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DESCRIPCION

METODO PARA DETERMINAR LA PRODUCCION DE ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO EN UNA POBLACION CELULAR

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para determinar la produccion de especies
reactivas de oxigeno en una poblacion celular. Asimismo, la invencion se refiere a un
método para determinar la necesidad de una terapia antioxidante de un sujeto masculino
y a un método para identificar una sustancia con capacidad de disminuir las especies

reactivas de oxigeno presentes en una poblacion celular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fertilidad se define como la capacidad que tienen los seres vivos de reproducirse. En
base a este concepto, se asume que la esterilidad es la pérdida de esta capacidad y se
estima que afecta a un 15% de las parejas en edad reproductora. Aproximadamente, en
la mitad de los casos el factor masculino esta presente: en un 20% es exclusivamente
masculino, el 38% es predominantemente femenino, y en otro 27% se considera mixto
mientras que en el 15% restante no se encuentra una causa especifica, siendo estos casos
clasificados como infertilidad de origen desconocido o idiopatica. Segin la American
Society for Reproductive Medicine (The practice committee of The American Society
for Reproductive Medicine, 2006) se considera la infertilidad como una patologia
siempre y cuando la pareja no consiga concebir en un periodo minimo de 12 meses. A

pesar de esto, entre un 20% - 30% consiguen tener descendencia superado este tiempo.

Para el diagnostico de la infertilidad masculina, ademads de los principales pardmetros
que se determinan en el seminograma (concentracion, movilidad y morfologia
espermatica), recientemente se ha empezado a considerar un nuevo parametro, la
fragmentacion del ADN espermatico. El analisis de la fragmentacion del ADN
espermatico determina la existencia de roturas en una o en las dos cadenas del ADN.
Esto ha suscitado un cierto interés debido a que la presencia de estas roturas
comprometen la capacidad del individuo para conseguir una descendencia sana al verse

alterado el mensaje genético paterno. Efectivamente, en los ultimos afios, son varios los
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estudios que demuestran la presencia de un elevado porcentaje de espermatozoides con
el ADN fragmentado en individuos infértiles respecto a los individuos fértiles (Evenson
DP et al. Theriogenology 15:979-91 (2006)). La consecuencia ha sido inmediata en el
ambito del diagndstico clinico de la infertilidad masculina y se empieza a valorar como
marcador de calidad espermatica puesto que la fragmentacion del ADN ofrece un valor
que complementa a los parametros del seminograma, si bien es cierto que el valor
predictivo respecto a la fertilidad es aun objeto de estudio (Zini y Sigman. J Androl.

30(3):219-29 (2009)).

En la actualidad, los valores que relacionan fragmentacion del ADN con bajo potencial
de fertilidad “in vivo” o “in vitro” estarian entre un 30-40% de espermatozoides
afectados (Evenson DP y Wixon R. Fertil Steril 90(4): 1229-31 (2008)). En estos casos,
el riesgo de abortos recurrentes, fallo en la implantacion o de desarrollo embrionario
anormal aumenta significativamente (Carrell DT et al. Arch Androl 49 (1): 49-55
(2003)). Por otra parte, cabe esperar que en individuos fértiles y sin otras patologias, el
porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmentado se situe por debajo del 20%
mientras que valores intermedios entre el 20% y el 30% de fragmentacion estarian
indicando una situacion anormal si bien aiin no se podria relacionar con infertilidad

(Erenpreiss J et al. Asian J Androl 8(1): 11-29 (2006)).

La etiologia de la fragmentacion del ADN espermatico es multifactorial y aunque los
mecanismos que provocan estas alteraciones estan en parte identificados, no se sabe con
absoluta certeza cudl es la procedencia de este dano (Tesarik et al. Reprod Biomed
Online 12:715-21 (2006), Angelopoulo R et al. Reprod Biol Endocrinol 5:36 (2007)).
No obstante, a nivel intrinseco, se ha propuesto que alteraciones durante la
espermiogénesis afectan a la compactacion del ntcleo espermatico, produciendo un
estado de vulnerabilidad a ciertas formas de estrés oxidativo que producirian la rotura

del ADN (Aitken RJ y De Iuliis GN. Mol Hum Reprod. 2009 Jul 31).

El estrés oxidativo esta considerado como una de las principales causas de
fragmentacion del ADN espermatico. De modo general, por estrés oxidativo se entiende
que en el organo afectado, se esta produciendo un desequilibrio metabodlico, al no ser

capaz el organismo de neutralizar rapidamente las especies reactivas de oxigeno que se
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producen como consecuencia del constante aporte de energia metabdlica que necesita
para su actividad. De este modo, al acumularse producen dafios en todos los
componentes de la célula, entre ellos en el ADN, oxidacion de acidos grasos

poliinsaturados y oxidacion de aminoacidos en las proteinas.

Diversos estudios han demostrado que las especies reactivas de oxigeno, de origen tanto
endogeno como exogeno, pueden inducir la rotura del ADN espermatico in vitro o in
vivo confirmando el papel que los radicales libres desempefian en la etiologia de la
infertilidad masculina (Iwasaki A y col Fertil Steril. 1992;57:409—-16, Zini A IntJ
Androl. 1993;16:183-8, Tremellen K Reprod Update. 2008 May-Jun;14(3):243-58).

Se estima que entre el 25% - 50% de los pacientes infértiles presentan concentraciones
andmalas de especies reactivas de oxigeno (Twigg J et al., Hum Reprod. 1998;13:1429—
36, Aitken RJ et al., Biol Reprod. 1998;59:1037-46, Sawyer DE Mutat Res.
2003;529:21-34).

En el caso particular de pacientes diagnosticados con varicocele, principal patologia
corregible quirurgicamente y que representa entre 19% - 41% de los casos de
infertilidad, la presencia de especies reactivas de oxigeno puede ser incluso mayor
respecto a otros pacientes infértiles (T. Mostafa et al., Andrologia 41 (2009), pp. 125—
129, Naughton CK. Et al., Hum Reprod Update 7 (2001), pp. 473-481).

Dentro de este contexto, parece obvio que el tratamiento racional con terapias
antioxidantes podria ayudar a mejorar la integridad del ADN espermatico dado que su
principal efecto estad dirigido a mantener el equilibrio homeostatico mediante la
neutralizacidn de especies reactivas de oxigeno. En efecto, varios estudios han
demostrado un resultado positivo de ciertos tratamientos con antioxidantes sobre la
fragmentacion del ADN espermadtico y otros parametros seminales de relevancia como
son la concentracion, movilidad o la morfologia espermatica (Agarwal A. et al., Reprod
Biomed Online. 2004 Jun;8(6):616-27., Greco E. et al., J Androl. 2005 May-
Jun;26(3):349-53, Ménézo YJ. et al., Reprod Biomed Online. 2007 Apr;14(4):418-21).

Si bien estos estudios son escasos y los tamanos muestrales insuficientes, los datos
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actuales apuntan a que el tratamiento con antioxidantes orales contribuyen a preservar la
integridad del ADN espermatico. Idealmente, la administracion de tratamientos
antioxidantes deberia recomendarse tras determinar la presencia de estrés oxidativo en

la muestra del paciente.

La determinacion de estrés oxidativo en muestras de semen en los laboratorios de
andrologia no esta incluida en la préactica rutinaria porque los métodos actuales son

caros, complejos y estan poco estandarizados.

En la actualidad existen unos 30 métodos para determinar estrés oxidativo (Ochsendorf
FR. Hum Reprod Update. 1999 Sep-Oct;5(5):399-420). Estos métodos se clasifican en

métodos directos, indirectos y signos centinelas.

Los métodos directos determinan el dafio producido por el exceso de especies reactivas
de oxigeno contra los fosfolipidos presentes en la membrana plasmatica o en el ADN.
Los métodos directos determinan un dafo que es el producto final de un desequilibrio
entre la produccion excesiva de radicales libres y la capacidad antioxidante de la célula.
Dentro de este grupo podemos encontrar el test del &cido tiobarbitarico que requiere de
cromatografia de alta resoluciéon (HPLC) o la determinacién de isoprostano 8-Iso-
PGF2a o el ensayo c11-BODIPY. Estos tests son bastante prometedores pero no se

utilizan de forma rutinaria por su complejidad.

Los métodos indirectos son por lo general muy sensibles y tienen la ventaja de que los
valores de normalidad dentro de controles fértiles e infértiles estan relativamente bien
determinados. Estos métodos determinan la presencia de especies reactivas de oxigeno
(en adelante ERO) en muestras de semen. Las ERO incluyen iones de oxigeno, radicales
libres y perdxidos tanto inorganicos como organicos. Son generalmente moléculas muy
pequenas altamente reactivas que se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un papel importante en la seflalizacion
celular. Son por lo general métodos basados en quimioluminiscencia utilizando Luminol
o Lucigenina (Athayde KS. et al. J. Androl. 2007, 28:613-20). Sin embargo, la

lucigenina tiende a autoxidarse provocando alteraciones en los resultados, y por otra
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parte, el analisis requiere de un luminémetro que es un instrumental muy costoso. Tunc
et al. (Int. J. Androl., 33:13-21) han descrito un ensayo indirecto de fertilidad basado en
la deteccion de ERO mediante el uso de NBT como indicador. En las células que
contienen ERO, el NBT se transforma en formazéan, dando lugar a un precipitado
coloreado. No obstante, este método tiene la desventaja de que los espermatozoides de
la muestra tienden a agregar y sedimentar en las condiciones en las que se incuban para
dar lugar a la formacion de formazan, lo que dificulta la determinacion del porcentaje de

espermatozoides que contienen ERO.

Por ultimo, existe un conjunto de indicadores (signos centinelas) que indican la
presencia de estrés oxidativo estos son: poca movilidad espermatica, teratozoospermia,
presencia de leucocitos en semen, aumento de la viscosidad, test HOST positivo o mala

integridad de membrana.

Existe por tanto la necesidad de encontrar un método econdmico y sencillo de realizar

para determinar la presencia de ERO en una poblacion celular.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un método para determinar la presencia
de células que contienen especies reactivas de oxigeno en una poblacion celular que
comprende:

a) Poner en contacto en condiciones isotonicas dicha poblacion celular con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,

b) mantener la mezcla obtenida en el paso a) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable
en aquellas células que contengan especies reactivas de oxigeno,

c) colocar la mezcla obtenida en b) con un agente gelificante sobre un
soporte s0lido en condiciones adecuadas para que se produzca la

gelificacion del agente gelificante y
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d) identificar aquellas células en las que aparece el compuesto detectable
en donde la presencia del compuesto detectable en una célula es indicativo de la

presencia en dicha célula de especies reactivas de oxigeno.

