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“COMPOSICAO FARMACEUTICA, E, METODOS PARA TRATAR
SUBFERTILIDADE MASCULINA, PARA DETERMINAR UM ESTADO
DE FERTILIDADE EM UM INDIVIDUO DO SEXO MASCULINO, PARA
A REPRODUCAO ASSISTIDA, PARA SELECIONAR UMA TECNICA
DE REPRODUCAO ASSISTIDA E PARA SELECIONAR CELULAS DE
ESPERMA EM UMA POPULACAO DE CELULAS DE ESPERMA PARA
USO EM UMA TECNICA DE REPRODUCAO AUXILIADA”
CAMPO DA INVENCAO

A 1nvengido refere-se a métodos e composi¢des farmacoldgicas
e mais especificamente a tais métodos e composi¢des farmacoldgicas para uso
no diagndstico e tratamento de subfertilidade masculina.
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ANTECEDENTES DA INVENCAO

Atualmente, no mundo ocidental, cerca de um par dentre cinco
¢ subfértil. A subfertilidade é definida como uma falha de conceber apos 1
ano de intercurso sexual sem prote¢do. Em cerca de metade dos pares
subférteis, a subfertilidade masculina é observada, e em quase 40% destes
pares, a subfertilidade ¢ apenas devido a fatores do sexo masculino.

O estado de fertilidade masculina é avaliado por uma analise
do sémen. A analise mais comum, conhecida como "analise de rotina do
sémen", prové informagdo sobre o numero de espermatozdides presentes no
ejaculado, a propor¢do de células de esperma capazes de mover-se ( e/ou
capazes progressivamente) e a porcentagem de células que sdo
morfologicamente normais. A subfertilidade masculina € geralmente
associada com um ou mais dentre produgdo baixa de esperma
(oligozoospermia), motilidade fraca do esperma (astenozoospermia) e
morfologia de esperma anormal (teratozoospermia). A combinag¢io de todos
os trés destes defeitos ("oligoastenoteratozoospermia" OTA) é a causa mais
comum de subfertilidade masculina. A probabilidade de concep¢do aumenta
com aumentada concentragdo de esperma, motilidade e morfologia normal. A
Organizagdo Mundial de Satde (WHO) prop0s diretrizes especificando os
valores de limiar para estes pardmetros para classificar as amostras de sémen
como normais ou anormais (10).

A analise de rotina de sémen, no entanto, tem muitas
limitagdes resultando em uma propor¢do significante de pacientes
demonstrando subfertilidade nido explicada. Para refinar o diagndstico, testes
adicionais foram desenvolvidos que provéem mais informag¢do sobre o
potencial de fertilizagdo de sémen humano. Estes testes incluem varios testes
funcionais de células de esperma (11), testes de morfologia funcional como o
"exame de morfologia de organelo do esperma capaz de mover-se”,

(MSOME, 12), e testes examinando a extensdo de dano ao DNA em células
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de esperma, por exemplo, o teste de estrutura de cromatina de esperma
(SCSA, 11).

Em alguns casos, a causa de subfertilidade masculina ¢é
conhecida. Estas incluem varicocele, disturbios hormonais, infec¢des,
infertilidade imunoldgica, obstru¢do do trato genital masculino, e
criptorquidismo. As terapias médicas e cirirgicas atuais sdo disponiveis para
estas condi¢gdes (1). No entanto, em um grande numero de casos de
subfertilidade masculina, a causa ndo € conhecida. Nestes casos, varios
tratamentos podem ser aplicados ao homem subfértil, com frequéncia em uma
base ad hoc. Estes tratamentos incluem antiestrogénios, inibidores de
aromatase, androgénios, FSH, pentoxifilina, arginina, carnitina, glutationa,
vitaminas (A, C e E) e oligominerais (zinco, selénio), (I).

Quando um tratamento de infertilidade masculina nio leva a
uma gravidez apos um periodo de tempo razoavel ou se as medidas
diagnoésticas ndo mostram que uma melhora no estado de fertilidade é
possivel, entdo técnicas de reprodugdo assistida (ART) podem ser
consideradas. Os varios procedimentos de reproducido assistida melhoram o
potencial de fertilizagdo do esperma ao se desviar de algumas ou todas as
barreiras de migragdo do trato genital feminino superior e inferior assim como
os investimentos no ovo. Os procedimentos ART que sio comuns agora
incluem inseminagdo intrauterina (IU 1, 2, 3), fertilizagdo in vitro classica
(IVF, 4, 5) e injecdo de esperma intracitoplasmica IVF (IVF-ICSI, 6). Uma
melhora em ICSI é uma técnica conhecida como "inje¢do selecionada
morfologicamente intracitoplasmica” (IMSI, 7-9), em que a morfologia fina
de espermatozoides capazes de mover-se é examinada por microscopia
potente e os espermatozoides demonstram a melhor morfologia dos nucleos
sdo selecionados para ICSI.

As células de esperma de varias espécies tem sido conhecidas

in vitro para ligar e absorver DNA exo6geno (13). A ligagdo de DNA ¢
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mediada pelo menos em parte por CD4 e moléculas MHCII presentes sobre a
superficie das células de esperma e € antagonizada pela glicoproteina IF-1,
presente no fluido seminal. A interacdo do esperma com DNA acelular
extracelular ativa as nucleases intracelulares como DNAse que clivam o DNA
gendmico do esperma, eventualmente levando a um processo de morte de
células que se parece com apoptose.

DNAse I bovino foi usado clinicamente desde 1965. Ele foi
usado antes nos paises da Unido Soviética, para tratar infec¢des causadas por
virus de DNA como Herpes e adenovirus. Acredita-se que DNase degrada o
DNA viral em mono- e oligonucleotideos. Este medicamento é geralmente
usado para tratar infec¢cdo por Herpes simples tipo 2 (herpes genital),
infecgdes herpéticas o olho causadas por Herpes simples, infecgdes por
Herpes zoster, inflamag¢ao do trato respiratério como bronquite € pneumonia e
tuberculose. Para estas aplicacdes, ela € administrada ou por injegdes
intramusculares, inalagdo ou colirio. DNase humano recombinante I € outro
DNase I clinicamente usado. Ele ¢ um remédio aprovado pelo FDA
administrado por inalagdo para tratar pacientes com fibrose cistica (CF).
Nestes pacientes, a retengdo de secregdes purulentas viscosas nas vias aéreas
contribui tanto para uma redug¢do fun¢do pulmonar como exacerbagdo de
infecgdes. As secregdes pulmonares purulentas contém concentragdes muito
altas de DNA extracelular liberado por degeneracdo de leucdcitos que se
acumulam em resposta a infec¢do. DNase I hidrolisa o DNA no esputo de
pacientes CF e reduz a viscoelasticidade do esputo (14).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo € baseada em uma nova e inesperada
descoberta de que niveis elevados de deoxioligonucleotideo acelular presente
na circulagdo do sangue do homem sdo associados com subfertilidade e que a
administragdo de DNA acelular exdégeno reduz a qualidade do esperma e

causa a subfertilidade. Os inventores assim descobriram que provendo
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pessoas do sexo masculino subférteis com um DNase pode melhorar a
qualidade de sémen e o potencial de fertilidade.

De acordo com um primeiro aspecto da invengdo, prové-se
uma composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade masculina. A
composicdo farmacéutica da invengdo compreende ou um agente que
bloqueia o efeito das moléculas de acido deoxirribonucleico acelular sobre as
células de esperma ou um agente que induz a produ¢do de uma substancia
endogena que bloqueia o efeito das moléculas de acido deoxirribonucleico
acelular sobre as células de esperma. A estimula¢do de células acinares
pancreaticas e parétidas pode ser exercida usando ou inositol 1,4,5- trisfosfato
(InsP3) que ativa o receptor de InsP; ou por Ca®" que ativa os receptores de
rianodina. A ativagdo destes dois receptores causa a liberagio de Ca®' em
células acinares, iniciando a secre¢do a partir destes 6rgdos. A composi¢do
farmacéutica da inveng¢do ira ainda incluir um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

De acordo com um segundo aspecto da inven¢do, prové-se um
método para o tratamento de uma pessoa do sexo masculino, o método
compreendendo administrar & pessoa do sexo masculino ou um agente que
bloqueia o efeito de moléculas de acido deoxirribonucleico acelular sobre as
células de esperma ou um agente que induz a produc¢do de uma substincia
endogena que bloqueia o efeito de moléculas de acido deoxirribonucleico
acelular sobre as células de esperma.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida, o agente é
uma proteina, preferivelmente uma enzima que afeta o nivel de moléculas de
acido deoxirribonucleico acelular em fluidos do corpo. De acordo com esta
forma de realizagdo, a enzima é preferivelmente uma deoxirribonuclease
(DNase). DNase pode ser uma  endodeoxirribonuclease  ou
exodeoxirribonuclease (endodeoxirribonuclease cliva dentro das moléculas

enquanto a exodeoxirribonuclease cliva de uma extremidade das moléculas,
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Uma ampla variedade de DNases sdo conhecidas, que diferem
em suas especificidades de substrato, mecanismos quimicos, e funcdes
biolégicas. As DNases ndo limitativos que sd@o aplicaveis de acordo com a
inven¢do sdo DNase I, DNase II, DNase gama, DNase ativado por caspase
(CAD), L-DNase II, DHPII. De acordo com uma forma de realizagio
preferida da invengdo, a DNase ¢ DNase 1. DNase pode ser de origem animal,
vegetal, bacteriana, viral, de levedura ou de protozoario ou pode ser DNase
recombinante, preferivelmente DNase recombinante, preferivelmente DNase
recombinante humana.

