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DESCRIPCION
ADN libre de células como diana terapéutica para esterilidad femenina y marcador de diagndstico.

La presente invencion se refiere al campo de la esterilidad femenina. Mas exactamente, se refiere a un marcador
novedoso de esterilidad femenina, asi como a un tratamiento novedoso para incrementar la fecundidad de pacientes
femeninas que lo necesitan.

En los ultimos afios, los autores han descrito una prevalencia de esterilidad no explicada de hasta el 20% al 25%. La
esterilidad es la incapacidad de una pareja para concebir un embarazo después de intentarlo durante al menos un
afo completo.

El diagnostico de esterilidad comienza con la recepcion de un historial médico y un examen fisico. Si el examen esta
limitado a una evaluacién de la funcion ovulatoria, un histerosalpingograma y una laparoscopia en cualquier pareja
que no ha concebido en un afio de intentos, un gran numero de casos de esterilidad permanecen sin explicar.
Expandir las pruebas diagndsticas afiadiendo una serie de ensayos (medicién de los niveles de una serie de
hormonas y citoquinas, técnicas de analisis genético para detectar cualquier mutacion en genes asociados con
esterilidad femenina) solamente reduce ligeramente la esterilidad “no explicada”.

Los efectos perjudiciales del tabaquismo, el exceso de la ingesta de cafeina o el consumo de alcohol son conocidos.
Sin embargo, su impacto sobre la fecundidad difiere en gran medida de un individuo a otro, y hoy en dia, ningun
marcador biolégico permite la cuantificacion de este impacto. Por lo tanto, estos efectos no son evaluados de forma
precisa por las pruebas disponibles actualmente.

Entre los tratamientos para la esterilidad clinica, las tecnologias de reproduccion asistida (ART) tienen la tasa de
nacidos vivos mas elevada por tratamiento. La ART ha contribuido a la concepcién de mas de 1 milléon de bebés en
todo el mundo desde su comienzo. Sin embargo, la tasa de fracaso de estas tecnologias sigue siendo significativa y
la decision de las parejas de continuar con la ART o de repetir el tratamiento con ART después de un intento fallido
es, a menudo, una decision dificil debido a los costes fisicos, emocionales y econémicos del tratamiento.

Los datos de fecundacion in vitro (IVF) e inyeccion de esperma intracitoplasmatica (ICSI) indican claramente, incluso
en los programas mas exitosos, bajas tasas de implantacién con respecto al nimero de embriones transferidos.
Defectos que causan problemas con la implantacién son probablemente mucho mas habituales de lo que es
evaluado actualmente y constituyen otra area de esterilidad no explicada.

Evaluar factores de implantacion tales como integrinas, LIF, G-CSF u otros factores de crecimiento puede conducir a
la comprensién de otros casos de esterilidad y, por lo tanto, reducir el porcentaje de pacientes clasificados como que
presentan “esterilidad no explicada”, pero en la mayoria de los casos esto no ayudara a las deliberaciones iniciales
respecto a la terapia. En Francia, la tasa de éxito de ART varia entre el 25% y el 28% en términos de nacidos vivos
por recuperacion de ovocitos.

A partir de lo anterior, parece que una serie de parametros implicados en esterilidad femenina son completamente
ignorados por las actuales pruebas.

La presencia de ADN libre de células circulante en plasma humano fue descrita en 1948 por Mendel y Metals [1]. El
ADN circulante libre de células (ADNIc) se ha estudiado en una amplia gama de condiciones fisioldgicas y
patoldgicas, incluyendo trastornos inflamatorios, estrés oxidativo y neoplasia. Esta presente en sujetos sanos a
concentraciones en sangre que varian entre 0 y 100 ng/ml, con un promedio de 30 ng/ml [2]. Suponiendo que el
contenido de ADN de una célula normal asciende a 6,6 pg, estos valores representan un promedio de 0-15.000
equivalentes genémicos por ml de sangre, con un promedio de 5000 genomas por ml. La mayor parte de este ADN
es bicatenario y esta aparentemente en forma de complejo de nucleoproteinas.

La electroforesis de ADNIc en geles de bajo porcentaje de agarosa ha mostrado una variacion del tamario de los
fragmentos de ADN de entre 0,18 y 21 kilobases, con variaciones de muestra a muestra en la distribucién de tamafo
de fragmentos de ADN. Es habitual detectar fragmentos de ADN grandes, casi del tamafio del genoma.

Aunque el mecanismo preciso asociado con la liberacién de ADN libre al torrente sanguineo sigue siendo incierto,
probablemente se deriva de una combinacion de apoptosis, necrosis y liberacion activa desde células.
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El aclaramiento de ADNIc del torrente sanguineo se produce rapidamente: el ADN fetal desaparece de la sangre de
las madres después del parto con una semivida de 16,3 minutos [3]. Es conocido que el ADNIc es sensible a
nucleasas plasmaticas (por ejemplo, ADNasa |), pero los mecanismos de aclaramiento renal [4] y hepatico [5]
también estan implicados en la eliminacién de ADNIc.