En un aspecto adicional, la invencidn se refiere a un método para determinar la
necesidad de una terapia antioxidante a un paciente que comprende determinar la
presencia en una muestra de semen de dicho sujeto de células que contienen ERO
usando un método de la invenciéon y el porcentaje de células que presentan
fragmentacion de ADN usando un método de la invencion en donde si el porcentaje de
células que comprenden ERO y el porcentaje de células que presentan fragmentacion de
ADN son superiores a dichos porcentajes en una muestra de referencia es indicativo de

que dicho paciente deberia ser tratado con una terapia antioxidante.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para identificar una
sustancia X con capacidad de disminuir las especies reactivas de oxigeno presentes en
una poblacién celular que comprende:

a) poner en contacto dicha sustancia con dicha poblacion celular,

b) Poner en contacto en condiciones isotonicas dicha muestra bioldgica con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,

c) mantener la mezcla obtenida en el paso b) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable
en presencia de especies reactivas de oxigeno,

d) colocar la mezcla obtenida en c¢) con un agente gelificante sobre un
soporte solido en condiciones adecuadas para que se produzca la
gelificacion del agente gelificante y

e) cuantificar la proporcion de células en las que aparece el compuesto
detectable

en donde una disminucion de la proporcion de células que muestran un cambio en la
coloracion con respecto a la muestra de referencia es indicativo de que la sustancia X es

capaz de disminuir en dichas células la presencia de especies reactivas de oxigeno.
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En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende un agente

espesante y un compuesto con capacidad indicador de la presencia de ERO.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un kit que comprende un agente
espesante, un compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno, una
solucion 4cida que desnaturalice el ADN y una solucion de lisis que elimine las

proteinas nucleares.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de una composicion o de un kit
que comprende un agente espesante y un compuesto indicador de la presencia de ERO

para determinar la presencia de especies reactivas de oxigeno en una poblacion celular.

En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de un kit que comprende un agente
espesante, un compuesto indicador de la presencia de ERO, una solucion acida que
desnaturalice el ADN y una solucion de lisis que elimine las proteinas nucleares para

determinar la necesidad de una terapia antioxidante de un sujeto masculino.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Vista al microscopio de espermatozoides con NBT en medio liquido.
Obsérvese que los espermatozoides tienden a agregarse por lo que los espermatozoides

NBT positivos (que presentan ERO) pueden afectar a los NBT negativos.

Figura 2. Vista al microscopio de espermatozoides NBT positivos. Presentan un
precipitado de color azul intenso localizado normalmente sobre la pieza intermedia y la

cabeza.

Figura 3. Vista al microscopio optico de una extension de espermatozoides humanos

inmersos en agarosa negativos para NBT, que no presentan ERO.
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Figura 4. Grafico de bigotes y cajas en donde se representan los datos obtenidos para la
variable SDF (porcentaje de espermatozoides con fragmentacion de ADN ) segtn el
tipo de agarosa que se ha utilizado: normales (izquierda), modificadas con NBT

(derecha).

Figura 5. Grafico de bigotes y cajas en donde se representan los datos obtenidos para la
variable DS (porcentaje de espermatozoides degradados) segun el tipo de agarosa que se
ha utilizado: normales (izquierda), modificadas con NBT (derecha).

DESCRIPCION DETALLADA

Primer método de la invencidén

Los autores de la presente invencion han desarrollado un método para la determinacion
de la presencia de células que contienen ERO en una poblacion celular en una muestra
bioldgica. Asi, segln se observa en el ejemplo de la presente invencion, la puesta en
contacto de una poblacion celular con un agente indicador de la presencia de ERO y en
presencia de un agente viscosizante permite detectar aquellas células entre la poblacion
que presentan ERO evitando los problemas asociados al estado de la técnica resultantes

de la agregacion de las células.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion se relaciona con un método (en adelante
primer método de la invencion) para determinar la presencia de células que contienen
ERO en una poblacién celular que comprende:

a) Poner en contacto en condiciones isotonicas dicha poblacion celular con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de ERO,

b) mantener la mezcla obtenida en el paso a) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable

en aquellas células que contengan ERO,
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c) colocar la mezcla obtenida en b) con un agente gelificante sobre un
soporte s6lido en condiciones adecuadas para que se produzca la
gelificacion del agente gelificante y
d) identificar aquellas células en las que aparece el compuesto detectable
en donde la presencia del compuesto detectable en una célula es indicativo de la

presencia en dicha célula de ERO.

Por “ERO” se entiende el conjunto de moléculas reactivas producidas en algunos
procesos metabolicos en los que participa el oxigeno. Son moléculas muy reactivas
debido a que poseen electrones desapareados que les hacen reaccionar con otras
moléculas organicas en procesos de oxido-reduccion. Ejemplos de ERO son iones de

oxigeno, radicales libres y los perdxidos entre otros.

Por “poblacién celular” se entiende, en el contexto de la presente invencion, cultivos
celulares de células eucariotas, en particular, células humanas, asi como poblaciones de
células primarias derivadas de la médula osea, de la sangre, células usadas en técnicas
de fertilizacion in vitro y similares. En una forma preferida de realizacion, la poblacion

celular es una poblacion de espermatozoides.

El término “espermatozoide”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a las
células reproductivas del cualquier sujeto masculino (hombre, buey, etc.). La poblacion
de células puede encontrarse formando parte de una muestra de semen junto con el
plasma seminal o diluido en una solucién adecuada para preservar la integridad de los

espermatozoides.

En una primera etapa, el primer método de la invencidén comprende poner en contacto
en condiciones isotonicas dicha poblacion celular con un agente espesante de forma que
se reduzca sustancialmente la movilidad asi como la sedimentacion y agregacion de las
células de la poblacion celular y con un compuesto indicador de la presencia de especies

reactivas de oxigeno,

10
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Por “condiciones isotOnicas” se refiere a las condiciones en las que a igual temperatura
dos soluciones tienen la misma presion osmoética de forma que, si dichas soluciones se
encuentran separadas por una membrana semipermeable, no existe flujo neto de agua a
través de dicha membrana. Por “presion osmotica” se entiende la presion que ejercen las
particulas del disolvente en una disolucién sobre la membrana semipermeable que la
separa de otra de mayor concentracién. Las condiciones isotonicas son necesarias para
mantener la integridad de la membrana plasmatica celular. Condiciones isotdnicas

tipicas incluyen 285-315 mOsm/kg H20, dependiendo del tipo celular.

El término “agente espesante” se usa de forma intercambiable con “agente que aumente
la viscosidad” o “agente viscosizante” y se entiende por aquel compuesto que
incrementa la resistencia interna de una sustancia a fluir cuando se aplica un esfuerzo
constante. Como consecuencia del aumento de la resistencia, las células muestran una
menor tendencia a agregarse y ademas las células modviles en una mezcla con dicho
compuesto tienen menor movilidad. Agentes espesantes adecuados para su uso en la
presente invencion incluyen, sin limitacion:

(i) Polimeros de acidos carboxilicos formados por polimeros entrecruzados
formados por polimeros de acido acrilico, acido acrilico sustituido, sales y
ésteres del acido acrilico e incluyen compuestos de la familia de los
carbopoles, incluyendo carbopoles carbopoles de la serie 900 (por ejemplo,
Carbopol 854), carbopol#1342, Carbopol# 1382, Pemulen TR-1 y Pemulen
TR-2,

(i1) Polimeros de poliacrilato entrelazados

(i) Polimeros de poliacrilamida y, en particular, polimeros de poliacrilamida no
i0nicos tanto ramificados como no ramificados y formados por mondmeros de
acrilamida y metacrilamida sustituidos con uno o dos grupos alquilo (C1 a C5).
Mono6meros preferidos incluyen, sin limitacion, acrylamida, metacrilamida, N-
metacrilamida, = N-metilmetacrilamida, = N,N-dimetilmetacrilamida, = N-
isopropilacrilamida, N-isopropilmetacrilamida y N,N-dimetilacrilamida. Estos
polimeros tienen un peso molecular generalmente superior a 1000000,
preferiblemente superior a 1500000 y hasta 3000000. Polimeros preferidos de
esta categoria incluyen Sepigel 305 from Seppic Corporation (Fairfield, NJ),

11
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Hypan SR150H, SS500V, SS500W, SSSA100H, from Lipo Chemicals, Inc.,
(Patterson, NJ).

Polisacaridos tales como agarosa, celulosa, carboximetil hidroxietilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, hidroxietil etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil
metilcelulosa, metil hidroxietilcelulosa, celulosa microcristalina, celulosa
sulfato sddico, y mezclas de las mismas. También resultan utiles las celulosas
sustituidas por grupos alquilo en donde los grupos hidroxilo de las celulosas se
encuentran hidroxialquiladas (preferiblemente hidroxietiladas o
hidroxipropiladas) para formar celulosas hidroxialquiladas que se modifican
posteriormente con un cadena lineal o ramificada C10-C30 a través de un
enlaces tipo éter. Ejemplos de grupos alquilo que se usan para modificar las
hidroxicelulosas incluyen estearil, isoestearil, lauril, miristil, cetil, isocetil,
cocoil, palmitil, oleil, linoleil, linolenil, ricinoleil, behenil. Hidroxicelulosas
preferidas incluyen cetil hidroxyetilcelulosa (Natrosol (3) CS Plus de Aqualon
Corporation).

gomas incluyendo gomas de acacia, agar, algin, acido alginico, alginato
amonico, amilopectina, alginato de calcio, carragenano de calcio, carnitina,
carragenano, dextrina, gelatina, goma gellan, goma guar, guar
hidroxipropiltrimonio cloruro, hectorita, acido hialurénico, quitosano, guar
hidroxipropli, goma karaya gum, kelp, goma de locust bean, goma natto,
alginato de potasio, alginato de proplién glicol, goma escleroio, dextrano
carboximetil sodio, sodio carrageenano, goma tragacanto, goma xantanay sus
mezclas.

copolimeros entrelazados de éter vinilo y anhidrido maleico tales como

PVM/MA.