De acordo com outra forma de realizagdo da inveng¢do, o
agente pode ser uma molécula que interfere com a capacidade da molécula de
acido deoxirribonucleico de ligar aos receptores na superficie das células de
esperma. Estes moléculas podem ser moléculas que ligam e bloqueiam os
receptores ou moléculas que ligam e bloqueiam as moléculas de &cido
deoxirribonucleico. As moléculas que bloqueiam o receptor podem ser de
baixo peso molecular, por exemplo dimeros de deoxirribonucleotideos,
fosfodeoxiribosil pirofosfato (PdRPP), deoxirribonucleotideos ou ion metal
ou peso molecular elevado, como peptideos, polipeptideos, proteinas,
anticorpos ou glicoproteinas. Em uma forma de realizacdo preferida, a
molécula é glicoproteina IF-1, ou um analogo da mesma, capaz de bloquear a
interagdo de DNA acelular com receptores de células de esperma. As
moléculas que ligam e bloqueiam as moléculas de acido deoxirribonucleico
podem ser peptideos, polipeptideos, proteinas, proteinas de ligagdo a DNA,
proteinas nucleares (como histonas, protaminas), ou anticorpos. As moléculas
de 4cido deoxirribonucleico podem também exercer um efeito deletério sobre
as c€lulas de esperma por ligacdo na superficie de proteinas de células de
esperma e lipideos que ndo sdo receptores. Neste caso, o agente pode ser uma

molécula que interfere com esta ligagio.
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De acordo com outra forma de realiza¢do da invencdo, o
agente pode ser uma molécula que bloqueia um estagio em uma via de
transdu¢do de sinal gerada por ligacdo da molécula de 4cido
deoxirribonucleico a receptores na superficie de células de esperma. O agente
pode ser um composto de baixo peso molecular ou um polimero, por
exemplo, inibidores de caspase como ZVAD e familia de proteina bcl-2 ou
proteinas negativas dominantes de caspase.

O dano as células de esperma causado por DNA acelular pode
envolver uma atividade de DNase elevada dentro das células de esperma.
Assim, de acordo com outra forma de realizagdo da inven¢io, a composi¢io
farmacéutica da invengdo pode compreender um inibidor de DNase que inibe
a transgénico de DNase endogeno dentro das células de esperma. O agente
pode ser um composto de baixo peso molecular ou um polimero. Os agentes
preferidos incluem 4cido aurintricarboxilico (ATA) ou 4cido citrico ou um
analogo funcional do mesmo.

A composi¢do pode incluir em combinagdo com o agente
veiculos farmaceuticamente aceitaveis. Pelo termo "veiculo
Jarmaceuticamente aceitavel" significa-se que qualquer um dentre os
excipientes inertes, ndo toxicos, que essencialmente ndo reagem com o agente
que interfere com o DNA tendo um efeito sobre as células de esperma e é
adicionado as mesmas a fim de dar forma ou consisténcia a composic¢io e
para prover protecdo contra degradacdo do agente e aumentar sua
sobrevivéncia fora e dentro do corpo e para obter penetragdo dentro do corpo
e distribuigdo nos fluidos do corpo e para facilitar a distribui¢do do agente no
corpo do individuo e a distribui¢do ao sitio alvo (ou o DNA acelular, para o
receptor de superficie de célula alvo ou para entrar na célula de esperma.

De acordo com uma forma de realiza¢cdo, a composi¢do esta
em uma forma apropriada para administra¢do oral. De acordo com outra

forma de realizagdo, a composi¢do estd em uma forma apropriada, para
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inje¢cdo, preferivelmente inje¢des intramuscular (IM), subcutinea, ou
intravenosa (i.v.). De acordo com ainda outra forma de realizacdo, a
composi¢do estd na forma apropriada para inalagdo. Apesar de outras formas
de administra¢do serem também aplicaveis, nota-se que a administra¢do oral é
uma via preferida de acordo com a inven¢do devido a uma melhor aderéncia
ao tratamento.

As amostras de sémen obtidas de homens tratados pelo método
da invengcdo podem ser usadas em técnica de reprodugdo assistida
convencional (ART). Uma lista ndo limitativa de técnicas de reproducdo
assistida incluem inseminagdo intra-uterina (IUI), fertilizagdo in vitro (IVF
classica); injegcdo de esperma intra-citoplasmica (ICSI) e inje¢do selecionada
morfologicamente intra-citoplasmatica (IMSI), assim como outras técnicas
bem conhecidas na arte de fertilidade.

O agente de acordo com a inven¢do € administrado e dosado
de acordo com a boa pratica médica, levando em conta a condi¢fio clinica do
individuo do sexo masculino, o sitio e método de administragdo, esquema de
administragdo, idade do individuo, peso corporal e outros fatores bem
conhecidos dos médicos. As doses podem ser tinicas ou doses multiplas em
um dia Unico ou em um periodo de varios dias/semanas/meses (etc). O
tratamento geralmente tem uma extensdo proporcional a severidade da
condicdo de subfertilidade, eficacia do agente e o individuo do sexo
masculino sendo tratado.

A dosagem pode ser prontamente determinada por
administragdo a uma pluralidade de individuos testados (individuos
demonstrando subfertilidade) com varias quantidades de agente testado e
entdo tragando em grafico a mudanga na qualidade do sémen como uma
fungdo da dosagem. Alternativamente, a dosagem pode ser determinada
através de experiéncias realizadas em modelos de animais apropriados, e

entdo extrapolando para seres humanos usando um dentre uma pluralidade de
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métodos de conversio. Como conhecido, a quantidade que € considerada
como eficaz em um individuo pode depender de varios fatores, como o modo
de administracdo (por exemplo administragdo oral pode requerer uma dose
maior para obter um dado nivel no plasma do agente do que uma
administragdo intravenosa); a idade, peso, area de superficie do corpo,
condi¢do de saude, e fatores genéticos do individuo, assim como os farmacos
sendo simultaneamente administrados ao individuo.

A duracdo do tratamento sera determinada de acordo com a
quantidade e qualidade do sémen. A espermatogénese ocorre nos testiculos e
dura aproximadamente 64 dias em humanos. Ela é seguida por 8-10 dias de
transporte epididimal (EPT). O efeito deletério de DNA acelular é observado
em sec¢des diferentes do trato genital do individuo do sexo masculino: os
tibulos seminiféros dos testiculos e a cauda epididymis. Assim, DNA acelular
pode afetar diferentes estagios de espermatogénese, produzindo dano as
células de esperma manifestadas em diferentes niveis de severidade. O dano
aos testiculos é tanto quantitativos como qualitativo enquanto o dano
epididimal é principalmente qualitativo. Assim, a dura¢do do tratamento pode
variar e deve ser determinada de acordo com a quantidade e qualidade do
sémen. A duragdo do tratamento ¢ preferivelmente selecionada dentro os
seguintes regimes:

Tratamento agudo

A. 10 dias. Este curso visa reduzir o efeito de DNA acelular
em células de esperma durante transporte epididimal.

B. 16 dias. Este curso visa reduzir o efeito de DNA acelular
em células de esperma durante a fase de amadurecimento da espermiogenese
e durante o transporte epididimal.

C. 26 dias. Este curso visa reduzir o efeito de DNA acelular
em células de esperma durante o ciclo espermatogénico e durante o transporte

epididimal.




10

15

20

11

D. 32 dias. Este curso visa reduzir o efeito de DNA acelular
em células de esperma durante a espermiogenese completa e durante o
transporte epididimal.

Tratamentos crénicos

E. 74 dias. Este curso visa reduzir o efeito de DNA acelular
em células de esperma durante a espermatogénese completa e durante o
transporte epididimal.

A invengdo também prové métodos para avaliar o potencial de
fertilidade masculina. De acordo com este aspecto da invengdo, o nivel de
moléculas de 4acido deoxirribonucleico acelulares e/ou um agente que inibe o
efeito da molécula de acido deoxirribonucleico acelular sobre as células de
esperma € determinado em um fluido corporal de um individuo. Quando o
nivel das moléculas de acido deoxirribonucleico acelulares é estatisticamente
significantemente maior do que um limiar predefinido e/ou referida
quantidade de referido nivel de agente € estatisticamente significantemente
menor do que um limiar predefinido, o individuo € diagnosticado como tendo
subfertilidade. De acordo com uma forma de realiza¢do preferida, o agente €
uma proteina, preferivelmente uma enzima que afeta o nivel de moléculas de
acido deoxirribonucleico acelulares nos fluidos corporais. De acordo com esta
forma de realizagdo, a enzima ¢é preferivelmente uma deoxirribonuclease
(DNase). De acordo com os resultados da determinag¢do, uma técnica de
reproducdo assistida 6tima ART pode ser selecionada a fim de superar a
subfertilidade. O fluido corporal pode ser, por exemplo, sangue total, plasma
sanguineo, soro do sangue, sémen, plasma seminal, fluido da linfa, suor,
saliva ou lagrimas.

De acordo com outra forma de realizagdo, uma atividade de
um marcador indicativo de potencial de fertilidade masculina € determinada
em células de esperma. Quando a atividade ¢ estatisticamente

significantemente maior do que um limiar predefinido, o individuo ¢é
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diagnosticado como sendo subfértil. De acordo com os resultados da
determinag¢do, um ART o6timo pode ser selecionado a fim de superar a
subfertilidade. Os inventores verificaram que a inje¢do intravenosa de
moléculas de acido deoxirribonucleico a mamiferos do sexo masculino
induziu a ativagdo de marcadores apoptdticos receptor Fas, caspas 3 e
deoxirribonuclease endégena (DNase) em suas células de esperma e que a
expressdo elevada do receptor Fas sobre a superficie das células de esperma é
indicativa de subfertilidade. Assim, o marcador pode ser uma proteina
associada com apoptose e de acordo com esta forma de realizagdo, a proteina
associada com apoptose é preferivelmente o receptor Fas de superficie de
cé€lula, o marcador intracelular caspase-3 ou deoxirribonuclease enddgena
(DNase). outro marcador é o complexo DNA-DNA receptor. A expressio de
receptor Fas sobre as células de esperma pode ser determinada
imunologicamente usando anticorpos de receptor anti Fas. Os anticorpos
podem ser detectados ou por conjugagdo em um corante fluorescente ou
usando qualquer método bem conhecido (imuno-histoquimica, peroxidase,
fosfatase alcalina e outros).

