significativo del espacio articular hasta la articulacion, donde aparece como
hueso contra hueso sin espacio para cartilago. Los rayos X también revelan esclerosis
y quistes en el hueso subcondral, posible deformacién de la articulacion y normalmen-
te osteofitos alrededor de los bordes de la articulacion. La artroscopia revela cartilago
ausente y degradado.

También se describe aqui el uso de un agente antibacteriano en la fa-
bricacion de un medicamento para prevenir o reducir el desarrollo de, o el progreso
hasta, una osteoartritis de fase avanzada. Si se diagnostica la OA en una fase muy
temprana, puede ser apropiado entonces un tratamiento profilactico con un antibiético.

Se utilizé una técnica modificada de presentacion diferencial, que aqui
se describe con detalle en la seccién "Ejemplos". La presentacion diferencial es un
método que se utiliza para descubrir genes que se expresan diferencialmente en una
situacién con respecto a otra. Se realiza la transcripcién inversa de mRNA y, de la po-

blacion de cDNA, se multiplica un numero pequeno de genes utilizando cebadores
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seleccionados y PCR. La separacion de las muestras bajo investigacion (multiplicadas
con los mismos conjuntos de cebadores) una al lado de la otra en un gel de alta reso-
lucidén produce un patron de bandas, cada una de las cuales representa un gen expre-
sado de las muestras originales. Se dice que un gen/banda que se encuentra en una
muestra pero no en otra se expresa diferencialmente.

En este caso, se tomaron biopsias de la rodilla, de la parte osteoartritica
del cartilago de pacientes con OA y de otro paciente durante la reparacién del liga-
mento cruzado. En un paciente con OA, se compararon las biopsias de la zona os-
teoartritica con las de una zona no alterada. Hubo un problema con mRNA insuficiente
en la muestra de cartilago. El tejido cartilaginoso esta compuesto de células condroci-
ticas rodeadas por matriz extracelular. EI nimero total de células por gramo de tejido
es pequefo. La matriz extracelular consiste esencialmente en colageno (tipos I, IX,
Xl), proteoglicanos (agrecano) y otros moléculas grandes, tal como hialuronano. La
extraccién de mRNA de pequefias muestras de cartilago produce niveles casi indetec-
tables de mRNA. Esto se debe tanto al pequefio nimero de células en un pequefio
trozo de tejido con pocas células por unidad de peso, como al efecto de la matriz ex-
tracelular sobre la eficacia de las extracciones/aislamiento de mRNA. Los proteoglica-
nos se unen facilmente al RNA y, por lo tanto, reducen el rendimiento. Por consiguien-
te, se multiplicé la poblacién completa de cDNA como una operacién preliminar des-
pués de la transcripcion inversa.

Las bandas diferencialmente expresadas del gel pueden ser cortadas,
remultiplicadas, clonadas y luego secuenciadas. Este trabajo permitio identificar a la
NOS como la mas expresada en el cartilago osteoartritico, y el analisis secuencial in-
dicd que el gen tenia mayor homologia con una secuencia bacteriana que con una
secuencia humana. La presencia de bacterias fue luego confirmada al detectar rRNA
16S en tejidos osteoartriticos, lo que es indicativo de bacterias patdogenas en el tejido
cartilaginoso afectado.

Una secuenciacién y unos estudios comparativos ulteriores del rRNA
16S ha permitido la identificacién de la especie bacteriana implicada en la OA, y esto
permitira la seleccién de los antibiéticos mas apropiados. La especie implicada es, o
esta muy estrechamente relacionada con, Janthinobacterium. Duganella es un ejemplo
de una especie muy estrechamente relacionada con Janthinobacterium. Los datos
secuenciales indican que la bacteria responsable esta relacionada con subespecies de
Pseudomonas. Dichas bacterias son diferentes de las bacterias que causan problemas

en los hospitales a causa de la infeccion de heridas y zonas quirurgicas. Puede haber
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una poblacién bacteriana heterogénea que cause OA en la(s) articulaciéon(es) de cier-

tos pacientes.

Por "agente antibacteriano" se quiere significar cualquier compuesto o
formulacion que mata bacterias, previene o inhibe la proliferacion de bacterias o, si no,
debilita o incapacita bacterias. Se pueden utilizar agentes tanto bactericidas como bac-
teriostaticos. El agente puede tener una actividad especifica para una sola especie
bacteriana o para un pequeno numero de especies bacterianas, o puede ser activo
frente a una gran variedad de bacterias, tal como los péptidos que afectan a las mem-
branas bacterianas.

Los agentes antibacterianos adecuados pueden ser usados localmente
o ser administrados intravenosa u oralmente. El tratamiento podria incluir uno o mas
de los puntos siguientes:

a - Una pequefia operacion con artroscopia que incluira limpiar la articulacion e inyec-
tar el antibidtico seleccionado, o una artrotomia con una aguja que inyecta el anti-
bidtico seleccionado.

b - De nuevo mediante artroscopia, poner en las articulaciones afectadas una matriz
que libera antibiotico.

¢ - Administracion oral de una combinacion de antibiéticos seleccionados.

d - Administracion intravenosa de una combinacion de antibiéticos seleccionados.

Ademas, la prétesis o las células podrian ser impregnadas o formuladas con antibié-

ticos antes de la implantacion.

Se conocen muchos agentes antibacterianos y se estan desarrollando
mas en todo momento. Los agentes antibacterianos preferidos son aquellos que son
eficaces en el tratamiento de infecciones por Pseudomonas. Se prefieren los antibioti-
cos que son activos incluso contra especies bacterianas que tienen tendencia a formar
biopeliculas por percepcion de quérum, ya que Pseudomonas, Janthinobacterium 'y
Burkholderia tienen una elevada tendencia a formar dichas biopeliculas. De esta ma-
nera, una clase preferida de antibiéticos es la de aquellos que se dirigen a/contra los
genes o productos génicos implicados en la percepcién de quérum y la formacién de
biopeliculas.

En realidad, se ha mostrado recientemente que un componente princi-
pal de las biopeliculas producidas por Pseudomonas es DNA (se cree que las bacte-
rias responsables de la osteoartritis son similares a la Pseudomonas). Por lo tanto, en
una realizacion preferida del presente invento, el tratamiento sera una terapia combi-

nada en que se administran conjuntamente un antibiético y un agente que puede rom-
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per el DNA, preferiblemente una enzima, tal como, por ejemplo, una enzima de restric-
cion o DNasa |. Se produce un efecto sinérgico ya que la enzima o el otro agente rom-
pe el DNA y reduce la viscosidad de la biopelicula, lo que permite una penetracion
mas eficaz del antibiotico. En la articulacion afectada se inyectaran preferiblemente
agentes anti-DNA, tal como DNasa I.

Los compuestos siguientes son ejemplos especificos de agentes anti-
bacterianos adecuados: combinacion de claritromicina/levofloxacina, mercaptoetilgua-
nidina (se ha hallado que inhibe la respuesta inflamatoria debida al acido nitrico en una
infeccion por Pseudomonas), lactato de ciprofloxacina (eficaz frente a Pseudomonas),
tobramicina (se ha usado contra Pseudomonas), ceftazidima pentahidratada (sola o en
combinacidn con otros antibiéticos), gentamicina (se usa localmente en cirugia ortopé-
dica para el tratamiento de infecciones y podria utilizarse en el tratamiento local de la
osteoartritis), ciproxina, rifampicina (en combinacién con ceftazidima pentahidratada
y/o gentamicina), doxiciclina (un antibiético de amplio espectro) y trimetropri-
ma/sulfametoxazol (combinacion).

En ciertos casos, por ejemplo cuando hay preocupacion acerca de los
efectos secundarios que siguen a un tratamiento sistémico, el agente antibacteriano
sera preferiblemente inyectado en (o cerca de) la articulacion osteoartritica afectada.
Los agentes antibacterianos de esta categoria incluyen gentamicina y ciproxina. De
acuerdo con un régimen de tratamiento preferido, se administraran conjuntamente 2 o
mas agentes antibacterianos, tales como, por ejemplo, gentamicina y doxiciclina. En
este caso, se puede administrar oralmente un agente activo e inyectar el otro local-
mente.

Los agentes de realizacion particularmente preferidos son aquellos que
son eficaces contra Janthinobacterium y/o Pseudomonas o bacterias de tipo Pseudo-
monas.

Durante el trabajo que condujo al presente invento, los inventores mos-
traron que la éxido nitrico sintasa (que parecia ser de origen bacteriano) se expresaba
diferencialmente en tejidos con OA. Se ha hallado que la 6xido nitrico sintasa resulta
inhibida incluso a nivel transcripcional por compuestos de tetraciclina, y, por lo tanto,
dichos compuestos son una clase preferida de antibiéticos para uso en el invento.

Los agentes antibacterianos para uso de acuerdo con el presente inven-
to tienen tal efecto suficientemente inhibidor sobre las bacterias de la articulaciéon que
causan una mejoria mensurable y significativa de la osteoartritis y sus sintomas aso-

ciados. No se espera que el tratamiento sea totalmente exitoso en todos los casos
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pero el "tratamiento" de acuerdo con el presente invento deberia incluir una mejoria en
una o mas de las areas siguientes: dolor en, y alrededor de, la articulacion en reposo o
en movimiento, inflamacién alrededor de la articulacién, movimiento de la articulacion y
deterioro del cartilago de la articulacion. El tratamiento se vera preferiblemente como
una mejoria en una o mas de estas areas, pero puede incluir la prevencion o lentifica-
cién de la ulterior decadencia del cartilago, el movimiento de la articulacién, etc. La
naturaleza de la OA significa que si se detiene el desarrollo de la enfermedad podria
haber un beneficio significativo para el paciente. Si se pretende introducir tejido creado
0 nuevas células en el sitio del dafo en la articulacién, el sitio es entonces preferible-
mente tratado en primer lugar con un agente antibacteriano de acuerdo con la ense-
fianza del invento.

Para el tratamiento de acuerdo con el presente invento, se pueden tener
en cuenta todos los pacientes con OA bacteriana primaria, estén recién diagnosticados
o estén en una fase mas avanzada. Los sintomas en que se puede observar una me-
joria se discutieron anteriormente.

Se puede determinar una cantidad "farmacéuticamente eficaz" en rela-
cién con las diversas areas aqui discutidas en que el tratamiento puede proporcionar
mejorias mensurables, y se puede seleccionar con referencia a los Ejemplos.

También se describe un método para mejorar la movilidad articular y/o
reducir el dolor y/o la inflamacién de una articulacion en un mamifero, método que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de un agente antibac-
teriano a dicho mamifero.

La mejoria en la movilidad articular puede ser valorada por el propio
paciente o por su asesor médico; lo mismo en cuanto al dolor y la inflamacion.

También se describe una composicion farmacéutica para uso en el tra-
tamiento de la OA bacteriana primaria, mas particularmente de una infeccion bacteria-
na responsable de la OA, composicidon que comprende un agente antibacteriano junto
con al menos un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable. En
dichas composiciones, el ingrediente activo puede comprender del 0,05% al 99% en
peso de la formulacién, mas preferiblemente del 0,1% al 5,0%.

Por "farmacéuticamente aceptable" se quiere significar que los ingre-
dientes deben ser compatibles con otros ingredientes de la composicién, asi como
fisiolégicamente aceptables para el receptor.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas de acuerdo

con cualquiera de los métodos convencionales conocidos en la técnica y ampliamente
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descritos en la bibliografia. De esta manera, el ingrediente activo puede ser incorpora-
do, opcionalmente junto con otras sustancias activas, con uno o mas vehiculos, dilu-
yentes y/o excipientes convencionales para producir preparaciones galénicas conven-
cionales tales como tabletas, pildoras, polvos, pastillas, sobres, capsulas, elixires,
suspensiones, emulsiones, disoluciones, jarabes, aerosoles (como un sélido 0 en un
medio liquido), unglentos, capsulas de gelatinas blanda y dura, supositorios, disolu-
ciones inyectables estériles, polvos envasados estériles, y similares. Anteriormente se
discutieron otros métodos para formular los agentes antibacterianos, por ejemplo, me-
diante su incorporacion a dispositivos para implantacion.

Los agentes activos se formulan preferiblemente en tabletas, contenien-
do cada tableta una cantidad predeterminada de ingrediente activo. Como aqui se dis-
cute, puede ser deseable inyectar ciertos antibiéticos en la articulacién afectada.

Las dosis adecuadas variaran de paciente a paciente y pueden ser de-
terminadas por el médico de acuerdo con el peso, la edad y el sexo del paciente y la
gravedad del estado, y también con el particular agente antibacteriano seleccionado.
Una dosis diaria total tipica de agente antibacteriano estara en la region de 50-1000
mg, preferiblemente de 100-300 mg. Esto se administrara preferiblemente como una
sola dosis.