Hasta ahora, se desconoce si la liberacion de ADNIc tiene efectos bioldgicos cualesquiera. Las células cultivadas
han demostrado liberar ADN bicatenario a los medios [6], y el ADNIc podria incorporarse en células [7]. Estos
descubrimientos conducen a la introduccion del concepto de “genometastasis” [8]. Sin embargo, esta hipdtesis adn
esta por demostrar.

El ADN circulante puede aislarse a partir tanto de plasma como de suero, pero el suero contiene una concentracion
aproximadamente 6 veces mayor de ADN circulante. Recientemente, Umetani y col., demostraron que menos del
10% de los niveles de ADN en suero 6 veces mayores se debia a contaminacion por otras fuentes (es decir,
liberacion a partir de leucocitos durante la separacion de suero) [9]. La razon para niveles de suero mas elevados
sigue siendo desconocida, pero una pérdida de ADN en plasma durante procedimientos de purificacion se excluy6

9.

El ADN circulante libre de células es un biomarcador potencialmente util. Los niveles y los patrones de
fragmentacion de ADN ofrecen posibilidades interesantes para fines de diagndstico y prondstico. Recientemente,
Bartoov y col., describieron un procedimiento para valorar el estado de fecundidad de un sujeto masculino,
basandose en la medicion de ADNIc en una muestra de fluido de dicho sujeto (WO2008/047364). También
propusieron un procedimiento para tratar subfecundidad masculina administrando ADNasa a varones subfecundos.
ElI ADN libre de células también se propuso como un biomarcador para monitorizacién no invasiva de proliferaciones
malignas y benignas y afecciones inflamatorias, tales como endometriosis [10].

Muy recientemente, Czamanski-Cohen y col., describieron que en una cohorte de 37 mujeres que se estaban
sometiendo a tratamiento IVF, las concentraciones de ADNIc en plasma fueron estadisticamente superiores el dia de
la prueba de BHCg en mujeres que no concibieron, en comparacion con aquellas que concibieron. Sin embargo, tal
como reconocieron los autores, este estudio no pudo establecer una correlacion entre esterilidad femenina y
concentracion de ADNIc, dado que todas las mujeres incluidas en él estaban en el proceso de tratamiento IVF [11].

Tal como se describe en el presente documento, el inventor ha demostrado ahora que el nivel de ADNIc es
estadisticamente mayor en mujeres estériles que en mujeres fecundas. Por lo tanto, el nivel de ADNIc puede ser til
para el diagndstico y prondstico de esterilidad. El nivel de ADNIc también puede ser util para el diagnéstico y el
pronostico de esterilidad en mujeres que no padecen endometriosis. El hecho de que el ADNIc pueda obtenerse sin
procedimientos invasivos o dolorosos le hace particularmente adecuado para uso en diagnoéstico de esterilidad en
mujeres. Ademas, tal como se demuestra en la parte experimental a continuacion, un tratamiento que causa una
disminucion del nivel de ADN libre de células mejora significativamente la fecundidad de las pacientes femeninas
tratadas.

Un primer aspecto de la presente invencion es, por lo tanto, un procedimiento para diagnosticar in vitro esterilidad en
una hembra de mamifero, que comprende las siguientes etapas:

(i) determinar el nivel de ADN libre de células en una muestra de fluido corporal de dicha hembra, y
(ii) comparar dicho nivel con un umbral predeterminado,

donde un nivel de ADN libre de células por encima de dicho umbral predeterminado es indicativo de esterilidad.

Este procedimiento puede usarse para diagnosticar esterilidad en una hembra humana o animal, preferentemente en
una humana. Puede realizarse junto con las primeras pruebas que se realizan cuando se exploran las razones para
esterilidad de una pareja, o después de estas pruebas, en pacientes para los cuales las pruebas no consiguieron
identificar una causa de esterilidad. En particular, puede usarse para diagnosticar esterilidad in vitro en una mujer
que no padece endometriosis.

Por supuesto, en lo anterior, una mujer que tiene un nivel de ADNIc “indicativo de esterilidad” significa que esta
mujer tiene una probabilidad de ser estéril que es mayor que la de una mujer que tiene un ADNIc por debajo del
umbral predeterminado.

En el procedimiento anterior, la muestra de fluido corporal puede ser una muestra de plasma, suero, sangre o liquido
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folicular.

