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@ Resumen:

Método de deteccidon de la susceptibilidad a desarrollar
efectos secundarios adversos relacionados con bioim-
plantes.

Método in vitro para el analisis de la predisposicién ge-
nética de un individuo a desarrollar efectos adversos re-
lacionados con materiales no metalicos implantados en
el cuerpo. El método comprende determinar si en una
muestra biolégica de un individuo esta presente el anti-
geno HLA-DRB1*3 del complejo mayor de histocompati-
bilidad. También se describe el uso de un kit para llevar
a cabo la determinacién y el empleo del antigeno como
marcador genético.
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DESCRIPCION

Meétodo de deteccidn de la susceptibilidad a desarrollar efectos secundarios adversos relacionados con bioimplan-
tes.

La presente invencion estd relacionada con la medicina, més concretamente estd relacionada con los efectos adver-
sos derivados de los bioimplantes que son aplicados o insertados en el organismo principalmente por razones estéticas
(cosméticas o terapéuticas). La invencion va dirigida a la preservacién de la salud y proporciona herramientas para
analizar el riesgo de efectos secundarios severos derivados de la aplicacién de dichos bioimplantes.

Estado de la técnica anterior

Existe cada vez un mayor nimero de personas que buscan soluciones médicas para la piel con apariencia enveje-
cida o bien con finalidades puramente estéticas y cosméticas. Otras personas, debido a situaciones patoldgicas, optan
también por el empleo de bioimplantes. Un bioimplante se define como un material implantado quirdrgicamente en el
cuerpo de una persona para reemplazar un tejido dafiado. El término bioimplante define una clase de implante que esta
generalmente asociado a un implante no metélico. Las dreas comunes de aplicacién de dichos bioimplantes incluyen
la cirugia ortopédica reconstructiva (en particular la maxilofacial), las prétesis para aumento de mamas, las prétesis
cardiacas (vélvulas cardiacas artificiales como la vdlvula de corazén Chitra), cutdneas y de la cérnea. Una clase de
bioimplantes ampliamente utilizados hoy en dia son los implantes poliméricos o cerdmicos, siendo un ejemplo de los
mismos los implantes de relleno o microprétesis dérmicos y sub-dérmicos.

Actualmente, los médicos especialistas pueden utilizar diferentes tipos de implantes de relleno dérmicos y sub-
dérmicos, incluyendo los materiales no permanentes, permanentes, reversibles o no reversibles. Los implantes de
relleno dérmicos y sub-dérmicos son materiales que se inyectan para corregir las arrugas, lineas de expresion, li-
podistrofia y otros rasgos que un individuo puede desear o necesitar corregir, principalmente a nivel facial. Estos
compuestos se emplean para rellenar las cavidades o estrias en el tejido dérmico ocasionadas por multiples diferentes
causas. Se han propuesto diversas clasificaciones de implantes de relleno segtin su origen y longevidad (duracién).
En la actualidad, la mayoria de implantes de relleno utilizados en todo el mundo son acrilamidas (compuestos de
poliacrilamida y polialquilimida), compuestos del 4cido hialurénico, 4cido polilactico, compuestos de polimetilme-
tacrilato, hidroxiapatita célcica y aceite de silicona. Aunque los fabricantes y las diferentes publicaciones sostienen
que los implantes de relleno no son téxicos y no son inmunogénicos, y que las complicaciones derivadas de su uso
no son muy comunes, en realidad se han detectado efectos secundarios indeseados con todos los compuestos utiliza-
dos. Algunos de estos efectos secundarios son efectos de aparicion tardia, los cuales en muchos casos son dificiles
de correlacionar con el empleo de dichos implantes de relleno o bioimplantes. Los efectos secundarios adversos aso-
ciados a la inyeccién de implantes de relleno dérmicos o sub-dérmicos pueden ser efectos secundarios severos, que
derivan hacia manifestaciones locales granulomatosas crénicas y, aunque raramente, a enfermedades autoinmunes.
Asi, se observa que en la clasificacién habitual de los implantes de relleno utilizados, existe todavia la necesidad de
definir otros dos conceptos: la seguridad a largo plazo y la reversibilidad de los efectos secundarios derivados de los
mismos.

Cuando un material de relleno dérmico es inyectado, tienen lugar las reacciones normales de tipo cuerpo extra-
fio (los llamados “granulomas estables”). Desafortunadamente, en algunas personas dichos granulomas estables se
convierten en granulomas nocivos inflamatorios y persistentes, en trastornos granulomatosos o, si bien en raras oca-
siones, en enfermedades autoinmunes. Algunas veces los efectos secundarios indeseables derivados del material de
relleno aparecen durante un traumatismo menor o después de una infeccién. Existe la hipétesis que los antecedentes
genéticos (propios y especificos de cada individuo) deben jugar un papel importante en el desarrollo de estas reac-
ciones adversas, pero ain se desconoce su origen exacto y no se pueden efectuar predicciones. Este hecho representa
un verdadero problema si se considera el nimero creciente de personas que optan por el empleo de estas clases de
bioimplantes.

Entre los pacientes que presentan efectos adversos inmediatos o tardios relacionados con los implantes de relleno
dérmicos, la mayorfa de ellos presentan efectos secundarios locales o generales, principalmente relacionados con
enfermedades del tejido conectivo. Cabe destacar que varios de los pacientes presentan trastornos inmunomediados
sistémicos inflamatorios, tales como esclerodermia o sindrome esclerodermiformes, polimiositis, sindrome de Sjogren,
sarcoidosis cutdnea, trastornos granulomatosos, pneumonitis y enfermedad por adyuvante humana.

Una manera de detectar previamente si un individuo es susceptible a presentar efectos adversos inmediatos o
tardios (aparicion tardia) relacionados con los implantes de relleno dérmicos y sub-dérmicos, consiste en inyectar 0.1
ml del implante de relleno intradérmicamente en la dermis del antebrazo y visualizar si existe reaccidn. Sin embargo,
el tiempo que transcurre hasta la aparicién de algunas reacciones es normalmente de 5-8 semanas. Ademads, en la
biopsia (prueba) la dermis se lesiona. Por otra parte, las autoridades sanitarias discrepan de este procedimiento. Asi,
existe la necesidad de encontrar otras formas para detectar si un paciente reaccionard adversamente al implante de
relleno colocado o inyectado.

El sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA) es el nombre del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) en humanos. Es un superlocus que contiene un gran nimero de genes relacionados con la funcién del sis-
tema inmunoldgico en humanos. Todos estos genes estdn agrupados en un segmento de 4 Mb en el brazo corto del
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cromosoma 6 en humanos. La regién HLA comprende seis loci principales que codifican proteinas estructuralmen-
te homologas, las cuales son clasificadas en la Clase I HLA (HLA-A, B, Cw) y Clase II (HLA-DR, DQ, DP), que
presentan antigenos a dos sub-conjuntos diferentes de células.

Las moléculas de Clase I consisten en dos cadenas de polipéptidos, a- y f2-microglobulina. Las dos cadenas estan
unidas no covalentemente por medio de la interaccion de la S2-microglobulina y el dominio @3. Solamente la cadena «
es polimorfica y codificada por el gen HLA, mientras que la subunidad de la 82-microglobulina no es polimérfica y es
codificada por el gen de la 82-microglobulina. El dominio @3 se encuentra en el anclaje de la membrana plasmatica e
interacciona con el co-receptor transmembrana glucoproteinico CD8 de las células T. Los dominios a1 y @2 se pliegan
para formar un surco para que los péptidos se unan. Las moléculas de Clase I del MHC se unen a péptidos que tienen
una longitud de 8-10 aminodcidos.