(vii) Polimeros entrecruzados de polivinilpirrolidonas tales como ACP-1120, ACP-

(viii)

1179, and ACP1180, available from International Specialty Products (Wayne,
NJ).

Agentes espesantes no incluidos en ninguno de los grupos anteriores tales
como alginatos; carbomeros tales como los carbomeros 934, 934P, 940 y 941;
goma de celuosa, alcoholo de cetearilo, cocamida DEA, dextrina; gelatina;

hidroxietilcelulosa; hidroxipropilcelulosa; hidroxipropil metilcelulosa; silicato
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de magnesio y aluminio, alcohol de miristilo; harina de avena; oleamida DEA;
alcohol olieco, PEG-7M; PEG-14M; PEG-90M; estearamida DEA;

estearamida MEA; almidon de trigo, goma xantana y similares.

La etapa a) del primer método de la invencion se lleva a cabo de forma que se reduzca
sustancialmente la movilidad de las células de la poblacion celular, preferiblemente
durante el tiempo en que se lleva a cabo la etapa a). Por reduccion sustancial de la
movilidad de las células de la poblacion celular se entiende que las células reducen su
capacidad natural de movimiento o desplazamiento en al menos un 10%, un 20%, un
30%, un 40%, un 50%, un 60%, un 70%, un 80%, un 90% o un 100%, en cuyo caso las
células no se desplazan apreciablemente durante el tiempo en que se lleva a cabo la
etapa a). En el caso de que la poblacion celular objeto de estudio sea una poblacion de
espermatozoides, el experto en la materia puede determinar las condiciones
(concentracion y temperatura) a la que un determinado agente espesante reduce la
movilidad celular hasta valores adecuados para evitar la agregacion celular usando
métodos ampliamente conocidos tales como:

- M¢étodos colorimétricos tales como el comercializado bajo la marca Fertell en el
que la muestra que contiene espermatozoides se calienta a 37°C y en donde los
espermatoziodes moviles se detectan en base a su capacidad para nadar hasta un
sensor recubierto con anticuerpos anti-CD95 conjugado con oro coliodal.

- Test colorimetricos tales como los descritos en WO 93/22053 y en US
5,434,027.

- Ensayos basados en dispositivos con microcanales en los que los
espermatozoides moviles acceden a un detector y en donde la deteccion se lleva
a cabo usando un indicador fluorescente que es captado por el espermatozoide y
convertido en un agente detectable.

- Mz¢étodos basados en la inspeccidn visual de espermatozoides desplazandose a
través de un microcanal hacia un oocito.

- M¢étodos basados en la deteccion de variaciones en la densidad optica de una
muestra debida a la movilidad de las células tal y como se describe en

US4,176,953.
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- M¢étodos basados en la deteccidn de variaciones en la recepcion de ondas
acusticas causadas por el paso de espermatozoides a través de un microcanal tal

y como se describe en WO07085839A.

La etapa a) comprende adicionalmente la puesta en contacto de la poblacion celular

objeto de estudio con un agente indicador de la presencia de ERO.

El término ‘“agente indicador de la ERO”, seglin se usa en la presente invencidn, se
refiere a todo aquel compuesto que en presencia de ERO sufra un cambio en sus
propiedades de manera que sea detectable, bien directamente por alguna propiedad de
dicho compuesto bien indirectamente porque dicho compuesto tiene la capacidad de

modificar una segunda molécula que es detectable.

Compuestos indicadores de ERO preferidos incluyen sales de tetrazolio, derivados y
andlogos. Las sales de tetrazolio son compuestos que presentan una estructura de
tetrazol, tetrazolil o tetraozolo. La sal tetrazolio es una sal organica que comprende uno
o dos anillos de tetrazol y una o més sustituciones con un resto arilo (fenilo o fenilo
sustituido) o naftilo en distintas posiciones, preferiblemente en las posiciones 1, 2, 3 y
5. Tipicamente, las sales de tetrazolio que comprenden dos anillos de tetrazol se
encuentran acopladas de forma que aportan un grupo defenilo o un grupo naftilo en

donde los grupos tetrazol se encuentran las dos posiciones para.

Los compuestos que en presencia de ERO sufren un cambio en sus propiedades de
manera que son detectables que se pueden emplear para la realizacion de la presente
invencion pueden ser, entre otros, los indicados en la Tabla 1 descritos en la patente

estadounidense US6368818.

TABLA 1: COMPUESTO INDICADORES DE LA PRESENCIA DE ERO
ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION

I pABT Cloruro p-anisil azul de tetrazolio

II pApNBT Cloruro p-anisil p nitro azul de tetrazolio

III BSPT (Azul tiazolil) Cloruro de (2-2'-Benzotiazolil-5-stiril-3-(4'-
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TABLA 1: COMPUESTO INDICADORES DE LA PRESENCIA DE ERO
ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION

ftalhidrazidil) tetrazolio)

v BT también llamado | Dicloruro de 2-[4-[4-(3,5-difeniltetrazol-2-i0-2-
Cloruro de azul de | il)-3-metoxifenil]-
tetrazolio 2-metoxifenil]-3,5-difeniltetrazol-2-io
A" BTSPT Cloruro de 2-(2'-Benzotiazolil)-5-stiril-3-(4'-
ftalhidrazidil)- tetrazolio
VI CTC Cloruro de 5-Ciano-2,3-ditolil tetrazolio
VII DMDPT bromuro de [3-4,s-Dimetiyltiazol-2-i1)-2,5-
difenilJtetrazolio o bromuro de 1-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
VIII DSNBT (Cloruro de
distirilnitroazul de
tetrazolio )
IX (1H)-tetrazol
X IDNTT Cloruro de | Cloruro 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
yodonitrotetrazolio feniltetrazol-
2-i0
XI INT, (Cloruro de Nitro | p-yodo violeta nitrotetrazolio (2-(4-iodofenil)-3-
Tetrazolio Violeta) (4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio
XII INpT Cloruro  de  2-(p-iodofenil)-p-nitrofenil-5-
feniltetrazolio
XI1I Mnbt (Cloruro de m-Nitro
azul Tetrazolio)
X1V mNNT (Cloruro de m-
Nitro Neotetrazolio)
XV MNSTC 2,2-bis(2-metoxil-4-nitro-5-sulfofenil )-2H-
tetrazolio-5-carboxanilo
XVI MTS Sal de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil)-2-(4sulfofenil)-2H-
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TABLA 1: COMPUESTO INDICADORES DE LA PRESENCIA DE ERO
ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION

tetrazolio

XVII MTT (Bromuro de | Bromuro de 3+4,5-dimetiltiazol-2-il-2,s-
tetrazolio o bromuro de | difeniltetrazolio
tiazolil azul tetrazolio)

XVIII NBMT (Cloruro de Nitro
azul Monotetrazolio)

XIX NBT  (p-Nitro  Blue | Cloruro de (2,2'-di-nitrofenil-5,5'-difenil-3,3'-
Tetrazolium Chlorid o | (3,3 dimetoxi-4,4'-difenilene)ditetrazolio
cloruro de Nitro azul
tetrazolio )

XX NT (Cloruro de | Cloruro de 2,2'.5,5-Tetrafenil-3,3"(p-
Neotetrazolio) difenilene)-ditetrazolio

XXI NTV (Violeta de
Nitrotetrazolio)

XX1II Azul tiazolil Bromuro de 2-(3,5-difeniltetrazol-2-ium-2-il)-

4,5-dimetil-1,3-tiazol

XXIII TB (Cloruro de azul de | Dicloruro de [(3,3'-dimetoxi (1,1 bifenil)-
tetrazolio) 4,4 dilil]- bis (2,5 difenil-2H-tetrazolio)

XXIV oTTR  (o-Tolil Rojo | Cloruro de 2-(2-metilfenil)-3,5-difeniltetrazol-
Tetrazolio) 2-ium

XXV PCTMB sodium 3'-[1-[(fenilamino)-carbonil]-3,4-

tetrazolio bis(4-metoxi-6-nitro)benzene-sulfonic
acid hydrate

XXVI PNBT (Cloruro de p- | 2-[2-metoxi-4-[3-metoxi-4-[3-(4-nitrofenil)-5-
Nitro Azul de Tetrazolio) | feniltetrazolidin-

2-il]fenil]fenil]-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolidine

XXVl | PTB  (Piperonil azul
tetrazolio)
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TABLA 1: COMPUESTO INDICADORES DE LA PRESENCIA DE ERO
ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION

XXVII | pTTR  (Rojo  p-Tolil | Cloruro de 2-(4-metilfenil)-3,5-difeniltetrazol-
Tetrazolio) 2-ium
XXIX TC-NBT (Cloruro de | Cloruro de (2,2'-di-p-nitrofenil-5,5'-di-p-
Tiocarbamil nitro azul | tiocarbamilfenil-3,3'[3,3 dimetoxi-4,4 -
tetrazolio) bifenilene]-ditetrazolio
XXX TNBT (Cloruro de | 2-[4-[4-[3,5-bis(4-nitrofenil)tetrazol-2-ium-
Tetranitroazul tetrazolio) | Dicloruro  2-il]-3-metoxifenil]-2-metoxifenil]-
3,5-bis(4-nitrofenil)tetrazol-2-ium
XXXI TPTT (1,3,5-
trifeniltetrazolio)
XXXII TR (TTC o TPT o Rojo | Cloruro 2,3, 5-trifeniltetrazolio
tetrazolio)
XXXII | TV (Tetrazolio violeta o | Tetrazolicloruro 2,3,5-Trifenil-2-H-, Cloruro
Violeta Tetrazolio) 2,5-difenil-3-[alfa.-naftil]-tetrazolio, cloruro
2,5-difenil-3-[I-naftil]-2H-tetrasolio
XXXIV | VIB  (Veratril  azul
tetrazolio)
XXXV | WST-1 Disulfonato 4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-
2H-5-tetrazolio]- 1,3-benzeno
XXXVI | XTT 2,2-bis(2-metoxil-4-notro-5-sulfofenil)-2H-

tetrazolio-5-carboxanilido

En la etapa b) del primer método de la invencion, las mezcla obtenida en el paso a) se

mantiene durante el tiempo suficiente para que el compuesto indicador de la presencia

de ERO se transforme en un compuesto detectable en aquellas células que contengan

dichas ERO. En el caso de que el agente indicador de la presencia de ERO sea NBT, la

etapa b) se lleva a cabo durante el tiempo necesario para que dicho NBT se reduzca para

dar lugar a formazan. Dicho proceso puede monitorizarse convenientemente mediante la

deteccion de la absorbancia a 630 nm. En una forma preferida de realizacion, la
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reaccion se mantiene al menos durante 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 60
minutos o al menos durante 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 20 horas. La temperatura de reaccion
es tipicamente de 37°C, aunque puede llevarse a cabo a temperaturas de entre 20-45 °C,

preferiblemente, 25-40°C, aun mas preferiblemente entre 30-40°C.