A invengdo também prové um método para selecionar uma
sub-popula¢do de células de esperma tendo uma capacidade de concepgiio
melhorada para uso na técnica de reprodugdo assistida, compreendendo
remover de uma amostra de sémen células de esperma que expressam um
marcador de membrana indicativo de apoptose de modo a obter a referida
sub-popula¢do de células de esperma. Um marcador preferido € o receptor
Fas. Outro marcador ¢ o complexo DNA-DNA receptor. Preferivelmente, a
selecdo de células de esperma que expressam o marcador utiliza um anticorpo
contra o marcador. As células de esperma que reagem com o anticorpo sdo
reconhecidas como as incapazes de obter uma gravidez durdavel e sio
removidas da amostra. O anticorpo pode ser rotulado de modo fluorescente

em cujo caso as células de esperma ligadas aos anticorpos sdo removidas
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usando um classificador de células ativado por fluorescéncia. O anticorpo
pode ser ligado a contas de resina e as células de esperma ndo ligadas sdo
separadas das células de esperma ligadas a resina usando uma coluna,
centrifugag¢do ou im3s.

Assim, em um de seus aspectos, a Inven¢do prové uma
composi¢do farmacéutica para o tratamento da subfertilidade masculina
compreendendo uma enzima que degrada DNA e um veiculo fisiologicamente
aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composigao
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo uma
substiancia que bloqueia a interagdo entre o DNA acelular e receptores de
superficie de células de esperma e um veiculo fisiologicamente aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composicio
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo uma
substincia que liga a DNA e um veiculo fisiologicamente aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composigio
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo uma
substancia que inibe DNase de células de esperma endogenas e um veiculo
fisiologicamente aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composi¢ao
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo uma
substancia que inibe um membro de uma via de transdugdo de sinal mediada
por ligagdo de DNA a receptores de superficie de células de esperma e um
veiculo fisiologicamente aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composicao
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo um agente
que estimula a produgdo de uma substancia enddégena que causa uma redugio
em um efeito antifertilidade do DNA acelular sobre as células de esperma e

um veiculo fisiologicamente aceitavel.
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Em outro de seus aspectos, a inven¢do prové um método para
o tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administra¢cio de
uma enzima que degrada DNA.

Em outro de seus aspectos, a inveng¢@o prové um método pra o
tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administra¢do de
uma substincia que bloqueia a interagdo entre DNA acelular e receptores de
superficie de células de esperma.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um método para
o tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administragdo de
uma substancia que liga DNA.

Em outro de seus aspectos, a inven¢do prové um método para
o tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administragdo de
uma substincia que inibe DNase de células de esperma enddgenas.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um método para
o tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administragdo de
uma substdncia que inibe um membro de uma via de transduc¢io de sinal
mediada por ligagdo de DNA a receptores de superficie de células de
esperma.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um método para
o tratamento de subfertilidade masculina compreendendo a administra¢ido de
um agente que estimula a produgdo de uma substincia endégena que causa
uma redugdo em um efeito de antifertilidade de DNA acelular em células de
esperma.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um método para
a determinag¢io do estado de fertilidade em um individuo do sexo masculino,
compreendendo:

(a) obter do individuo uma amostra de um tecido ou fluido
corporal;

(b) medir na amostra um nivel de DNA acelular ou um nivel
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de um agente que causa uma reducdo no efeito do DNA acelular em células
de esperma;

(¢) comparar o nivel medido em um ou mais valores de limiar
predeterminados; e

(d) determinar o estado de fertilidade com base na
comparag¢ao.

Em outro de seus aspectos, a inven¢do prové um método para
a determinagdo do estado de fertilidade em um individuo do sexo masculino
compreendendo:

(a) obter do individuo uma amostra contendo células de
esperma;

(b) medir nas células de esperma um nivel de uma substancia
indicativa de apoptose;

(¢) comparar o nivel medido a um ou mais valores de limiar
predeterminados; e

(d) determinar o estado de fertilidade com base na
comparacao.

Em outro de seus aspectos, a inveng¢@o prové um método para
a reproducao assistida, compreendendo:

(a) obter uma amostra contendo células de esperma de um
individuo do sexo masculino tratado pelo método da invengéo;

(b) utilizar a amostra em uma técnica de reproducgéo assistida
(ART).

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um método para
selecionar uma técnica de reprodugdo assistida (ART) compreendendo:

(a) determinar um estado de fertilidade em um individuo do
sexo masculino pelo método da invengéo;

(b) determinar um ART com base no estado de fertilidade.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um processo para
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selecionar células de esperma em uma populacio de células de esperma para
uso em uma técnica de reprodug¢do assistida, compreendendo:

(a) obter uma amostra de sémen contendo células de esperma;

(b) remover da amostra de sémen células de esperma que
expressam um marcador apoptético de modo a obter uma sub-populagio de
células de esperma.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové uma composi¢ao
farmacéutica para tratar subfertilidade masculina compreendendo um agente
selecionado dentre:

a) um agente que causa redugdo em um efeito de DNA
extracelular sobre células de esperma; e

(b) um agente que estimula a producdo de uma substincia
endbégena que causa uma redug¢do em um efeito de DNA extracelular sobre
células de esperma;

junto com um veiculo fisiologicamente aceitavel.

Em outro de seus aspectos, a invengdo prové um meétodo para
tratar subfertilidade masculina compreendendo administrar um agente
selecionado dentre:

(a) um agente que causa uma redug¢do em um efeito de DNA
extracelular sobre células de esperma; e

(b) um agente que estimula a produg¢do de uma substancia
endogena que causa uma redugdo em um efeito de DNA extracelular sobre as
células de esperma.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A fim de compreender a invengdo e verificar como ela pode
ser realizada na pratica, uma forma de realizac¢do preferida serd agora descrita,
por meio de exemplos ndo limitantes apenas, com referéncia aos desenhos

anexos, em que:
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Figura 1 é um histograma mostrando a concentragdo de DNA
em homens férteis e subférteis;

Figura 2 mostra um histograma do efeito de inje¢des de DNA
sobre o potencial de fertilidade de camundongos machos;

Figura 3 € um histograma mostrando o efeito de injegdo de
DNA acelular em camundongos sobre a estabilidade de cromatina em células
de esperma;

Figura 4 ¢ um histograma mostrando o efeito de inje¢do de
DNA acelular em camundongos sobre a porcentagem de células de esperma
expressando receptor Fas;

Figura 5 é um histograma mostrando o efeito de injegdo de
DNA acelular em camundongos sobre atividade de caspas 3 em suas células
de esperma,;

Figura 6 é um histograma mostrando o efeito de injegdo de
DNA acelular em camundongos sobre atividade de DNase endégeno em suas
células de esperma;

Figura 7 mostra dano morfoldgico causado em tecido de
testiculo por injecdo de DNA;

Figura 8 mostra dano apoptotico causado em tecido de
testiculo por inje¢des de DNA (coloragao TUNEL);

Figura 9 mostra a quantificagdo do dano apoptético causado
em tecido de testiculo por inje¢des de DNA;

Figura 10 mostra dano morfolégico e apoptético causado em
tecido de testiculo por inje¢des de DNA (coloragdo TUNEL);

Figura 11 é um histograma mostrando o efeito de inje¢des de
DNAse intramusculares sobre a densidade do esperma em sémen de homens
subférteis;

Figura 12 é um histograma mostrando o efeito de inje¢des de

DNase intramusculares sobre a motilidade de esperma em sémen de homens
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subférteis;

Figura 13 é um histograma mostrando o efeito de injegdes de
DNase intramusculares sobre a motilidade progressiva no sémen de homens
subférteis;

Figura 14 é um histograma mostrando o efeito de inje¢des de
DNase intramusculares sobre a porcentagem de células de esperma normais
no sémen de homens subférteis como realizado de acordo com WHO usando
microscopia de luz;

Figura 15 é um histograma mostrando o efeito de inje¢oes de
DNase intramusculares sobre a porcentagem de células de esperma com
defeitos de cabecga diferentes no sémen de homens subférteis como realizado
de acordo com o WHO usando microscopia de luz;

Figura 16 é um histograma mostrando o efeito de injecdes de
DNase intramusculares sobre a porcentagem de células de esperma com
cabecas amorfas no sémen de homens subférteis como realizado de acordo
com o WHO usando microscopia de luz;

Figura 17 é um histograma mostrando o efeito de inje¢des de
DNase intramusculares sobre a porcentagem de células de esperma com
defeitos de pecas intermedidrias no sémen de homens subférteis como
realizado de acordo com o WHO usando microscopia de luz;

Figura 18 é um histograma mostrando o efeito de inje¢des de
DNase intramusculares sobre estabilidade de cromatina em células de
esperma no sémen de homens subférteis;

Figura 19 é um histograma mostrando o efeito de injegdes de
DNase intramusculares sobre a porcentagem de células de esperma
expressando o receptor Fas no sémen de homens subférteis;

Figura 20 ¢ um histograma mostrando o efeito da
administracdo oral de DNase sobre a densidade do esperma;