En el caso del locus HLA-B, los polimorfismos se encuentran principalmente localizados en los exones 2 y 3. Hasta
la fecha, se conocen cientos de variantes alélicas de este locus, lo que significa que este locus es el mas polimérfico
de los loci HLA. Las variaciones alélicas del locus HLA-B son las mds importantes en la seleccién de un posible
transplante dentro de las moléculas de Clase I. A cada una de las variantes alélicas se le da un niimero particular (tal
como HLLA-BS). Los alelos que estdn intimamente relacionados se agrupan juntos; por ejemplo, existen por lo menos
54 alelos muy semejantes y que son subtipos de HLA-B8. Estos subtipos estdn designados como HLA-B*080101
a HLA-B*0854. El gen HLA-B comprende multiples variaciones normales muy diferentes, lo que permite que el
sistema inmmunoldgico de cada persona reaccione a una amplia gama de invasores extrafios.

Las moléculas de Clase II son glucoproteinas heterodiméricas que se componen de una cadena alfa no polimoérfica
y una cadena beta polimérfica. Las moléculas de la Clase Il HLA (o MHC) se expresan en la superficie celular de
los macréfagos, células B, células T activadas, y otros tipos de células involucradas en la presentacion de antigenos a
células T que expresan la glucoproteina CD4 en la superficie de la célula. Los genes DP, DQ y DR estan localizados
en regiones separadas del MHC. En la regién DR, un tnico locus DRA codifica la cadena DRalfa no polimérfica, pero
nueve loci DRB diferentes, denominados DRB1 a DRBY, codifican la cadena polimérfica. Por otra parte, el ntimero
de alelos DRB identificados va aumentando continuamente.

En el caso del locus HLA-DRBI1, diferentes alelos de este locus se denominan DRB1*#01, DRB1*02, DRB1*03
etc., y estos alelos en conjunto forman lo que se llama un “grupo alélico” en esta descripcion. Por otra parte, varias se-

cuencias genéticas se agrupan bajo un alelo DRB1 especifico. Asi, el alelo DRB1*03 puede tener diferentes secuencias
que se denominan DRB1*0301, DRB1*0302, DRB1*031101, DRB1*031102, etc.

Los genes que codifican el sistema de antigenos de leucocitos humanos (HLA) se encuentran entre los genes mas
variables en humanos, y cada variante codifica moléculas que se unen a un conjunto diferente de péptidos.

Dichos genes son los mismos en todas las células de un individuo particular, pero difieren de una persona a otra.

Aunque la variabilidad alélica de HLA se ha investigado en profundidad y se han descubierto algunos marcadores
genéticos que permiten la realizacién de pruebas para evitar el rechazo de transplante de érganos, solo existen datos
menores no representativos que correlacionan la predisposicidn genética de un individuo a desarrollar efectos adversos
relacionados con los materiales implantados en el cuerpo humano.

Varios estudios han tratado de vincular muchas enfermedades autoinmunes o granulomatosas sistémicas con di-
ferentes haplotipos de HLA (MHC), especialmente con los antigenos de Clase I y Clase II. Asi, en el documento Di
Lorenzo et al., “Morphea after Silicone Gel Breast Implantaron for Cosmetic Reasons in an HLA-BS, DR3-Positive
Woman”, Int. Arch Allergy Immunol 1997. vol. 112, pp. 93-95, los autores describen un tnico paciente HLA-BS, DR3-
positivo con morfea localizada después de implantacion de mamas de gel de silicona. Los autores sugieren que existe
un antecedente genético y que el haplotipo mencionado estd implicado en la respuesta autoinmune, la cual podria estar
propiciada por el bioimplante de silicona. Por otra parte, los autores consideran que los datos no apoyan una clara
relacion entre el haplotipo y los efectos observados, y que son necesarios mas estudios. De hecho, este caso es uno de
los pocos casos en los cuales el implante de silicona podria ser el causante de una reaccién autoinmune, y no se puede
atribuir significancia estadistica al mismo.

La silicona utilizada como implante de relleno es un gel que consiste en siloxanos polimerizados. Aunque se
emplea extensamente desde 1960, los efectos secundarios que se derivan de su uso como implante de relleno son mas
bajos en tipo y nimero de casos que los observados cuando se utilizan otros implantes de relleno como bioimplantes,
tales como los asociados con el empleo de bioimplantes organicos, es decir, implantes de colageno, dcido L-polilactico,
poliacrilamida, polialquilimida, 4cido hialurénico, politetrafluoroetileno, metacrilato, asi como el implante inorgdnico
hecho de microesferas de hidroxiapatita cdlcica. Todos estos materiales tienen diferentes caracteristicas estructurales,
por lo que es deseable encontrar un patrén de referencia comutn que permita correlacionar la predisposicion genética
al rechazo de un implante o a desarrollar efectos secundarios adversos para todos los bioimplantes.

Resumen de la invencion

Los inventores, sospechando que posiblemente, en un huésped predispuesto, las probabilidades en desarrollar
diferentes trastornos de hipersensibilidad o inmunomediados de tipo IV pueden estar relacionados con una exposicién
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antigénica diversa y repetitiva, estudiaron ampliamente los genotipos de pacientes que presentaban efectos secundarios
adversos severos (efectos adversos) después de la implantacién de un material, esto es, de un bioimplante, tal como
un implante de relleno dérmico o sub-dérmico.

La invencion proporciona, en un primer aspecto, un método in vitro para el andlisis de la predisposicion genética
de un individuo a desarrollar efectos adversos relacionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo, que
comprende determinar en una muestra biolégica de dicho individuo si el antigeno HLA-DRB1*3 del complejo mayor
de histocompatibilidad estd presente. La presencia de dicho antigeno es un indicativo de predisposicién genética a
desarrollar dichos efectos adversos relacionados con los biomateriales.

El método de la invencidn representa una solucion para los problemas pendientes del estado de la técnica ya que
permite al individuo y al médico considerar todos los factores antes de la aplicacién en el cuerpo de materiales no
metdlicos, concretamente bioimplantes, tales como los implantes de relleno dérmicos o sub-dérmicos. Asi, el método
de la invencién es un ensayo util para detectar previamente, de manera inocua, la probabilidad de un individuo a
desarrollar efectos secundarios adversos cuando se aplica un bioimplante a dicho individuo.

Un segundo aspecto de la invencién es el empleo de un kit que comprende anticuerpos para determinar la pre-
sencia del antigeno HLA-DRB1%#3 del complejo mayor de histocompatibilidad, para el analisis de la predisposicién
genética de un individuo a desarrollar efectos adversos relacionados con materiales no metdlicos implantados en el
cuerpo.

Otro aspecto de la invencién es el empleo de un kit que comprende sondas de oligonucle6tidos con secuencia
especifica (SSOP) para la genotipificacion del alelo HLA-DRB1#3, o cualquier alteracion en desequilibrio de enlace
con el gen que codifica dicho antigeno, para el andlisis de la predisposicién genética de un individuo a desarrollar
efectos adversos relacionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo.

Ademds, es también un aspecto de la invencién el uso del antigeno HLA-DRB1%#3, como marcador para el analisis
de la predisposicién genética de un individuo a desarrollar efectos adversos relacionados con materiales no metalicos
implantados en el cuerpo.

Descripcion detallada de las realizaciones de la invencion
Se facilitan las siguientes definiciones a efectos de comprension:

Los términos “efecto adverso” y “efecto secundario adverso” se utilizan como sinénimos en esta descripciéon y se
refieren a cualquier efecto nocivo y/o indeseable que resulta de una medicacién u otro tipo de intervencion, tal como
la cirugfa. Se puede denominar “efecto secundario” a un efecto adverso cuando se considera que es secundario a un
efecto principal o terapéutico.

Los términos “genotipificacién” y “tipificacién” se utilizan como sinénimos en esta descripcion y se refieren a
cualquier ensayo que revele los alelos especificos heredados por un individuo, lo cual es particularmente util para
situaciones en las que mdas de una combinacién genotipica puede estar asociada a una misma sintomatologia clinica.

En la presente descripcién, el término “locus” significa la posicién ocupada por cada gen HLA (p.ej., locus B de
HLA). “Loci” (plural de locus) para los antigenos DR incluye DRA y DRB1-9.