En una forma preferida de realizacion, el primer método de la invencién comprende una
etapa adicional (etapa b2) tras la etapa b) en donde se determina la concentracion del
compuesto detectable en la muestra en donde un aumento de la concentracién de dicho
compuesto con respecto a una muestra de referencia es indicativo de la presencia de
especies reactivas de oxigeno en dicha poblacion celular. De esta forma, ademas de la
identificacion directa del numero de células que comprenden el compuesto detectable se
obtienen un valor de absorbancia que es indicativo de la presencia de especies reactivas

de oxigeno en dicha poblacion celular.

El experto en la materia apreciard que la determinaciéon de la concentracion del
compuesto detectable puede hacerse de forma absoluta. ie. determinado la
concentracion del compuesto en la muestra o de forma relativa, i.e. determinando la
relacion entre la concentracion del compuesto detectable en la muestra y en la muestra

de referencia.

En una forma preferida de realizacion, el compuesto detectable es un compuesto
coloreado, por lo que la concentraciéon de dicho compuesto se mide mediante la
determinacion de la absorbancia de dicho compuesto a la longitud de onda adecuada.

Por “absorbancia” o densidad Optica seglin se emplea en la presente invencion se refiere
a la proporcion de luz incidente que es absorbida por una sustancia. La absorbancia de
una muestra puede determinarse, por ejemplo, mediante un espectofotometro. En una
forma preferida de realizacion, el compuesto indicador de ERO es NBT, en cuyo caso la
determinacion de la concetracion del compuesto se lleva a cabo mediante medida de la

absorbancia de la muestra en la etapa b2) a 630 nm.

Por muestra de referencia se entiende una poblacion celular que carece de ERO o que ha

sido tratada para eliminar los ERO. En una forma preferida de realizacion, cuando la
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poblacion celular que es objeto de estudio es una poblacion de espermatozoides, es
posible usar como muestra de referencia una poblacion de espermatozoides de un sujeto
fértil. Por sujeto fértil se entiende a un sujeto cuyos espermatozoides son capaces de
fecundar un ovocito. Los criterios de la OMS para considerar a un sujeto fértil es de una

cantidad de 10 millones de espermatozoides moviles por mililitro de semen.

En una forma preferida de realizacidn, el método de la invencion incluye una etapa
adicional tras la etapa b) (etapa b3), que puede llevarse a cabo en paralelo con la etapa
b2) para determinar la presencia de fragmentaciéon de ADN y que comprende incubar
una muestra de la mezcla de la etapa b) en condiciones adecuadas para que se produzca
la desnaturalizacion del ADN y determinar la aparicion de halos en torno a la cabeza del
espermatozoide, en donde la presencia de halos inferiores a un determinado valor

umbral es indicativo de que los espermatozoides presentan fragmentacion de ADN.

La deteccion de la presencia de halos en torno a la cabeza de los espermatozoides se
puede llevar a cabo esencialmente mediante la puesta en contacto de una fraccion de las
células de la muestra con una solucion acida y con una solucion de lisis. El tratamiento
con la solucion 4cida desnaturaliza el ADN. A continuacion se trata con una solucion de
lisis que elimina la mayoria de las proteinas nucleares. Tras este tratamiento, los
espermatozoides con ADN fragmentado no muestran halos, mientras que aquellos
espermatozoides en los que el ADN estd intacto desarrollan halos grandes alrededor del

nucleoide.

El término “solucién acida”, segliin se usa en la presente invencidn, se refiere a
cualquier solucion, suspension, emulsion u otro fluido que contiene un compuesto que
actua como un donante de grupos H+. En una forma preferida de realizacidn, la
solucidn 4cida puede contener un acido seleccionado del grupo acido clorhidrico,
acético, nitrico o mezclas de éstos, entre otros. En una forma de realizacién atin mas

preferida, la solucion &cida contiene acido clorhidrico entre 0.04 y 0.08 M.

El término “soluciéon de lisis”, segiin se usa en la presente invencion, se refiere a

cualquier solucidn, suspension, emulsion u otro fluido que es capaz de causar la lisis de
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las células que se han puesto en contacto con dicha solucion. La solucion de lisis puede
contener al menos un detergente, al menos un agente caotropico y/o al menos un agente
reductor. Detergentes adecuados para su uso en la soluciéon desnaturalizante incluyen,
sin limitacion, detergentes anionicos (por ejemplo, lauril sulfato sodico, lauril sulfato
amonico), detergentes cationicos (bromuro de cetil trimetilamonio, cloruro de
cetilpiridinio, cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio y similares), detergentes
zwiterionicos (por ejemplo, CHAPS, lecitinas) o no ionicos (cetil alcoholo, estearil
alcohol, oleil alcohol, decil glucdsido, lauril glucosido, octil glucésido, Tritio X-100).
En una forma preferida de realizacion, el detergente que forma parte de la solucion de
lisis es Triton X-100. En una forma de realizaciéon atin mas preferida, el detergente que

forma parte de la solucion de lisis es lauril sulfato sodico (SDS), preferiblemente al 1%.

Agentes caotropicos para su uso en la presente invencion incluyen, sin limitacion, urea
(tipicamente a una concentracion de 6-8M), thiourea (tipicamente a una concentracion
de al menos 2 M), cloruro de guanidinio (tipicamente a una concentraciéon de al menos 6

M) y perclorato de litio (tipicamente a una concentracion de al menos 4.5 M).

Agentes reductores adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, sin
limitacion, beta-mercaptoetanol, ditiotreitol y tris(2-carboxietil)fosfine. En una forma

preferida de realizacion, el agente reductor es ditiotreitol, preferiblemente al 0.8M.

En una forma preferida de realizacion, el método analitico se lleva a cabo tal y como ha
sido descrito por Fernandez JL. et al, (Fertil. Steril. 2005; 84:860) y consiste en
sumergir los espermatozoides procedentes de muestras frescas, congeladas o diluidas en
un gel de agarosa cuyo soporte lo constituye un portaobjetos pretratado y en donde la
muestra se trata de forma secuencial con una solucién acida desnaturalizante (0.08 N
HCI), una primera solucion de lisis neutralizante (0.4 M Tris, 0.8 M DTT, 1% SDS, and
50 mM EDTA, pH 7.5), una segunda solucion de lisis neutralizante (0.4 M Tris, 2 M
NaCl, and 1% SDS, pH 7.5). La deteccion de los halos de ADN se lleva a cabo de
forma visual tras la tincion de los espermatozoides con una sonda de ADN,

preferiblemente una sonda fluorescente y, ain mas preferiblemente, DAPI).
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En una forma preferida de realizacion, se considera que la muestra es fértil cuando al
menos un 20-30% de los espermatozoides tienen un halo superior o igual a 7,5 pm. La
determinacion del halo se lleva a cabo tipicamente mediante visualizacion directa de los

espermatozoides mediante microscopia de contraste de fase.

Métodos para determinar si una solucion es adecuada para su uso en el tratamiento
acido de la presente invencion comprenden analizar si dicha solucion es capaz de
desnaturalizar el ADN. Dicha capacidad puede analizarse empleando diversas técnicas
conocidas en el estado de la técnica, como el incremento de la absorbancia a 260 nm,

entre otros.

M¢étodos para determinar si una solucion de lisis es adecuada para su uso en la presente
invencién comprenden analizar la capacidad de dicha solucion de eliminar las proteinas
nucleares del ADN. Dicha capacidad puede analizarse empleando diversas técnicas
ampliamente conocidas en el estado de la técnica entre las que se encuentran huella de
DNAasa I, ensayo de cambio de movilidad en gel, ensayo de unién a nitrocelulosa,

western blot, entre otros.

La etapa c) del primer método de la invencion comprende colocar la mezcla obtenida
en b) con un agente gelificante sobre un soporte sélido en condiciones adecuadas para

que se produzca la gelificacion del agente gelificante.

Por “agente gelificante” se entiende aquella sustancia que permite la coagulacion en
masa de una solucidn coloidal por formacién de una red sélida extremadamente fina que

contiene un liquido en sus mallas.

En una forma preferida de realizacion, el compuesto espesante usado en la etapa a) del
primer método de la invencion es a la vez un compuesto gelificante, de forma que la
etapa c) no requiere de la adicion de un compuesto gelificante sino simplemente de un
cambio de condiciones de forma que el compuesto espesante/gelificante gelifique de

forma que se inmovilice las células de la poblacion celular.
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Agentes gelificantes y que aumentan la viscosidad que se pueden emplear en la presente

invencion se seleccionan de la Tabla 1.

TABLA 1: COMPUESTOS GELIFICANTES Y QUE AUMENTAN LA
VISCOSIDAD ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION.

I Agarosa, polisacarido formado por galactosas alfa y beta que se extrae

principalmente de las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria.

II Acido alginico, producto obtenido a partir de distintos tipos de

algas,entre ellas Macrocystis, Fucus, Laminaria.

I Alginato y sus derivados entre los que destacan alginato sédico,

potasico, amonico, calcico, de propilnenglicol.

v Agar-agar, extraido de varios tipos de algas rojas, entre ellas del género
Gellidium.
\Y% Carragenanos, producto obtenido de varios tipos de algas Gigartina,

Chondrus, Furcellaria y otras.