Tal como se muestra en la parte experimental a continuacion, se midié la concentracion de ADNIc en el plasma de
94 mujeres fecundas y 96 mujeres estériles. En esta cohorte, la concentracion plasmatica de ADNIc promedio era de
aproximadamente 50 ng/ul en mujeres estériles y aproximadamente 109 ng/ul en las estériles. Por lo tanto, cuando
el procedimiento anterior atafie a mujeres humanas y, cuando la muestra de fluido corporal es una muestra de
plasma, el umbral se seleccionara entre estos dos valores, y preferentemente entre aproximadamente 50 y
aproximadamente 100 ng/ul. Por supuesto, el experto en la materia sera capaz de afinar y modificar estos valores
investigando adicionalmente este parametro en una cohorte de pacientes mas grande. Midiendo el nivel de ADNIc en
muestras de una mayor cantidad de pacientes, el experto en la materia establecera también una escala de valores
para el nivel de ADNIc, con probabilidades de esterilidad correspondientes. Las mediciones en cohortes mas
grandes, que comprenden subgrupos homogéneos de mujeres (dependiendo de su edad y/o parametros de
comportamiento tales como si fuman o no y/o parametros fisiolégicos tales como el peso, HbAlc y similares) también
pueden conducir a la determinacién de diferentes umbrales que reflejan las diferentes situaciones. En este caso, el
experto en la materia determinara la probabilidad de esterilidad de una mujer interpretando su nivel de ADNIc en
vista de los otros parametros relevantes.

Tal como ya se ha mencionado, el procedimiento puede realizarse midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de
fluido corporal diferente de la muestra de plasma. Por supuesto, para cada fluido corporal, hay que realizar
mediciones en una cohorte significativa de mujeres, incluyendo fecundas y estériles, para determinar un umbral
relevante.

El umbral se seleccionara cercano al valor promedio de mujeres fecundas si el objetivo es identificar todas o casi
todas las mujeres que pueden ser estériles. En este caso, las mujeres fecundas también pueden diagnosticarse
como probablemente estériles (falso positivo). Por el contrario, si el objetivo es identificar solamente aquellas que
tienen la probabilidad mas elevada de ser estériles, el umbral se seleccionara cerca del valor promedio de mujeres
estériles.

En una realizacion especifica, el procedimiento de acuerdo con la invencién se realiza para diagnosticar in vitro
esterilidad en una mujer midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de plasma de dicha mujer, y un nivel en plasma
de ADNIc por encima de 60 ng/ul es indicativo de esterilidad.

En ofra realizacion, el procedimiento de acuerdo con la invencion se realiza para diagnosticar in vitro esterilidad en
una mujer midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de plasma de dicha mujer, y un nivel en plasma de ADNIc por
encima de 70 ng/ul es indicativo de esterilidad.

En ofra realizacion, el procedimiento de acuerdo con la invencion se realiza para diagnosticar in vitro esterilidad en
una mujer midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de plasma de dicha mujer, y un nivel en plasma de ADNIc por
encima de 80 ng/ul es indicativo de esterilidad, donde un nivel de ADN libre de células por encima de dicho umbral
predeterminado es indicativo de esterilidad.

En ofra realizacion, el procedimiento de acuerdo con la invencion se realiza para diagnosticar in vitro esterilidad en
una mujer midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de plasma de dicha mujer, y un nivel en plasma de ADNIc por
encima de 90 ng/ul es indicativo de esterilidad, donde un nivel de ADN libre de células por encima de dicho umbral
predeterminado es indicativo de esterilidad.

En otra realizacién mas, el procedimiento de acuerdo con la invencion se realiza para diagnosticar in vitro esterilidad
en una mujer midiendo el nivel de ADNIc en una muestra de plasma de dicha mujer, y un nivel en plasma de ADNIc
por encima de 100 ng/ul es indicativo de esterilidad.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién se refiere a un kit para realizar los procedimientos anteriores. En
particular, la invencién se refiere a un kit que comprende reactivos para medir el nivel de ADNIc en una muestra
bioldgica, y reactivos especificos para medir al menos un parametro fisioldgico en una muestra biolégica, donde
dicho parametro fisiolégico se selecciona entre el grupo que consiste en el nivel de hormona antimulleriana (AMH),
actividad telomerasa y concentracion de homocisteina.

El nivel de ADNIc en una muestra biolégica puede medirse mediante cualquier técnica conocida en la técnica, tal
como, aunque sin limitarse a cualquier tincion de acido nucleico, tal como, por ejemplo, intercaladores. Los ejemplos
no limitantes de intercaladores de ADN que pueden usarse para medir niveles de ADNIc e incluidos en los kits de
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acuerdo con la presente invencion incluyen berberina, bromuro de etidio, proflavina, daunomicina, doxorrubicina,
talidomida, Sybr® Green, Sybr® Gold y PicoGreen®.

La hormona antimulleriana (AMH) también se denomina MIS (sustancia inhibidora mulleriana). Dado que la AMH es
producida directamente por los foliculos ovaricos, los niveles de AMH se correlacionan con el nimero de foliculos
antrales en los ovarios. Se ha documentado que mujeres con menos AMH tienen recuentos de foliculos antrales mas
bajos y producen un nimero inferior de ovocitos en comparacion con mujeres con niveles mas elevados. Se cree
que los niveles en sangre de AMH reflejan el tamafo del suministro de 6vulos restante - o “reserva ovarica”. La AMH
puede medirse mediante un inmunoensayo, tal como ELISA. Un kit de acuerdo con la invencion puede comprender,
por lo tanto, un anticuerpo anti-AMH.