Las mejorias en los pacientes tratados de acuerdo con el presente in-
vento pueden verse a lo largo de una semana o dos y, hormalmente, el tratamiento se
deberia continuar durante 1 a 2 meses o mas para alcanzar los beneficios maximos.
Como aqui se muestra, puede que 4 semanas sean suficientes para ver mejorias sig-
nificativas.

La identificacién de un papel de las bacterias en el desarrollo de la OA
también proporciona nuevos métodos para el diagndstico exacto de la OA. Se pueden
examinar biopsias tomadas de pacientes de los que se sospecha que tienen OA, por
ejemplo, muestras de liquido sinovial, en cuanto a la presencia de bacterias patége-
nas. De esta manera, en un aspecto mas, el presente invento proporciona un método
in vitro para diagnosticar osteoartritis en un paciente del que se sospecha que tiene
osteoartritis, método que comprende examinar una muestra de una articulacién de
dicho paciente en cuanto a la presencia de bacterias (patégenas) que confirmen que
dicha articulacién esta afectada por osteoartritis bacteriana primaria.

Un método particularmente preferido implica el uso de cebadores o
sondas de acido nucleico disefiados para detectar la especie bacteriana de interés por

medio de homologia con una region (secuencia) diana del acido nucleico de las bacte-
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rias. Aqui se describen cebadores adecuados en los Ejemplos. Preferiblemente, el
cebador o los cebadores se dirigen a una region del rRNA 16S (o el gen que lo codifi-
ca). Los cebadores aqui disefiados como F21- y R21-, particularmente F21-4 y R21-4,
son especificos para secuencias de tipo Janthinobacteriumy son especialmente prefe-
ridos. También es particularmente adecuada la pareja de cebadores F21-2 y R21-4.

Las sondas/cebadores tienen homologia con secuencias diana; es de-
cir, son capaces de unirse con secuencias diana bajo niveles de rigor estandares.

En los Ejemplos presentes se proporcionan metodos para obtener
muestras adecuadas de pacientes de los que se sospecha que tienen OA en una o
mas articulaciones. El método diagndstico aqui descrito proporciona una prueba util y
fiable para confirmar que una articulacion esta afectada por OA bacteriana primaria y
se puede utilizar solo o junto con técnicas diagnésticas conocidas.

La muestra examinada sera preferiblemente liquido sinovial. Si sélo se
obtiene un poco de liquido, se puede inyectar entonces disolucion salina (posiblemen-
te hasta aproximadamente 30 ml) antes de una aspiracién ulterior. Estas muestras
fluidas pueden ser luego centrifugadas para obtener una muestra de células; por
ejemplo, centrifugando a 13.000 rpm (15.000g) durante 45 minutos. Las células del
sedimento de centrifugacion son preferiblemente lavadas 2-3 veces con una disolucién
salina estéril antes de ser congeladas a, por ejemplo, -70 °C.

El ensayo para el marcador génico bacteriano se puede basar en la
identificacion de RNA (por ejemplo, directamente para rRNA 16S) o DNA (por ejemplo,
el gen que codifica rRNA 16S). Cuando se analiza RNA, antes de que se pueda llevar
a cabo una PCR, se requiere una operacion de transcripcidén inversa para generar
cDNA. En los Ejemplos se describen métodos para analizar RNA, pero en su lu-
gar/también se puede analizar el DNA de las bacterias del liquido sinovial. Se puede
aislar primero el DNA de las células usando, por ejemplo, el kit tisular DNeasy de
QIAGEN (numero 69504 del catalogo). Alternativamente, el DNA puede ser multiplica-
do y analizado sin una operacién de extraccion independiente. B. Nordvag et al., en
Method in Neurosciences, volumen 26 (1995), paginas 15-25, y en BioTechniques
(1992), volumen 12, n® 4, paginas 490-491, describen protocolos adecuados para la
multiplicacién de DNA de células sanguineas, y los métodos se aplican igualmente a
una muestra de células procedente de liquido sinovial.

Cuando se lleva una PCR a cabo, se usaran preferiblemente tres pare-
jas de cebadores distintas:

A) un conjunto de cebadores especifico para las bacterias que causan la en-
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fermedad, especifico asi para Janthinobacterium y especies relacionadas (preferible-
mente disefado para la multiplicacion del gen de rRNA 16S);

B) un conjunto de cebadores para la multiplicacion de otro gen de las bacterias
gue causan la enfermedad, que no estd tan sumamente conservado como los genes
de rRNA 16S; por ejemplo, para parte de uno de los genes de rRNA 23S; y

C) un gen estandar humano, tal como el de B-actina, que puede ser usado para
la normalizacion de la cantidad de sefal bacteriana para que sea una senal de genes
humanos derivados de células sinoviales humanas.

El ensayo puede ser llevado rapida y convenientemente a cabo utilizan-
do soélo el anterior conjunto (A) de cebadores.

Las células se lisaran preferiblemente en un ciclo previo al método de
PCR para hacer el DNA accesible para la hibridacién de cebadores. Después de la
PCR, se usan técnicas estandares para visualizacién de geles.

Visto alternativamente, el presente invento proporciona un componente
para deteccion bacteriana para uso en el diagnéstico de una osteoartritis bacteriana
primaria en un paciente del que se sospecha que tiene osteoartritis. Como se discutio
anteriormente, los componentes para deteccién bacteriana adecuados incluyen son-
das y cebadores de acido nucleico que pueden ser disefiados para detectar bacterias
en general o un género o especie particular. En particular, los componentes permiten
detectar la especie relacionada con Janthinobacterium que los inventores presentes
han hallado vinculada con la OA. Otros componentes para deteccion bacteriana inclu-
yen anticuerpos.

El "agente" puede ser simplemente una disolucion, suspension, etc.,
gue contiene el componente para deteccion bacteriana y estd, o es capaz de estar, en
una forma conveniente para que se lleve a cabo el método diagndstico sobre una
muestra. El agente se pondra tipicamente en contacto con la muestra con objeto de
determinar si estan presentes bacterias o no.

También se describe un kit para el diagnéstico de OA bacteriana prima-
ria, que comprende un componente para deteccidn bacteriana, preferiblemente un
agente como el anteriormente definido. El "componente para deteccion bacteriana” es
tipicamente una o mas moléculas oligonucleotidicas, tal como, por ejemplo, una pareja
de cebadores de acido nucleico que permite detectar las bacterias diana responsables
de los sintomas de la OA. El kit puede también incluir preferiblemente uno o méas de
los compuestos siguientes: una DNA polimerasa (que esta exenta de DNA contami-

nante en la medida de lo posible), dNTPs, tampones y un reactivo para facilitar la so-
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lubilizacion de RNA/DNA.

En aun otro aspecto, el presente invento proporciona un producto que
contiene (a) un agente antibacteriano como el aqui definido y (b) un antagonista de
oxido nitrico, como una preparacién combinada para uso simultaneo, separado o su-
cesivo en el tratamiento de la OA bacteriana primaria, mediante el tratamiento de una
infeccion bacteriana que es responsable de la OA. Un "antagonista de éxido nitrico" es
cualquier componente que sirve para reducir la concentracion local de éxido nitrico en
la zona que rodea la articulacion, tal como, por ejemplo, un inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa.

En un aspecto mas, el presente invento proporciona un producto que
contiene (a) un agente antibacteriano como el aqui definido y (b) un agente que puede
romper DNA, que sera preferiblemente una enzima tal como DNasa |, como una pre-
paracion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de
la OA bacteriana primaria, mediante el tratamiento de una infeccién bacteriana que es
responsable de la OA.

El invento sera adicionalmente descrito con referencia a los siguientes
Ejemplos no restrictivos y las Figuras, en que:

La Figura 1 es un croquis que muestra una plastia de fosa durante la
reconstrucciéon del ligamento cruzado anterior. Se extirpa cartilago de la pared lateral
de la fosa.

La Figura 2 es una fotografia basada en una visualizacion optica que
muestra cartilago focalmente dafado en el condilo femoral medial. La fotografia se
tomo durante una artroscopia.

La Figura 3 es una fotografia basada en una visualizacion optica que
muestra cambios osteoartriticos avanzados en una rodilla. De nuevo, la fotografia se
tomé durante una artroscopia.

La Figura 4 es un organigrama de la tecnologia SMART. La figura esta
adaptada del manual de usuario del kit SMART™ para sintesis de cDNA por PCR, de
Clontech.

La Figura 5 es una fotografia de un gel que muestra los resultados de la
remultiplicacién de bandas diferencialmente expresadas. Se aislan las bandas entre
200 y 600 pares de bases (bp; del inglés, base pairs) y se usan para clonacién, se-
cuenciacion y posterior verificacion.

La Figura 6 es la primera secuencia aislada de pacientes mediante pre-

sentacion diferencial. Fue un analisis de esta secuencia mediante FASTA lo que con-
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dujo al inventor a sospechar por vez primera la presencia de bacterias.

La Figura 7 es una fotografia de un gel que muestra la deteccién de
sefales de RNA ribosémico 16S a partir de cultivos testigo de E. coli. Carril 1 = RNA
bacteriano testigo, Carril 2 = 1/10 x RNA bacteriano, Carril 3 = agua. La transcripcion
inversa se lleva a cabo con el cebador R1492, y la PCR con F27/R1492. Se aplicaron
al gel 5 pl de cada mezcla de reaccién PCR.

La Figura 8 es una fotografia de un gel que muestra la sefal de 16S en
biopsias de cartilago. Se cargaron los carriles del modo siguiente:

Carril  ID de la muestra
8A

8A

17A

17A

20A

20A

16N

16N

Mezcla magistral tratada + cebadores pero sin molde.

© 00 N oo o~ 0N =

La transcripcién inversa se llevé a cabo con el cebador R1474, la PCR con los cebado-
res F7/R1474, y se aplicaron 6 ul de cada mezcla de reaccion PCR al gel.

La Figura 9 es una fotografia de un gel que muestra la sefal de 16S en
biopsias de cartilago. Se cargaron los carriles del modo siguiente:
Carril  ID de la muestra

1 8A

2 17A

3 16N

4 Testigo de agua

La transcripcién inversa y la PCR se llevaron a cabo usando los cebadores de la Figu-
ra 8.

La Figura 10 es una fotografia que muestra fragmentos de DNA 16S
multiplicados y purificados antes de la secuenciacion. En algunas muestras, especial-
mente en tejidos normales, se observd un fragmento mas pequeno (350 bp) con res-
pecto al de las senales de 16S (1400 bp). Parecia que estos fragmentos mas peque-
fios, cuando eran secuenciados, eran similares al rRNA humano 18S. Se cargo6 el gel

de la manera siguiente:
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Carril  ID de la muestra

1 Fragmento pequefio de 17A*
Fragmento grande de 17A
Fragmento grande de 20A
Fragmento pequeno de 17A*
Fragmento grande de 17A

(22NN ¢) BRI CS IR o)

Mezcla magistral tratada + cebadores (F7 y R1474) pero sin molde.
Se aplicaron 4 ul de cada producto de aislamiento de DNA al gel.

La Figura 11 es una representacién esquematica que muestra la situa-
cién de cebadores en el rRNA 16s de longitud completa. La pareja F7/R1474 multipli-
cara el cDNA del rRNA 16s de longitud completa pero, cuando se usan para secuen-
ciar, cada uno de estos cebadores proporcionara una informacién secuencial sobre
unos pocos cientos de pares de bases, lo que no cubrira la secuencia completa. Para
obtener la secuencia completa del cDNA multiplicado, se usan los cebadores F10A,
F10B, F10C, R10A, R10B y R10C como cebadores de secuenciacién adicionales. En
la tabla 1 se enumeran las secuencias nucleotidicas. De este modo, se genera una
secuencia compuesta al usar informacién secuencial solapante obtenida por secuen-
ciacion con diversos cebadores directos. Se puede realizar el mismo proceso con los
cebadores inversos para obtener una secuencia inversa compuesta y luego se pueden
comparar las secuencias directa e inversa para crear una secuencia compuesta aun
mas precisa.

La Figura 12 es la secuencia del RNA 16s de longitud completa obteni-
da como una secuencia compuesta directa e inversa de la region A del paciente nume-
ro 21, usando los cebadores descritos en la leyenda de la Figura 16. Esta secuencia
se hallaba siempre en pacientes osteoartriticos y se hallé que representaba a Janthi-
nobacterium mediante una busqueda en la base de datos del NCBI con Blastn.

La Figura 13 es una representacion esquematica de cémo se pueden
utilizar diferentes cebadores para diferenciar entre las secuencias de rRNA 16s de
Janthinobacterium (J) y Burkholderia (B). Estas secuencias son generalmente bastante
similares pero con regiones en que hay un elevado porcentaje de falta de apareamien-
to entre las dos especies. De este modo, los cebadores F25-/R25- multiplicaran mol-
des con una secuencia de tipo B, y los cebadores F21-/R21- multiplicaran moldes con
una secuencia de tipo J. Esta técnica ayud6 a alcanzar la conclusion de que la especie
bacteriana implicada en la OA era Janthinobacterium, o una especie muy estrecha-

mente relacionada con ella, y a identificar los mejores cebadores para uso en el dia-
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gnostico de la OA causada por infeccidon bacteriana, F21-1 y R21-4.