VI Goma garrofin, producto extraido de las semillas de Ceratonia siliqua
VII Goma guar extraida de Cyamopsis tetragonolobus

VIII Goma tragacanto, producto exudado del arbol Astrogalus gummifer
IX Goma arabiga, producto exudado del arbol Acacia senegalia

X Goma xantana, producido por Xanthomonas campestris

XI Goma karaya, producto exudado del arbol Sterculia urens

XII Goma tara, extraida de la semilla de Caesalpinia spinosa

XIII Goma gellan, producido por Pseudomonas elodea

XIV Sorbitol y jarabe de sorbitol

XV Manitol

XVI Esteres de acidos grasos y sorbitano, entre los que destacan Monolaurato

de sorbitan polioxietilenado, Monooleato de sorbitan polioxietilenado,
Monopalmitato de sorbitan polioxietilenado, Monoestearato de sorbitan

polioxietilenado, Triestearato de sorbitan polioxietilenado

XVII Pectina, constituyente mayoritario de las paredes celulares vegetales

XVIII Fosfatidos de amonio
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TABLA 1: COMPUESTOS GELIFICANTES Y QUE AUMENTAN LA
VISCOSIDAD ADECUADOS PARA SU USO SEGUN LA INVENCION.

XIX Acetato isobutirato de sacarosa

XX Esteres glicéridos de colofonia de madera

XXI Celulosa y derivados, entre los que destacan Celulosa microcristalina,
Metilcelulosa, Hidroxipropilcelulosa,Hidroxipropilmetilcelulosa,

El experto en la materia apreciara que las condiciones adecuadas para la gelificacion del
agente espesante dependeran de la naturaleza de éste. Asi, en el caso preferido de que se
usa agarosa como agente espesante en la etapa a) y como agente gelificante en la etapa
c), es suficiente con disminuir la temperatura por debajo de la temperatura de
gelificacion de la agarosa a la concentracion a la que ¢ésta se encuentra. Dicha
temperatura puede determinarse facilmente por el experto en la materia a partir de tablas
en las que se correlaciona la temperatura de gelificacion de la agarosa con la
concentracion en la muestra (por ejemplo, la tabla disponible en
http://www.lonzabio.com/uploads/tx mwaxmarketingmaterial/Appendix B -

_Agarose Physical Chemistry.pdf). En una forma preferida de realizacion el agente

espesante/gelificante es una agarosa de bajo punto de fusion.

Agarosas de bajo punto de fusion se encuentran disponibles comercialmente tales como
Ultra Pure(R) agarose (Invitrogen), NuSieve(R) GTG(R) Agarosa (Lopza), LM Agarosa
y LM Sieve (Pronadisa), Agarosa SERVA Premium (Serva) y similares. En el caso de
que el agente gelificante sea agarosa, la etapa c) se lleva a cabo llevando la temperatura

de la mezcla a 10-30°, preferiblemente 15-25°C, alin mas preferiblemente 20-25°C.

En el caso de que el agente gelificante sea alginato, la gelificacion se induce mediante la

adicion al medio de iones calcio.
Por “soporte solido” seglin se emplea en la invencion se refiere a una superficie de

cristal, plastico, ceramica o metal entre otros, que permita contener la mezcla de la

invencidén que contiene el agente gelificante. Segin el método empleado en la
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cuantificacion de las células serd necesario que dicho soporte deje pasar la luz.

Preferiblemente el soporte solido es un portaobjetos.

En una forma preferida de realizacion, la etapa c) se lleva a cabo usando agarosa a una
concentracion del 0,5-5%, en cuyo caso la gelificacion se lleva a cabo directamente
sobre el portaobjetos mediante la aplicacion de la mezcla obtenida en la etapa b) a un

portaobjetos e incubacidn a temperatura ambiente.

Por ultimo, la etapa d) del primer método de la invencién comprende identificar
aquellas células en las que aparece el compuesto detectable, de forma que dichas células
seran aquellas que contienen ERO. En una forma preferida de realizacion, las células
que comprenden el compuesto detectable resultante de la conversion del indicador de
ERO se detectan por observacion directa mediante microscopia dptica. En el caso de
que el compuesto indicador sea una sal de tetrazolio, preferentemente NBT, el
compuesto detectable (precipitado de formazan) aparece un precipitado de color azul
intenso localizado normalmente sobre la pieza intermedia y la cabeza del

espermatozoide.

Aunque la identificacion de las distintas células en la muestra se puede hacer mediante
microscopia de contraste de fase, es preferible tenir las células con un colorante.
Tipicamente, la tincion se lleva a cabo tras la etapa de gelificacion del agente
gelificante. Soluciones de tincidon que pueden emplearse para la realizacion de la
presente invencion incluyen, sin limitacion, ticromica de gomori, tricromica de masson,
verde de metileno, giemsa, Wright, hematoxilina-eosina, azul de metileno, entre otras.

En una forma preferida de realizacion, las células se tifien con verde de metileno.

Segundo método de la invencidén

Los autores de la presente invencion han puesto a punto un método para determinar la
necesidad de una terapia antioxidante de un paciente que comprende determinar la
presencia en una muestra de semen de dicho sujeto de células que contienen ERO

usando un método de la invencidon, y el porcentaje de células que presentan
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fragmentacion de ADN usando un método de la invencioén en donde si el porcentaje de
células que comprenden ERO y el porcentaje de células que presentan fragmentacion de
ADN es superior a dichos porcentajes en una muestra de referencia es indicativo de que

dicho paciente deberia ser tratado con una terapia antioxidante.

Por “terapia antioxidante” seglin se emplea en la presente invencion se refiere a la
administracion de agentes antioxidantes para el tratamiento de una enfermedad. Por
“agente antioxidante” se entiende a todos aquellos elementos que tienen como funcion
eliminar del organismo los radicales libres. Diversos estudios han demostrado el efecto
del tratamiento con agentes antioxidantes en la reduccion de la fragmentacion del ADN
de los espermatozoides (Greco E. et al, J Androl. 2005, 26:349-53). Entre los
tratamientos antioxidantes que pueden administrarse a pacientes que presentan alto
porcentaje de células que comprenden ERO y fragmentacion de ADN espermatico
destacan la administracion en las dosis adecuadas de Vitamina E, C, L-Carnitina, beta-

caroteno, flavonoides, licopeno, cobre, zinc, manganeso, hierro y selenio entre otros.

Segun se usa aqui, el término “determinacion”, se refiere a la determinacion de la
probabilidad de que el paciente necesite recibir una terapia antioxidante. Como
entenderdn los expertos en la materia, la prediccion de la necesidad de dicha terapia
antioxidante, aunque se prefiere que sea, no necesita ser correcta para el 100% de los
sujetos a ser diagnosticados o evaluados. El experto en la materia puede determinar
facilmente si el resultado obtenido para un sujeto es estadisticamente significativo
usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo,
determinacion de intervalos de confianza, determinacion de los valores de p, prueba t de
Student, prueba de Mann Whitney, etc. Los detalles se encuentran en Dowdy y
Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons, Nueva York 1983. Los intervalos
de confianza preferidos son al menos del 50%, al menos del 60%, al menos del 70%, al
menos del 80%, al menos del 90%, al menos del 95%. Los valores de p son,

preferiblemente, 0,2, 0,1 6 0,05.

Por “cuantificar la proporcion de células” seglin se emplea aqui se refiere a expresar

numéricamente las células que muestran el compuesto detectable en relacion a las
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células que no muestran dicho compuesto. En una realizacion particular, dicho

procedimiento se lleva a cabo mediante microscopia optica.

Por “muestra de referencia” en el contexto de la presente invencion, se entiende como la
muestra biologica de un sujeto fértil o muestras anteriores del mismo individuo, que se

usan para determinar la presencia de ERO.

El segundo método de la invencion contempla la posibilidad de determinar la necesidad
de una terapia antioxidante de un sujeto a partir de los distintos resultados que
proporciona al primer método de la invencidn. Asi, un indicativo de la existencia de la
necesidad de una terapia antioxidante es la existencia de un porcentaje de células que
muestran ERO superior a un determinado valor umbral. Dicho valor puede combinarse
con la presencia de un porcentaje de células que no muestran halo superior a un
determinado valor umbral. Asi, el segundo método de la invencidon permite determinar
la posibilidad de que un sujeto necesite una terapia antioxidante si:

- En una muestra de semen de dicho sujeto aparece un porcentaje de células que
contienen ERO superior a un valor umbral. En una forma preferida de
realizacion, el valor umbral de porcentaje de células que contienen ERO es del
20%. Alternativamente, si la muestra ha sido tratada con gradientes de Percoll,
el valor umbral es de un 30% y/o

- En una muestra de semen de dicho sujeto aparece un porcentaje de células que
contienen ERO superior a un valor umbral y el porcentaje de células que no
muestran halo es superior a un valor umbral. En una forma preferida de
realizacion el valor umbral de porcentaje de células que contienen ERO es del
20%. Alternativamente, si la muestra ha sido tratada con gradientes de Percoll,
el valor umbral es de un 30%. En una forma preferida de realizacion, el valor

umbral del porcentaje de células que no muestran halo es del 20%.
Valores umbrales para cada uno de los pardmetros que se obtienen al aplicar las

distintas realizaciones del primer método de la invencion pueden determinarse a partir

de una muestra de referencia.
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Los términos y expresiones “célula”, “poblacion celular”, “condiciones isotdnicas”,
“agente espesante”, “compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de
oxigeno” y “agente gelificante” han sido definidos en detalle en el contexto del primer
método de la invencidén y se usan de igual manera en el segundo método de la

invencion.

Tercer método de la invencion

Los autores de la presente invencion han desarrollado un método (en adelante tercer
método de la invencion) para identificar una sustancia (en adelante sustancia X) con
capacidad de disminuir las ERO presentes en una poblacion celular. Asi, en otro
aspecto, la invencion se relaciona con un método (en adelante tercer método de la
invencion) que comprende:

a) poner en contacto dicha sustancia X con dicha poblacion celular,

b) Poner en contacto en condiciones isoténicas dicha poblacion celular con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,

c) mantener la mezcla obtenida en el paso b) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable
en presencia de especies reactivas de oxigeno,

d) colocar la mezcla obtenida en c) con un agente gelificante sobre un
soporte s6lido en condiciones adecuadas para que se produzca la
gelificacion del agente gelificante y

e) cuantificar la proporcion de células en las que aparece el compuesto
detectable

en donde una disminucion de la proporcion de células que muestran un cambio en la
coloracién con respecto a muestra de referencia es indicativo de que la sustancia X es
capaz de disminuir en dichas células la presencia de especies reactivas de oxigeno.
en donde la disminucién de la proporcion de células que muestran un cambio en la
coloracion es indicativo de que la sustancia X es capaz de disminuir en dichas células la

presencia de ERO.
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Un experto en la materia entenderd que en ocasiones serd necesario el tratamiento
previo con un agente que genere radicales libres para poder observar el efecto del
compuesto antioxidante. Entre los compuestos que pueden emplearse para generar

radicales libres destacan entre otros el agua oxigenada.