Figura 21 é um grafico mostrando o efeito da administragédo
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oral de DNase sobre o volume de sémen;

Figura 22 ¢ wum histograma mostrando o efeito da
administra¢io oral de DNase sobre a concentragao de células de esperma;

Figura 23 é um grafico mostrando o efeito da administragido
oral de DNase sobre a porcentagem de células de esperma com morfologia de
nacleo normal realizada por MSOME;

Figura 24 € um grafico mostrando o efeito da administragdo
oral de DNase sobre o nimero de células de esperma com morfologia de
nucleo normal realizada por MSOME;

Figura 25 € um histograma mostrando o efeito da
administrag¢do oral de DNase sobre a porcentagem de células de esperma com
morfologia de cabega estreita como realizado por MSOME;

Figura 26 ¢ um histograma tendo o efeito da administragdo
oral de DNase sobre a estabilidade de cromatina em células de esperma;

Figura 27 é um grafico mostrando o efeito da administragdo
oral de DNase sobre a porcentagem de células de esperma expressando o
receptor Fas;

Figura 28 é um grafico mostrando o efeito da inalag¢do de
DNase sobre a porcentagem de células de esperma com morfologia de nucleo
normal realizada por MSOME;

Figura 29 é um histograma mostrando a inibi¢do da atividade
de DNase de células de esperma internas pelo inibidor de DNase citrato;

Figura 30 é um histograma mostrando a expressio do receptor
Fas sobre a superficie de células de esperma de homens férteis e subférteis;

Figura 31 é um histograma mostrando a atividade de caspas 3
tanto em células de esperma expressando o receptor Fas como células de
esperma expressando o receptor ndo Fas de homens subférteis;

Figura 32 ¢é um histograma mostrando o numero de

descendéncias obtidas em inseminac¢do artificial de camundongos usando
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tanto células de esperma expressando o receptor Fas como células de esperma
expressando o receptor ndo Fas;

Figura 33 é um histograma mostrando o numero de zigotos
2PN obtidos em inseminagdo de camundongo usando tanto células de
esperma expressando o receptor Fas como células de esperma expressando o
receptor nao Fas;

Figura 34 mostra um desenvolvimento embriondrio em
camundongos apds fertilizagdo natural ou apos inseminagdo artificial usando
tanto células de esperma expressando o receptor Fas como células de esperma
expressando o receptor ndo Fas;

Figura 35 é um histograma mostrando a porcentagem de
células de esperma expressando receptor Fas no sémen de homens subférteis
que tanto foram bem-sucedidos como falharam em um tratamento com IUT; e

Figura 36 é um histograma mostrando a atividade de DNase
em plasma sanguineo de camundongo ap6s administracio de DNase.
EXEMPLOS
Materiais

Solucdo de DNA padrio:

100 ml de DNA de timo de bezerro foram dissolvidos em agua
destilada em dobro (DDW).
Solucdo de DPA:

1,5 g de difenilamina foram dissolvidos em 100 ml de 4cido

acético glacial e 1,5 ml de 4cido sulfarico foram adicionados. No dia do uso,
0,5 ml de acetaldeido foi adicionado.
Soluc¢do de polivinil pirrolidona (PVP):

Meio PVP 1089000 obtido de Medi-Cult.

Tampao de reacio de atividade de DNase de Kunitz:

MgS0O,; 5 mM x 7TH;0O, Acetato de Na 0,1 M pH 5, 4 mg% de
DNA de timo de bezerro.
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Métodos
Niveis de DNA e de deoxiolisonucleotideo (método de Burton):

Solugdo de DNA padrio foi diluida em 5, 10, 20 e 50 pg/ml em

166 ul. Para cada 166 ul de amostras de plasma ou amostra de DNA padréo,
166 ul de HClIO4 IN e 664 pl de solugdo de DPA foram adicionados. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 20 h, e entdo centrifugadas durante
10 min (15.000 g, 37°C), 300 pul do sobrenadante foram transferidos para uma
placa de 96 cavidades e medidos em um espectrofotometro a 600 nm.

Volume de sémen, densidade de esperma e concentracio de esperma:

O volume de cada ejaculado de sémen foi medido usando uma
pipeta.

A concentracio de esperma foi determinada contando as
células usando tanto hemocitémetro de Helber como hemocitometro de
Neubauer (Helber é usado quando a concentragdo de esperma ¢ alta e
Neubauer quando € baixa).

A densidade de esperma ( = namero de células no ejaculado
total) foi calculada multiplicando-se o volume de ejaculado pela concentragdo
de esperma.

Motilidade de esperma e motilidade progressiva:

Células de esperma capazes ou ndo de mover-se foram contadas
usando tanto hemocitdmetro de Helber como hemocitometro de Neubauer e a
porcentagem de células de esperma capazes de mover-se consequentemente foi
calculada. Uma amostra de 20 células de esperma moveis aleatorias foi
examinada para motilidade progressiva examinando sua capacidade de progredir
em uma linha reta até 200 um e a porcentagem de célula de esperma capaz de
mover-se progressivamente foi consequentemente calculada.

Morfologia do esperma usando a técnica de coloracio com _eosina-

nigrosina:

Células de esperma foram coloridas usando 2% de eosina, uma
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coloragdo nuclear e 10% de nigrosina para o fundo. 50 células de esperma
foram avaliadas usando microscopia de luz em uma amplitude de 1000x sob
Oleo de imersdo. A analise da morfologia do esperma foi medida de acordo
com as guias WHO (10).

Exame da morfologia de organelas de esperma capazes de se mover no

seco e umido (regular) (MSOME):

Preparacdo de esperma para observacdo morfologica em MSOME umido

(regular):

Uma aliquota de 1-2 pl da suspensdo de esperma contendo
alguns milhares de espermatozédides foi transferida para uma microgoticula de
meio de esperma contendo solug¢do de polivinil pirrolidona (PVP) a 0%-8% e
colocada em um prato de fundo de vidro sob 6leo de parafina. A avaliagdo
morfologica de células de esperma em movimento tornou-se possivel pela
criacdo de pequenas baias estendendo-se do aro das goticulas, que capturaram
as cabecgas dos espermatozdides capazes de se mover.

Preparacio de esperma para observacido morfologica em MSOME seco:

Ejaculado novo pos-liquefacdo foi transferido para tubos de
fundo redondo em temperatura ambiente (22-25°C). O granulo mole de
células de espermas ejaculados foi obtida por centrifugacdo em recipientes
com balan¢o em 1500 RPM durante 15 minutos, em temperatura ambiente. O
sobrenadante do plasma seminal foi removido. O granulo de esperma foi
colocado em suspensdo em 1 ml de meio IFV Ferticult (FertiPro N.V.
Beernem, Bélgica) e entdo re-centrifugado em 1500 RPM durante 15 minutos,
em temperatura ambiente. Os tubos foram entdo transferidos para um
incubador a CO, a 5%, a 37°C durante uma incubag¢io oscilante, inclinados a
45°. O sobrenadante foi entdo cuidadosamente removido até a interfase do
granulo de esperma. O sobrenadante oscilante foi centrifugado a 1500 RPM
durante 5 minutos em temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado.

O granulo foi esfregado em laminas de vidro de microscépio e secado em ar.
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Observacido de MSOME de esperma:

Células de esperma foram examinadas a 21°C por um
microscépio invertido (Olympus IX 70), equipado com Optica Nomarski,
uma lente Uplan Apo X 100/1,35 objetiva, e uma lente de condensador 0,55
NA. As imagens foram capturadas por uma camera de video colorida DXC-
950P (Sony), que tem uma poténcia HAD CCD de 3 chips, de 1,27 cm
contendo por volta de 380.000 elementos efetivos (pixéis) para produgdo de
imagem de alta qualidade, e um monitor de video colorido (Sony PVM-
14M4E, HR-Trinitron). A avaliagdo morfologica foi conduzida sobre a tela do
monitor que, sob a configuragdo acima, alcangou uma amplitude real de 6300.
Cem espermatozdides moéveis de cada amostra de esperma foram examinados
para o estado morfologico de 6 organelas subcelulares, lamina pds-
acrossomal, pesco¢o, mitocondria, cauda e nucleo. As 5 primeiras destas
organelas subcelulares foram consideradas morfologicamente normais ou
anormais na base da presengca de malformagdes especificas, que foram
definidas como descrito em Bartoov et al., 1981; Glezerman e Bartoov, 1993.
Para o nucleo, o estado morfoldgico foi definido por tanto a forma como teor
de cromatina. O critério para o nucleo normalmente conformado por MSOME
sdo configuragdes lisas, simétricas e ovais. A faixa normal de comprimento e
largura do ntcleo do esperma foi tomada como 4,75+0,28 um e 3,28%+0,20
pm, respectivamente (desvio padrdo + médio) enquanto células de esperma
fora desta faixa foram consideradas anormais. A massa de cromatina no
nuclear ¢ homogénea, com nenhum distarbio nuclear regional e contendo nio
mais do que um veiculo com didmetros de limitrofes de 0,78+0,18 um a partir
da visdo frontal. Para ser considerado morfologicamente normal, um nucleo
de esperma deve ter tanto forma normal como teor de cromatina normal. Uma
célula de esperma demonstrando um nucleo normal bem como um acrossoma
normal, ldmina pds-acrossomal, pesco¢o, cauda, mitocdndria e nenhuma

goticula de citoplasma ou citoplasma em torno da cabega foi classificada
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como morfologicamente normal.