La telomerasa es una enzima que repara la degradacion del ADN. Sin embargo, puede ser ineficaz si esta presente
en concentracién insuficiente. Ademas, cuando esta presente en una concentracion demasiado alta, la telomerasa
genera factores apoptéticos. Como consecuencia, la telomerasa también esta implicada en la fecundidad y afecta al
desarrollo embrionario temprano. Su nivel puede medirse mediante un inmunoensayo, y por lo tanto, un kit de
acuerdo con la presente invencién puede comprender un anticuerpo que reconoce especificamente la telomerasa.

La homocisteina es un homdlogo no proteina del aminoacido cisteina, que difiere en un grupo metileno (-CH2-)
adicional. Es un marcador de estrés oxidativo, y como tal, puede ser informativo sobre el estado de fecundidad de un
individuo. Los niveles de homocisteina pueden medirse mediante ensayos enzimaticos: la homocisteina unida o
dimerizada (forma oxidada) se reduce a homocisteina libre, que reacciona a continuacion con serina catalizada por
cistationina beta-sintasa (CBS) para formar L-cistationina. La cistationina, a su vez, es descompuesta por cistationina
beta-liasa (CBL) para formar homocisteina, piruvato y amoniaco. El piruvato se convierte a continuacion mediante
lactato deshidrogenasa (LDH) en lactato con NADH como coenzima. La tasa de conversiéon de NADH en NAD es
directamente proporcional a la concentracion de homocisteina (AA340 nm).

De acuerdo con una realizacién particular, el kit de acuerdo con la presente invencién comprende al menos un
agente intercalante de ADN y un anticuerpo que reconoce especificamente AMH.

Tal como se describe en los experimentos a continuacion, mujeres estériles que ya se habian sometido a varios
tratamientos incluyendo varias IVF sin éxito, fueron tratadas con una desoxirribonucleasa. Después de solamente
una ronda de tratamiento con la desoxirribonucleasa, seguida por ART, mas del 50% de estas pacientes se
quedaron embarazadas. Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a una desoxirribonucleasa, para uso
en el tratamiento de esterilidad femenina, especialmente cuando esta esterilidad esta asociada con un nivel de ADN
libre de células mayor que el nivel de ADN libre de células que se observa estadisticamente en mujeres fecundas.

La desoxirribonucleasa (ADNasa) es una enzima que cataliza la escision hidrolitica de enlaces fosfodiéster en una
cadena principal de ADN. Las desoxirribonucleasas son, por lo tanto, un tipo de nucleasa. Se conocen una amplia
variedad de desoxirribonucleasas, que difieren en sus especificidades por sustrato, mecanismos quimicos y
funciones biolégicas.

Algunas ADNasas escinden solamente residuos en los extremos de moléculas de ADN (exodesoxirribonucleasas, un
tipo de exonucleasa). Otras escinden en cualquier lugar a lo largo de la cadena (endodesoxirribonucleasas, un
subconjunto de ribonucleasas). Algunas son muy especificas de secuencia acerca de la secuencia de ADN en la que
cortan, como enzimas de restriccion, mientras que otras son bastante indiscriminadas. Algunas escinden solamente
ADN bicatenario, otras son especificas para moléculas monocatenarias, y otras actdan sobre ambas.

La desoxirribonucleasa | escinde ADN preferentemente en enlaces fosfodiéster adyacentes a un nucleétido de
pirimidina, produciendo polinucleétidos terminados en fosfato 5'5' con un grupo hidroxilo libre en la posicion 3,
produciendo de promedio tetranucleétidos. Actua sobre ADN monocatenario, ADN bicatenario y cromatina.

La desoxirribonucleasa Il (ADNasa acida) hidroliza enlaces desoxirribonucleotidicos en ADN nativo vy
desnaturalizado produciendo productos con 3'-fosfatos. Como sugiere su nombre, es mas eficiente a pH acido.
Existen varias ADNasas Il conocidas, incluyendo la ADNasa Il alfa (habitualmente llamada simplemente ADNasa Il)
y ADNasa Il beta (también llamada DLAD o ADNasa ll-similar a ADNasa acida).

Aunque cualquier tipo de ADNasa puede usarse en la presente invencion, se prefiere la ADNasa |. La ADNasa |

humana recombinante ya se usa clinicamente. Las enzimas ADNasa pueden ser inhaladas usando un nebulizador
por enfermos de fibrosis quistica. Las enzimas ADNasa ayudan dado que los leucocitos que se acumulan en el moco
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se descomponen y liberan ADN, que se afiade a la “pegajosidad” del moco. La ADNasa descompone en ADN vy el
moco es mas facil de eliminar de los pulmones.