En una primera etapa, el tercer método de la invencidon comprende poner en contacto la
poblacion celular con un compuesto o preparacion cuyo efecto. Por “poner en contacto”
una célula con el compuesto candidato se incluye, segliin la presente invencion,
cualquier posible forma de llevar el compuesto candidato hasta el interior de la célula
que expresa la construccion de ADN. Asi, en caso de que el compuesto candidato sea
una molécula de bajo peso molecular, es suficiente con anadir dicha molécula al medio
de cultivo. En caso de que el compuesto candidato sea una molécula de alto peso
molecular (por ejemplo, polimeros bioldgicos tales como un acido nucleico o una
proteina), es necesario aportar los medios para que esa molécula pueda acceder al
interior celular. En caso de que la molécula candidata sea un acido nucleico, pueden
usarse métodos convencionales para transfeccion, seglin se ha descrito anteriormente
para la introduccion de la construccion de ADN. En caso de que el compuesto candidato
sea una proteina, la célula puede ponerse en contacto tanto con la proteina directamente
como con el acido nucleico que la codifica acoplado a elementos que permitan su
transcripcion /traduccion una vez que se encuentren en el interior celular. Para ello, se
pueden usar cualquiera de los métodos mencionados anteriormente para permitir su
entrada al interior celular. Alternativamente, es posible poner en contacto la célula con
una variante de la proteina que se desea estudiar que ha sido modificada con un péptido
que sea capaz de promover la translocacion de la proteina al interior celular, tales como
el péptido Tat derivado de la proteina TAT de HIV-1, la tercera hélice del
homeodominio de la proteina Antennapedia de D.melanogaster, la proteina VP22 del
virus del herpes simplex y oligdmeros de arginina (Lindgren, A. et al., 2000, Trends
Pharmacol. Sci, 21:99-103, Schwarze, S.R. et al. , 2000, Trends Pharmacol. Sci.,
21:45-48, Lundberg, M et al., 2003, Mol. Therapy 8:143-150 y Snyder, E.L. y Dowdy,
S.F., 2004, Pharm. Res. 21:389-393).
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Preferiblemente, el compuesto a ensayar no se encuentra aislado sino que se encuentra
formando parte de una mezcla mas o menos compleja bien derivada de una fuente
natural o bien formando parte de una biblioteca de compuestos. Ejemplos de bibliotecas
de compuestos que pueden ser ensayadas segun el método de la presente invenciéon
incluyen, sin limitacion, bibliotecas de péptidos incluyendo tanto péptidos como
andlogos peptidicos que comprenden D-amino 4cidos o péptidos que comprenden
enlaces no peptidicos, bibliotecas de acidos nucleicos incluyendo 4cidos nucleicos con
enlaces no fosfodiester del tipo de fosforotioato o 4acidos nucleicos peptidicos,
bibliotecas de anticuerpos, de carbohidratos, de compuestos de bajo peso molecular,
preferiblemente moléculas organicas, de peptidomiméticos, y similares. En el caso de
que se use una biblioteca de compuestos orgéanicos de bajo peso molecular, la biblioteca
puede haber sido preseleccionada para que contengan compuestos que puedan acceder
al interior celular con mayor facilidad. Asi, los compuestos se pueden seleccionar en
base a determinados pardmetros tales como tamafo, lipofilicidad, hidrofilicidad,

capacidad de formar puentes de hidrogeno.

Alternativamente, los compuestos a ensayar pueden estar formando parte de un extracto
obtenido de una fuente natural. La fuente natural puede ser animal, vegetal obtenido de
cualquier entorno, incluyendo, sin limitacion, extractos de organismos terrestres, aéreos,

marinos y similares.

Las etapas b) a e) coinciden esencialmente con las etapas a) a d) del primer método de
la invencion y los términos usados en dicho método se usan con el mismo significado en

el tercer método de la invencion.

En caso de que el compuesto candidato se encuentre formando parte de una mezcla de
mayor o menor complejidad, la invenciéon comprende adicionalmente una o varias
etapas de fraccionamiento de dicha mezcla y la repeticion de las etapas (a), (b), (c), (d)
y (e) del método de la invencion un nimero variable de veces hasta que el compuesto de
la mezcla responsable de la disminucion del nivel de ERO se encuentre aislado.
M¢étodos para el fraccionamiento de compuestos presentes en una mezcla incluyen

cromatografia (en capa fina, de gases o de exclusion molecular en gel, de afinidad),
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cristalizacidn, destilacion, filtracion, precipitacion, sublimacion, extraccion,

evaporacion, centrifugacion, espectrometria de masas, adsorcion y similares.

En una realizacion particular del tercer método de la invencion se incluye
adicionalmente una etapa c2) que comprende determinar la concentracion del
compuesto detectable en la mezcla de la etapa c) y en donde una disminucion de la
absorbancia con respecto a una muestra de referencia es indicativo de que la sustancia X

es capaz de disminuir la presencia de ERO en dicha poblacion celular.

En otra realizacion particular del tercer método de la invencién que comprende
adicionalmente una etapa d2) que comprende incubar una muestra de la mezcla de la
etapa ¢ con una solucion desnaturalizante, seguidamente con una solucion de lisis y
finalmente tefiir dichas células en donde las células que no muestran halos de tamafio
superior a un determinado valor umbral es indicativo de que dichas células presentan

ADN fragmentado.

Composiciones v kits de la invencidn y usos diagndsticos de las mismas

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende un agente

gelificante y un compuesto indicador de la presencia de ERO.

El término “composicion”, segiin se usa en la presente invencion, se refiere a una
mezcla de dos o mas componentes. En el caso de la presente invencion, las
composiciones de la invencidn contienen los reactivos necesarios para deteminar la
necesidad de una terapia antioxidante de un sujeto a partir de una muestra de semen de
dicho sujeto. Preferiblemente, la composicion de la invencion comprende un agente
espesante (preferiblemente agarosa y aun mas preferiblemente agarosa de bajo punto de
fusion) y un indicador de ERO (preferiblemente una sal de tetrazolio y aun mas
preferiblemente NBT) en donde ambos componentes se encuentran formando una
mezcla. En una forma preferida de realizacion, las composiciones de la invencidn
comprenden agarosa a una concentracion del 2% al 5% y NBT a una concentracion de

hasta 1 mg/ml.
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Los términos “agente espesante”, “agente indicador de la presencia de ERO” y “ERO”,

han sido definidos con anterioridad en el contexto del primer método de la invencion.

En una forma preferida de realizacién, el compuesto espesante es, ademas un
compuesto gelificante, el compuesto espesante/gelificante es agarosa y la agarosa es

agarosa de bajo punto de fusion.

En otra forma preferida de realizacion, el compuesto indicador de la presencia de
especies reactivas de oxigeno es una sal de tetrazolio y, de forma atn mas preferida, es

NBT.

En otra forma preferida de realizacion de la composicion de la invencion, el compuesto
espesante es agarosa de bajo punto de fusion, el compuesto indicador de ERO es NBT,
la agarosa se encuentra a una concentracion del 2% al 5% y el NBT se encuentra a una

concentracion de hasta 1 mg/ml.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere a un kit que comprende un agente
gelificante, un compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,
una solucidn 4cida y una solucion de lisis. Los términos “solucion acida” y “solucion de
lisis” se han explicado en detalle en el contexto del primer método de la invencién y se
aplican de igual manera al kit de la invencion. En una forma preferida de realizacion, el
kit de la invencidén comprende, adicionalmente, una sonda para la deteccion de ADN,
b
prefereiblemente una sonda fluorescente (bromuro de etidio, naranja de acridina, ioduro

de propidio, ToPro-3, DAPI) y, alin mas preferiblemente, DAPI.

En otro aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de una composicion o de un kit
que comprende un agente gelificante y un compuesto con capacidad de formar un
producto detectable en presencia de ERO para determinar la presencia de ERO en una

poblacion celular.
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En otro aspecto adicional, la invencion se refiere al uso de una composicion o de un kit
que comprende un agente gelificante y un compuesto con capacidad de formar un
producto detectable en presencia de ERO para determinar la necesidad de una terapia

antioxidante de un sujeto masculino.

El término “kit”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a una combinacion de
articulos que facilitan la puesta en practica de un proceso, método, ensayo, analisis o
manipulacion de una muestra. En el caso de la presente invencion, los kits de la
invencion contienen los reactivos necesarios para determinar la necesidad de una terapia
antioxidante de un sujeto a partir de una muestra de semen de ducho sujeto.
Preferiblemente, el kit de la invencidon comprende un agente espesante (preferiblemente
agarosa y aun mas preferiblemente agarosa de bajo punto de fusién) y un indicador de
ERO (preferiblemente una sal de tetrazolio y ain més preferiblemente NBT) en donde
ambos componentes se encuentran en un mismo contenedor o en contenedores
separados. Componentes adicionales que pueden formar parte del kit de la invencion
incluyen:

- Reactivos adecuados para provocar la desnaturalizacion del ADN (soluciones

acidas) y la reactivos para eliminar las proteinas nucleares (solucién de lisis).
- Reactivos adecuados para la tincidon de los espermatozoides, preferiblemente

verde de metileno.
Los términos ‘“agente espesante”, “agente gelificante”, “ERO” y “compuesto con
capacidad de formar un producto detectable en presencia de ERO” se han definido
anteriormente.
La invencién se describe ahora en detalle por medio de los siguientes ejemplos que se
deben considerar como meramente ilustrativos y no limitantes del ambito de la

invencion.

EJEMPLO 1
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El método de la presente invencion para determinar la presencia de ERO en una
poblacién celular es un método indirecto que ha sido correlacionado con otras
metodologias basadas en quimioluminiscencia (Esfandiari N. et al., J Androl. 2003
Nov-Dec;24(6):862-70). Tiene como principales ventajas que es muy econdmico y tan

solo requiere de un microscopio Optico.

Preparacion de reactivos

El NBT es una sal amarilla soluble en agua que reacciona en presencia de aniones
superdxido dentro de las células produciendo un precipitado azul de diformazén. La
cantidad de cristales de diformazan presentes en las células refleja la produccion por

parte de estas células de ion superoxido.