La Figura 14 es una fotografia de un gel que muestra la deteccion de
genes de rRNA 16S de patégeno en liquido sinovial. Se aisl6 DNA del liquido sinovial
de una rodilla artritica usando el kit TRIzol de Gibco BRL/Life Technologies. Se multi-
plicé la secuencia del rRNA 16s usando los cebadores disefiados a partir de la se-
cuencia de rRNA 16s hallada en la muestra 21A. Se cargo el gel del modo siguiente:

Carril 1D de la muestra Cebadores

1 DNA F21-1/R21-4

2 DNA, diluciéon 1/10 F21-1/R21-4

3 Testigo de agua F21-1/R21-4

4 DNA F21-1/R21-5

5 DNA, diluciéon 1/10 F21-1/R21-5

6 Testigo de agua F21-1/R21-5

L Escala de DNA Plus de 1 kb, Gibco BRL/Life Technologies

La Figura 15 es una fotografia de un gel que muestra un fallo para de-
tectar rRNA 16S bacteriano en muestras de regién normal (N) del paciente 31 y en un

testigo de agua. Se cargaron los carriles del modo siguiente:

Carril Muestra Cebador directo Cebador inverso
L Escala de 1 kb+

1 DNA de 31N-SF, dilucién 1/10 F25-1 R25-3
2 DNA de 31N-SF, dilucion 1/10 F25-1 R25-4
3 DNA de 31N-SF, dilucion 1/10 F25-1 R25-5
4 DNA de 31N-SF, dilucion 1/10 F25-2 R25-3
5 DNA de 31N-SF, dilucién 1/10 F25-2 R25-4
6 DNA de 31N-SF, dilucion 1/10 F25-2 R25-5
7 DNA de 31N-SF, diluciéon 1/10 F25-3 R25-4
8 DNA de 31N-SF, dilucion 1/10 F25-3 R25-5
9 Testigo de agua F25-1 R25-3
10 Testigo de agua F25-1 R25-4
11 Testigo de agua F25-1 R25-5
12 Testigo de agua F25-2 R25-3
13 Testigo de agua F25-2 R25-4
14 Testigo de agua F25-2 R25-5
15 Testigo de agua F25-3 R25-4
16 Testigo de agua F25-3 R25-5
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Si hubieran estado presentes bacterias en cualquiera de las muestras
(incluso especies distintas de Burkholderia), se deberia haber generado entonces una
sefal al usar estos cebadores directos e inversos.

La Figura 16 es un gréafico que muestra las calificaciones KOOS para
"sintomas" antes y después del tratamiento con un antibiotico. p = 0,100.

La Figura 17 es un gréafico que muestra las calificaciones KOOS para
"actividad diaria" antes y después del tratamiento con un antibiético. p = 0,429.

La Figura 18 es un gréafico que muestra las calificaciones KOOS para
"deporte y diversion" antes y después del tratamiento con un antibiético. p = 0,008.

La Figura 19 es un gréafico que muestra las calificaciones KOOS para
"calidad de vida" antes y después del tratamiento con un antibiético. p = 0,182.

La Figura 20 es un grafico que muestra las calificaciones KOOS para
"dolor" antes y después del tratamiento con un antibiético. p = 0,386.

La Figura 21 es un gréafico que muestra las calificaciones individuales de
Lysholm antes y después del tratamiento con un antibiético. p = 0,003.

Ejemplos
Ejemplo 1 — Identificacidn de bacterias asociadas con el dafio osteoartritico

Biopsias clinicas de cartilago

El Comité Etico del Hospital de la Universidad de Tromsg aprobé la ex-
tirpacién y el examen de cartilago para este estudio. Los pacientes que fueron someti-
dos al procedimiento de biopsia fueron informados oralmente y por escrito acerca del
proyecto y firmaron un documento en que decian aceptar el uso del material para este
proyecto de investigacion.

Se tomaron de los pacientes las tres diferentes calidades de tejidos car-
tilaginosos, normal, focalmente danado y osteoartritico, del modo siguiente:

1. Se tomo el cartilago normal (N) de rodillas que fueron sometidas a reconstruccién
del ligamento cruzado anterior. Para reparar el ligamento, se usé un injerto que
incluia un trozo de hueso de rétula, una parte del ligamento rotuliano y una canti-
dad de hueso de la tibia proximal. Cuando se pone el injerto en la rodilla, el pro-
cedimiento incluye la extirpaciéon de algun cartilago del céndilo femoral lateral de
la rodilla (Figura 1). Esto se hace para dejar espacio suficiente para el nuevo li-
gamento en la flexién y extension de la rodilla. Ninguna de las rodillas que se usa-
ron para recoger cartilago normal tenia historia alguna de trauma durante los dos

ultimos meses, y no habia signos de inflamacién real en esas rodillas. El cartilago
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extirpado se us6 como muestra de tejido normal. Durante la operacién, se sac6
bajo condiciones estériles y se congel6 inmediatamente por inmersion en nitroge-
no liquido. Las muestras fueron almacenadas mas tarde a -75 °C.

2. El cartilago focalmente danado (D) procedia de zonas de rodillas, extirpado du-
rante una reparacién con trasplante de condrocitos (Figura 2), una técnica descri-
ta por Mats Brittberg y colaboradores en 1994 [M. Brittberg, A. Landahl, A. Nils-
son, C. Ohlsson, O. Isaksson y L. Peterson, N. Engl. J. Med., 6 de Octubre de
1994, 331 (14): 889-95]. Esta técnica incluye tomar una biopsia de la rodilla que
se va a reparar, de una zona de la rodilla que no soporta peso, y de esta biopsia
se aislan las células y se dejan multiplicar in vitro durante aproximadamente tres
semanas. Cuando se alcanza un numero suficiente de células, se trasplantan las
células a la rodilla después de la extirpacion de la zona cartilaginosa danada. El
cartilago extirpado y danado fue utilizado como una muestra de cartilago danado.
Esta biopsia también se extrajo bajo condiciones estériles.

3. El cartilago osteroartritico (A) (Figura 3) se extirpé durante la operacion de pacien-
tes con osteoartritis avanzada hasta un grado que excluia la técnica de trasplante
de células. Estas rodillas fueron sometidas a cirugia de reemplazo articular utili-
zando una protesis. Durante el procedimiento operativo, el cartilago hubo de ser
extirpado, y se tomaron zonas de cartilago con los cambios mas avanzados y se

recogieron bajo condiciones estériles.

Detalles de otros materiales utilizados en los experimentos

Cebadores

Se utilizaron los cebadores siguientes. Para la transcripcién inversa, se
usaron los cebadores inversos (R; del inglés, reverse) R-1492 y R-1474. Para la PCR,
se usaron generalmente las parejas F-27/R1492 y F-7/R-1474 [F = directo (del inglés,
forward)]. Mas adelante, en la Tabla 1, se indican las secuencias de los cebadores.

Los cebadores se compraron a Sigma-Genosys. Para la sintesis de
cDNA, los cebadores se diluyeron hasta 2,5 picomoles/ul en agua. Para la PCR, los
cebadores se diluyeron hasta 50 picomoles/pl en agua.

Se prefieren generalmente F-7/R-1474 para la identificacién del rRNA
16S bacteriano (o el gen que lo codifica) ya que se hibridan con una secuencia con-
servada entre varias especies bacterianas estudiadas. F21-2/R21-4 son adecuados
para la identificacion de la bacteria causal esencial Janthinobacterium (0 especies es-

trechamente relacionadas).
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Tabla 1
Cebador Secuencia del cebador
F2521 S'- GCA AGT CGA ACG GCA GCA CGG GT -3
F25-1 5'- GGA TAG CCC GGC GAA AGC CGG AT -3°'
F25-2 S'- CCT TCG GGC CTC GCG CTA TAG GGT T -3'
F25-3 5'- TCC TTG GCC CTA ATA CGG TCG GGG G -3
R25-3 S'- CCC CCG ACC GTA TTA GGG CCA AGG A -3'
R25-4 5'- TCC ACC TCT CAG CGG AAT TCC GA -3'
R25-5 5'- GCA ACC CTC TGT TCC GAC CAT TGT -3'
R2521 5'- GAT TAG CTC CCC CTC GCG GGT TGG -3
F21-1 5'- GGG ATA ACG TAG CGA AAG TTA CGC TA -3
F21-2 5'- TCG CAA GAC CTC ATG CTC GTG GAG C -3°
F21-3 5'- CGG TGA GAG CTA ATA TCT CTT GCT AAT -3'
R21-3 S'- ATT AGC AAG AGA TAT TAG CTC TCA CCG -3°'
R21-4 S'- CCC TGA TCT CTC AAG GAT TCC AGC C -3'
R21-5 5'- GCG GCG CTC TGT ATG TAC CAT TGT ATC -3
F-7 S'- ATC CTG GCT CAG ATT GAA CG -3'
R-1474 5'- TCA CCC CAG TCA TGA ATC CT -3'
F-27 5'- AGA GTT TGA TC(C/A) TGG CTC AG -3'
R-1492 5'- TAC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT T -3'
F10A 5'- GTG AGT GAA GAA GGC CTT CG -3'
F10B 5'- TGG GGG ATT CAT TTC CTT AF -3'
Fio0C 5'- AGC AGC CGC GGT AAT ACG -3°
R10A 5'- ATG ACG TGT GAA GCC CTA CC -3°
R10B 5'- TTA ATC CAC ATC ATC CAC CG -3'
R10C 5'- AGC CCG GGG ATT TCA CAT -3'
F27' 5'- AGA GTT TGA TC(C/A) TGG GTC AG -3'
F-8 5'- AGA GTT TGA TCC TGG YTC AG -3’
R-556 S'- CTT TAC GCC CAR TAA WTC CG -3’

Sintesis de cDNA

Se utilizd la transcriptasa inversa RNasa H™ Superscript 1| de Gibco
BRL/Life Technologies (n® 18064-014 del catalogo) con su tampdn y DTT. Los dNTPs
se compraron a Promega (n® U1240 del catalogo).
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Electroforesis en gel de agarosa y aislamiento de DNA

Se us6 agarosa Seakem LE de MedProbe (n® 50004 del catalogo) para
la electroforesis en gel.

Se usé el kit de extraccion de gel QIAEX Il de QIAGEN (n® 20021 del
catalogo) para el aislamiento del DNA a partir de la agarosa.

Kit de secuenciacion y condiciones

Para las reacciones de secuenciacién, se usé el kit Thermo Sequenase
con terminadores colorantes Cy-5, de Amersham Pharmacia Biotech (n® 27-2682-01
del catalogo). Para la purificacion del producto de PCR de la secuenciacion se uso
Sephadex G-50 de Sigma (n° 9048-71-9 del catdlogo). También se podria haber usado
el kit ABI PRISM para secuenciacién ciclica con terminadores BigDye.

Reactivos para PCR

Para la multiplicacién del RNA ribosomico 16S por PCR se usé DNA
polimerasa HotStarTaq de Qiagen (n? 203205 del catalogo). Las mezclas magistrales
para PCR se trataron con DNasa | RQ1 exenta de RNasa, de Promega (n® M610A del

catalogo).

Agua

Cuando se prepard6 RNA, se sintetizo cDNA y durante la PCR, se usoé
agua filtrada a través de filtros de 0,2 ym, tratada en autoclave, tratada con DEPC,
exenta de DNasa y exenta de RNasa, de Ambion (n® 9915G del catalogo).

Método de presentacion diferencial

En la técnica siguiente se combina la multiplicacién de cDNA de longitud
completa con la presentacion diferencial. La PCR de cDNA SMART (Clontech Labora-
tories Inc., PR304-1) es una técnica originalmente desarrollada para multiplicar pobla-
ciones/bancos de cDNA completo. Se sintetiza la primera cadena de cDNA utilizando
un cebador de oligo-dT (cebador de CDS). La transcriptasa inversa (MMLV, RNasa H-)
anade un pequeno numero de restos de citidina tras la complecién de la primera cade-
na. Se hibrida un segundo cebador (cebador SMART II) con la dC-"cola", y la trans-
criptasa inversa cambia el molde. Los cebadores son disefiados para obtener la misma
secuencia en ambos extremos del cDNA vy, por lo tanto, al utilizar un cebador que se

unira a ambos extremos (cebador de PCR), podemos multiplicar exponencialmente la
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poblacién de mMRNA (como cDNA) total.

Hemos usado la PCR de cDNA SMART para multiplicar cDNA construi-
do a partir de muestras de mRNA muy pequenas. Hemos usado luego el cDNA multi-
plicado como molde en reacciones de presentacion diferencial.