El término “alelo” se refiere a una de las dos o mds formas alternativas de un gen, que difiere en la secuencia
genética y que da por resultado diferencias observables en el cardcter hereditario (fenotipo), y que se encuentran en el
mismo lugar en un cromosoma.

“Enlace” describe la tendencia de los genes, alelos, loci o marcadores genéticos a ser heredados conjuntamente por
estar localizados en el mismo cromosoma. Se pueden determinar por recombinacion porcentual entre los dos genes,
alelos, loci o marcadores genéticos que estdn fisicamente enlazados en el mismo cromosoma.

En el sentido de esta descripcidn, “alteracion” del gen significa cualquier modificacién estructural en la secuencia
del nucleétido considerado como de tipo salvaje. Ejemplos de alteraciones pueden incluir polimorfismo de un tnico
nucledtido, una supresion, insercidn, substitucién o duplicacién de uno o mas nucleétidos, y una modificacién quimica
sobre un nucleétido (p.ej., metilacion).

“Desequilibrio de enlace (DE)” o “asociacién alélica” significa la asociacién preferente de un alelo o marcador
genético particular con un alelo o marcador genético especifico en una localizacién cromosémica cercana mas fre-
cuentemente que la esperada al azar para cualquier frecuencia de alelo particular en la poblacién. Por ejemplo, si el
locus X tiene los alelos a y b, los cuales ocurren igualmente frecuentemente, y el locus unido Y tiene los alelos c y d,
los cuales ocurren igualmente frecuentemente, se esperaria que el haplotipo ac ocurriera con una frecuencia de 0.25
en una poblacién de individuos. Si ac ocurre mds frecuentemente, entonces se considera que los alelos a y ¢ estdn en
desequilibrio de enlace. El desequilibrio de enlace puede resultar de la seleccién natural de una cierta combinacién de
alelos o porque un alelo se ha introducido en una poblacién demasiado recientemente para haber alcanzado equilibrio
(asociacion aleatoria) entre alelos enlazados.
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Un “haplotipo” es una combinacién de alelos en multiples loci que se transmiten conjuntamente en el mismo
cromosoma. El haplotipo puede referirse a tan solo un locus o a un cromosoma entero, dependiendo del nimero de
recombinaciones que han ocurrido entre un conjunto dado de loci.

El término “andlisis de la predisposicién genética” incluye la determinacién de la probabilidad de un individuo a
desarrollar un fenotipo especifico debido a su carga genética inherente. En el caso de la invencion, el término define
la determinacién de la probabilidad de desarrollar efectos secundarios adversos relacionados con bioimplantes debido
a la dotacién genética de cada individuo.

Un “marcador genético” o “marcador” es un gen o secuencia de ADN con una localizacién conocida en un cro-
mosoma que puede ser utilizado para identificar células, individuos o especies. Se puede describir como una variacién
observable, que puede surgir debido a una mutacién o alteracién de los loci gendmicos. Un marcador genético puede
ser una secuencia corta de ADN, tal como una secuencia que conlleva un simple cambio de pares de bases (polimor-
fismo de nucleétido simple, SNP), o una secuencia larga, como minisatélites, translocaciones, o repeticiones de pares
de bases.

Los términos “bioimplante” y “material no metélico implantado en el cuerpo” se utilizan como sinénimos en esta
descripcion. Se puede clasificar un implante como implante metalico (p.ej., fémur de titanio), implante ceramico (p.ej.,
hidroxiapatita), implante polimérico (p.ej., polialquilimida) o implante biolégico (p.ej., toxina botulinica). Cuando en
esta descripcion se mencionan implantes no metdlicos, se pretende que abarquen los implantes cerdmicos, los implan-
tes de material polimérico o los implantes bioldgicos. Los implantes cerdmicos se consideran material no metélico
inorganico. Cuando se utiliza “material polimérico”, éste incluye todos los materiales poliméricos naturales o biol6gi-
cos, tal como el colageno, asi como los materiales poliméricos sintéticos, tales como los implantes de polialquilimida.
Los implantes pueden aplicarse en una zona amplia para sustituir o actuar en gran parte de un tejido, tal como el
implante mamario de silicona. Otros implantes se aplican a una zona reducida. Cuando se aplican a zonas reducidas,
la mayoria de dichos implantes son también referidos como implantes de relleno, conocidos asimismo como implantes
de relleno dérmicos o sub-dérmicos. Ejemplos de implantes de relleno son el coldgeno, dcido L-poliléctico, poliacri-
lamida, polialquilimida, 4cido hialurénico, politetrafluoroetileno y metacrilato. Otro implante de relleno ampliamente
empleado es la hidroxiapatita célcica.

Las areas mas comunes de aplicacién de los implantes no metalicos (bioimplantes) incluyen las prétesis ortopé-
dicas (especialmente maxilofaciales) reconstructivas, prétesis para aumento de mamas, prétesis cardiacas (vdlvulas
cardiacas artificiales como la vdlvula de corazén Chitra), cutdneas y de la cérnea.

Tal como se ha indicado anteriormente, el método de la invencién comprende determinar si una muestra biolégica
de un individuo contiene el antigeno HLA-DRB1%#3 del complejo mayor de histocompatibilidad, donde la presencia
de al menos uno de los antigenos es indicativo de predisposicion genética a desarrollar efectos adversos.

La determinacién de la presencia del antigeno se puede llevar a cabo mediante varias técnicas. Asi, una manera
de determinar si el antigeno estd presente en una muestra es mediante inmunoensayo con anticuerpos especificos
frente a los epitopos del antigeno (proteinas) HLA-DRB1*3. Otras tecnologias, las cuales se describen ampliamente
mads abajo, se basan en la deteccién de la codificacion de ADN o ARN para dicho antigeno, o sea, en detectar la
presencia de los alelos que codifican HLA-DRB1*3, si es que hay alguno de ellos en una muestra de un individuo.
La presencia de los alelos de interés se puede llevar a cabo usando ADN gendmico o codificador, el cual se amplifica
y luego se detecta por medio de sondas especificas. En términos generales, las técnicas incluyen aislar el contenido
genémico o transcrito, principalmente del ADN de las células de una muestra, la amplificacién posterior del locus
o loci de interés, el cual o los cuales es/son detectados ademds por medio de sondas especificas. El locus o loci son
finalmente identificados y correlacionados con un patrén de referencia. Dependiendo de la asociaciéon de los cebadores
y las sondas, las metodologias del ADN se clasifican como metodologias de baja resolucién o metodologias de alta
resolucion. Las metodologias de alta resolucién dan informacién con respecto al alelo especifico de un grupo de alelos.
Es decir, informan sobre la secuencia especifica o subtipo de alelo, tal como HLA-DRB1%0322, HLA-DRB1*0323,
HLA-B*0838, HLA-B*0839. Las metodologias de baja resolucién permiten determinar si en una muestra esta o estan
presentes un alelo de HLA-B*08 y/o el antigeno HLA-DRB1*03.

Asi, en una realizacién preferida, el método comprende determinar la presencia del antigeno HLA-DRB1*3 por
genotipificacién del alelo de HLA-DRB1*#3 contenido en la muestra de un individuo; o cualquier alteracién en dese-
quilibrio de enlace con los genes que codifican dichos antigenos. La genotipificacion del alelo significa determinar la
secuencia de ADN especifica para el mismo. La deteccién de un alelo que codifique por el antigeno HLA-DRB1*3
del complejo mayor de histocompatibilidad, es indicativo de predisposicién genética a desarrollar efectos adversos
relacionados con materiales no metédlicos implantados en el cuerpo.