La presente invencion también se refiere al tratamiento de la esterilidad femenina. En una realizacion especifica, la
presente invencion se refiere al tratamiento de esterilidad femenina en una mujer que no padece endometriosis. En
otra realizacion especifica, la presente invencion se refiere al tratamiento de esterilidad femenina en una mujer que
muestra un nivel de ADN libre de células mayor que el observado estadisticamente en una mujer fecunda. En
cualquiera de sus realizaciones, el uso de acuerdo con la invencidon comprende administrar una desoxirribonucleasa
a una mujer en una cantidad que es suficiente para reducir su nivel de ADN libre de células a un nivel similar al
observado en mujeres fecundas. En lo anterior, el “nivel de ADN libre de células” debe entenderse como la
concentracion de ADN libre de células en cualquier fluido corporal relevante, tal como plasma, suero, sangre o
liquido folicular. En lo sucesivo, mujeres estériles que tienen un nivel alto de ADNIc (en comparacion con mujeres
fecundas) se designaran como “que necesitan un tratamiento tal como se divulga en el presente documento”. La
presente invencion es particularmente ventajosa para tratar esterilidad en mujeres.

En la presente invencion, una ADNasa humana recombinante puede usarse ventajosamente, especialmente para
tratar mujeres. Por supuesto, cuando se trata una hembra de otra especie, se prefiere una ADNasa recombinante de
esta especie. Tal como ya se ha mencionado, puede usarse cualquier ADNasa para levar a cabo esta invencion,
pero se prefiere la ADNasa |.

Cuando se lleva a cabo la presente invencién, puede usarse cualquier via de administracion, siempre que cause la
administracion de una cantidad suficiente de ADNasa para obtener una disminucién de ADN libre de células
circulante. Por ejemplo, la ADNasa puede administrarse mediante la via intravenosa o intramuscular.

Para el tratamiento de esterilidad, la ADNasa se administrara en una cantidad suficiente para obtener una
disminucion del nivel de ADN libre de células en sangre y/o en el liquido folicular. Por ejemplo, un minimo de 2500 Ul
de ADNasa 1 puede administrarse cada dia a una mujer estéril, durante al menos 2 dias, preferentemente al menos
3 0 4 dias o mas. Por supuesto, debido a la diversidad interindividual, pueden observarse diferentes respuestas, y el
régimen posolégico puede adaptarse en consecuencia, de modo que la dosis que se administra sea suficiente para
obtener una disminucion del nivel de ADN libre de células, que debe volverse similar a los niveles observados en
pacientes fecundas. El nivel de ADNIc puede ser objeto de seguimiento para verificar su disminucion y evitar un
tratamiento innecesario.

Se ha observado que, después de la disminucion del nivel de ADNIc y después de que el tratamiento se ha
interrumpido, el nivel de ADNIc no aumenta rapidamente hasta alcanzar sus valores anteriores. Durante al menos
unos pocos dias, el nivel de ADNIc permanece aproximadamente estable. Como consecuencia, la ADNasa puede
administrarse ventajosamente a una mujer estéril que lo necesita durante la fase lutea tardia.

De acuerdo con una realizacién particular de la invencion, ilustrada en la parte experimental a continuacion, 2500 Ul
de ADNasa | se administran dos veces al dia a una mujer estéril que lo necesita, durante 7 dias de la fase lutea
tardia.

Por supuesto, el tratamiento de esterilidad descrito anteriormente puede combinarse con ART, tal como se describe
en los experimentos en lo sucesivo.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos.
LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1: concentraciones de ADNIc medias en plasma sanguineo de 73 hombres fecundos y 88 estériles y en 94
mujeres fecundas y 96 estériles.

Figura 2: concentraciones de ADNIc en plasma sanguineo (cuadros negros) y el liquido folicular (cuadros grises) de
37 mujeres. Aquellas mujeres de este grupo que se quedaron embarazadas tenian un nivel de ADNIc medio en
plasma y/o en liquido folicular que era menor que el valor medio para todas las mujeres del grupo (incluyendo
aquellas que se quedaron embarazadas y aquellas que no).

EJEMPLOS
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Ejemplo 1: Pacientes, materiales y procedimientos

Muestras de semen.

Se recogieron muestras de semen de hombres fecundos y estériles de < 50 afios mediante masturbacion después
de 3-6 dias de abstinencia sexual. Se realizaron recuentos y analisis de motilidad, vitalidad y morfologia del esperma
de acuerdo con las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud. Un total de 161 hombres se incluyeron en
este estudio: 73 hombres fecundos y 88 estériles.

Muestras de plasma y liquido folicular de mujeres

La cantidad de ADN libre de células (ADNIc) en plasma se ha medido en 94 mujeres fecundas (AMH>2 ng/ml) y en
96 mujeres estériles de menos de 37 afios de edad. Se llevd a cabo un estudio genémico para verificar el origen de
este ADNIc, particularmente en mujeres estériles.