Materiales y métodos

El material de muestra se obtuvo de un paciente que estaba siendo ope-
rado de artrosis unicompartimental en la rodilla; véase el Ejemplo 1. Se tomaron biop-
sias de la parte osteoartritica del cartilago. Se tomé cartilago normal de la zona no
alterada de la misma rodilla. Las muestras de cartilago fueron congeladas en nitrégeno
liquido durante 5 minutos y fueron luego guardadas a -75 °C hasta que se llevé a cabo
la extraccion de RNA.

Extraccion de RNA

El cartilago fue homogeneizado hasta un polvo fino con un mortero y su
mano en nitrégeno liquido. Se aislé el RNA total usando el reactivo TRIZOL de Gibco
(n® 15596). Se determinaron la concentracion y la calidad del RNA midiendo las ab-

sorbancias a 260/280 y desarrollando una muestra en un gel de agarosa.

Sintesis de cDNA

Se realizaron las transcripciones inversas usando el kit SMART de Clon-
tech (n® K1052-1) para sintesis de cDNA por PCR. Se siguieron las condiciones reco-
mendadas por el fabricante. Se usaron 3 pl de disolucion de RNA. Se uso la transcrip-
tasa inversa de MMLV (200 U/ul; Gibco 18064-014).

Multiplicacion de cDNA

Se multiplico el cDNA total usando el kit SMART de Clontech (n® K1052-
1) para sintesis de cDNA por PCR. Se utilizaron las condiciones recomendadas por el
fabricante. Se multiplicaron 2 pl de cDNA de primera cadena en un volumen total de 50
pl con la polimerasa Advantage 2 KlenTaqg de Clontech (n® 8430-1). Después de 25
ciclos, se examind el producto de PCR en un gel de agarosa y se determiné la concen-
tracion de DNA midiendo las absorbancias a 260/280.

Presentacion diferencial usando dos cebadores

Para las reacciones de presentacion diferencial, se us6 el kit Delta de
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Clontech (n® K1810-1) para presentacién diferencial. Se utilizaron las condiciones re-
comendadas por el fabricante. EI cDNA multiplicado fue diluido hasta 0,02 ug/ul. Se
usaron varias combinaciones de cebadores (los cebadores T y P incluidos en el kit)
para explorar genes diferencialmente expresados.

En cada reaccion se us6 1 pl de las diluciones de cDNA como molde.
Las muestras fueron marcadas con [a]->*P-dATP (Amersham) y fueron multiplicadas
con la polimerasa Advantage 2 KlenTaq de Clontech (n°® 8417-1). Después de tres ci-
clos de bajo rigor, se desarrollaron 25 ciclos de alto rigor. Los productos de PCR fue-
ron separados en un gel para secuenciacion [urea 7 M, acrilamida al 4% (37,5:1), TBE
0,5x] con espaciadores de 0,2 mm, a 500 V, hasta que el colorante azul de bromofenol
hubo salido del gel. Los geles fueron visualizados por exposicién de una pelicula Bio-
Max MR durante 2-1 dia.

Las bandas diferencialmente expresadas fueron cortadas de los geles
secados superponiendo la pelicula para sefalar las bandas antes de aislar el material
del gel usando un escalpelo. Se anadieron 100 ul de agua a cada corte de gel en un
tubo Eppendorf. Los cortes fueron luego incubados a 37 °C durante la noche. Los tu-
bos fueron centrifugados a 14.000g y 4 °C durante 15 minutos. Los productos de elu-
cion fueron luego guardados a -20 °C. Se utilizaron 5 ul de cada producto de elucion,
como molde, en una reaccién de multiplicacion usando las mismas condiciones que en
la PCR de presentacion diferencial (sin marcacién). Se examinaron los productos de
PCR en un gel de agarosa. Cierta mancha resultaba evidente, y se separd un volumen
mas grande en un gel mas grande. Se cortaron las bandas de interés del gel de aga-
rosa y se aislo el DNA usando el kit QIAEX Il de Qiagen (n® 20021). Se sigui6 el pro-
cedimiento del fabricante. Se eluyé el DNA en 20 pl de agua. Se volvié a multiplicar de
nuevo el DNA usando la polimerasa pfu Turbo (n® 600252-51). Cada 50 ul de mezcla
de reaccion contenian 1 yl de molde, cebadores Ty P 40 pM, dNTP 100 pM, tampdn
10x y 1,25 U de enzima. Se desarrollé la PCR con las condiciones siguientes: inicio a
94 °C durante 9 minutos, 43 ciclos de 94 °C durante 30 segundos y 60 °C durante 1
minuto, y un alargamiento final a 60 °C durante 10 minutos.

Después de examinar un ensayo desarrollado en un gel de agarosa, se
desarrollaron reacciones paralelas en 2 tubos y se reunieron los productos. Se aislé el
DNA de la mezcla de reaccién PCR usando el sistema QIAEX Il de Qiagen para puirifi-
cacién de DNA. Se siguieron las recomendaciones del fabricante. Se eluy6 el DNA en
15 pl de agua. Se desarroll6 una muestra en un gel de agarosa. Tras la visualizacién,

no hubo bandas ni manchas adicionales visibles.
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Clonacion

El cDNA remultiplicado fue clonado en el vector de clonacion pGEM-T
Easy (n® A1360, Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.). La ligacién se llevé a cabo
con una concentraciéon de vector de 50 ng/ul. Se ensayé por PCR la presencia de un
inserto plasmidico del tamafo esperado, usando los mismos cebadores que en la pre-
sentacién diferencial y cortando el vector con la enzima de restriccién EcoRl.

Los fragmentos de PCR clonados fueron secuenciados usando el ceba-
dor T7. Las secuencias halladas mostraban una acusada homologia con conocidas
secuencias génicas humanas. Ademas eran 3-4 veces mas largas que la EST media.

Presentacion diferencial usando un cebador

Se utilizaron cebadores aleatorios de 10 mondmeros (Operon Techno-
logies, Alameda, California, EE.UU.) para multiplicar el cDNA sin radiactividad. Cada
mezcla de reaccién de 50 pl contenia 1 ul de cDNA, 80 pM de un cebador, 200 uM de
cada dNTP, tampén 10x y 2,5 U de polimerasa HotStarTaq (Qiagen). Se desarroll6 la
PCR con las condiciones siguientes: inicio a 95 °C durante 15 minutos, 40 ciclos de 94
°C durante 2 minutos, 38 °C durante 2 minutos y 68 °C durante 1 minuto y 25 segun-
dos, y un alargamiento final a 72 °C durante 10 minutos. Los productos de multiplica-
cion por PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1,5% (agarosa 1000, Gibco)
en tampon de TAE con guanosina 1 mM vy fueron visualizados con bromuro de etidio.
La agarosa 1000 es capaz de resolver bandas separadas por 10 bp. Las bandas dife-
rencialmente expresadas fueron cortadas, aisladas y clonadas en el vector pGEM-T
Easy sin una multiplicacién adicional.

Resultados

Un aspecto importante de nuestra estrategia es multiplicar la poblacién
de cDNA total antes de usarla como molde en reacciones PCR con presentacion dife-
rencial utilizando el kit de PCR Smart™ de Clontech (Figura 4).

La comparacion de los productos de PCR con presentacién diferencial
procedentes de muestras de cartilago (sanas y osteoartriticas) mostr6 genes expresa-
dos en una muestra pero no en la otra.

Después de la presentacién diferencial, el cDNA puede ser eluido del
material de gel. El cDNA puede ser luego remultiplicado utilizando los mismos cebado-

res (RT-PCR) que en el procedimiento de presentacion diferencial (Figura 5).
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Rescate génico a partir del banco mediante PCR inversa

Después de la secuenciacién, se disefiaron dos cebadores internos con
un solapamiento de 100%. Se utilizaron estos cebadores internos para multiplicar el
gen completo usando el banco de cDNA en el vector pTriplEx2 (Clontech) como mol-
de. El cDNA fue empaquetado en A TriplEx2, que es convertido en pTriplEx2 por
transduccién en E. coli BM25.8. Al Utilizar el banco de cDNA de pTriplEx2 con los ce-
badores internos determinados, s6lo se multiplica el plasmido con el gen de interés.
Los cebadores son disefiados a partir de la secuencia de un gen diferencialmente ex-
presado. Después de la transformaciéon de JM109 con él, el gen diferencialmente ex-
presado es secuenciado.

Identificacién de RNA ribosémico 16S bacteriano en muestras de cartilago
Extraccion de RNA
Los tejidos cartilaginosos recién congelados fueron homogeneizados

hasta un polvo fino con un mortero y su mano sobre nitrogeno liquido. Se aisl6 el RNA
total usando el reactivo TRIZOL de Gibco (n® 15596). Se determiné la calidad del RNA

sometiendo una muestra a electroforesis en un gel de agarosa.

Sintesis de cDNA de primera cadena
Se mezclaron los componentes siguientes en un tubo Eppendorf:
2 yl de cebador de RT (R1474, 5 picomoles)
2 ul de muestra de RNA
8 ul de H,0 (tratada con DEPC, exenta de RNasa)
Se calenté el tubo a 90 °C durante 5 minutos y luego se enfri6 lenta-
mente hasta la temperatura ambiental.
Se prepar6 la mezcla magistral para RT-PCR:
/Una reaccion
4 ul de tampén para primera cadena
2ulde DTT 0,1 M
1 pl de dNTPs 10 mM
Se afnadieron 7 ul de mezcla magistral para RT a cada mezcla de reac-
cion y luego se incubo el tubo a 42 °C durante 2 minutos.
Se afnadi6 1 pl de transcriptasa inversa Superscript Il a cada mezcla de
reaccion. Luego se incubaron los tubos a 42 °C durante 50 minutos. Se detuvieron las

reacciones mediante calentamiento a 100 °C durante 10 minutos. Luego se pusieron
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rapidamente los tubos sobre hielo.

Luego se anadieron 80 pl de agua tratada con DEPC a cada tubo.

Multiplicaciéon por PCR
Preparacién, y tratamiento con DNasa, de la mezcla magistral para PCR
1 reaccion
5 pl de  tampon 10x
2 ulde Mg® 25 mM
1 plde dNTPs 10 mM
37,5 pylde HO
25 pulde DNasal
La mezcla magistral para PCR fue incubada a 37 °C durante 1 hora, y
luego hervida durante 5 minutos y puesta sobre hielo. Se anadieron los reactivos si-
guientes.
1 reaccién
1 plde mezcla de cebadores (50 picomoles/pl de cebador directo + 50 picomo-
les/ul de cebador inverso)
0,25 plde DNA polimerasa HotStarTaq
Para cada reaccion PCR, se mezclé 1 ul de cDNA de primera cadena
con 49 pl de mezcla magistral para PCR en un tubo para PCR de 0,2 ml de capacidad.

Se llevé a cabo la siguiente PCR en un termociclador Peltier PTC-200 de MJ Re-

search.

95 °C 8 minutos

12X

95 °C 40 segundos

70 °C 40 segundos
-1 °C/ciclo

72 °C 2 minutos

15X

95 °C 40 segundos

58 °C 40 segundos

72 °C 2 minutos
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20X

95 °C 40 segundos
56 °C 40 segundos
72 °C 2 minutos

4 °C mantenimiento

Los productos de la PCR fueron luego almacenados a -20 °C.

Electroforesis en gel de agarosa

Se desarrollaron los productos de la PCR, uno al lado del otro, en un gel
de agarosa al 0,8%. Se desarrollaron minigeles (6x10 cm) durante 50 minutos a 90 V
en tampon de TAE 1x. Para los minigeles, una muestra tipica era 6 ul de producto de
PCR. Paralelamente a las muestras, se desarrollé una escala de DNA Plus de 1 kb de
Gibco para la determinacion del tamarno de los fragmentos de DNA.

Los geles fueron tefidos en disolucion de EtBr (0,5 ug/ml de agua) du-
rante 20 minutos. Luego fueron destenidos mediante diversos lavados en agua duran-
te aproximadamente 40 minutos.

Los geles fueron visualizados en un sistema de BioRad para documen-

tacién de geles.

Aislamiento de DNA a partir del gel de agarosa

Para el aislamiento preparativo de DNA para su secuenciacion, se lleva-
ron a cabo cuatro reacciones PCR idénticas en paralelo. Los productos combinados
fueron luego desarrollados en un gel con pocillos grandes. Se utilizaron las mismas
condiciones que en la visualizacién previa. Después de la tincion, se pusieron los ge-
les en un transiluminador UV de baja intensidad y se cortaron rapidamente las bandas
de interés con escalpelos estériles. Hemos hallado que el empapamiento del gel en
una disolucién 1 mM de guanosina (Grundemann y Schoming) antes de la visualiza-
ciéon UV de las bandas eliminaba las complicaciones en la secuencia de DNA debidas
al dafio del DNA por la radiacion UV. Un trozo de gel tipico pesaba aproximadamente
150-200 mg.