En una realizacion preferida, el método comprende la genotificacion para determinar si una muestra bioldgica de
dicho individuo contiene simultdneamente al menos un alelo del antigeno HLA-B8 y al menos un alelo del antigeno
HLA-DRB1#3 del complejo mayor de histocompatibilidad, y que define un haplotipo que estd siendo indicativo de
predisposicion genética a desarrollar efectos adversos relacionados con los materiales no metalicos implantados en el
cuerpo.
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El individuo es preferiblemente un mamifero y mds preferiblemente un humano. No obstante, el sistema HLA o, en
términos generales, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) en humanos tiene su conjunto equivalente de
genes en la mayoria de vertebrados. Por lo tanto, aquellas secuencias genéticas entre especies diferentes que comparten
un alto porcentaje de homologia, es probable que lleven a los mismos efectos observados.

En otra realizacién preferida, el método comprende determinar la presencia del alelo del antigeno HLA-DRB1%#3
seleccionado del grupo que consiste en: HLA-DRB1*03010101 (HLA00671), HLA-DRB1*03010102 (HLA03483),
HLA-DRB1%¥030102 (HLA00672), HLA-DRB1*030103 (HLA00672), HLA-DRB1*¥030104 (HLA02830), HLA-
DRB1*030105 (HLAO02955), HLA-DRB1*030106 (HLAO03061), HLA-DRBI1*030107 (HLAO03855), HLA-
DRB1*030108 (HLA04577), HLA-DRB1*030109(HLA04691), HLA-DRB1*030201 (HLAO00673), HLA-
DRB1*030202 (HLA00674), HLA-DRB1*0303 (HLA00675), HLA-DRB1*0304 (HLA00676), HLA-DRB1*030501
(HLA00677), HLA-DRB1*030502 (HLAO1428), HLA-DRBI1%*030503 (HLAO03765), HLA-DRB1*0306
(HLAO00678), HLA-DRB1*0307 (HLA00679), HLA-DRB1*0308 (HLA00680), HLA-DRB1*0309 (HLA00681),
HLA-DRB1#0310 (HLA00682), HLA-DRB1*031101 (HLAO00683), HLA-DRB1*031102 (HLA04406), HLA-
DRB1*0312 (HLA00684), HLA-DRB1*031301 (HLA01007), HLA-DRB1*031302 (HLA03684), HLA-DRB1*0314
(HLA01008), HLA-DRB1*0315 (HLA01087), HLA-DRB1*0316 (HLAO01152), HLA-DRB1*0317 (HLAO1153),
HLA-DRB1*0318 (HLAO1349), HLA-DRB1*0319 (HLAO1432), HLA-DRB1*0320 (HLAO01455), HLA-
DRB1*0321 (HLAO01501), HLA-DRB1%0322 8 HLAO1557), HLA-DRB1*0323 (HLAO01614), HLA-DRB1%0324
(HLAO1687), HLA-DRB1*0325 (HLA01692), HLA-DRB1*0326 (HLA01868), HLA-DRB1*0327 (HLA01930),
HLA-DRB1*0328 (HLAO1933), HLA-DRB1%*0329 (HLA02420), HLA-DRB1*0330 (HLA02603), HLA-
DRB1*0331 (HLA02606), HLA-DRB1*0332 (HLA02827), HLA-DRB1%0333 (HLA02870), HLA-DRB1*0334
(HLA02886), HLA-DRB1*0335 (HLA02902), HLA-DRB1*0336 (HLA02996), HLA-DRB1*0337 (HLA03059),
HLA-DRB1*0338 (HLA03067), HLA-DRB1*0339 (HLAO03075), HLA-DRB1*0340 (HLA03370), HLA-
DRB1*0341 (HLA03641), HLA-DRB1*0342 (HLA03749), HLA-DRB1*0343 (HLAO03836), HLA-DRB1%*0344
(HLA03842), HLA-DRB1*0345 (HLA03843), HLA-DRB1*¥0346 (HLA03844), HLA-DRB1*0347 (HLA03859),
HLA-DRB1*0348 (HLAO03869), HLA-DRB1*0349 (HLAO04355), HLA-DRBI1*0350 (HLA04386), HLA-
DRB1*0351 (HLA04411), y HLA-DRB1*0352 (HLA04634).

En una realizacién también preferida, el método comprende determinar la presencia del alelo del antigeno HLA-
B8 seleccionado del grupo que consiste en: HLA-B*080101 (HLA00146), HLA-B*080102 (HLA02219), HLA-
B*080103 (HLAO02400), HLA-B*080104 (HLAO02853), HLA-B*080105 (HLA03034), HLA-B*080106
(HLA03449), HLA-B*080107 (HLA03939), HLA-B*080108 (HLA04210), HLA-B*080109 (HLA04221), HLA-
B*080110 (HLA04504), HLA-B*0802 (HLA00147), HLA-B*0803 (HLA00148), HLA-B*0804 (HLA00149), HLA-
B*0805 (HLA00150), HLA-B*0806 (HLA00151), HLA-B*0807 (HLA00974), HLA-B*0808N (HLA00975), HLA-
B*0809 (HLA00976), HLA-B*0810 (HLA01082), HLA-B*0811 (HLA01193), HLA-B*081201 (HLA01230), HLA-
B*081202 (HLA03935), HLA-B*081203 (HLA04186), HLA-B*0813 (HLAO01352), HLA-B*0814 (HLA01418),
HLA-B*0815 (HLAO1535), HLA-B*0816 (HLA01641), HLA-B*0817 (HLA01654), HLA-B*0818 (HLA01701),
HLA-B*0819N (HLAO01717), HLA-B*0820 (HLAO1752), HLA-B*0821 (HLA01772), HLA-B*0822 (HLA01917),
HLA-B*0823 (HLA02132), HLA-B*0824 (HLA02142), HLA-B*0825 (HLA02252), HLA-B*0826 (HLA02308),
HLA-B*0827 (HLA02406), HLA-B*0828 (HLA02490), HLA-B*0829 (HLA02496), HLA-B*0830N (HLA02591),
HLA-B*0831 (HLA02762), HLA-B*0832 (HLA02771), HLA-B*0833 (HLA 02849), HLA-B*0834 (HLA03091),
HLA-B*0835 (HLA03164), HLA-B*0836 (HLA03265), HLA-B*0837 (HLA03450), HLA-B*0838 (HLA03481),
HLA-B*0839 (HLA03663), HLA-B*0840 (HLA03648), HLA-B*0841 (HLA03902), HLA-B*0842 (HLA03941),
HLA-B*0843 (HLA04081), HLA-B*0844 (HLA04188), HLA-B*0845 (HLA04230), HLA-B*0846 (HLA04234),
HLA-B*0847 (HLA04240), HLA-B*0848 (HLA04438), HLA-B*0849 (HLA04442), HLA-B*0850 (HLA04499),
HLA-B*0851 (HLA04507), HLA-B*0852 (HLA04515), HLA-B*0853 (HLA04516), HLA-B*0854 (HLA04520),
HLA-B*0855 (HLA04708), HLA-B*0856 (HLA04720), HLA- B*0857 (HLA04722), HLA- B*0858 (HLA04753),
HLA- B*0859 (HLA04788), HLA- B*0860 (HLA04816), HLA-B*0861 (HLA04860).

Los alelos de los antigenos HLA-B8 y HLA-DRB1*3 identificados anteriormente son las secuencias oficiales
(Version de 1 de abril de 2010) aprobadas por el Comité de Nomenclatura de Factores para el Sistema HLA de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La identificacion entre paréntesis de cada alelo (HLAxxxxx) se refiere
al ndmero de acceso (IMGT/HLA Acc No:) de la secuencia que define cada alelo y registrado en la Base de Datos
IMGT/HLA de las bases de datos EMBL/GenBank/DDBJ.

En una realizacion preferida, la genotipificacién se efectda por amplificacion de la reaccion en cadena de la poli-
merasa multiple (PCR multiplex) con cebadores especificos, seguida de deteccidn.

En una realizaciéon mas preferida, la genotipificacién se efectia por PCR con oligonucleétidos de secuencia espe-
cifica (PCR-SSO).