Teste da estrutura de cromatina no esperma (SCSA):

O SCSA determina a porcentagem de espermatozdides com
estrutura de cromatina anormal. Estrutura de cromatina anormal foi definida
como suscetibilidade aumentada de DNA de esperma a desnaturagdo induzida
por acido in situ. As quantidades de desnaturagdo de DNA por célula foram
determinadas por citometria de fluxo que mediu o deslocamento de
fluorescéncia verde (DNA nativo) para vermelho (DNA desnaturado, de
filamento 1nico) em ntcleos coloridos com acridina laranja. Este
deslocamento é expressado como o DFI (Indice de Fragmentagdo de DNA),
que estd na faixa de vermelho para intensidade de fluorescéncia total
(vermelho + verde), representando a quantidade de DNA de filamento unico
desnaturado sobre o DNA celular total. No SCSA, DFI foi calculado para
cada espermatozdide em uma amostra, e os resultados foram expressados
como a média de 5000 células de esperma. Aliquotas de 100 pl de suspensdo
de células de esperma foram misturadas com 2 ml de solug¢do de tampdo TNE
(Tris 0,01 M, NaCl 0,15 M, EDTA 0,001 M, pH 7,4) e centrifugadas a 400 x
gmax durante 15 minutos a 25°C. O granulo final foi recolocado em suspenséo
em 2 ml de tampao TNE. A suspensio foi centrifugada a 3000 X gn,.x durante
15 minutos a 4°C. O granulo de nucleos obtidos foi fixado por pipetagem
vigorosa em uma solu¢do de fixagdo de 500 pl (acetona: 70% de etanol,
1:1Yv). Todas as etapas do procedimento acima foram realizadas a 4°C. A
amostra foi centrifugada a 3000 x g, durante 15 minutos em temperatura
ambiente € o granulo foi misturado com 100 pl de solugdo de acido-
detergente (HCI1 0,08 M, NaCl 0,15 M, 0,01% de Triton X-100, pH 1,2),
durante 30 s a 4°C. Entdo, a amostra foi colorida adicionando 5 pl de solugdo
de colora¢do acridina laranja (AO) contendo 6 mg/ml de AO. A amostra foi
diluida com 500 pl de tampdo citrico (acido citrico, 0,037 M, Na,HPO, 0,126
M, EDTA 0,001 M, NaCl 0,15 M, pH 6,0). Posteriormente, a amostra foi
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submetida a citometria de fluxo em um citdometro de fluxo Becton-Dickenson
FACSort, San Francisco, CA, USA equipado com um laser ultrasense um
laser de ion argénio de 15 mW com um comprimento de onda de excitagdo de
488 nm. A relagdo de DFI foi calculada como um pacote de software de 1.1
relagdo-tempo escrita por Jan van der Aa (Becton Dickenson, Erembodegem,
Bélgica) e com software WinMDI 2.8. O Indice de Fragmenta¢cdo de DNA
(DFI) € a fluorescéncia média de células de esperma com fragmentacio de
DNA nuclear. A % de Indice de Fragmentacdo de DNA (% DFI) é a
porcentagem de células de esperma com fragmentagdo de DNA nuclear. Este
parametro foi computado com base na distribui¢do de DFI.

Atividade de DNase no plasma intracelular e sanguineo:

Células de esperma foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento e foram entdo centrifugadas durante 10 min
(27.000 g, 4°C). O plasma foi separado do sangue por centrifugacio em tubos de
EDTA, 0,3ml de sobrenadante foi adicionado a 0,6 ml de tamp3do de atividade de
DNase e a mistura foi medida em um espectrofotdmetro a 260 nm contra uma
referéncia que continha somente tampao e meio. Curvas de calibra¢io foram feitas
usando um DNase I bovino comercial. DNase interno de células de esperma foi
medido em unidades Kunitz. Uma vez que a unidade Kunitz € definida como a
quantidade de DNase que produz um aumento de 1 O.D. por minuto a 260 nm em
uma extensdo de trajeto de 1 cm em pH 5 a 25°C, em um tampdo de reacdo que
contém MgSO, 5 mM x 7H,0, acetato de Na 0,1 Mm pH 5 e 4 mg/% de DNA de
timo de bezerro. DNase do plasma foi medido em unidades Bartoov. Uma
unidade Bartoov (BU) é definida como a quantidade de enzima que produz um
AAs¢y de 0,001 por minuto em extensdo de trajeto de 1 cm em OH 7,5 a 25°C, em
um tampdo de reagdo que consiste de Tris 0,1 M, CaCl, 10 mM, MnCl, 10 mM e
0,05 mg/ml de DNA de timo de bezerro.

Expressiao do receptor Fas em células de esperma:

Células de esperma foram lavadas com PBS e incubadas em
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4% de paraformaldeido (PFA) durante 30 min a 25°C. AS células foram entdo
incubadas durante 15 min em solugdo de bloqueio (1% de BSA em PBS) e
entdo incubadas durante 40 min com anticorpos de receptor Fas anti-cabra.
Anticorpo de receptor Fas anti-humano foi rotulado com FITC e nenhum
segundo anticorpo foi necessario. Quando células de esperma de camundongo
foram usadas, as células foram lavadas com PBS e incubadas durante 30 min
com um segundo anticorpo anti-cabra rotulado com FITC. As células foram
lavadas e a fluorescéncia foi medida em um citdometro de fluxo Becton-
Dickensen FASCSort.

Atividade de caspase-3 em células de esperma:

A atividade de caspase-3 foi medida usando um kit
calorimétrico obtido de R&D Company. As células de esperma foram lavadas
com PBS, incubadas em tamp&o de lise durante 10 min a 4°C e centrifugadas
durante 1 min a 10.000 g. 50 ul de tampdo de reagdo e 5 ul de substrato
colorimétrico de caspase 3 foram adicionados a cada 50 pl de sobrenadante e
incubados durante 2 h a 37°C. A atividade foi medida em um
espectrofotometro a 405 nm.

Separacao de células de esperma expressando receptor Fas de células de

esperma expressando receptor nao Fas:

Células de esperma foram lavadas com PBS e incubadas
durante 30 min com anticorpos de receptor Fas anti-cabra. O anticorpo de
receptor Fas anti-humano foi rotulado com biotina e nenhum segundo
anticorpo foi necessario. Quando se usou células de esperma de camundongo,
as células foram lavadas com PBS e incubadas durante mais 30 min com um
segundo anticorpo anti-cabra rotulado com FITC. As células entdo foram
lavadas com PBS e incubadas durante 20 min tanto com anticorpo anti-biotina
conjugado a micro contas contendo ions ferro (de Myltenyi biotech Company)
para determinacdo da atividade caspas, ou anticorpo anti-FITC conjugado a

estas microcontas para insemina¢do em camundongo. A separagdo de células
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de esperma positivas e negativas do receptor Fas foi realizada como a seguir.
As células foram lavadas com PBS e transferidas através de uma coluna de
separacdo de MACS imuno-magnética de Myltenyi biotech Company.
Células de esperma ndo rotuladas que ndo expressaram o receptor Fas fluiram
através da coluna sem ligacdo. As células de esperma que expressaram o
receptor Fas foram ligadas a coluna e eluiram depois usando pressdao de
émbolos.

Exame de DNase no plasma em camundongos apos administraciao oral ou

de injecio

Camundongos pretos C57 foram deixados em jejum durante
12 horas e entdo receberam tanto administra¢do oral de PBS (placebo, n=10)
como administragdo oral de 9 mg de DNase I em 200 pl de PBS (n=14), ou
injecdo intraperitoneal de 3 mg de DNase [ em 200 ul de PBS (n=6).
Camundongos de controle nédo foram tratados de todo (n=10). O sangue foi
coletado do coragdo do camundongo 40 min apos injecdo ou 1 h apds
administragdo oral. O plasma foi separado do sangue por centrifugacdo em
tubos de EDTA e armazenado a —20°C. A atividade de DNase no plasma foi
determinada em unidades Bartoov.
Resultados

Efeitos in vivo de DNA acelular

Como observado na figura 1, os niveis de DNA acelular
endbégena sdo elevados no sangue de homens subférteis comparados a homens
férteis, indicando uma correlagdo entre nivel de DNA alto no sangue e
subfertilidade. Naturalmente, inje¢des intravenosas de DNA acelular em
camundongo macho prejudicaram seu potencial de fertilidade. Dois grupos de
10 camundongos machos receberam inje¢des intravenosas tanto de 200 pg de
DNA acelular como PBS durante 15 dias. Os camundongos foram entdo
acasalados com camundongas e o numero da prole foi contado em ambos os

grupos. A figura 2 mostra que i acasalamento com os camundongos de
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controle deu proles de 6,9+1,7 fémea enquanto acasalamento com
camundongos injetados com DNA deu proles de 0,7+2,2 por fémea. Além
disso, inje¢do intravenosa de DNA acelular em camundongos prejudicou sua
qualidade nuclear de células de esperma, como observado por uma reducdo na
estabilidade de cromatina em células de esperma como expressado em um
aumento no DFI (figura 3). Além disso, inje¢do intravenosa de DNA acelular
em camundongos induziu ativagdo de marcadores apoptéticos no receptor
Fas, caspas 3 e DNase dentro de suas células de esperma (figuras 4-6).

Inje¢do de DNA acelular afeta ndo somente as células de
esperma mas também o tecido do testiculo. Como observado nas figuras 7 e
10, DNA acelular causou o aparecimento de células gigantes e deplegdo do
epitélio do tabulo por mudanga do envoltdrio de células germinais maduras e
nido maduras testiculares no limen do tabulo. Inje¢cdo de DNA acelular
também causou o aparecimento de grandes dreas apoptoéticas (figuras 8-10).
Espermatogénese nos testiculos leva aproximadamente 64 dias em humanos.
Assim, espera-se que o dano aos testiculos causado por DNA tenha um
impacto sobre o desenvolvimento de células de esperma durante um longo
periodo de tempo e o reparo deste dado pode requerer tratamento prolongado.