Se aislo el DNA de los fragmentos del gel utilizando el kit QIAEX 1l de
QIAGEN (n® 20021 del catéalogo) para extraccion de gel. Se siguieron las condiciones
del fabricante. Los fragmentos de DNA se eluyeron en 25 pl de Tris-HCI 10 mM, pH de
8,5.
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La calidad del DNA aislado fue comprobada desarrollando una pequena
cantidad (2 pl) en un minigel del modo anteriormente descrito. En la Figura 10 se
muestra un ejemplo de fragmentos de DNA purificados, aislados antes de la secuen-
ciacion del DNA.

Secuenciacion del DNA
Mezclas de Cy-5-dNTP
Se prepararon cuatro mezclas de Cy-5-dNTP (A, C, G, T) para cuatro
reacciones de secuenciacion.
4 reacciones (mezclas MA, MC, MG, MT)
2 ulde dNTPs 1,1 mM
1 uplde Cy-5-dNTP (A,C,GoT)
7 ulde HO
1 uplde EDTAO0,55mM
Los tubos que contienen Cy-5-dNTPs deben ser mantenidos sobre hielo
en la oscuridad en todo momento.

Se prepar6 una mezcla magistral para secuenciacion.

1 reaccién
8 pul de  molde de DNA
2 pl de  cebador (directo o inverso)

3,5 plde tampon de reaccidon
0,9 plde Thermo Sequenase
12,6 plde H.O
Se afnadié lo siguiente a cuatro tubos para PCR.
A: 2 yl de MA
C:2 pulde MC
G: 2 yl de MG
T:2 pl de MT
Se afnadieron 6 pl de mezcla magistral para secuenciacién a cada uno
de los cuatro tubos.
Se llevé a cabo la PCR siguiente:
30X
95 °C 30 segundos
57 °C 30 segundos
72 °C 80 segundos
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Los productos de la reaccion de secuenciacion fueron purificados en
columnas de Sephadex G-50 para centrifugacion (conjunto de 96 pocillos). Los pro-
ductos fueron secados después en la oscuridad a 37 °C y fueron luego resuspendidos
en disolucién para detencion de secuenciacion (8 pl). Las muestras (4 pl) fueron luego
tratadas en un secuenciador ALF de Amersham-Pharmacia bajo condiciones estanda-

res.

Resultados
Deteccion de RNA 16S en cartilago de pacientes con osteoartritis
Resultados de la PCR

Después de habérnoslas arreglado para probar el protocolo mediante la
deteccion de RNA 16S usando cultivos bacterianos diluidos de Escherichia coli (Figura
7), probamos este método sobre muestras clinicas de cartilago.

La designacién de los carriles/tejidos es (N) para regiones normales o
no afectadas, (D) para regiones danadas y (A) para regiones osteoartriticas. Una arti-
culaciéon de un paciente puede tener regiones de OA obviamente avanzada, regiones
gue parecen bastante normales y zonas que no estan en las fases avanzadas de la
OA pero en que el cartilago es blando y en cierto grado esta fibrilado; esta dltima zona
es definida como danada.

Los resultados se muestran mas adelante en las Figuras y la Tabla 2.

Los resultados muestran que la presencia de sefales de 16S pueden

ser _siempre asociadas con pacientes osteoartriticos. Aunque, de vez en cuando, el

tejido aislado de pacientes osteoartriticos no revelaba sefiales de RNA 16S al utilizar
las condiciones de PCR estandares, nunca se detect6é una sefial de RNA 16S en teji-
dos de pacientes normales.

La Tabla 2 posterior proporciona un resumen de la deteccion de se-
cuencias de rRNA 16S en muestras clinicas. A = osteoartritica y N = normal. Se utiliza-
ron dos tipos de testigo: testigo de H,O (blanco) y RNA total de E. coli como testigo
positivo. La transcripcidén inversa se realizé con el cebador R1474. La multiplicacion
por PCR se llevo a cabo utilizando los cebadores F7 y R1474. Los numeros de la co-
lumna "muestra" son los numeros de los pacientes. Algunas muestras aparecen mas

de una vez en la tabla porque la muestra fue analizada mas de un dia.
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Tabla 2

Muestra Positiva Negativa
8A *

17A *

20A *

16N *
Testigo de E. coli *

H.O *
8A *

17A *

H.O *
8A *

17A *

16N *
H.O *
8A *
17A *

H.O *

21A *

H.O *
21A *

H.O *
25A *

H.O *
25A *

H.O *



25A
H,O

25A
H>O

25A
H.O

25A
21A
H.O

21A
H.O

8A

17A
20A
16N
H.O

17A
20A
H.O

8A

17A
20A
15A
H.O

8A
15A
17A
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20A *

16N ¥
H>O *

8A *

15A *

16N *
H2O *

8A *
17A *

20A *

16N *
H-0 *

8A *

15A ¥

17A ¥

20A *

16N *
18N *
H-0O ¥

Analisis de secuencias

La primera secuencia de presentacion diferencial aislada de pacientes
(Figura 6) nos llevd a sospechar de la presencia de bacterias.

A continuacién se muestra el resumen de un andlisis FASTA de esta

secuencia, que indica una similitud muy elevada con secuencias de origen procaribti-

Co.

Secuencias que producen alineaciones significativas: (bits) Valor
GblAEDD0244.11AE000244 Escherichia coli K-12 MG1655 section... £57 0.0
dbi1D90788.11D90788 E.coli genomic DNA, Kohara clone #277(3... £57 0.0
dbi|D90787,11D90787 E.coli genomic DNA, Kohara clone #276(3... 657 0.0
emb|[X94992 . LIECNARG E.coli nitrite extrusion gene and secon... 657 0.0
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dbil1D26057. L{STYNARK Salmonella typhimurium genes for SmvA ... 156 2e-35
ablAEQD00220, 11 AE000220 Escherichia coli K-12 MG1655 section... _19 2e-12
dbj1p90757,.11D90757 Escherichia coli genomic DNA. (27.3 - 2... _18 2e-12
emb] X69189. 1 |ECNARX]O E.coli narXL operon and partial parK ... _79 2e-12
emb]|X15996, 1 JECNARK E.coli narK gene and partial sequence o... 18 2e-12
ab]AF026945 1IAF026945 Homo sapiens cigb64 mRNA, partial seq... 257 1le-0S
gbly32804.))0U32804 Haemophilus influenzae Rd section 119 of... _43 0.18
ablAC009276,91AC009276 Homo sapiens chromosome 7 clone RP11... 41 0.74

b 1]A Drosophila melanogaster genomic scaf... 41 0.74
gbiAF09695]1 1{AFQ98951 Homo sapiens breast cancer resistanc... 41 0.74
gg¢3592§§§§*1l52g2§§§§ Homo sapiens asthmatic clone 4 mRNA, .. 41 0.74
ablpF095855 .1 |AF095855 Homo sapiens asthmatic clone 3 mRNA, ... 241 0.74
aplAF100329,11AF100329 Dendrobium grex Madame Thong-IN ovgl... 41 0.74
ablAF013290 . 1{AF013290 Meloidogyne incognita elongation fac.. 41 0.74
emb |X65318,2 ICVPGEMEX2 Cloning vector pGEMEX-2 41 0.74

65317 \'4 Cloning vector pGEMEX-1 _41 0.7¢
gb] 136849, 1 ISYNSHBL, Cloning vector p2E0 (isolate SV1) phleo... 39 3.0
xefINM_015880,11 Homo sapiens RIG-like 14-1 (LOC51047), mRNA -39 3.0
ablL36850.11SYNLACZ Cloning vector pZEQO (isolate SVLaczZ) be... 39 3.0
gblAE003406, 1 |AED03496 Drosophila melanogaster genomic scaf... 39 3.0

Secuencias compuestas de diversas muestras de pacientes generadas
al usar los cebadores aqui descritos han sido sometidas a analisis FASTA. Los resul-
tados de estos indican la presencia de Janthinobacterium o una especie bacteriana
muy estrechamente relacionada con ella en tejido con OA. Mas adelante se presentan
dos de dichos andlisis a modo de ejemplo.

Mediante una busqueda en la base de datos del NCBI con Blastn, se
hall6 que la secuencia compuesta directa e inversa del tejido afectado del paciente 21
(Figura 12) representaba a Janthinobacterium. Esta secuencia se hallé siempre en
pacientes con OA.

Las 3 mejores alineaciones de esta secuencia al seguir una investiga-

cion con Blastn el 13 de Noviembre de 2000 fueron:

9113201903 {gbIAF067655.11AF067655 Uncultured Duganella clon... 273¢ 0.0
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gil5738214igbjAF174648.11AF174648 Janthinobacterjum lividum... 2714 0.0

gi12832894)emb|Y0B846.11JL16SRRN J.lividum 16S rRNA gene 2714 0.0

Las alineaciones concretas fueron las siguientes:
>gi|32019031gb)IAF067655.11AF067655 Uncultured Duganella clone CTHB-18 16S ribosomal
RNA gene, partial

sequence

Length = 1453

Score = 2730 bits (1377), Expect = 0.0
Identities = 1393/1400 (99%)

Strand = Plus / Plus

Query: 44 catgcaagtcgaacggcagcacggagcttgctcetggtggegagtggecgaacgggtgagta 103
R RN R RN NN RN R AR RN RN AR RN AR R R RRRARR NN RRRERERAN

Sbjet: 27 catgtaagtcgaacggcagcacggagcttgetctggtggegagtggcgaacgggtgagta 86

Query: 104 atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgca 163
NN R R R RN R R R R RN R A R RN R AR R NN RN R R RN REEERRRRNNERRNRRNE

Sbject: 87 atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgea 146

Query: 164 tacgatctaaggatgaaagtgggggatcqgcaagacctcatgctcgtggageggecgatat 223
R R RN R R RN RN A R A RN RN R RN RN N R R R RN N RN AN NRENRNRARY

Sbjct: l49—stacgatotaaggatgaaagtgggggatcgcaagacctcatgetcgtggageggecgatat 206

Query: 224 ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagetggtctgag 283
RN RN RN R RN RN AR RN AR R R RN NN R RN R AR AR RRNARNE|

Sbhjct: 207 ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagetggtetgag 266

Query: 284 aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactectacgggaggeagecagty 343
RN R RN R R R R R R R R R R R R N RN R RN RN RN RN RN NERAREY

Sbjct: 267 aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtg 326

Query: 344 gggaattttggacaatgggcgaaagcctgatccagcaatgccgcgtgagtgaagaaggec 403
RN NN RN N NN R RN R N R RN RN R RN N RN RN R N R R R R R AN Y]

Sbjct: 327 gggaattttggacaatgggcgaaagcctgatccagcaatgccgegtgagtgaagaaggee 386
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Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

404

387

464

447

524

507

584
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644

627
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ttcgggttgtaaagetcttttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatetettgetaa
RN RN R R R R RN A RN R RN AR AR R A RN AR R R RN ERREERNNNRRRRRY

ttcgggttgtaaagectcttttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatctcttgectaa

tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgccagcagccgeggtaatacgta
(RN R AR A R R R R R R R RN AR R A R RN R R RN R R R R RN REERR RN ERRE AR

tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgta

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagecgtgegcaggcggttttgtaagte
(NN NN NN NN R R RN R NN N R R RN N RN R RN AN AR R RN

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagecgtgegecaggeggttttgtaagtc

tgatgtgaaatccccgggetcaacctgggaattgecattggagactgcaaggctagaatet
RN A RN R RN R R AR AR AR R RN RN AN RN R R RN R RENERRAEN

tgatgtgaaatccccgggctcaacctgggaattgcattggagactgcaaggctagaatct

ggcagaggggggtagaattccacgtgtagcagtgaaatgecgtagatatgtggaggaacac
RN R RN RN A R R NN R AR AR RN R N R R AR N R RR R R RN NRNNERRRRY

ggcagaggogggtagaattccacgtgtagcagtgaaatgcgtagatatgtggaggaacac

cgatggcgaaqgcagccccctgggtcaagattgacqctcatgcacgaaachtqgggagc
NN RN R R R RN R AR R RN R AR NN RN R RN RN E RN RRERREERNERRRRY!

cgatggcgaaggcagccccctgggtcaagattgacgctcatgecacgaaagegtggggage

aaacaggattagataccctggtagtccacgccctaaacgatgtctactagttgtcgggte
RN RN R R R NN R RN A RN RN R R N A R RN R A RN R RN NN NR RN

aaacaggattagataccctggtagtccacgeccctaaacgatgtctactagttgtcgggte

ttaattgacttggtaacgcagctaacgegtgaagtagaccgectggggagtacggtcegea
NN RN R A R R R R R R R RN R R R AR R RN RN R R R RN AR RRANRERRRNERY

ttaattgacttggtaacgcagctaacgcgtgaagtagaccgectggggagtacggtegea

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagcggtggatgatgtggattaat
R ER AR R RN RN N R RN NN R R R R R R RN AR R RN R R R RN AR R R NN RN N RR RN

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagcggtggatgatgtggattaat

463

446

523

506

583

566

643

626

703

686

763

746

823

806

883

866

943

926
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Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbhjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