Cuando estaban disponibles muestras, también se realizé cuantificacién del ADNIc en muestras de liquido folicular
en mujeres estériles correspondientes. Un total de 37 muestras de liquido folicular se incluyeron en este estudio.

Estimulacién ovarica y recuperacion de liquido folicular

La mayoria de las pacientes fueron estimulada para ART usando un protocolo agonista o protocolos antagonistas
largos con FSH recombinante (Gonal F® (Merck laboratory) o Puregon® (Schering Plough laboratory)) o HMG
(Menopur®: Ferring laboratory). Después de controles hormonales y sonograficos, la ovulacion se desencadend con
HCG recombinante o urinaria, 36 horas antes de la recuperacion de ovocitos de acuerdo con una técnica bien
conocida. Dos o tres liquidos foliculares dominantes se aislaron y se centrifugaron antes de almacenamiento. A
continuacion, el contenido de ADNIc se evalluo usando el mismo procedimiento que en plasma/suero.

Aislamiento de ADNIc y amplificacién por PCR

El ADNIc en plasma se aislo usando un kit de preparacion de plantillas de PCR para High Pure (Roche) siguiendo la
recomendacion del fabricante. El tampdn de elucion se diluyé a una solucién al 20% usando ddH2O y se precalento
a 70°C. Las muestras se centrifugaron a 16.000 g durante 5 min, 400 ul de plasma se transfirieron a un tubo
Eppendorf de 2 ml evitando restos celulares. 400 pl de tampdén de union y 40 pl de proteinasa K reconstituida se
mezclaron con las muestras. Después de un breve vortice, los tubos se incubaron 10 min a 70°C. Después de la
incubacion, 200 ul de isopropanol al 100% se mezclaron con las muestras que se transfirieron entonces al depdsito
superior de un tubo de recogida de filtro High Pure proporcionado en el kit de preparacion de plantillas de PCR para
High Pure. La columna se centrifugé a 8.000 g durante 1 min a temperatura ambiente. Los tubos paso del flujo y de
recogida se desecharon vy el filtro se combind con un nuevo tubo de recogida. Esta etapa de carga se repitié hasta
que toda la muestra se habia cargado en el filiro. 500 pl de tampdn de eliminacién de inhibidor se afiadieron al
depdsito superior y se centrifugaron 1 min a 8.000 g a temperatura ambiente. Los tubos de paso de flujo y de
recogida se desecharon y el filtro se combiné con un nuevo tubo de recogida. Los tubos se lavaron dos veces
afadiendo 500 ul de tampodn de lavado al depdsito superior y se centrifugaron 1 min a temperatura ambiente. Las
columnas se secaron centrifugando a velocidad maxima (aproximadamente 13.000 g) durante 10 s, se transfirieron a
un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml y se calentaron 5 min a 70°C en una incubadora. 100 ul de tampén de elucién al
20% precalentado se afiadieron cuidadosamente al filtro. El tubo y el filtro se colocaron en la incubadora a 70°C y se
agitaron a baja velocidad (aproximadamente 400 rpm) durante 5 min. Se eluyeron muestras de ADN a partir de las
columnas centrifugando a 8.000 g durante 5 min y posteriormente se almacenaron a 4°C antes del uso o se
congelaron a -70°C para almacenamiento a largo plazo.

Ampilificaciéon por PCR

La mezcla maestra usada para amplificar los loci JmJC2 y DXS1285 contenia 200 mM de cada dNTP, 1x tampdn de
Taq polimerasa, 2 uM de cada conjunto de cebadores, MgCI2 1,5 mM, y 0,5 U de ADN polimerasa Biotag™ (Bioline)
en un volumen de reaccion de 15 pl. Las secuencias de cebadores usadas para amplificar JmJC2 (marcados del
cromosoma Y) y DXS1285 (marcador del cromosoma X) son 5-GAGTATGCGACCAGT-3' (SEQ ID No: 1), 5'-
TGGCACACCATGGA-3' (SEQ ID No: 2) y 5-CGTGCTTAGGCTTAATCCC-3' (SEQ ID No: 3), 5-
GAACTGACTGTAGAGAAGG-3' (SEQ ID No: 4), respectivamente, con una hibridaciéon a 60°C.
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Cuantificacién de ADNIc

Se recogieron muestras de sangre en tubos vacutainer que contenian EDTA. Estos se centrifugaron (3.400 rpm
durante 15 minutos) para aislamiento del plasma. Antes de la cuantificacion de ADNIc, el plasma y la muestra de
liquido folicular se centrifugaron a 3.400 g durante 20 min. Las muestras tienen que ser transparentes sin glébulos
rojos. De hecho, la cuantificacion del ADNIc puede estar alterada en muestras tefiidas. La solucion de ADN estandar
se diluyé a 20, 50, 100 y 500 ng/ml en 166 ul para trazar la curva patron. Se afiadieron 166 pl de HCIO4 (acido
percldrico) 1 N y 664 pl de difenilamina a cada 166 ul de muestras de sobrenadante de plasma o liquido folicular.
Las muestras se incubaron a 37°C durante 20 h, posteriormente se centrifugaron a 15.000 g durante 10 minutos.
300 pl del sobrenadante se transfirieron a una placa de 96 pocillos y se midieron en un espectrofotémetro (Tecan,
Genios) a 600nm.