Para realizar el método de la invencion, en primer lugar se preparé una mezcla de
agarosas con NBT (agarosas-NBT). Para ello se disolvieron 10 mg de NBT (Sigma
N5514-10 tab) en 10 ml de agua destilada y se mantuvo la solucion a 37°C. Aparte, se
disolvid una cantidad de agarosa de bajo punto de fusiéon en PBS a pH 7 entre el 2% y el
5% y se dejo sobre una placa calefactora a 37° para evitar que gelificara. Seguidamente
se mezclaron en volumenes iguales las dos disoluciones y se repartio en volimenes de

100 pl en tubos eppendorff. La mezcla resultante es estable entre 2 °C y 22 °C.

Reaccion NBT

La muestra de semen se diluy6 en PBS a una concentracion de entre 5-10 millones de
espermatozoides por mililitro. Las agarosas-NBT se colocaron en un flotador e
incubaron durante 5 minutos en un bafio entre 90-100°C hasta que las agarosas se
disolvieron. De modo alternativo podria utilizarse un microondas para fundir la agarosa.
A continuacion los tubos se transfirieron a un bafio a 37 °C y se dejaron atemperar
durante 5 minutos. Un volumen de semen (con la concentracion ajustada) se mezcld con
un volumen igual de agarosa y homogeniz6 con la ayuda de una micropipeta. La mezcla
se incubd a 37°C durante 45 minutos. Con este tiempo, se produce el maximo de

producto precipitado (diformazén). Durante el periodo de incubacidn es posible coger
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un volumen de 25 pl para determinar la fragmentacion del ADN segun el kit Halosperm

(Halotech, S.L; Madrid).

Durante la incubacién la mezcla puede adquirir una coloracion azulada cuya intensidad
dependera de la presencia de i6n superoxido, tanto en espermatozoides y en leucocitos
presentes como en el plasma seminal. La intensidad de la coloracién puede determinarse
midiendo la absorbancia a 630 nm en un espectrofotometro, citdbmetro o en un lector de
placas. Este cambio de coloracion supone un primer indicio de la presencia de estrés

oxidativo o déficit en la capacidad detoxificante de la muestra.

Para determinar el porcentaje de espermatozoides o células presentes en la muestra que
estan produciendo ERO se cogieron 10 pl de muestra al final de la incubacién y se
colocaron sobre un portaobjetos previamente tratado. Se colocod un cubreobjetos para
permitir que la agarosa se extendiera y se dejo gelificar a 4°C durante cinco minutos.

Pasado este tiempo se retird con suavidad el cubre y se dejo secar la agarosa al aire.

A continuacién se tild con una solucién de verde metileno durante 5 minutos. Para
preparar dicha solucion se pes6 0.15 gr de verde metileno (Sigma s580104 50mg) y se
disolvié en 50 ml de agua destilada, se afiadio 25 pl de acido acético glacial y se agito.
Tras incubar las muestras con la solucion de tincion, se lavaron en agua corriente y se

dejaron secar al aire. Se conserva a temperatura ambiente.

Por ultimo, se montaron con DPX y se analizaron por observacidn directa al
microscopio Optico 200 espermatozoides, determinando la proporcion de células que

presentan ERO.

Cuando se realiza el ensayo en ausencia de agarosa, los espermatozoides sedimentan o
pueden interactuar fisicamente con otros espermatozoides. El contacto de los
espermatozoides que presentan ERO con los que no los presentan podria desencadena
la produccion de difarmazén en los que en principio no estan produciendo especies
reactivas de oxigeno y ademads se dificulta la cuantificacion por microscopia dptica

(Figura 1).
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La incorporacion de agarosa en concentraciones adecuadas evita la sedimentacion y el

contacto no deseado entre espermatozoides que podrian artefactuar los resultados.

Asi, cuando se emplea agarosa-NBT, en los espermatozoides NBT positivos, que
presentan ERO, se observaba unos precipitados azul oscuros situados principalmente en

la zona intermedia y la cabeza del espermatozoide (Figura 2).

En los espermatozoides NBT negativos, no se observan dichos precipitados (Figura 3)

Al final del proceso, se obtiene la siguiente informacidon: 1) un valor de la
fragmentacion del ADN espermatico, 2) la proporciéon de espermatozoides NBT
positivos y 3) un cambio de coloracion de la muestra que representa un valor cualitativo
(negativo, leve, moderado, intenso) o cuantitativo (tras medir su absorbancia) que se

podra comparar con el de una muestra de referencia.

EJEMPLO 2

Estudio comparativo de las agarosas del kit Halosperm v las agarosas modificadas con

NBT

La incorporacion de agarosas modificadas con NBT para la determinacion de la
presencia de ERO en muestras de semen, no deberia afectar la eficacia del test de
fragmentacion del kit comercial Halosperm. El objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto de las agarosas-NBT sobre el resultado del test de fragmentacion

del kit halospem.

Para ello, se analizaron 8 muestras de semen diferentes de pacientes con infertilidad y
que tenian un seminograma alterado. Las variables de estudio fueron SDF (siglas en
inglés de sperm DNA fragmentation) que determina el porcentaje de espermatozoides
con el ADN fragmentado y DS (siglas del inglés degraded sperm) que indica el

porcentaje de espermatozoides degradados.
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Se analizaron 8 muestras de semen de diferentes pacientes que mostraban un

seminograma alterado.

A continuacion, se analizaron los datos estadisticamente. En la Tabla 1, se muestra la

estadistica descriptiva de las muestras para las variables SDF y DS.

Tabla 1. Estadistica descriptiva de las muestras

36

Estadisti | Error
Tipo cO tip.
SDF Agarosas Media 34,1875 | 5,77397

normales Intervalo de Limite inferior 20,5342

confianza para la imi i

o 91;% Limite superior 47,8408

Media recortada al 5% 34,2083

Mediana 35,5000

Varianza 266,710

Desv. Tip. 16,33125

Minimo 11,50

Maximo 56,50

Rango 45,00

Amplitud intercuartil 31,63

Asimetria -,217 , 752

Curtosis -1,197 1,481
Modificadas- Media 31,1250 | 6,41757
NBT Intervalo de Limite inferior 15,9498

confianza para la imi i

o 92% Limite superior 46,3002

Media recortada al 5% 30,2778

Mediana 23,7500

Varianza 329,482

Desv. tip. 18,15164

Minimo 11,50

Maximo 66,00

Rango 54,50

Amplitud intercuartil 25,50

Asimetria 1,077 , 752

Curtosis ,559 1,481

DS  Agarosas Media 14,0000 | 5,09814

normales Intervalo de Limite inferior 1,9448




Modificadas-
NBT
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confianza para la
media al 95%

Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria
Curtosis

Media

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Media recortada al 5%
Mediana

Varianza

Desv. tip.

Minimo

Maximo

Rango

Amplitud intercuartil
Asimetria

Curtosis

Limite superior

Limite inferior
Limite superior

26,0552

13,1389
9,0000
207,929
14,41973
1,00
42,50
41,50
20,38
1,192
944
11,3125
2,7315

19,8935

11,0139
9,7500
105,353
10,26415
,00
28,00
28,00
18,75
,495

-1,141

, 752
1,481
3,62892

, 752
1,481

A continuacion, para verificar el ajuste de los datos a una distribucion de probabilidad

se realizaron dos pruebas no paramétricas, concretamente la prueba de Kolgomorov-

Smirnov y la prueba Shapiro Wilk, datos mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Estudios de normalidad de las variables SDF y DS

Kolmogorov-Smirnov(a)

Shapiro-Wilk

tipo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
SDF  agarosas 147 8 200 951 8 721

normales

modificadas ,236 8 ,200 ,896 8 ,263
DS agarosas 222 8| 200 860 g 121

normales

modificadas ,180 8 ,200 ,927 8 ,491
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SDF: Fragmentaciéon de ADN de espermatozoides, DS: Espermatozoides degradados,
gl: grados de libertad, Sig: significancia.

Uno de los pasos previos a la comprobacion de si existen diferencias entre las medias de
varias muestras es determinar si las varianzas en tales muestras son iguales. Tras la
realizacion de la Prueba de Levene, se aceptd que tanto para la variable SDF (Tabla 3 y
Figura 4), como para la variable DS (Tabla 4 y Figura 5) las varianzas eran iguales y

tras ellos que las medias eran iguales.

Tabla 3. Resultados del test para la variable SDF.

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
Diferenci Error tip. diferencia
Sig. ade dela Superio
F Sig. t gl (bilateral) medias diferencia r Inferior
DS Sehan asumido - 16.109
varianzas ,821 ,380 429 14 ,674 2,68750 6,25781 10,734 ’ 16
iguales 16
No se han )
asumido 429 | 12,644 675 | 268750 | 625781 | 10870 | 16:245
varianzas 42 42
iguales

Tabla 4. Resultados del test para la variable DS

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
confianza para la
Diferenci Error tip. diferencia
Sig. ade dela Superio
F Sig. t gl (bilateral) medias diferencia r Inferior
DS Se han asumido - | 16.1091
varianzas ,821 ,380 429 14 ,674 2,68750 6,25781 | 10,7341 ’ 6
iguales 6
No se han )
asumido 429 | 12,644 675 | 2,68750 625781 | 10,8704 | 16:2454
varianzas 5 2
iguales

Por tanto, se concluyo que la agarosa NBT empleada en el método de la presente
invencion es compatible con la agarosa del kit halosperm para la determinacién del
ADN espermatico y al tratarse de dos variables relacionadas, fragmentacion y estrés

oxidativo, la optimizacion de este método podria representar una comoda presentacion
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que permitiria determinar simultdneamente fragmentacion del ADN espermatico y
estrés oxidativo a partir de un pequefio volumen de muestra de semen con un coste

econémico muy reducido.
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REIVINDICACIONES

Método para determinar la presencia de células que contienen especies reactivas
de oxigeno en una poblacion celular que comprende:

a) Poner en contacto en condiciones isotonicas dicha poblacion celular con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,

b) mantener la mezcla obtenida en el paso a) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable
en aquellas células que contengan especies reactivas de oxigeno,

c) colocar la mezcla obtenida en b) con un agente gelificante sobre un
soporte s6lido en condiciones adecuadas para que se produzca la
gelificacion del agente gelificante y

d) identificar aquellas células en las que aparece el compuesto detectable

en donde la presencia del compuesto detectable en una célula es indicativo de la

presencia en dicha célula de especies reactivas de oxigeno.