944

927

1004

987

1064

1047

1124

1107

1184

1167

1244

1227

1304

1287

1364

1347

1424

1407
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tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggctggaatcecttgagagatcag
AN NN R RN AR NN RN A A NN RN R NN RN A RN RN RN NN NN RN

tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggctggaatccttgagagatcag

ggagtgctcgaaagagaaccagtacacaggtgctgcatggetgtegtcagetegtgtegt
AN R RN AR AR R R R A R R RN R RN R AR RN R RN R A R AR R AR RN RN ERR A RR

ggagtgctcgaaagagaaccagtacacaggtgctgcatggetgtcecgtcagetegtgtegt

gagatgttgggttaagtcocgcaacgagegcaacecttgtcattagttgctacgaaaggg
RN R AR RN AR R AR RN R RN R RN RN N RN N RN AR RREE AR

gagatgttqbgttaagtcccgcaacgachcaacccttgtcattaqttqctacqaaaggg

cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcecctca
AR R AR RN R AR AN AN AN RN R R R R RN AN R RN RN AR RN RN NEARNRRR

cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtceetca

tggcccttatgggtagggcttcacacgtcatacaatggtacatacagagcgecgecaace
(RN RN RN AR R RN AR RN R AN RN RN RN R R R AN R N RN RRR RN

tggcccrtatgggtagggcttcacacgtcatacaatggtacatacagagcgcegecaace

cgcgagggggagctaatcgcagaaagtgtatcgtagteccggattgtagtctgcaactcga
RN E R RN R R R AR R NN AR RN R AR R R RN R R R R NRRRE R R AR

cgcgagggggagctaatcgcagaaagtgtatcgtagtecggattgtagtctgcaactega

ctgcatgaagttggaatcgctagtaatcgecggatcagcatgtencggtnaanacgttece
EREER A RN NN R RN RN R R R A R AR A R RN R R R AN O N RO R R RN R R RN

ctgcatgaagttggaatcgcectagtaatcgcggatcagecatgtcgeggtgaatacgtteee

gggtcttgtacacaccgcecgtcacaccatgggagegggtittaccagaagtaggtaget
AR RN RN R R NN RN R RN N AR R NN RN AR R AR R AN RN R AR A RN R AR RRRE

gggtcttgtacacaccgeccgtcacaccatgggagegggttttaccagaagtaggtaget

tanccncaaggagggcgetrt 1443
tete rtebeennenit

taaccgtaaggagggcgett 1426

1003

986

1063

1046

1123

1106

1183

1166

1243

1226

1303

1286

1363

1346

1423

1406
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>gi|5738214tgblAF174648.1|AF174648 Janthinobacterium lividum 165 ribosomal RNA gene,
partial sequence

Length = 1486

Score = 2714 bits (1369), Expect = 0,0
Identities = 1391/1400 (99%)

Strand = Plus / Plus

Query: 44 catgcaagtcgaacggcagcacggagettgctetggtggegagtggecgaacgggtgagta 103
Phagineeerrebecnnerrnetronnrneennteeronarntnnreb ettt

Sbjct: 27 catgcaagttgaacggcagcacggagettgctctggtggegagtggcgaacgggtgagta 86

Query: 104 atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgctaatacecgea 163
RN RN RN R RN R AR NN AR R R AR R R RN RRERRER AR

Sbjct: 87 atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgetaatacegea 146

Query: 164 tacgatctaaggatgaaagtgggggatcgcaagacctcatgctegtggagcggecgatat 223

(R RN NN RN AR RN N R A RN R RN RN AR ARREENERNNRRRRRE

Sbjct: 147 tacgatctaaggatgaaagtgggggatcgcaagacctcatgctcgtggageggecgatat 206

Query: 224 ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagctggtctgag 283
PEUREEPRE ORIt ns bbb e e bnn ittt it

Sbjct: 207 ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagctggtctgag 266

Query: 28B4 aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggeageagtg 343
(RN RN RN R NN R RN R RN AR R R R R R AR N RN AR NN NNREANRRE R

Sbjct: 267 aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtg 326

Query: 344 gggaattttggacaatgggcgaaagcctgatccagcaatgcecgcgtgagtgaagaaggec 403
RN AR RN R A R R N RN RN NN RN RN R AR RN R RN RN

Sbjct: 327 gggaattttggacaatgggcgasagcctgatccagcaatgecgegtgagtgaagaaggec 386

Query: 404 ttcgggttgtaaagctcttttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatctcttgctaa 463
(RN RN R RN R RN NN R R AR RN RN R RN RN R AR AR AR RN

Sbjct: 387 ttcgggttgtaaagctcttttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatctettgectaa 446
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tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgccagcagecgcggtaatacgta
RN R RN R R AR RN R RN R R E R N RR R RN RN RRRARRERRN

tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtqecageagecgeggtaatacgta

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggegtaaagcgtgegecaggeggttttgtaagte
NN R RN RN RN R N RN RN RN R R RN R AR RN N RN AR RR NN AN

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggegtaaagegtgegcaggeggttttigtaagte

tgatgtgaaatcccegggctcaacctgggaattgcat tggagactgcaaggctagaatct
(RN R AR N R R RN R R RN R RN NN R RN N RN RRR AR NE]

tgatgtgaaatccccgggctcaacctgggaattgcattggagactgcaaggctagaatct

ggcagaggggggtagasattccacgtgtagcagtgasatgecgtagatatgtggaggaacac
COperreeedrerenrerrereeeettrrereeitsrdtreonnreiteeetrneqnent

ggcagaggggggtagaattccacgtgtagcagtgaaatgcgtagatatgtggaggaacac

cgatggcgaaggcagccccctgggtcaagattgacgctcatgcacgaaageqtgggagage
(RN RN RN AR RN R AR RN R R RN R AR AN RN E R R RN R RRNANRARE]

cgatggcgaaggcagccecctgggtcaagattgacgctcatgecacgaaagegtggggage

aaacaggattagataccctggtagtccacgccctaaacgatgtctactagttgtegggte
RN RN R R R RN RN RN RN AR RN RE R R RN R RN AR AR RARNAY

asacaggattagataccctggtagtccacgccctaaacgatgtctactagttgtcgggte

ttaattgacttggtaacgcagctaacgecgtgaagtagaccgectggggagtacggtegea
RN RN R NN RN R AR RN R R AR N R R RN RN NN RN AR R RN A RANL

ttaattgacttggtaacgcagctaacgcgtgaagtagaccgectggggagtacggtcgea

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagcggtggatgatgtggattaat
RN R N N R R R RN AR R R RN RN RN AR RN RN R RN RA NN

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagcggtggatgatgtggattaat

tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggctggaatccttgagagatcag
CRPER Rt et b b b e r by i

tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggetggaatcctcgagagattga

523

506

583

566

643

626

703

686

763

746

823

806

883

866

943

926

1003

986
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ggagtgctcgaaagagaaccagtacacaggtgetgcatggctgtcgtecagectegtgtegt
RN R RN R RN AR AR R RN A RN RN R RN RN RN RN R R RN RN RN RN RN

ggagtgctcgaaagagaaccagtacacaggtgctgcatggetgtegtcagectegtgtegt

gagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgtcattagttgectacgaaaggg
R R N A NN R A R R RN RN NN RN R A RN N R R RE RN RRE]

gagatgttgggttaagtcccgcaacgagegcaacccttgtcattagttgectacgaaaggg

cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtectca
NN RN R R R R A RN R R RN R RN R R R RN AR RN RN AR RRARER A NN

cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcetca

tggceccttatgggtagggettcacacgtcatacaatggtacatacagagecgccgeccaace
(AN RN R AN R R R RN RN A RN R R R RN RN RRRER])

tggcccttatgggtagggettcacacgtcatacaatggtacatacagagcgecgecaace

cgcgagggggagctaatcgcagaaagtgtatcgtagtccggattgtagtctgcaactega
(NN N RN R R RN R R R R RN AR RN RN R R R RN RN RN NN AN RRN

cgcgagggggagetaatcgcagaaagtgtatcgtagtecggattgtagtctgcaactega

ctgcatgaagttggaatcgctagtaatcgcggatcagcatgtencggtnaanacgttcee
RN AR RN R RN R A N A N RN AR N RN RN O R AN R AR RN ERAN

ctgcatgaagttggaatcgctagtaatcgecggatcagcatgtcgeggtgaatacgttece

gggtcttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagegggqttttaccagaagtaggtaget
SRR RN R RN R AR R RN RN RN A RN N R R RN R R RRRRE NN RERE

gggtcttgtacacaccgeccgtcacaccatgggagegggttttaccagaagtaggtaget

tanccncaaggagggcgeott 1443
IR N NN R R AR RR N RN Y

taaccgcaaggagggcgett 1426

>gi|283268941emb|Y08846.1|IJL16SRRN J.lividum 16S rRNA gene

Length = 1469

Score = 2714 bits (1369), Expect = 0.0

1063

1046

1123

1106

1183

1166

1243

1226

1303

1286

1363

1346

1423

1406
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= 1391/1400 (99%)

Strand = Plus / Plus

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjcet:

Query:

Sbjct:

Query:

Shict:

Query:

Sbict:

44

104

164

146

224

206

284

266

344

326

404

386

catgcaagtcgaacggcagcacggagcttgctectggtggecgagtggegaacgggtgagta
AR AR R R R R RN R RN AR R A R A R R RN RN R A RN RN NN RN

catgcaagtcgaacggcagcacggagettgetetggtggegagtggecgaacgqgtgagta

atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgcea
AR RN AR R RN R RN R AR R A RN RN AN RN A R AR RN R RRERRRRRY

atatatcggaacgtaccctagagtgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgcea

tacgatctaaggatgaaagtgggggatcgcaagacctcatgctcgtggagcggecgatat
(RN RRERN AR AR RN R RN R AR A N R R RN R R R R R R A R RN RN RN RERE

tacgatctaaggatgaaagtgggggatcgcaagacctcatgetegtggageggecgatat

ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagctggtctgag
R RN NN R NN RN R RN RN E RN RN NEERR R R AN RENRERNERNENENENNNR

ctgattagctagttggtagggtaaaagcctaccaaggcatcgatcagtagectggtctgag

aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcageagtg
NN RN RN RN N R R AR R R NN RN RN AR NN RN RN EEARERREERERRAERY

aggacgaccagccacactggaactgagacacggtccagactcctacgggaggcageagtg

gggaattttggacaatgggcgaaagectgatccagcaatgecgecgtgagtgaagaagyee
SRR AR R R R R R RN AR AR N RN N RN AR R RN AR AR RN RRRRRRRRY

gggaattttggacaatgggcgaaagectgatccagcaatgecgegtgagtgaagaaggee

ttcgggttgtaaagctcttttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatctcttgetaa
PROPESERERRNIR RSt r et ennien

ttcgggttgtaaagctettttgtcagggaagaaacggtgagagctaatatctettgcetaa

103

85

163

145

223

205

283

265

343

325

403

385

463

445



Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbhjet:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

464

446

524

506

584

566

644

626

704

686

764

746

824

806

884

866

944

926
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tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgeccagecagccgecggtaatacgta
R RN RN RN RN RN R R R AR RN R AR R RN A R R R RN ERR ERY

tgacggtacctgaagaataagcaccggctaactacgtgccagcagecgeggtaatacgta

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagecgtgegeaggcggttttgtaagte
R R N NN AR RN RN A AR RN RN AR RN AR R R AR RRREY]

gggtgcaagcgttaatcggaattactgggegtaaagegtgegecaggcggtrttgtaagte

tgatgtgaaatccccgggetcaacctgggaattgcattggagactgcaaggcetagaatct
RN RN RN R R R R R RN R R RN R R RN RN RN R ERARRN R

tgatgtgaaatccccgggctcaacctgggaattgcattggagactgcaaggectagaatet

ggcagaggggggtagaattccacgtgtagcagtgaaatgcgtagatatgtggaggaacac
RN RN RN NN NN R NN R RN NN N R R R E R R NN RN RN RN

ggcagaggggggtagaattccacgtgtagcagtgaaatgegtagatatgtggaggaacac

cgatggcgaaggcagcecccetgggtcaagattgacgctcatgcacgaaagegtggggage
AR RN R R R R AR AN RN RN R R RN NN RN R R RN N AR R RRRANRN

cgatggcgaaggcagcccectgggtcaagattgacgectcatgecacgaaagegtggggage

aaacaggattagataccctggtagtccacgecctaaacgatgtctactagttgtegggte
AR R AR AR R R R RN R R R AR RN R R RN RN R RN NN RRARERRR

aaacaggattagataccctggtagtccacgecctaaacgatgtctactagttgtegggte

ttaattgacttggtaacgcagctaacgcgtgaagtagaccgectggggagtacggtcegea
NN RN R R NN RN R NN RN RN NN RN NN R R R RN N RN R RR R

ttaattgacttggtaacgcagctaacgcgtgaagtagaccgeectggggagtacggtcgea

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaagecggtggatgatgtggattaat
RN RN AN RN R RN RN AR R R A NN RN RARRARR RN

agattaaaactcaaaggaattgacggggacccgcacaageggtggatgatgtggattaat

tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggetggaatecttgagagatcag
RN RN RN RN R RN AR R R RN RN R R B U N NN I

tcgatgcaacgcgaaaaaccttacctacccttgacatggctggaatcccegagagatigg

523

50S

583

565

643

625

703

685

763

745

823

805

883

865

943

925

1003

985
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Query: 1004 ggagtgctcgaaagagaaccagtacacaggtgctgcatggetgtegtcagetegtgtegt 1063
R AR RN R R R R AR R R R RN R RN R AR RN NN R RN R RN R ARR AR