La genotipificacién de HLA por la técnica de PCR se ha convertido en una alternativa a los métodos serolégicos,
la cual se utiliza extensamente en la practica clinica. Los métodos de tipificacién basados en la PCR mas comtinmente
usados son la PCR con cebadores de secuencia especifica (PCR-SSP) y la PCR con oligonucleétidos de secuencia es-
pecifica (PCR-SSO). En el método PCR-SSO, se prepara una membrana (en donde se inmoviliza el ADN amplificado
por los cebadores especificos del gen HLA), y las sondas de oligonucledtidos especificos para el respectivo tipo de
HLA se hibridan para la tipificacién. Un ejemplo de la genotipificacién de HLA por PCR-SSO es el procedimiento co-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2372 506 Al

mercial llevado a cabo con los kits de tipificacién Lifecodes HLA-SSO para ser utilizados con la tecnologia Luminex®
(Lifecodes Molecular Diagnostics).

La mayoria de tecnologias utilizadas para analizar el contenido gendémico de una muestra emplean el ADN de las
células del individuo analizadas. No obstante, también se puede utilizar el ARN.

Alternativamente y tal como se ha expuesto anteriormente, el método de la invencién puede ser realizado detec-
tando la presencia de la proteina codificada por los alelos de interés. Esta clase de deteccién se efecttia principalmente
con anticuerpos especificos. La deteccidén con anticuerpos permite determinar si el antigeno HLA-DRB1*03 est4 pre-
sente en una muestra, lo cual ya resulta ttil para el andlisis de la predisposicién genética de un individuo a desarrollar
efectos adversos relacionados con los materiales no metalicos implantados en el cuerpo.

Aunque el ADN, ARN o protefnas para ser analizadas pueden preparase utilizando cualquiera de los métodos co-
nocidos a partir de cualquier tipo de muestra bioldgica, se prefiere una muestra de sangre, ya sea procedente de sangre
total o de sangre de cordén umbilical. Otras muestras bioldgicas adecuadas incluyen tarjetas de papel impregnadas
con sangre (stain cards), hisopos (escobillas) bucales, y orina.

Un ejemplo del método para la recogida y preparacién de la muestra para ser analizada es el método QIAAmp®

(Qiagen).

El método de la invencién permite el andlisis de la predisposicion genética de un individuo a desarrollar efectos
adversos relacionados con materiales no metélicos implantados en el cuerpo, siendo preferidos aquéllos que se vienen
usando extensamente y que tienen una estructura quimica orgénica, tal como el coldgeno, el acido L-polilactico, la po-
liacrilamida, la polialquilimida, el d4cido hialurénico, el politetrafluoroetileno y el metacrilato. Todos estos compuestos
son implantes de material polimérico. Otro implante de material polimérico es el aceite de silicona (o silicona de grado
médico).

Otro material para el cual el método también proporciona un andlisis adecuado de la predisposicién genética de
un individuo a desarrollar efectos adversos, es el material inorgdnico hidroxiapatita, siendo preferida la hidroxia-
patita célcica (usada extensamente en forma de microesferas). La hidroxiapatita cdlcica es una clase de implante
cerdmico.

También se puede utilizar una mezcla de al menos dos de los citados materiales no metdlicos para ser implantados
en el cuerpo. La invencién también proporciona un método para analizar la predisposicion genética a desarrollar
efectos adversos cuando se implantan mds de uno de los materiales.

Aunque varios efectos secundarios adversos parecen ocurrir cuando se aplica un bioimplante a ciertos individuos,
el método de la invencién es particularmente ttil para evitar (debido a un andlisis “realizado con anticipacién”) los
llamados efectos adversos de aparicién tardia, los cuales en algunos casos son efectos secundarios severos con una
evolucidn crénica. Por lo tanto, el método de la invencidn permite detectar con anticipacién (antes de la implantacion)
la susceptibilidad de un individuo a presentar efectos secundarios adversos, lo cual resulta de gran interés. Por otra
parte, el método completa un vacio en el estado de la técnica, y al mismo tiempo permite reducir casos putativos que
habrian desarrollado, no inmediatamente pero quizds posteriormente y lentamente, condiciones patoldgicas criticas y
severas.

Algunos de los efectos adversos relacionados con los materiales no metélicos implantados en el cuerpo se selec-
cionan del grupo que consiste en rechazo al implante, lipoatrofia, trastornos granulomatosos, inflamacién de nédulos,
induracién, angioedema, sarcoidosis, trastornos inmunomediados sistémicos inflamatorios, sarcoidosis cutdnea, pneu-
monitis, enfermedad por adyuvante humana y més de uno de dichos efectos adversos.

Algunos de los efectos adversos relacionados con los materiales no metélicos implantados en el cuerpo se selec-
cionan preferentemente entre rechazo al implante; lipoatrofia relacionada con terapia antirretroviral de alta intensi-
dad que incluye los farmacos anti-proteasa (tal como la terapia antirretroviral administrada a pacientes de SIDA);
reacciones granulomatosas tardias, incluyendo los granulomas derivados de diferentes causas; sarcoidosis; nodulo-
sis; induracién cutdnea; abscesos y pseudo-abscesos; fibrosis; angioedema; hipersensibilidad; pneumonitis; hepatitis;
escleroderma; o miopatia idiopdtica inflamatoria, la mayoria de las mismos encuadrados como trastornos inmunome-
diados. Todos estos efectos adversos estan correlacionados con la determinacién en una muestra del alelo del antigeno
HLA-DRB1*3.

En otra realizacion preferida, el antigen HLA-DRB1*3 se emplea como marcador para el andlisis de la predisposi-
cion genética de un individuo a desarrollar efectos adversos relacionados con materiales no metalicos implantados en
el cuerpo.

Tal como se ha expuesto anteriormente, la determinacion del marcador se efectia preferiblemente por genotipifi-
cacion y la determinacién del haplotipo que queda definido por la presencia de al menos un alelo de HLA-BS8 y/o la
presencia de al menos un alelo de HLA-DRB1*#3.
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Cuando se proporcionan conjuntamente los medios apropiados para llevar a cabo el método de la invencion, se
obtiene un kit que es Uutil para el andlisis de la predisposicion genética de un individuo a desarrollar efectos adversos
relacionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo. El kit puede comprender medios para llevar a cabo
una PCR con oligonucleétidos de secuencia especifica (PCR-SSO), incluyendo asi los cebadores para la amplificacién
especifica de alelos que codifican por el HLA-DRB1*3, para obtener los correspondientes amplicones (regiones de
ADN amplificadas); sondas para el aislamiento y deteccién de los amplicones; y medios para interpretar los resultados
obtenidos, tal como un patrén de referencia.

De la misma manera, el método de la invencion se lleva a cabo utilizando cualquier otro kit conocido que com-
prende medios apropiados para determinar la presencia de un alelo de HLA-DRB1*3. Estos kits comprenden medios
para efectuar la genotipificacion del alelo de HLA-DRB1*3, o cualquier alteracién en desequilibrio de enlace (DE)
con el gen que codifica dicho antigeno.

Alternativamente, el kit utilizado en el método de la invencién puede comprender medios apropiados para de-
terminar la presencia de las proteinas, es decir, del antigeno HLA-DRB1*3. Medios apropiados incluyen cualquier
anticuerpo especifico para los antigenos y compuestos (anticuerpos secundarios, marcadores fluorescentes o radioiso-
tépicos, etc) que permiten la deteccién de los complejos anticuerpo-antigeno.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencidn se desprenderdn en parte de la descripcidon y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente inven-
cién. Ademads, la presente invencidn cubre todas las posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas
aqui descritas.

Ejemplos

Esta invencion se basa en parte en el descubrimiento y caracterizacion de un nuevo locus de susceptibilidad para la
predisposicién a desarrollar efectos secundarios adversos después de la implantacién de materiales no metalicos. Dicho
locus es el de HLA-DRB1%*3, o el haplotipo HLA-B8 HLA-DRB1%*3, asi como las proteinas (serotipos) derivadas de
los genes de dichos loci.