Administracao intramuscular de DNase 1

A fim de examinar se DNase I pode melhorar a qualidade do
sémen e o potencial de fertilidade, ele foi administrado em homens subférteis.
Em um grupo de 11 casais em que o homem foi previamente identificado
como sendo subfértil e que falhou na concepgdo em um tratamento com I'VF-
ICSI, os homens receberam quatro vezes ao dia 25 mg de DNase I bovino por
injec¢do intramuscular (IM) durante um periodo de 7-10 dias. 7-11 dias apos a
primeira inje¢do, os casais receberam um segundo tratamento com ICSI.
Amostras de sémen e sangue foram tomadas dos individuos duas vezes antes
de comegar o tratamento e 4-7 e 8-15 dias apds a primeira inje¢do e

analisadas. Como mostrado na figura 11, a andlise do sémen revelou que a
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densidade do esperma aumentou em 70% apos 8-15 dias de tratamento
comparado as células (24,28 14,73 x 10° /ejaculado de pré-tratamento versus
células 14,31£10,15 x 10° /conjugado, respectivamente, P <0,08). Além disso,
um aumento de 60% na motilidade de esperma foi observado apos 4-7 dias de
tratamento comparado a pré-tratamento (30,6+ 12,6% versus 19+11,3%,
respectivamente, P<0,033, figura 12) e um aumento de 76% foi observado na
motilidade progressiva de esperma apds 8-15 dias de tratamento comparado a
pré-tratamento (47% 33,1% versus 26,7+ 23,4%, respectivamente, P <0,010,
figura 13).

A morfologia das células de esperma foi analisada de
acordo com as guias de WHO (10). Apds 8-15 dias de tratamento com
DNase, a porcentagem de células de esperma morfologicamente
conformadas no sémen dos individuos foi elevada em 129% comparado a
pré-tratamento (19,9t 12,1% versus 8,7t 15,6%, respectivamente, P
<0,098, figura 14). Além disso, foi mostrado que tratamento com DNase
causou uma reducio de 24% na porcentagem de defeitos de cabeca total
ap6s 8-15 dias de tratamento comparado a pré-tratamento (57,3+ 17,6%
versus 77,3+ 13,4%, respectivamente, P <0,015, fig. 15). Em particular,
uma reduc¢do de 73% foi observada na porcentagem de cabecgas amorfas
apds 8-15 dias de tratamento comparado a pré-tratamento (9,4% 7,3%
versus 34,5+ 29,3% respectivamente, P <0,043, fig. 16). Além disso, uma
reducdo de 60% foi observada na porcentagem de defeitos de pecas
intermediarias apds 8-15 dias de tratamento comparado a pré-tratamento
(5,4t 5,1% versus 13,5+ 8,6%, respectivamente, P <0,040, fig. 17). A
morfologia das células de esperma foi analisada também por MSOME em
3 individuos. Uma melhora em uma variedade de pardametros de MSOME
foi observada para estes individuos apds o tratamento com DNase (tabela
1). Em particular, ha uma melhora na porcentagem de células de esperma

com nucleo normal.
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Tabela 1
Individuo n2 1 Individuo n®. 2 Individuo n2. 3 Média
Antes Apés 10 Antes Apos 10 Antes Apoés 11 Antes Apobs
do dias de do dias de do dias de do tratam.
tratam. tratam. tratam. tratam. tratam. tratam. tratam.
Células de esperma 90,7 94 95.3 98 83,4 90,7 89,8 94,2%

consideradas  para
andlise MSOME (%)

Células de esperma 93 6 4,7 2 16,65 9.3 10,2 5.8*
consideradas  para
andlise MSOME (%)
Células de esperma 4 7,3 1,3 5.4 1,6 2.7 2,3 5,1*
com nucleo normal
(apropriadas para
selecido de IMSIL,
primeira ¢ segunda

escolhas (%)

*P <0,093

Dano de DNA em células de esperma esta correlacionado com
taxas de concepcdio prejudicadas bem como com a saude da descendéncia.
Um dos métodos mais empregados para avaliar este dado é o “teste de
estrutura de cromatina no esperma” (SCSA), que mede a estabilidade de
cromatina no esperma em células expostas a meios acidos. A fig. 18 mostra
que o tratamento com DNase causou uma elevagdo na estabilidade de
cromatina em células de esperma (valores %DFI menores) apos 4-7 dias de
tratamento comparado a pré-tratamento (15,1+ 12,4% versus 25+ 19,6%,
respectivamente, P <0,033). Além disso, tratamento com DNase causou uma
redugcdo na expressdo do receptor Fas do marcador apoptdtico em célula de
esperma, tanto apos 4-7 como 8-15 dias de tratamento, comparado a pré-
tratamento (26,5t 12,5% e 29,2+ 17,4% versus 39,7+ 23%, respectivamente,
P <0,009 durante 4-7 dias e P <0,023 durante 8-15 dias, fig. 19).

Quatro mulheres de 11 casais (36%) tornaram-se gravidas apos
o segundo tratamento com ICSI que seguiu o tratamento com DNase. A taxa
de gravidez média de um primeiro ciclo de ICSI no centro de IVF em que esta
tentativa foi conduzida é de 25% [faixa de 18% a 32%]. A taxa de gravidez de
um segundo ciclo de ICSI de pacientes ndo tratados neste centro de IVF ¢é
desconhecida uma vez que apds um ICSI ndo bem-sucedido, eles nio
realizaram um segundo ICSI mas ao contrario foram aconselhados sobre as

falhas de ICSI de modo a usar inseminagdo de doador. Em qualquer caso, a
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taxa de sucesso de 36% do segundo tratamento com ICSI estd acima de 25%
do centro de IVF, assim estd claro que tratamento com DNase melhorou as
chances de gravidez de tratamentos com ICSI.

Os resultados nas figuras 11 a 19 e tabela 1 mostram que a
administra¢do intramuscular de DNase 1 melhorou o sémen na maioria dos
pardmetros de qualidade de sémen. A densidade do esperma foi melhorada em
70% ao término da experiéncia. A motilidade do esperma melhorou em 60%
ja apos 4-7 dias de tratamento, mas uma redugdo na motilidade ocorreu mais
tarde, possivelmente devido a uma resposta imune que se realiza em torno de
dezessete dias e foi observada apds uma febre de 24 h. A motilidade
progressiva de esperma melhorou em 76% ao término da experiéncia. A
elevagdo na motilidade do esperma e densidade do esperma melhorou o
potencial de fertilidade dos individuos e permitiu aos que ndo puderam ser
bem-sucedidos no primeiro tratamento com ICSI conceber em um segundo
tratamento com ISCI e possivelmente também em outros tratamentos com
ART como IVF classico ou mesmo um tratamento com IUI.

Administracio de DNase intramuscular também melhorou a
morfologia do esperma como analisado de acordo com as guias de WHO (10). A
porcentagem de células de esperma normais foi elevada em 129%. A porcentagem
de células de esperma com defeitos na cabega foi reduzida em 24% e levou a valor
normal (< 65). A porcentagem de células de esperma com cabegas amorfas foi
reduzida em 73% e a porcentagem de células de esperma com defeitos nos pecas
intermediarias foi reduzida em 60%. Uma melhora na morfologia do esperma foi
observada também usando MSOME. O numero de células de esperma
considerado para andlise de MSOME e o nimero de células de esperma com
nucleo normal aumentou apos tratamento. O namero de células de esperma com
vacuolos nucleares, o nimero de células de esperma de forma estreita e o nimero
de células de esperma com disturbio regional foi reduzido.

Além disso, o tratamento com DNase reduziu dano em células de
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esperma. O dano de cromatina em células de esperma (como avaliado por SCSA)
foi reduzido em 40% ja apos 4-7 dias de tratamento e a expressao do receptor Fas
do marcador apoptético foi reduzida em 26% apods 4-7 dias e em 33% apods 8-15
dias. Espera-se que a melhora na qualidade de sémen observada apos tratamento
com DNase melhore o potencial de fertilidade e naturalmente um aumento na taxa
de sucesso de tratamento com ICSI foi observado apds tratamento.

Administracao oral de DNase |

A fim de examinar se a administragdo oral de DNase I pode
melhorar a qualidade do sémen como observado com administragdo
intramuscular, um grupo de 9 homens recebeu oralmente, quatro vezes ao dia,
50 mg de DNase I durante um periodo de 16 dias. Amostras de sémen foram
tomadas e analisadas dos individuos 5 dias apds o inicio do tratamento, no dia
do inicio do tratamento, e nos dias 5, 10 e 17 de tratamento. Como pode ser
visto na tabela 2, a analise do sémen revelou que a densidade do esperma
(espermatozoéides/ejaculado  total) aumentou  significativamente  pds-
tratamento comparado ao pré-tratamento (103+ 50x10° células/ejaculado
versus 42+ 38x10° células/ejaculado,respectivamente, P <0,05). Quando os
resultados fora expressados como % de controle, um aumento na densidade
do esperma foi observado ja 5 dias de tratamento e mais dramaticamente apds
10 e 17 dias de tratamento (235% 95%, 160+ 72% e 284+ 138% versus 100%
em controle, respectivamente, P <0,05, fig. 20).