Tratamiento con ADNasa
Las pacientes se inscribieron después de obtener el consentimiento informado por escrito.

En la fase litea tardia de un ciclo precedente, 10 mujeres seleccionadas con niveles muy altos de ADNIc (> 100
ng/microlitro) fueron tratadas con una ampolla de Dornasa alfa (Pulmozyme®) 2,5 mg (2500 1U), dos veces al dia,
por via intramuscular, durante varios dias.

La solucion de inhalacion de Pulmozyme® (dornasa alfa) es una solucion altamente purificada, incolora,
transparente y estéril de desoxirribonucleasa | humana recombinante (rhADNasa) que escinde selectivamente ADN.

Pulmozyme® se administra normalmente por inhalacion de una bruma de aerosol producida por un sistema
nebulizador accionado por aire comprimido. Pero los niveles sistémicos de rhADNasa eran muy bajos (maximo 15%)
después de la inhalacién, de modo que se decidié pedir este mismo producto para inyeccion 1 M para incrementar la
concentracion de ADNasa, asumiendo el hecho de que no habia efectos secundarios en el estudio toxicolégico de
Pulmozyme, ni siquiera por via intravenosa.

Estadistica
Se uso6 un test t bilateral para evaluar diferencias en los niveles de ADNIc entre individuos fecundos y estériles. Se
calcularon coeficientes de correlacion usando el test de correlacién bilateral de Spearman. Las diferencias

estadisticas se consideraron significativas cuando P <0,05.

Ejemplo 2: ADNIc y esterilidad masculina

El objetivo de este primer estudio preliminar era verificar el concepto de una asociacion entre esterilidad masculina 'y
niveles elevados de ADNIc, asumiendo el hecho de que la fragmentacion del ADN pude participar en un ADNIc
incrementado.

Con el fin de evaluar la integridad de ADNIc, se realizaron PCR en muestras de ADNIc aisladas. Un marcador del
cromosoma X se amplific6 con ADNIc aislado de plasma tanto de hombres como de mujeres. Un marcador del
cromosoma Y se amplificé con ADNIc aislado de plasma masculino pero no de plasma femenino.

Se detectaron niveles mas elevados de ADNIc en muestras de plasma sanguineo de individuos estériles en
comparacion con controles fecundos respectivos, la cantidad de ADNIc en plasma se ha medido en 73 hombres
fecundos (60,7 ng/ul + 46,9) y 88 estériles (83,3 ng/ul + 64,8), p = 8,7e-3 (figura 1).

Ejemplo 3: ADNIc en plasma sangquineo de mujeres

Como en hombres, se detectaron niveles mas elevados de ADNIc en muestras de plasma sanguineo de mujeres
estériles en comparacién con controles fecundos respectivos. La diferencia entre individuos fecundos y estériles era,
sin embargo, mayor en mujeres que en hombres.

De hecho, la cantidad de ADNIc en plasma de 94 mujeres fecundas demostré ser dos veces menor (49,2 ng/ul +
58,0) que en 96 muijeres estériles (109,4 ng/ul + 88,1), p = 1,02e” (figura 1).

Ejemplo 4: cantidad de ADNIc en plasma sanguineo frente a liquido folicular en 37 mujeres estériles
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La concentracion de ADNIc en plasma sanguineo se compard con aquella en liquido folicular. Se descubrié una
correlacion estadisticamente significativa entre la concentracion de ADNIc en plasma sanguineo y en liquido folicular
(r = 0,43, p = 6,4€”) (figura 3). En un estudio preliminar, mujeres embarazadas tenian menos ADNIc en el liquido
folicular y el suero que mujeres no embarazadas (no se muestran los datos).

Ejemplo 5: Efectos de tratamiento con ADNasa sobre la concentraciéon de ADNIc en plasma sangquineo y la
fecundidad

Hasta la fecha, 10 pacientes que habian sido estériles durante mas de cuatro afios y/o tenian un historial de varios
fracasos de IVF/ICSI sin ninguna explicacion, fueron tratadas durante siete dias en la fase lutea tardia de un ciclo
previo inmediatamente antes del tratamiento de induccién de la ovulacién comenzando el segundo dia del siguiente
ciclo y usando FSH recombinante o urinaria con agonista o antagonista de GnRH. Todas las pacientes obtuvieron
embriones segmentados y se transfirieron uno o varios embriones a dia 3 por paciente.

Para cada paciente, una muestra de sangre se recogié inmediatamente antes y después del tratamiento con
ADNasa 1 para cuantificar el ADNIc en el plasma.