Ejemplo A)
Preparacion de la muestra y resultados de la poblacion analizada (n=245)

Se efectué una genotipificacién de baja resolucién de los alelos HLA-B y DRB1 de 245 pacientes y controles
por métodos de sonda de oligonucleétidos con secuencia especifica (SSOP) mediante tecnologia de microesferas
Luminex (Kits de tipificacién Lifecodes HLA-SSO para su uso con Luminex®, referencia y versién LC775IVD.11
(02/09); Tepnel Lifecodes Molecular Diagnostics - Stamford). Tal como se ilustra en la Tabla 1, algunos individuos
manifestaron efectos adversos derivados de la inyeccién de un bioimplante, tal como un implante de relleno dérmico
o sub-dérmico de naturaleza quimica orgdnica o inorgdnica.

El procedimiento de tipificacién LIFECODES HLA-SSO se basa en la hibridacién de un amplicén de PCR de
cadena sencilla con sondas SSO. Las sondas pueden ser homologas a una secuencia exclusiva de un alelo o grupo
de alelos del ADN amplificado. Las sondas hibridan con una regién complementaria que puede o no estar presente
en el amplicon. Se emplean también sondas de consenso homologas a secuencias presentes en todos los alelos de un
locus, las cuales actdan como indicadores de éxito de los pasos de amplificacion e hibridacién. En la tipificacién por
el procedimiento LIFECODES HLA-SSO, las sondas se unen a microesferas Luminex® adaptadas para utilizarse con
el Instrumento Luminex®. Se mezclan y se analizan conjuntamente varias poblaciones de microesferas Luminex®, ya
que cada poblacién de microesferas se distingue por su color caracteristico. Estd tecnologia es ventajosa porque puede
también utilizarse para cuantificar las cantidades relativas de productos de la PCR, lo que conduce a la determinacién
del fenotipo HLA de cada muestra (individuo).

A.l. Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de las muestras de sangre de los pacientes y controles; y se prepar utilizando el método QIAAmp®
(Qiagen, S.A.). E1 ADN aislado se conservé en TRIS 10 mM, ph 8.0-9.0, en agua libre de nucleasas. La concentracién
final de ADN estaba comprendida entre 10-200 ng/l.

A.2. Amplificacion de ADN (PCR)

Los componentes y cantidades de reaccidn para la amplificacién de ADN fueron los siguientes:

- Mezcla de cebadores (LIFECODES Master Mix); 15 ul

- ADN gendmico; hasta 200 ng
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- Taq polimerasa recombinante; 0.5 ul (2.5 U)

- Agua libre de nucleasas (Tepnel Lifecodes); hasta 50 ul de volumen final.

La mezcla de cebadores incluye el tampén y los ANTP (nucleétidos) para efectuar la amplificacion.
Las condiciones del ciclador térmico para la amplificacion fueron las siguientes:

- 5 minutos a 95°C,

1 ciclo con los siguientes pasos: 95°C durante 30 segundos (s); 60°C durante 45 s; 72°C durante 45 s,

8 ciclos con los siguientes pasos: 95°C durante 30 segundos (s); 63°C durante 45 s; 72°C durante 45 s, y

- 32 ciclos a 72°C durante 15 minutos (min).

La amplificacién se llevé a cabo en placas de 96 pocillos del ciclador térmico PCR (Costar®, No. 6509).
A.3. Hibridacion de sondas y andlisis de las muestras

Se afiadi6 una alicuota de 5 ul de producto de la PCR de cada locus especifico a una placa de 96 pocillos del
ciclador térmico (Costar®, No. 6509), junto con una alicuota de 15 ul de mezcla de sondas (LIFECODES HLA Probe
Mix®). La placa se sellé con pelicula Microseal®. Las muestras se hibridaron de acuerdo con las condiciones de
incubacién siguientes:

- 97°C durante 5 min; 47°C durante 30 min; 56°C durante 10 min.

Una vez concluida la hibridacién, se afladieron 170 ul de una solucién de estreptavidina-ficoeritrina (1:200) a cada
pocillo. A continuacién las muestras fueron transferidas a un Instrumento Luminex® que incluye el software necesario
para interpretar los resultados, es decir, el patrén diana de sondas de cada muestra se compar6 con la tabla diana de
sondas suministrada con el kit.

La Tabla 1 muestra la genotipificacién de todas las muestras analizadas tal como se ha expuesto anteriormente, y
se correlaciona cada haplotipo con la presencia de efectos adversos relacionados con la aplicaciéon de bioimplantes.
La columna “bioimplante” se refiere al bioimplante o mezcla de bioimplantes aplicados a cada muestra. La columna
“Observaciones y/o Efectos adversos” se refiere a la manifestacién patoldgica observada y a algunas anotaciones
médicas. Las muestras fueron individuos a los cuales se implanté un material no metélico. “S” significa si; “N”
significa no (y actian como controles); “NI” significa ndédulo inflamado; HLA-B* (1) es el alelo de tipo HLA-B
heredado del progenitor (1); HLA-B* (2) es el alelo de tipo HLA-B heredado del progenitor (2); HLA-DRB*1 (1) es
el alelo de tipo HLA-DRB*1 heredado del progenitor (1); HLA-DRB*1 (2) es el alelo de tipo HLA-DRB*1 heredado
del progenitor (2).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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De la Tabla 1 se deduce que utilizando el test predictivo o el método de la invencién, los efectos adversos de
aparicion tardia y algunos efectos adversos inmediatos relacionados con los bioimplantes, concretamente, con los
implantes de relleno dérmicos y sub-dérmicos, se podrian prevenir en el 30-40% de los individuos que optaron por
la implantacién de biomateriales. En otras palabras, la probabilidad de desarrollar un efecto adverso es mayor en un
individuo que incorpora al menos un alelo del antigeno HLA-DRB1*3.

Mas concretamente, la incidencia de un efecto adverso de aparicion tardia relacionado con un bioimplante es 600
veces mayor en individuos que incorporan el haplotipo definido por la presencia simultdnea de un alelo de HLA-BS y
un alelo de HLA-DRB1*#3 (haplotipo HLA-B8/HLA-DRB1%#3). El riesgo relativo (1r) que representa ser portador de
un alelo de los antigenos descritos frente al riesgo relativo cuando se presenta el haplotipo HLA-BS/HLA-DRB1%#3 es
de 1a5.9 (rr=1 vs. 1rr=5.9).

Todos los datos de la Tabla 1 fueron analizados estadisticamente por la prueba exacta de Fisher (2 colas) con un
intervalo de confianza del 95%. Las muestras que contienen el haplotipo HLA-B8/HLA-DRB1%*3 revelaron un valor
para el cociente de probabilidades de 5.81 y la prueba exacta de Fisher fue inferior a 0.02.

Entonces, aunque la presencia del haplotipo HLA-BS/HLA-DRB1*3 implica un mayor riesgo de desarrollar efec-
tos adversos relacionados con los bioimplantes, la presencia de al menos un unico alelo de HLA-DRB1*3 tiene que
ser considerado también como un factor de riesgo, de acuerdo con los datos de la Tabla 1.

De la Tabla 1 también se puede deducir que algunos efectos adversos de aparicion tardia pueden ser desarrollados
con correlacién a un haplotipo diferente del de HLA-B8 y HLA-DRB1*3. Estos casos no pueden ser detectados con
el método de la invencién y requieren estudios adicionales.