Tabela 2

Parametros de rotina -5 0 5 10 17
Volume (ml) 1,2+ 0,5 1,4+ 0,6 1,8+ 0,7 1,7+ 0,8 2,3+ 0,6%*
Concentragdo (x10° células/ml) 31+ 13 30+ 12 42+ 15 37+ 12 45+ 16*
Espermatozoides totais (x10° 37+ 30 42+ 38 75+ 46 63+ 52 103+ 50%*
células/ej)

% de Motilidade do esperma 85+ 22 52+ 5 61+ 2] 72+ 12 86+ 33
% de viabilidade do esperma 76+ 13 72+ 11 71+ 12 71+ 12 77+ 10
% de formas normais 15+ 8 11£5 17+ 16 18+ 10 15+ 9
% de defeitos de cabega 67+ 10 70+ 7 70+ 16 72+ 15 67+ 9
% de defeitos de pega 6+3 8+ 4 6+ 4 72 6+ 3
intermediaria

% de defeitos na cauda 15+ 10 12+ 12 8+ 6 12+ 8 12+ 6

*P <0,05, n=9
**p <0,01, n=9
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Além disso, um aumento no volume de sémen foi observado
apos 17 dias de tratamento (1,3+ 0,5 ml pré-tratamento versus 2,3+ 0.6 ml
apos 17 dias de tratamento, P <0,001, tabela 2 e figura 21). Este aumento
indica uma fun¢do aumentada das glandulas acessérias. Como mostrado na
tabela 2 e na figura. 22, a concentragdo de esperma também aumentou durante
o tratamento.

Analise MSOME mostrou que a porcentagem de células de
esperma tendo um nucleo normal aumentou 2 vezes ja apds 5 e 10 dias de
tratamento comparado a niveis de pré-tratamento, como mostrado na tabela 3
e figura 23. Também houve um aumento no nimero de células de esperma
com nucleo normal apés 10 e 17 dias de tratamento comparado a pré-
tratamento (5,0+ 3,4x10° células e 5,7+ 5,1x10° células versus 1,6+ 2,1x10°
células, respectivamente, P <0,05, tabela 3 e figura 24). Além disso, um
decréscimo nas células de esperma com cabegas estreitas foi observado apds
5, 10 e 17 dias de tratamento comparado ao controle (84+ 15%, 85+ 15% e

83+ 21% versus 100% no controle, respectivamente, P <0,05, figura 25).

Tabela 3

Parimetros MSOME -5 0 5 10 17
% de nacleo normal 5,2+2.7 4,7£ 2.6 9,0+ 4,3* 10,4+ 6,1* 12,3+ 6,3**
Nucleo normal (x10° células) | 2,0+ 2,7 1,2+ 0,9 3,0£2.4 5,0+ 3,4* 5,7+ 5,1*
Formas anormais totais 159+ 31 154+ 30 154+ 30 150+ 28 151+ 30
% de Vacuolos nucleares 80+ 13 79+ 14 79+ 12 73+ 13 77+ 10
% de formas pequenas 0,1+ 0,3 0,5+ 0,8 04+1,2 0,1+ 0,3 0,4+ 0,6
% de formas grandes 3,3£23 4,4+23 3,9+ 2,1 22+ 14 2,5+ 2,3
% de formas estreitas 40+ 10 41+ 14 33+ 10 35+ 9 34+ 9
% de formas amplas 4,2+30 32+24 3,5£2,0 5,2+ 4,0 2,920
% de distarbios regionais 31+ 7 25+ 11 34+ 8 34+ 9 34+ 8
Indice de vacuolos 1,8+ 0,3 1,8+ 0,3 1,7 0,2 1,6+ 0,3 1,7+ 0,3

*p<0,05,n=9
** p <0,01, n=9

Um aumento na estabilidade de cromatina nas células de
esperma (valores DFI menores) foi observado ja apds 5 dias de tratamento
comparado ao controle (75 36% versus 100%, respectivamente, P < 0,05,

figura 26). Este aumento foi mais pronunciado apés 10 e 17 dias (65+ 31% e
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62+ 33% versus 100%, respectivamente, P <0,005, figura 26). Além disso, a
porcentagem de células de esperma expressando o receptor Fas do marcador
apoptoético diminuiu apdés 10 dias de tratamento comparado a pré-tratamento
(10,6 £ 7,5% versus 35,4+ 26,4%, respectivamente, P <0,05, figura 27). Um
outro aumento foi observado apds 17 dias de tratamento comparado a pré-
tratamento (6,4t 5,2% versus 35,4 + 26,4%, respectivamente, P <0,005,
figura 27).

Dentre os individuos que participaram da experiéncia com
DNase administrado oralmente, somente um individuo tentou com sua
parceira do sexo feminino completar com éxito a gravidez. Este casal tinha
falhado anteriormente em quatro procedimentos com IUL. Apds o tratamento
com DNase, o casal alcangou com sucesso gravidez espontinea.

Os resultados nas figuras 20 a 27 e tabelas 2 e 3 mostram que
administragdo oral de DNase I tem os seguintes efeitos:

1. Aumentar o volume de sémen.

2. Aumentar a densidade e concentracio de células de
esperma.

3. Melhorar a qualidade de espermatozdides aumentando a
fragdo de células de esperma tendo um nucleo normal, aumentando a
estabilidade de cromatina e diminuindo a propor¢ido de células expressando o
receptor Fas.

A fim de examinar se a administragdo de DNase por inalagdo
leva a efeitos similares na qualidade do sémen, ela foi examinada para um
caso. No procedimento de inala¢do, o individuo inalou trés vezes ao dia 8 mg
da enzima, tomados em intervalos de 4 horas. A inalagdo da enzima leva a
elevacdo na porcentagem de nucleos anormais que foi mais profunda apés 9 e
17 dias de inalagdo (figura 28).

Inibicido de DNase em células de esperma enddégenas

A fim de examinar se o citrato inibidor de DNase pode inibir
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DNase em células de esperma intracelulares, as células de esperma foram
incubadas com ou sem citrato 10 mM durante até 8 horas. A atividade de
DNase intracelular foi medida de hora em hora e a soma da atividade de
DNase foi calculada. A soma da atividade de DNase nas células de esperma
tratadas com citrato foi 43% das células de esperma de controle (figura 29),
indicando inibi¢do de atividade de DNase intracelular por citrato.

A relacio _entre expressio do receptor Fas e atividade de caspas 3 em

células de esperma e fertilidade

Um dos marcadores de apoptose conhecidos é a expressdo do
receptor Fas. Como observado na figura 4, inje¢do de DNA acelular em
camundongo leva a uma elevagdo estatisticamente significativa na expressio
do receptor Fas sobre a membrana de suas células de esperma. A incubacgéo in
vitro de células de esperma com DNA acelular leva também a elevacio
significativa na expressdo do receptor Fas sobre a membrana das células de
esperma (ndo mostrado). A fim de determinar se ha uma correlacdo entre a
expressdo do receptor Fas e fertilidade masculina, a expressdo do receptor Fas
sobre a superficie de células de esperma foi determinada em homens férteis e
subférteis. A porcentagem de células de esperma expressio o receptor Fas foi
quatro vezes maior em subférteis do que em férteis (78,8+ 27,4 versus 12,7+
6,4, P <0,001, figura 30). A seguir, a fim de examinar se existe uma
correlagdo entre a expressdo do receptor Fas em células de esperma de
homens subférteis e a atividade de caspase-3 no marcador apoptético, as
células de esperma de homens subférteis foram separadas de acordo com sua
expressdo do receptor Fas. A atividade de caspase-3 foi determinada em cada
populacdo de células de esperma. A porcentagem da atividade de caspase-3
nas células de esperma positivas para receptor Fas foi 4 vezes maior do que a
atividade de caspase-3 na sub-popula¢do negativa para receptor Fas )207,2+
39,6 versus 47,2+ 10,5, P <0,001, figura 31).

A fim de determinar se a expressdo do receptor Fas estad
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correlacionada com o potencial de fertilidade, a seguinte experiéncia foi
conduzida: células de esperma de camundongo foram incubadas com DNA
acelular (que verificou-se estimular a expressdo do receptor Fas) e entdo
células de esperma expressando o receptor Fas foram separadas de células ndo
expressando o receptor Fas. Quatro grupos de 10 camundonga foram
inseminados tanto com células de esperma que expressam receptor Fas
(Fas+), células de esperma que ndo expressam receptor Fas (Fas-), células de
esperma que foram incubadas com DNA acelular, mas néo classificadas de
acordo com a expressio do receptor Fas, e células de controle que nio foram
expostas a DNA. Todas as insemina¢des foram realizadas com o mesmo
numero de células de esperma. Como pode ser visto na figura 32, nenhum
feto foi obtido da inseminag¢io com células de esperma (Fas-) em contraste
com células de esperma (Fast+) ou células de esperma de controle que
produziram 3+ 1,4 e 2,7+ 1,1 fetos médios por camundonga, respectivamente.
A inseminag¢do com células que foram incubadas com DNA acelular mas nao
classificadas deram origem a somente 0,3+ 0,4 fetos médios por fémea.

A fim de determinar o estagio em que as células de esperma
expressando receptor Fas falharam em produzir descendéncia, quatro grupos
de camundongas foram inseminados com células de esperma como descrito
acima. 16-2° horas apds inseminagdo, as fémeas foram sacrificadas, oocitos
foram tomados do oviduto e o numero de 2 zigotos pré-nucleo (2PN) foi
contado. Como mostrado na figura 33, as células de esperma Fas(+) e as Fas
(-) deram origem a um numero similar de zigotos 2PN e nenhuma diferenga
significativa foi observada entre células de esperma de controle e células de
esperma que foram incubadas com DNA acelular. Entdo, um inseminagdo
similar foi realizada usando células de esperma Fas(+) e Fas(-) e as
camundongas foram sacrificadas em diferentes estdgios da gravidez. O
desenvolvimento embrionario foi examinado em ambos os tratamentos e

comparado ao desenvolvimento embrionario em fertilizagdo natural. Nenhum
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desenvolvimento embrionario além do estigio de 2PN foi observado em
fémeas inseminadas com células de esperma Fas(+) enquanto fémeas
inseminadas com células de esperma Fas(-) demonstraram desenvolvimento
embrionario normal como em fertilizagdo natural (figura 34).