Sbjct: 986 ggagtgctcgasagagaaccagtacacaggtgctgcatggctgtegtcagetegtgtegt 1045

Query: 1064 gagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttgtcattagttgectacgaaagqgg 1123
AR AR R R R RN RN RN R R R R RN R RN A RN A RN RN R AR RN AR

Sbyct: 1046 gagatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttgtcattagttgctacgaaaggg 1105

Query: 1124 cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcctca 1183
R R AR AN N N AR R R R R R RN R R R RN R RN R ARRARRRENRRT]

Sbjct: 1106 cactctaatgagactgccggtgacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaagtcctea 1165

Query: 1184 tggcccttatgggtagggcttcacacgtcatacaatggtacatacagagcgecgecaace 1243
(AR AR RN AR R R R R R RN R RN RN R RN RN RN E A RN R RN R R EE R R ANNE RN

Sbjct: 1166 tggcccttatgggtagggcttcacacgtcatacaatggtacatacagagcgccgccaace 1225

Query: 1244 cgcgagggggagctaatcgcagaaagtgtatecgtagtecggattgtagtetgcaactcga 1303
(AR R R RN R R RN AR N RN AR R AR R RN RN R R RN AN RN RN R RREEREER

Sbjct: 1226 cgcgagggggagctaatcgcagaaagtgtatcgtagtceggattgtagtctgcaactega 1285

Query: 1304 ctgcatgaagttggaatcgctagtaatcgcggatcagcatgtcncggtnaanacgttceee 1363
RN R R R R R R RN R RN R R R R R R R R RN RN A D R RN D AR R R R ERY

Sbjct: 1286 ctgcatgaagttggaatcgctagtaatcgcggatcagcatgtcgcggtgaatacgtteee 1345

Query: 1364 gggtcttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagegggttttaccagaagtaggtaget 1423
(RN R NN R RN RN RN R R R R R R RN RN R RN R R ERERERERNY

Sbjct: 1346 gggtcttgtacacaccgcccgtcacaccatgggagcgggttttaccagaagtaggtaget 1405

Query: 1424 tanccncaaggagggcgcett 1443
LR breeernertine

Sbjyet: 1406 taaccgcaaggagggcgett 1425

Se analizé similarmente una secuencia compuesta (705 nucledétidos) del
tejido afectado del paciente 17 usando el cebador directo F7, y las cuatro mejores ali-
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neaciones a partir de una base de datos que contenia 671.573 secuencias fueron:
ablAF174648.11AF174648 Janthinobacterium lividum 16S ribeso... 1315 0.0
ab|AF067655 11AF067655 Uncultured Duganella clone CTHB~18 1... 1315 0.0

db+ 1AB021388,11AB021388 Pseudomonas mephitiaca DNA for 16S r... 1315 0.0
emb)Y08846.11JLI6SRRN J.lividum 16S rRNA gene 1325 0.0

A continuacién se muestra la alineacion concreta para la primera se-
cuencia de la lista:
gQb|AF174648.11AF174648 Janthinobacterium lividum 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Length = 1486

Score = 1315 bits (658), Expect = 0.0
Identities = 681/689 (98%), Gaps = 3/689 (0%)

Strand = Plus / Plus

Query: 19 gagcttgctctggtggcgagtggcgaacgggtgagtaatatatcggaacgtaccctagag 78
(RN RN RN A R RN R R RN R R RN AR R AR A R R R A RN RN R R RN RN RN

Sbjct: S0 gagcttgctctggtggecgagtggcgaacgggtgagtaatatatcggaacgtaccctagag 109

Query: 79 tgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgcatacgatctaaggatgaaagtggg 138
(NN RN R RN N R RN RN RN RN RN RN RN RN RN RERERRRRRRARS!

Sbjct: 110.tgggggataacgtagcgaaagttacgctaataccgcatacgatctaaggatgaaagtggg 169

Query: 139 ggatcgcaagacctcatgctcgtggagcggccgatatctgattagetagttggtagggta 198
RN RN RN A RN NN AR R R R RN RN RER RN RARERRRRRRRRENRY:

Sbjct: 170 ggatcgcaagacctcatgcectcgtggageggecgatatctgattagctagttggtagggta 229

Query: 199 aaagcctaccaaggcatcgatcagtagctggtctgagaggacgaccagccacactggaac 258
NN RN AR R NN N R R R AR R RN R RN AR R R RN R R RN RRRRRRRRRRRRRY

Sbjct: 230 asagcctaccaaggcatcgatcagtagctggtctgagaggacgaccagecacactggaac 289



Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbyct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Shjct:

Query:

Sbjct:

258

290

319

350

317

409

437

469

497

529

557

589

617

649
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tgagacacggtccagactcctacgggaggcagcagtggggaattttggacaatgggcgaa
RN R R AR R R RN R R RN R AR R R R AR R R N RN RN RERARARRRRARRRENY

tgagacacggtccagactcctacgogaggcagcagtggggaattttggacaatgggcgaa

a--ctgaatccagcaatgccgegtgagtgaagaaggccttcgggttgtaaagetettttg
U R A RN N R AR RN A RN R RN R R R R A RN R RN RN RN RN RN RN

agcctga-tccagcaatgccgegtgagtgaagaaggecttcgggttgtaaagetettttg

tcagggaagaaacggtgagagctaatatctcttgectaatgacggtacctgaagaataage
LELURER Ottt ernreersinpeenpeaistedn

tcagggaagaaacggtgagagctaatatctcttgctaatgacggtacctgaagaataage

accggctaactacgtgccagcageegeggtaatacgtagggtgcaagegttaatcggaat
R NN RN R RN RN R R AN R R R R R R RN R RN RN R R R AR RN RS RN AN

accggctaactacgtgccagcagccgeggtaatacgtagggtgcaagecgttaatcggaat

tactgggcgtaaagcgtgcgcaggeggttttgtaagtctgatgtgaaatccecgggetcea
(RN N RN RN R RN NN R AR AR N AR RN R N R AR R PR R RN Y]

tactgggcqtaaagcgtgcgcaggcggttttgtaagtctgatgtgaaatcccecgggetca

acctgggaattgcattggagactgcaaggctagaatctggcagaggggggtagaattcca
RN R R N R R RN RN N RN R R RN A R R RN R UAREERERERNRRNY]

acctgggaattgcattggagactgcaaggctagaatctggcagaggggggtagaattcca

cgtgtagcagtraaatqgcqgtagatatgtggaggaacaccgatggcgaagsvagececeetg
RN RN N NN R RN R RN RN N RN N RN NN R RN AN D ERE R R RN

cgtgtagcagtgaaatgcgtagatatgtggaggaacaccgatggcgaaggcagecceetg

318

349

376

408

436

468

496

528

556

588

616

648

676

708
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Query: 677 ggtcaagawtgacgctcatgcacaaaagc 705
FORBRELE LT E0RI0ni i it

Sbjct: 709 ggtcaagattgacgctcatgcacgaaagc 737

Aislamiento de RNA y DNA de liguido sinovial (LS)
Las muestras previamente discutidas procedian de biopsias pero, en un

avance significativo, se ha mostrado también ahora que se puede hacer un diagnéstico
a partir de una muestra del liquido sinovial que se puede obtener sin cirugia mediante
un procedimiento mucho menos invasivo y traumatico. A continuacién se describe un
protocolo adecuado.

Después de la recogida de LS del paciente, el LS fue guardado a 4 °Cy,
después de no mas de 20 minutos, fue centrifugado a 13.000 rpm (aproximadamente
12.500 g) durante 30 minutos a 4 °C. Se separé el sobrenadante y se guardo el sedi-
mento de centrifugacion a -72 °C hasta el aislamiento del RNA/DNA. Se anadié 1 ml
de disolucion de TRIzol al sedimento de centrifugacion. El sedimento de centrifugaciéon
fue disuelto por remocion y fue luego incubado a temperatura ambiental durante 10
minutos. Se anadieron 0,2 ml de cloroformo a la disolucion y ésta fue mezclada des-
pués por remocién y fue luego incubada a temperatura ambiental durante 15 minutos.

Luego se centrifugd la disolucion a 13.000 rpm a 4 °C durante 15 minu-
tos. Se separd la fase superior acuosa y se aislé el RNA del modo anteriormente des-
crito. Se afiadieron 0,3 ml de etanol a la fase de fenol-cloroformo y luego se mezclo la
disolucién por remocion. Luego se incubo la disolucidén a temperatura ambiental duran-
te 15 minutos. Después se centrifugd a 2000 rpm (aproximadamente 4500 g) a 4 °C
durante 5 minutos.

Se separd el sobrenadante y se lavo tres veces el sedimento de centri-
fugacion en 0,5 ml de citrato sodico 0,1 M con etanol al 10%. Después de cada lavado,
se realizd una centrifugacion a 2000 rpm (aproximadamente 4500 g) a 4 °C durante
cinco minutos y se desecho el sobrenadante. Después del ultimo lavado, el sedimento
de centrifugacion fue dejado secar al aire durante 30 minutos a temperatura ambiental.

El sedimento de centrifugacién fue resuspendido en 80 ul de NaOH 8 mM.

Ejemplo 2 — Tratamiento de pacientes osteoartriticos con antibiodticos — Aspec-

tos clinicos
En este estudio, se utilizé un antibiético eficaz contra una gran variedad

de bacterias Gram negativas y Gram positivas.
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Introduccidn

Se diagnosticé la enfermedad de 30 pacientes y se trataron estos du-
rante un mes con el antibitico internacionalmente conocido de forma genérica como
doxiciclina; este fue adquirido a Pfizer como Vibramicina. Se tomaron muestras del
liquido sinovial antes y después del tratamiento.

Métodos

Se identificaron 30 pacientes que presentaban signos clinicos y radiolé-
gicos de osteoartritis. Se inform6 a estos pacientes, quienes firmaron un papel de
acuerdo con las instrucciones del Comité Etico (Northern Norway Health Region 5).

Se utilizaron las calificaciones KOOS (Knee Injury and Osteoarthritis
Outcome Score) [Roos et al.: "Development of a self-administered outcome measure”,
Journal of Orthopaedic and Sports Physical Therapy 78 (2): 88-96, 1998] y de Lysholm
[véase Tegner y Lysholm: "Rating Systems in the Evaluation of Knee Ligament Inju-
ries", Clinical Orthopaedics and Related Research, n® 198, Setiembre de 1985, 43-49].

Durante la primera visita, se tom6 una muestra del liquido sinovial (téc-
nica estandar en el portal lateral superior), utilizando una jeringa de 10 ml de capaci-
dad. Si habia demasiado poco liquido y no se aspiraba liquido sinovial en seguida, se
inyectaban 5-10 ml de disolucion salina fisiol6gica-agua y se aspiraba de nuevo. Se
pusieron inmediatamente las muestras en una nevera y se llevaron al laboratorio. Se
administraron diariamente 100 mg de Vibramicina a todos los pacientes durante 4 se-
manas. De los pacientes en que se encontraron las bacterias, se tomaron nuevas

muestras del liquido sinovial utilizando la misma técnica.

Resultados clinicos

Se observé una mejoria.

Es importante advertir que, en este sistema de calificacion, valores ma-
yores significan que los pacientes estdn mejor. Los valores pequefos indican mas sin-
tomas, por ejemplo, dolor. Todos los valores mejoraron en este estudio. Se considera
una mejoria particularmente significativa cuando los valores de p son < 0,05.

KOOS

Se analizaron estos parametros:
Sintomas
Actividad de la vida diaria

Deporte
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Calidad de la vida diaria
Dolor
Lysholm
0-100: 100 es la mejor calificacién posible y 0 es la peor.

Los resultados de estos ensayos se presentan en forma grafica en las
Figuras 16 a 21.

En la Tabla 3 siguiente se muestra un resumen de la respuesta al tra-
tamiento con el antibiético tetraciclina durante cuatro semanas, segun se determina

mediante preguntas directas a los pacientes sobre como se sentian.