En una forma mas detallada, la Tabla 1 muestra los efectos secundarios adversos detectados. Las reacciones gra-
nulomatosas tardias se han relacionado con los implantes de coldgeno, silicona, dcido L-polilactico, poliacrilamida,
polialquilimida, dcido hialurénico, politetrafluoroetileno (Gore-Tex®) y metacrilato. Se ha descrito el mismo tipo de
reacciones adversas con el empleo de combinaciones de metacrilato-coldgeno (Artecoll®) o etilmetacrilato-hialuréni-
co (Dermalive®). También se han reportado diferentes reacciones adversas tardfas a la polialquilimida. Se han descrito
incluso granulomas histolégicos diferentes y especificos relacionados con el dcido hialurénico (HA-AH, Dermalive®),
el metacrilato-coldgeno (Artecoll®), el 4cido polildctico (New-Fill®), la silicona y la poliacrilamida (Aquamid®). La
capacidad de los bioimplantes de inducir efectos adversos immunomediados en humanos puede estar relacionada con
las caracteristicas bioldgicas del individuo y la composicién quimica de los mismos bioimplantes. Es conocido que
todos los bioimplantes pueden, in vitro, provocar una reaccién de tipo cuerpo extrafio inmunomediada primaria, ba-
sada en la activacién de los macrofagos y la posible induccién de la respuesta de las células T. En teorfa y en lo que
se refiere al desarrollo de granulomas, el desarrollo gradual de la estructura de las fibras de colageno alrededor de las
particulas de bioimplantes parece coincidir con una disminucién de la reaccién inflamatoria a los mismos. Sin embar-
g0, los llamados granulomas estables pueden evolucionar a una respuesta granulomatosa anormal progresiva debido
a los bioimplantes, como por ejemplo los implantes de relleno dérmicos o sub-dérmicos. Algunas veces y segtin se
ha indicado, los efectos indeseables aparecen durante un traumatismo menor o después de una infeccién. Existe la
hipétesis de que los propios y especificos antecedentes genéticos deben jugar un papel importante en el desarrollo de
dichas reacciones adversas.

Ejemplo B)
Caso clinico

Un paciente de 60 afios que presentaba antecedentes atépicos y posible hipersensibilidad a formacos, y que deseaba
ser tratado por un cirujano para mejorar las arrugas de la cara, fue sometido en primer lugar a andlisis por medio del
método de la presente invencion. La finalidad fue determinar si el paciente era susceptible al rechazo de implantes
(implante de relleno sub-dérmico) o a desarrollar efectos secundarios adversos. El implante de relleno seleccionado
seria el 4cido hialurénico. Después de efectuar un anélisis rutinario (determinacién de ANA, CH50, C4, proteino-
grama) y después del ensayo experimental del haplotipo de HLA-B y HLA-DRB1 (mediante los kits de tipificacién
Lifecodes HLA-SSO para su uso con Luminex®, LC775IVD. 11(02/09) (Tepnel Lifecodes Molecular Diagnostics -
Stamford), se determiné que el paciente presentaba el siguiente haplotipo: HLA-B*08 y HLA-DRB1*03. El cirujano
rehusé inyectar el implante de relleno de dcido hialurénico y procedié solamente a efectuar un “lifting” facial.

Ejemplo C)
Otros casos clinicos

C1. Un paciente de 45 afios solicitd atencién médica debido a la aparicion de ndédulos faciales, lesiones cutdneas
y sindrome seco, 18 meses después de la colocacién de implantes faciales (inyeccion con implante de relleno) de
dcido hialurénico y metacrilato. El andlisis de sangre reveld hipergammaglobulinemia, elevacion de reactantes de fase
aguda, asi como valores altos de la enzima convertidora de angiotensina. Después del ensayo experimental del haplo-
tipo de HLA-B y HLA-DRBI1 procedente de torundas (escobillas) bucales, se determiné que el paciente presentaba
el siguiente haplotipo: HLA-B*08 y HLA-DRB1*03 (mediante el kit de tipificacién Lifecodes HLA-SSO para su uso
con Luminex®, LC775IVD.11(02/09) (Tepnel Lifecodes Molecular Diagnostics - Stamford). El paciente fue debida-
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mente informado del alto riesgo de desarrollar efectos adversos en caso de que fueran utilizados nuevos bioimplantes
(inyeccién con implante de relleno).

C2. Se someti6 a andlisis un paciente que fue derivado del especialista dermatélogo con objeto de determinar el
posible riesgo de efectos adversos de aparicidn tardia relacionados con los bioimplantes. El paciente parecia haber
desarrollado una reaccion adversa previa en el rostro después de la inyeccion de coldgeno y metacrilato. Después de
determinarse experimentalmente, tal como se ha efectuado en el Ejemplo B, el haplotipo de HLA-B y HLA-DRB1 a
partir de una muestra de de sangre, se determiné que el paciente presentaba el siguiente haplotipo: HLA-B*08 y HLA-
DRB1*03. El paciente fue debidamente informado del alto riesgo de desarrollar efectos adversos en el caso de que
utilizara de nuevo bioimplantes (implantes de relleno). Asimismo, el cirujano fue informado y desestimo la inyeccién
de cualquier implante de relleno. Sin embargo, el paciente consultd a otro especialista que accedié a inyectar el
implante de relleno de 4cido hialurénico. Tres meses después de la inyeccién del implante de relleno, se observé un
proceso inflamatorio severo en la primera y segunda zonas del rostro tratadas.

Segtin el leal saber y entender de los inventores, hasta la fecha no se han reportado datos estadisticos significativos
que correlacionen la predisposicién genética de un individuo a desarrollar efectos adversos relacionados con los ma-
teriales implantados en el cuerpo. Ello puede ser debido a que las empresas que comercializan los bioimplantes han
guardado silencio sobre el riesgo de efectos secundarios derivados de los implantes, o simplemente porque la mayoria
de los efectos secundarios son efectos adversos de aparicion tardia, dificiles de ser correlacionados inmediatamente
con la colocacién de un biomaterial, realizada dicha colocacion algunos afios atras.

Merece especial énfasis el hecho que en todos los individuos estudiados (pacientes o controles), no se detectaron
anticuerpos reactivos al bioimplante. Asi, las reacciones inflamatorias y los trastornos inmunolégicos observados no
son debidos a un patrén de reaccién autoinmune. De la misma manera, no se han detectado en las muestras auto-
anticuerpos especificos dirigidos a los diferentes bioimplantes, como por ejemplo implantes de relleno. Ademads, las
biopsias observadas en el caso de los efectos secundarios adversos relacionados con los bioimplantes son bastante
diferentes de las observadas en las derivadas de enfermedades autoinmunes. Normalmente, el patrén histopatolégico
observado en estas biopsias procedentes de individuos con efectos secundarios adversos es caracteristico de la reaccién
de hipersensibilidad tipo IV (Clasificacién de Gell y Coombs). Asi, se demuestra la implicacién de las células T mas
que de las células B. No obstante, la evolucién de la inflamacién a un estado crénico podria producir el desarrollo o
“despertar” de trastornos autoimmunes, tal como vasculitis, polimiositis, sindrome de Sjogren, etc. Se pueden evitar
estos trastornos severos cuando se efectia el método de la invencién para un individuo a quién se ha sugerido recibir
un bioimplante (implante de material no metalico).

El método de la invencidn resulta del primer ensayo significativamente estadistico que correlaciona un haplotipo o
la presencia de unos alelos del sistema HLA, o la presencia de las proteinas (antigenos) codificadas por los alelos, con
el riesgo de desarrollar efectos adversos después de la implantacién de un biomaterial. Aunque y, afortunadamente, la
prevalencia de los efectos adversos relacionados con los bioimplantes es baja, la aparicién de dichos efectos adversos
puede ser realmente severa. Asi, el método de la invencién es importante porque permite la discriminacién de un
tratamiento quirdrgico o cosmético que podria conducir al desarrollo de efectos adversos severos, contrario a la propia
finalidad del tratamiento.

Por tanto, la presente invencién proporciona por primera vez datos estadisticos significativos que asocian un ha-
plotipo especifico con la susceptibilidad o predisposicién de un individuo a desarrollar efectos adversos (de aparicién
tardia o inmediatos) derivados de materiales implantados en el cuerpo, principalmente implantes de relleno dérmicos
y sub-dérmicos.