Seis de estas pacientes se quedaron embarazadas después de solamente un tratamiento de ese tipo, dando a luz a
siete criaturas (un aborto, 4 partos individuales y 1 parto triple). Los datos relativos a los pacientes tratados se
muestran en las tablas 1 y 2 a continuacion:

Tabla 1: edad e historial de esterilidad de las pacientes incluidas

Paciente Edad Historial de esterilidad
#1 28 5 fracasos de ART
#2 33 8 fracasos de ART
#3 32 4 fracasos de ART
#4 35 6 Fracasos de ART
#5 37 4 fracasos de ART
#6 40 4 fracasos de ART
#7 34 2 fracasos de ART
#8 24 4 fracasos de ART
#9 37 2 fracasos de ART; 10 afios de esterilidad no explicada; un aborto después de ICSI
#10 37 2 fracasos de ART
Tabla 2: concentraciones de ADNIc inmediatamente antes y después del tratamiento y resultado
Paciente ADNIc antes del ADNIc después del Resultado
tratamiento (ng/pl) tratamiento (ng/pl)
#1 103,3 65,2 Dio luz a una Unica criatura
#2 91,0 61,8 Dio luz a una Unica criatura
#3 161,2 140,7 Dio luz a trillizos
#4 110,0 78,3 Sin embarazo
#5 116,1 56,0 Dio luz a una Unica criatura
#6 153,5 124,9 Sin embarazo
#7 160,7 138,7 Sin embarazo)
#8 151,8 92,2 Dio luz a una Unica criatura
#9 127,9 85,2 TESE (embarazo
bioquimico)
#10 87,8 77,2 Sin embarazo

Tal como aparece en la tabla 2, todas las pacientes que se quedaron embarazadas presentaban una disminucion de
ADNIc después de terapia con ADNasa |. Se considerd que el Unico aborto se debia a la mala calidad del esperma
testicular. En ciertas pacientes que no se quedaron embarazadas, la caida de ADNIc era moderada, lo que sugeria
que la dosis de ADNasa | debe incrementarse en ciertos casos con niveles muy elevados de ADNIc.

Discusién
El corto tratamiento preventivo de mujeres de parejas estériles antes de IVF/ICSI, de acuerdo con sus niveles de
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ADN libre, con ADNasa caus6 embarazo en mas del 50% de los casos. Todas las mujeres tratadas mostraban mas
de 4 afios de esterilidad no explicada o muchas transferencias de embriones, en fase temprana del desarrollo, sin
implantacion.
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REIVINDICACIONES

1. Una ADNasa, para uso en el tratamiento de esterilidad femenina.

2. La ADNasa de la reivindicacién 1, para uso en el tratamiento de esterilidad femenina asociada con un
nivel de ADN libre de células estadisticamente mayor que el nivel de ADN libre de células en mujeres fecundas.

3. La ADNasa de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina, donde dicha mujer no tiene endometriosis.

4. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para uso en el tratamiento de esterilidad

femenina, donde dicha ADNasa es una ADNasa recombinante.

5. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina, donde dicha ADNasa es ADNasa |.

6. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina; donde dicha ADNasa se administra por via intravenosa o intramuscular.

7. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina, donde dicha ADNasa se administra a una mujer estéril durante la fase lutea tardia.

8. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina humana.

9. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina humana, donde al menos 2500 Ul de ADNasa 1 se administran cada dia a una mujer estéril, durante al
menos 4 dias.

10. La ADNasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento de esterilidad
femenina humana, donde 2500 Ul de ADNasa | se administran dos veces al dia a una mujer estéril, durante 7 dias
de la fase lutea tardia.

11. Un procedimiento para diagnosticar in vitro esterilidad en una hembra de mamifero, que comprende
las siguientes etapas:

(i) determinar el nivel de ADN libre de células en una muestra de fluido corporal de dicha hembra, y
(ii) comparar dicho nivel con un umbral predeterminado,

donde un nivel de ADN libre de células por encima de dicho umbral predeterminado es indicativo de esterilidad.

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, donde dicha hembra no tiene endometriosis.

13. El procedimiento de la reivindicaciéon 11 o la reivindicacion 12, donde la muestra de fluido corporal es
una muestra de plasma, suero, sangre o liquido folicular.

14. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la hembra es humana.

15. El procedimiento de la reivindicacién 14, donde loa muestra de fluido corporal es una muestra de

plasma y el umbral predeterminado esta comprendido entre 50 ng/ul y 100 ng/pl.

16. Un kit para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, que
comprende reactivos especificos para medir el nivel de ADN libre de células en una muestra bioldgica, y reactivos
especificos para medir al menos otro parametro fisiologico en una muestra biolégica, donde dicho parametro
fisioldgico se selecciona entre el grupo que consiste en el nivel de hormona antimilleriana (AMH), actividad
telomerasa y concentracion de homocisteina.

17. El kit de acuerdo con la reivindicacidon 16, que comprende al menos un agente intercalante de ADN y
un anticuerpo que reconoce especificamente AMH.
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