Muestra/paciente | Estatus después de 4 semanas de tratamiento
2 mejorado
3 inalterado
4 inalterado
5 inalterado
6 mejorado
7 mejorado
8 inalterado
9 mejorado
10 mejorado
11 inalterado
12 inalterado
13 mejorado
14 mejorado
15 inalterado
16 mejorado
17 inalterado
18 inalterado
19 inalterado
20 inalterado
21 inalterado
22 inalterado
23 inalterado
24 inalterado
25 inalterado
26 mejorado
34 mejorado
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Conclusién

Estos resultados respaldan nuestra hipétesis de que se puede tratar la
osteoartritis con antibiéticos. La Vibramicina mejoré todas las calificaciones clinicas del
paciente.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente antibacteriano en la fabricacién de un medicamento

para el tratamiento de la osteoartritis bacteriana primaria al tratar una infeccion bacte-
riana que es responsable de la osteoartritis.

2. Un uso como el reivindicado en la Reivindicacion 1, en que dicho
agente antibacteriano es eficaz contra Janthinobacterium.

3. Un uso como el reivindicado en cualquier reivindicacién precedente,
en que dicho agente antibacteriano es seleccionado del grupo que comprende: clari-
tromicina, levofloxacina, mercaptoetilguanidina, lactato de ciprofloxacina, tobramicina,
ceftazidima pentahidratada, gentamicina, ciproxina, rifampicina, doxiciclina, trimetro-
prima y sulfametoxazol.

4. Un uso como el reivindicado en cualquier reivindicacién precedente,
en que dicho medicamento comprende dos o mas agentes antibacterianos.

5. Un uso como el reivindicado en cualquier reivindicacién precedente,
en que el tratamiento comprende ademas la administracién de un segundo medica-
mento que contiene otro agente antibacteriano o un agente que puede romper DNA.

6. Un uso como el reivindicado en la Reivindicacion 5, en que dicho se-
gundo medicamento contiene gentamicina, ciproxina o DNasa I.

7. Un uso como el reivindicado en la Reivindicacién 6, en que dicho se-
gundo medicamento esta en una forma adecuada para inyeccion.

8. Un agente antibacteriano para uso en el tratamiento de la osteoartritis
bacteriana primaria al tratar una infeccién bacteriana que es responsable de la os-
teoartritis.

9. Un producto que contiene (a) un agente antibacteriano y (b) un anta-
gonista de 6xido nitrico como una preparacion combinada para uso simultdneo, sepa-
rado o sucesivo en el tratamiento de la osteoartritis bacteriana primaria al tratar una
infeccion bacteriana que es responsable de la osteoartritis.

10. Un producto que contiene (a) un agente antibacteriano y (b) un
agente que puede romper DNA como una preparacion combinada para uso simulta-
neo, separado o sucesivo en el tratamiento de la osteoartritis bacteriana primaria al
tratar una infeccién bacteriana que es responsable de la osteoartritis.

11. Un método in vitro para diagnosticar una osteoartritis en un paciente
del que se sospecha que tiene osteoartritis, método que comprende examinar una
muestra de una articulacién de dicho paciente en cuanto a la presencia de bacterias vy,

cuando dichas bacterias estan presentes, confirmar que dicha articulacién esta afecta-
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da por una osteoartritis bacteriana primaria.

12. Un método como el reivindicado en la Reivindicaciéon 11, en que las
bacterias se detectan por medio de la unién de uno o mas oligonucleétidos al &cido
nucleico de dichas bacterias.

13. Un método como el reivindicado en la Reivindicacion 11 6 12, en
gue dicha muestra se pone en contacto con una pareja de cebadores capaz de unirse
a secuencias diana del &cido nucleico de dichas bacterias.

14. Un método como el reivindicado en la Reivindicacién 13, en que
dichos cebadores son capaces de unirse a regiones del rRNA 16S de las bacterias o
del gen que lo codifica.

15. Un método como el reivindicado en la Reivindicacién 11, en que se
detectan las bacterias utilizando anticuerpos.

16. Un método como el reivindicado en cualquiera de las Reivindicacio-
nes 11 a 15, en que dicha muestra es una muestra del liquido sinovial.

17. Un componente para deteccién bacteriana para uso en el diagndsti-
co de una osteoartritis bacteriana primaria en un paciente del que se sospecha que
tiene osteoartritis.

18. Un componente para deteccion bacteriana de acuerdo con la Rei-
vindicacion 17, en que dicho componente para deteccién es un oligonucleétido.

19. Un componente para deteccion bacteriana de acuerdo con la Rei-
vindicacion 18, en que dicho oligonucledétido es un cebador capaz de unirse a secuen-
cias diana del acido nucleico de dichas bacterias.

20. Un componente para deteccion bacteriana de acuerdo con la Rei-
vindicacion 19, en que dicho cebador es capaz de unirse a regiones del rRNA 16S de
las bacterias o del gen que lo codifica.

21. Un componente para deteccion bacteriana de acuerdo con la Rei-
vindicacion 17, en que dicho componente para deteccidén es un anticuerpo.
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Céndilo femoral
medial de la rodilla

\

Céndilo femoral
lateral de la rodilla

Instrumento para
la extirpacion de
cartilago durante
la artroscopia

Zona de donde se
extirpa cartilago
durante la
reparacion del
ligamento cruzado
anterior.

Biopsia normal

Figura 1
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Zona de cartilago
danado; lugar para
biopsia artroscoépica

Figura 2
Condilo ey Vlenisco
tibial
Cartilago
osteoartritico
Menisco
degenerado
Figura 3

Coéndilo
tibial
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Poli A+ RNA

§ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAns POTIA - T

Sintesis de primera cadena por
transcriptasa inversa; un cebador
de oligo(dT) modificado

(cebador de CDS) ceba la
reaccion de sintesis de la

primera cadena

5t AANANAAAANANANANANAAANN poIiA

~COumm—
Cebador de CDS

Se afiade desoxicitidina al
extremo 3' del cDNA mediante
la actividad transferasa

J terminal de la RT

S AAAAAAAAANAAANAAANANNA, pOliA

cCcC e

El oligonucleétido SMART™

se aparea por bases con el tramo
de desoxicitidina, creandose
Oligonuclestido SMART ™ un molde alargado

<
\ GGG poliA
#~CcC —(
Multiplicacion del cDNA
por LD-PCR con ¢
el cebador de PCR

5‘

Figura 4

S —{
[rom— e

cDNA de doble cadena

Figura 5

Escala Escala
de1kb de1kb



51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

gcgactggaa
ATTGCTCGAA
CTGTGTCTGG
GTTTTAATTT
ACCGTCCATC
ACGCAATAAT
GATCGGTAGT
CTAAATAGCA
CCAGAGATTT
GATTTTCTGG
TBGCAGTGCC
aagatatcac
trgaaaccwk

ctccagaaag

ES 2349 030 T3

acCAGAARAT
GAAATCTCTG
ATGCTATTTA
TACTACCGAT
GGCGTCCACC
GCGCCAGAAA
ARAATTAAAA
TCCAGACACA
CTTCGAGCAA
TTTCCAGTCG
ATATTGTTCC
tcagcataat
aaaatccggy

tctctggtak

4/16

MCGGCCTTCT
GATATCAGTC
GCGCAGTTAC
CAACTCTTTT
GARTATAGGC
CGGAGGGTAA
CCGATTTTAT
GARGGCAAGA
TATGTTTTCC
CGCAAAAGAT
TCACATGCAC
gagaaaaata
cttctgggaa

cagwctagtb

GGGARRATAA
AGTTGTCTAC
CGTTAATCTC
TTATTAACCC
ACCATAAAGG
TGCGGTTAAT
TGAGATTAAC
AGTAGACAAC
TTTATTTTCC
AACGACTATT
ATCATTGGTA
gtcgttatct
watamatgga

tgmtattcct

AGGAARACAT
TTCTTGCCTT
ARATAARAATCG
TCACTAAAGC
AGTAGGGAAC
AAAARGAGTT
GGTAACTGCG
TGACTGATAT
CAGAAGGCCG
TTTCTCAtTT
ACgaaaaaaa
tttgcgcgac
wavcathttg

gashtttctt

Figura 6
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Figura 8

1234L

Figura 9
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L 123456L

Figura 10
F7 FI0OA  Fi0B F10C
— — > >
~1500 bp
— «— — &
RIOA RiI0B Ri10C R1474

Figura 11



GNGGNNAGTG
GTCGAACGGC

GGCGAGTGGC
GGATAACGTA

GCATACGATC
GAGCGGCCGA

AGGGTAAAAG
CCAGCCACAC

GACTCCTACG
TGATCCAGCA

GCCTTCGGGT
TATCTCTTGC

TAAGCACCGG
GTAGGGTGCA

GTGCGCAGGC
GGCTCAACCT

AATCTGGCAG
ARAATGCGTAG

GCCCCCTGGG
AGGATTAGAT

AAACGATGTC
ACGCGTGAAG

GTCGCAAGAT
ATGATGTGGA

ARACCTTACC
GCTCGAAAGA

CATGGCTGTC
GAGCGCAACC

AAGGGCACTC
GACGTCAAGT

ES 2349030 T3
8/16

NNNGNNTNTN NTANTNTNNT
AGCACGGAGC TTGCTCTGGT

GAACGGGTGA GTAATATATC
GCGAAAGTTA CGCTAATACC

TAAGGATGAA AGTGGGGGAT
TATCTGATTA GCTAGTTGGT

CCTACCARGG CATCGATCAG
TGGAACTGAG ACACGGTCCA

GGAGGCAGCA GTGGGGAATT
ATGCCGCGTG AGTGAAGAAG

TGTAAAGCTC TTTTGTCAGG
TAATGACGGT ACCTGAAGAA

NTTGATGCCC

GGAACGTACC

CGCAAGACCT

TAGCTGGTCT

TTGGACAATG

GAAGAAACGG

CTARCTACGT GCCAGCAGCCG CGGTAATAC
AGCGTTAATC GGAATTACTG GGCGTAAAGC

GGTTTTGTAA GTCTGATGT GAAATCCCCG
GGGAATTGCA TTGGAGACT GCRAGGCTAG

AGGGGGGTA GAATTCCACG TGTAGCAGTG
ATATGTGGAG GAACACCGAT GGCGAAGGCA

TCAAGATTGA CGCTCATGCA
ACCCTGGTAG TCCACGCCCT

TACTAGTTGT CGGGTCTTAA
TAGACCGCCT GGGGAGTACG

TAAAACTCAAA GGAATTGACG
TTAATTCGAT GCAACGCGAA

TACCCTTGAC ATGGCTGGAR
GAACCAGTAC ACAGGTGCTG

GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT
CTTGTCATTA GTTGCTACGA

TAATGAGACT GCCGGTGACA
CCTCATGGCC CTTATGGGTA

CGARAAGCGTG

TTGACTTGGT

GGGACCCGCA

TCCTTGAGAG

GTTGGGTTAA

ARCCGGAGGA

CACCATGCAR

CTAGAGTGGG

CATGCTCGTG

GAGAGGACGA

GGCGAAAGCC

TGAGAGCTAA

GGGAGCARAC

AACGCAGCTA

CAAGCGGTGG

ATCAGGGAGT

GTCCCGCAAC

AGGTGGGGAT

Figura 12



GGGCTTCACA
GGGGGAGCTA

GTCCGGATTG
ATCGCGGATC

TTCCCGGGTC
CAGAAGTAGG

CGCTTCCAAG
NNNC

ES 2349030 T3
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CGTCATACAA TGGTACATAC AGAGCGCCGC CAACCCGCGA
ATCGCAGAAA GTGTATCGTA

TAGTCTGCAA CTCGACTGCA TGAAGTTGGA ATCGCTAGTA
AGCATGTCNC GGTNAANACG

TTGTACACAC CGCCCGTCAC ACCATGGGAG CGGGTTTTAC
TAGCTTANCC NCAAGGAGGG

GTATNNATCA AANNNNCNNN NNCNNNCCCC
Figura 12 (cont.)

F25-1 F25-2 F25-3
F-1 F21.0 Fo1-3
— = > >
R R RN N
Obp §_— g‘— < ~1500 bp
R253  R254 R255
Rl 7.4 Fo15
F25-1/R255
F21-1/R21-4
F21-2/R215

e

-

Regién de DNA con un elevado porcentaje de falta
de apareamiento entre secuencias de tipoBy J

Una sola falta de apareamiento de bases
entre secuencias de tipoBy J

Figura 13
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L123456L

Figura 14

8 91011121314 1516

Figura 15



Valor medio
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62

60 4

52 |

Antes del tratamiento  Después del tratamiento

Sintomas

Figura 16



Valor medio
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67.5
67.0 4

66,5 -

65,5 -

65.0 4

Antes del tratamiento Después del tratamiento

Actividad diaria

Figura 17



Valor medio
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50

Antes del tratamiento Después del tratamiento

Deporte y diversion

Figura 18



Valor medio

ES 2349030 T3
14/16

37

Antes del tratamiento Después del tratamiento

Calidad de vida
Figura 19



Valor medio
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58

Antes del tratamiento  Después del tratamiento

Dolor

Figura 20



Valor medio
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62
60
58

56 -

52 1
50 4
48 J

46 -

Antes del tratamiento Después del tratamiento

Lysholm

Figura 21
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