Referencias citadas en la solicitud

- Di Lorenzo et al., “Morphea after Silicone Gel Breast Implantation for Cosmetic Reasons in an HLA-BS, DR3-
Positive Woman”, Int. Arch Allergy Immunol 1997. vol. 112, pp. 93-95.
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para el andlisis de la predisposicion genética de un individuo a desarrollar efectos adversos rela-
cionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo, que comprende determinar, en una muestra bioldgica
de dicho individuo, la presencia del antigeno HLA-DRB1*#3 del complejo mayor de histocompatibilidad; y donde la
presencia de dicho antigeno es indicativa de predisposicidn genética a desarrollar dichos efectos adversos.

2. Método segtn la reivindicacion 1, donde la determinacion de la presencia del antigeno HLA-DRB1*#3 se lleva a
cabo por genotipificacion del alelo deHLA-DRB1#3; o cualquier alteracion en desequilibrio de enlace con el gen que
codifica dicho antigeno.

3. Método segtin la reivindicacién 2, donde el alelo del antigeno HLA-DRB1*3 se selecciona del grupo que consiste
en: HLA-DRB1*03010101, HLA-DRB1*03010102, HLA-DRB1*030102, HLA-DRB1*030103, HLA-
DRB1*030104, HLA-DRB1*030105, HLA-DRB1*030106, HLA-DRB1*030107, HLA-DRB1*030108, HLA-
DRB1*030201, HLA-DRBI1*030202, HLA-DRBI1*0303, HLA-DRB1*0304, HLA-DRB1*030501, HLA-
DRB1*030502, HLA-DRB1*030503, HLA-DRB1*0306, HLA-DRB1*0307, HLA-DRB1*0308, HLA-DRB1*0309,
HLA-DRB1*0310, HLA-DRB1*#031101, HLA-DRB1*031102, HLA-DRB1*0312, HLA-DRB1*031301, HLA-
DRB1*%031302, HLA-DRB1*0314, HLA-DRBI1*0315, HLA-DRB1*0316, HLA-DRB1*0317, HLA-
DRB1*0318, HLA-DRB1*0319, HLA-DRB1*0320, HLA-DRB1#0321, HLA-DRB1*0322, HLA-DRB1*0323,
HLA-DRB1#0324, HLA-DRB1*0325, HLA-DRB1*0326, HLA-DRB1*0327, HLA-DRB1%0328, HLA-
DRB1*0329, HLA-DRB1*0330, HLA-DRB1*0331, HLA-DRB1*0332, HLA-DRB1*0333, HLA-DRB1*0334,
HLA-DRB1%#0335, HLA-DRB1*0336, HLA-DRB1*0337, HLA-DRBI1*0338, HLA-DRB1%0339, HLA-
DRB1*0340, HLA-DRB1*0341, HLA-DRB1*0342, HLA-DRB1*0343, HLA-DRB1*0344, HLA-DRB1*0345,
HLA-DRB1*#0346, HLA-DRB1*0347, HLA-DRB1%0348, HLA-DRB1*0349, HLA-DRB1%0350, HLA-
DRB1*#0351, y HLA-DRB1*0352.

4. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 2-3, donde la genotipificaciéon se efectiia por amplificacion
mediante PCR multiple seguida de deteccion.

5. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la muestra biolégica es una muestra de sangre.

6. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el material no metéalico implantado en el cuerpo es
un material polimérico.

7. Método segtin la reivindicacién 6, donde el material polimérico se selecciona del grupo que consiste en coldgeno,
dcido L-polilactico, poliacrilamida, polialquilimida, 4cido hialurénico, politetrafluoroetileno, metacrilato, silicona y
mezclas de los mismos.

8. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde los efectos adversos relacionados con los materia-
les no metalicos implantados en el cuerpo se seleccionan del grupo que consiste en rechazo al implante, lipoatrofia,
trastornos granulomatosos, inflamacién de nédulos, induracién, angioedema, sarcoidosis, trastornos del sistema inmu-
nemediado sistémico, sarcoidosis cutdnea, pneumonitis, enfermedad por adyuvante humana y mas de uno de dichos
efectos adversos.

9. Uso de un kit que comprende anticuerpos especificos para determinar la presencia del antigeno HLA-DRB1#3
del complejo mayor de histocompatibilidad, para el anélisis de la predisposicidn genética de un individuo a desarrollar
efectos adversos relacionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo.

10. Uso de un kit que comprende sondas de oligonucleétidos con secuencia especifica (SSOP) para efectuar la
genotipificacién del alelo de HLA-DRB1*3, o cualquier alteracion en desequilibrio de enlace con el gen que codifica
dicho antigeno, para el andlisis de la predisposicidn genética de un individuo a desarrollar efectos adversos relaciona-
dos con materiales no metalicos implantados en el cuerpo.

11. Uso del antigeno HLA-DRB1%3, como marcador para el andlisis de la predisposicién genética de un individuo
a desarrollar efectos adversos relacionados con materiales no metalicos implantados en el cuerpo.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201130348

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 NOJIMA M. et al. Transplantations Proceedings. 2001. 2001
Volumen 33, paginas 1182-1184.
D02 TORRES MJ. & PEREZ RODRIGUEZ JC. Nefrologia. 2002. 2002
Volumen 22(1), paginas 4-8, todo el documento.
D03 WO 9738310 Al 16.10.1997
D04 REINHARD T et al. Eye. 2004. Volumen 18, paginas 269-277 2004

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencién divulga un método in vitro para el andlisis de la predisposicion genética de un individuo a desarrollar
efectos adversos a materiales no metalicos implantados en su cuerpo, mediante la determinacion de la presencia del
antigeno HLA-DRB1*3 del MHC en una muestra biolégica de dicho individuo (reivindicaciones 1-8). Reivindica también el
uso de un kit, que contiene anticuerpos especificos para HLA-DRB1*3, asi como su uso como marcador genético
(reivindicaciones 9-10).

El documento D01 divulga un estudio sobre el efecto de la variabilidad alélica de la molécula HLA-DRB1 en el riesgo de
rechazo agudo durante los 3 meses posteriores a un trasplante de rifion (ver todo el documento).

El documento D02 divulga una actualizacion sobre las moléculas HLA de clase Il y su relacion con el rechazo a un 6rgano
trasplantado (ver todo el documento).

El documento D03 divulga un método para monitorizacion de un rechazo a un injerto alogénico, mediante la incubacion, de
linfocitos, obtenidos de sangre periférica, con al menos un alopéptido sintético que corresponde a un epitopo inmunogénico
del antigeno HLA-DR, para determinar la existencia de células T activadas (ver resumen; reivindicaciones 1-3).

El documento D04 divulga los progresos realizados en el pronostico de un trasplante perforante de coérnea por
compatibilidad alélica de antigenos leucocitarios humanos HLA clase | y I, no mostrando rechazo al injerto en un grupo
homogéneo de pacientes que presentan un nivel de riesgo normal (ver pagina 269, resumen).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y Art. 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente solicitud es un método in vitro para el analisis de la predisposicion genética de un individuo a
desarrollar efectos adversos a bioimplantes, mediante la determinacion de la presencia del antigeno HLA-DRB1*3, en una
muestra biolégica.

1.1. REIVINDICACIONES 1-11

La relacion entre la compatibilidad de las moléculas HLA de clase Il y la predisposicion a presentar rechazo a un trasplante
en humanos es conocida en el estado de la técnica. Los documentos D01-D04 se refieren a ello y, el D01 explicitamente a
la molécula HLA-DRBL1. Sin embargo, el método de la presente invencién difiere de los anteriores, en que solo considera
necesario la determinacion de la presencia del alelo HLA-DRB1*3, en una muestra bioldgica, para analizar la predisposicion
genética de un individuo a desarrollar efectos adversos a bioimplantes, lo que supone una ventaja técnica y una mejora
considerablemente respecto a lo divulgado en el estado de la técnica.

En consecuencia, segun lo divulgado en los documentos D01-D04, las reivindicaciones 1-11 cumplen los requisitos de
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1y Art. 8.1 LP 11/1986).
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