Método segtn la reivindicacion 1 que incluye adicionalmente una etapa b2) que
comprende determinar la concentracion del compuesto detectable en la muestra
obtenida tras la etapa b) en donde un aumento de la concentracion de dicho
compuesto con respecto a una muestra de referencia es indicativo de la presencia

de especies reactivas de oxigeno en dicha poblacion celular.

Meétodo segun las reivindicaciones 1 o 2 que comprende adicionalmente una
etapa c2) que comprende incubar una muestra de la mezcla de la etapa b en
condiciones adecuadas para que se produzca la rotura del espermatozoide y
detectar la formacion de halos en torno a la cabeza del espermatozoide, en donde
la presencia de halos superiores a un determinado valor umbral es indicativo de

que dichas células presentan ADN intacto.

Método segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que incluye una etapa

adicional ¢3) que comprende teiiir las células de la etapa c).
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Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde el agente que
espesante usado en la etapa a) y el agente gelificante usado en la etapa c) es el

mismo compuesto.

M¢étodo segtn la reivindicacién 5 en donde el agente espesante y el agente

espesante €S agarosa.

Método seglin la reivindicacion 6 en donde la concentracion final de agarosa es

del 1 al 2,5 % y la etapa b se lleva a cabo durante 45 minutos a 37 °C.

Método seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde el compuesto
que en presencia de especies reactivas de oxigeno sufre un cambio en sus

propiedades de manera que es detectable es una sal de tetrazolio.

Método segun la reivindicacion 8 en donde el compuesto indicador es nitroazul

de tetrazolio.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde la etapa d) se

lleva a cabo por observacion directa mediante microscopia Optica.

Me¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en donde la poblacion

celular es una poblacion de espermatozoides.

M¢étodo segln la reivindicacion 11 en donde la poblacion celular se encuentra

formando parte de una muestra de semen.

Método para determinar la necesidad de una terapia antioxidante de un paciente
que comprende determinar la presencia en una muestra de semen de dicho sujeto
de células que contienen ERO usando un método segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, y el porcentaje de células que presentan fragmentacion
de ADN usando un método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12 en
donde si el porcentaje de células que comprenden ERO y el porcentaje de células
que presentan fragmentacion de ADN son superiores a dichos porcentajes en una
muestra de referencia es indicativo de que dicho paciente deberia ser tratado con

una terapia antioxidante.
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Método seglin la reivindicacion 13 en donde la muestra es una muestra de

semen.

Método para identificar una sustancia X con capacidad de disminuir las especies
reactivas de oxigeno presentes en una poblacion celular que comprende:

a) poner en contacto dicha sustancia con dicha poblacion celular,

b) Poner en contacto en condiciones isotonicas dicha muestra bioldgica con
un agente espesante de forma que se reduzca sustancialmente la
movilidad de las células de la poblacion celular y con un compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,

c) mantener la mezcla obtenida en el paso b) durante el tiempo suficiente
para la conversion del compuesto indicador en un compuesto detectable
en presencia de especies reactivas de oxigeno,

d) colocar la mezcla obtenida en c¢) con un agente gelificante sobre un
soporte s6lido en condiciones adecuadas para que se produzca la
gelificacion del agente gelificante y

e) cuantificar la proporcion de células en las que aparece el compuesto

detectable

en donde una disminucidon de la proporcion de células que muestran un cambio en

16.

17.

la coloracién con respecto a muestra de referencia es indicativo de que la
sustancia X es capaz de disminuir en dichas células la presencia de especies

reactivas de oxigeno.

Método segun la reivindicacion 15 que incluye adicionalmente una etapa c2) que
comprende determinar la concentracion del compuesto detectable en la muestra
obtenida tras la etapa c) en donde una disminucioén de la concentraciéon con
respecto a una muestra de referencia es indicativo de que la sustancia X es capaz
de disminuir la presencia de especies reactivas de oxigeno en dicha poblacion

celular.

Meétodo segun la reivindicacion 15 o 16 que comprende adicionalmente una
etapa d2) que comprende incubar una muestra de la mezcla de la etapa ¢ con una

solucion desnaturalizante, seguidamente con una solucion de lisis y finalmente
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tefiir dichas células en donde las células que no muestran halos es indicativo de

que dichas células presentan ADN fragmentado.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 que incluye una etapa

adicional d3) que comprende tefiir las células de la etapa d.

M¢étodo segun la reivindicacion 15 a 18 en donde el compuesto espesante y el

agente gelificante es el mismo compuesto.

Método segln la reivindicacion 19 en donde el compuesto espesante y el agente

gelificante es agarosa.

Meétodo segun la reivindicacion 20 en donde la concentracion final de agarosa es

del 1 al 2,5 % y etapa c se lleva a cabo durante 45 minutos a 37 °C.

Método segtn cualquiera de las reivindicaciones 15 a 21 en donde el compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno es una sal de

tetrazolio.

Método segtn cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22 en donde el compuesto
que en presencia de especies reactivas de oxigeno sufre un cambio en sus

propiedades de manera que es detectable es nitroazul de tetrazolio.

M¢étodo segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23 en donde la
cuantificacion se lleva a cabo por observacion directa mediante microscopia

Optica.

Composicion que comprende un agente espesante y un compuesto indicador de

la presencia de especies reactivas de oxigeno.

Composicion segun la reivindicacion 25 en donde el compuesto espesante es,

ademas un compuesto gelificante.

Composicidén segun la reivindicacion 26 en donde el compuesto

espesante/gelificante es agarosa.

Composicion segln la reivindicacion 27 en donde la agarosa es agarosa de bajo

punto de fusion.
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Composicion segin cualquiera de las la reivindicaciones 25 a 28 en donde el
compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno es una sal

de tetrazolio.
Composicion segun la reivindicacion 29 en donde la sal de tetrazolio es NBT.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 25 a 30 en donde el
compuesto espesante es agarosa de bajo punto de fusion, el compuesto indicador
de ERO es NBT, la agarosa se encuentra a una concentracion del 2% al 5% y el

NBT se encuentra a una concentracion de 1 mg/ml.

Kit que comprende un agente espesante, un compuesto indicador de la presencia
de especies reactivas de oxigeno, una solucion acida que desnaturalice el ADN y

una solucién de lisis que elimine las proteinas nucleares.

Kit segun la reivindicacion 32 en donde el compuesto espesante es, ademas un

compuesto gelificante.

Kit segun la reivindicacion 33 en donde el compuesto espesante/gelificante es

agarosa.

Kit segin la reivindicacion 34 en donde la agarosa es agarosa de bajo punto de

fusion.

Kit segiin cualquiera de las la reivindicaciones 32 a 35 en donde el compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno es una sal de

tetrazolio.
Kit segun la reivindicacion 36 en donde la sal de tetrazolio es NBT.

Uso de una composicion o de un kit que comprende un agente espesante y un
compuesto indicador de la presencia de ERO para determinar la presencia de

especies reactivas de oxigeno en una poblacion celular.

Uso de un kit que comprende un agente espesante, un compuesto indicador de la

presencia de ERO, una solucion acida desnaturalice el ADN y una solucion de
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lisis que elimine las proteinas nucleares para determinar la necesidad de una

terapia antioxidante de un sujeto masculino.

Uso segun la reivindicacion 33 o 34 en donde el compuesto espesante es,

ademas un compuesto gelificante.

Uso segun la reivindicacion 35 en donde el compuesto espesante/gelificante es

agarosa.

Uso segun la reivindicacion 36 en donde la agarosa es agarosa de bajo punto de

fusion.

Uso segtn cualquiera de las la reivindicaciones 33 a 37 en donde el compuesto
indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno es una sal de

tetrazolio.

Uso segtn la reivindicacion 38 en donde la sal de tetrazolio es NBT.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031624

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 TUNC O. et al.,, "Development of the NBTassay as a marker of
sperm oxidative stress.”, International journal of andrology (2010),
vol. 33(1), pag.13-21. Todo el documento.

Citado por el solicitante.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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 declaracién

La presente invencion se refiere a un método para determinar la produccion de especies reactivas de oxigeno en una
poblacién celular, que consiste poner en contacto en condiciones isotonicas dicha poblacién celular con un agente
espesante, preferiblemente agarosa y con un compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,
preferiblemente NBT. Asimismo, la invencion se refiere a un método para determinar la necesidad de una terapia
antioxidante de un sujeto masculino y a un método para identificar una sustancia con capacidad de disminuir especies
reactivas de oxigeno en una poblacién celular.

1.- NOVEDAD

En el estado de la técnica relativo a la invencion y establecido por el informe de busqueda internacional no se ha encontrado
ningun documento que describa un método para determinar la produccién de especies reactivas de oxigeno en una
poblacién celular, que consista poner en contacto en condiciones isotonicas dicha poblacién celular con un agente
espesante, preferiblemente agarosa y con un compuesto indicador de la presencia de especies reactivas de oxigeno,
preferiblemente NBT. En consecuencia, en opinion de esta Oficina, las reivindicaciones 1-44 son nuevas y cumplen el Art.
6.1 LP.

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA

En cuanto a la actividad inventiva, en el estado de la técnica establecido para la invencién existen diversos documentos que
describen ensayos indirectos basados en la detecciéon de ERO para determinar el estrés oxidativo, mediante distintas
tecnologias. Entre estos documentos el estado de la técnica mas cercano a la invencion queda representado por DO1. El
documento D01 describe un ensayo indirecto de infertilidad basado en la deteccion de ERO mediante el uso de NBT como
indicador. En las células que contienen ERO, el NBT se transforma en formazan dando lugar a un precipitado coloreado. En
la realizacién de este método se plantea el problema de que los espermatozoides de la muestra tienden a agregar y
sedimentar en las condiciones en las que se incuban para dar lugar a la formaciéon de formazan, lo que dificulta la
determinacion del porcentaje de espermatozoides que contienen ERO. La solucion técnica propuesta en la invencion
consiste en la utilizacion del agente indicador de la presencia de ERO junto con un agente espesante de forma que se
reduzca la agregacion, sedimentacion y movilidad de las células. Los documentos del estado de la técnica analizados no
divulgan ningun tipo de informacion que sugiera o indique la solucién propuesta por la invenciéon y en este sentido esta
Oficina opina que las reivindicaciones 1-44 cumplen con el requisito de actividad inventiva recogido en el Art. 8.1 LP.
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