Além disso, a correlagdo entre a expressdo do receptor Fas em
células de esperma e o resultado de tratamento com IUI foi examinada em
humanos. Amostras de sémen de 72 casais subférteis que passaram por
tratamento com IUI foram examinadas para expressdo de Fas por coloragdo
com imunofluorescéncia com receptor Fas anti-humano e analise FACS. 18
casos resultaram em gravidez enquanto os 54 casos restantes ndo resultaram
em gravidez. Como mostrado na figura 35, a frequéncia de células de esperma
Fas(+) no grupo que obteve gravidez (22,4+ 18,2 versus 33,1%* 16,6,
respectivamente, P <0,027.

Atividade de DNase no plasma sanguineo da camundongo

A fim de examinar a capacidade de DNase alcangar a corrente
sanguinea quando de administragdo oral, os camundongos foram tratados com
DNase tanto por inje¢do intraperitoneal como administra¢do oral e a atividade
de DNase foi examinada apds 1 hora. Como mostrado na figura 36, um
aumento significativo na atividade de DNase no plasma sanguineo foi
observada tanto nos grupos injetados peritonealmente como administrados
oralmente em comparagdo com o grupo de controle negativo (14399+ 4000 e
10853+ 2150, respectivamente, versus 1345+ 580, p<0,001). Um pequena
elevagdo na atividade de DNase também foi observada no grupo que recebeu
placebo (4055+ 3500).

Estudo em animal examinando a seguranca e eficicia de DNase

Um estudo em animais examinando a seguranca e eficacia de
DNase em roedores e cachorros foi realizado no Federal Institute of
Toxicology in Russia. O estudo mostrou que a administracdo aguda e

prolongada de DNase nfo tem um efeito téxico sobre os animais de




38

laboratorio de sangue quente estudados. A administragio de DNase
diariamente, prolongada (30 dias), nos animais experimentais em doses que
foram acima de 100 vezes maiores do que a dose recomendada para humanos
ndo produziu efeitos prejudiciais detectaveis sobre os principais sistemas do
corpo (nervoso, cardiovascular, hemopoiético, secretorio, respiratorio),
metabolismo, condicdo de salde geral, desenvolvimento e pariametros
homeostaticos basicos do organismo. A auséncia de efeitos irritantes no

sistema digestivo quando da administra¢do de DNase também foi observada.
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REIVINDICACOES

1. Composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender uma enzima que degrada

DNA e um carreador fisiologicamente aceitavel.

2. Composi¢io de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que a enzima ¢ uma deoxirribonuclease (DNase) selecionada
dentre endodeoxirribonuclease ou exodeoxirribonuclease.

3. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada

pelo fato de que a DNase € DNase.
| 4. Composi¢gdo de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a enzima ¢ de origem

animal, vegetal, bacteriana, viral, de levedura ou de protozoario ou € uma
enzima recombinante ou uma enzima recombinante humana.
5. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de estar na forma apropriada

para administragdo oral.
6. Composicido de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de estar em uma forma de

dosagem apropriada para administragdo por inalagdo.
7. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de estar em uma forma de

dosagem apropriada para administra¢do por inje¢do.
8. Composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender uma substancia que

bloqueia a intera¢do entre receptores de superficie de DNA acelular e os de

superficie de células de esperma e um carreador fisiologicamente aceitavel.

9. Composig¢ido de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizada
pelo fato de que a substancia € glicoproteina IF-1.

10. Composi¢do farmacéutica de acordo com a reivindicag¢do
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2

8, caracterizada pelo fato de que o receptor € selecionado dentre CD4 e MHC

II1.

11. Composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender uma substancia que liga a

DNA e um carreador fisiologicamente aceitavel.
12. Composigdo farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender uma substancia que inibe

Dnase de célula de esperma enddgena e um carreador fisiologicamente
aceitavel.
13. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizada pelo fato de que a substincia € selecionada dentre acido

aurintricarboxilico (ATA) ou acido citrico ou um sal do mesmo.
14. Composicdo farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender uma substancia que inibe

um membro de uma via de transdugéo de sinal mediada por ligagdo de DNA
aos receptores de superficie de célula de esperma e um carreador
fisiologicamente aceitavel.

15. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizada pelo fato de que a substancia € inibidor de caspase.

16. Composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizada pelo fato de compreender um agente que estimula a

producdo de uma substancia endéogena que causa uma redugdo em um efeito
antifertilidade de DNA acelular em células de esperma e um carreador
fisiologicamente aceitavel.

17. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender a administragdo de uma enzima que degrada DNA.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que a enzima é uma deoxirribonuclease (Dnase) selecionada

dentre endodeoxirribonuclease ou exodeoxirribonuclease.
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19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
pelo fato de que a Dnase € Dnase L.
20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des

17 a 19, caracterizado pelo fato de que a enzima € de origem animal, vegetal,

bacteriana, viral, de levedura ou de protozoario ou ¢ uma enzima
recombinante ou uma enzima recombinante humana.
21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

17 a 20, caracterizado pelo fato de que a enzima ¢ administrada oralmente.

22. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

17 a 20, caracterizado pelo fato de que a enzima ¢ administrada por inalagéo.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

17 a 20, caracterizado pelo fato de que a enzima € administrada por injeg¢ao.

24. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender administrar uma substéncia que bloqueia a interagédo
entre os receptores de superficie de DNA acelular e os de superficie das
células de esperma.

25. Método de acordo com a reivindica¢do 24, caracterizado

pelo fato de que a substancia é glicoproteina IF-1.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de que o receptor € selecionado dentre CD4 e MHC I1.

27. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender administrar uma substancia que liga DNA.

28. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender administrar uma substdncia que inibe DNase de

células de esperma enddgenos.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado

pelo fato de que o inibidor de Dnase ¢é selecionado dentre acido

aurintricarboxilico (ATA) ou acido citrico ou um sal do mesmo.

30. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado
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pelo fato de compreender a administragdo de uma substancia que inibe um
membro de uma via de transdugdo de sinal mediada por ligagdo de DNA a
receptores de superficie de células de esperma.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado

pelo fato de que a substancia ¢ um inibidor de caspase.

32. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender a administragcdo de um agente que estimula a
producdo de uma substincia endégena que causa uma reducdo em um efeito
antifertilidade de DNA acelular em células de esperma.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

17 a 32, caracterizado pelo fato de que a duragdo da administragdo ¢ aguda,

semi-cronica ou crdnica.
34. Método para determinar um estado de fertilidade em um

individuo do sexo masculino, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) obter do individuo uma amostra de um tecido ou fluido
corporal;

(b) medir na amostra um nivel de DNA acelular ou um nivel
de um agente que causa uma reduc¢io no efeito do DNA acelular em células
de esperma;

(¢) comparar o nivel medido em um ou mais valores de limiar
predeterminados; e

(d) determinar o estado de fertilidade com base na
comparagao.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 34, caracterizado

pelo fato de que o agente € DNase.
36. Método para determinar um estado de fertilidade em um

individuo do sexo masculino, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) obter do individuo uma amostra contendo células de

esperma;
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(b) medir nas células de esperma um nivel de uma substincia
indicativa de apoptose;

(¢) comparar o nivel medido a um ou mais valores de limiar
predeterminados; e

(d) determinar o estado de fertilidade com base na
comparacao.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado

pelo fato de que a substancia é selecionada dentre receptor Fas, caspas 3 e
Dnase interno de célula de esperma.

38. Método para a reprodugdo assistida, caracterizado pelo fato

de compreender:

(a) obter uma amostra contendo células de esperma de um
individuo do sexo masculino tratado pelo método como definido em qualquer
uma das reivindica¢des 17 a 33;

(b) utilizar a amostra em uma técnica de reprodugdo assistida
(ART).

39. Meétodo para selecionar uma técnica de reproducio

assistida (ART), caracterizado pelo fato de compreender:

(a) determinar um estado de fertilidade em um individuo do
sexo masculino pelo método como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 34 a 37;

(b) determinar um ART com base no estado de fertilidade.

40. Método para selecionar células de esperma em uma
populagdo de células de esperma para uso em uma técnica de reprodugdo

assistida, caracterizado pelo fato de compreender:

(a) obter uma amostra de sémen contendo células de esperma;

(b) remover da amostra de sémen células de esperma que

expressam um marcador apoptético a fim de obter uma sub-populagdo de
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células de esperma.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado

pelo fato de que o marcador € receptor Fas de superficie de células.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado

pelo fato de que o marcador ¢ o receptor de superficie de células de esperma

de DNA complexo.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado

pelo fato de que a etapa de remover células de esperma envolve a ligagdo do
marcador por um anticorpo e a remo¢io da amostra de sémen das células de
esperma ligadas a anticorpo.

44. Método de acordo com a reivindicagdo 43, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo é rotulado fluorescentemente e as células de
esperma ligadas aos anticorpos sdo removidas usando classificador de células
ativadas por fluorescéncia.

45. Método de acordo com a reivindica¢do 43, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo € capaz de ligar contas de resina e as células de
esperma nio ligadas sdo separadas das células de esperma ligadas por resina
usando uma coluna ou centrifugagdo ou imis.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 39, caracterizado

pelo fato de que a técnica de reproducdo assistida € selecionada dentre
inseminagdo intra-uterina, fertilizagdo in vitro; inje¢do de esperma intra-
citoplasmica e inje¢do selecionada morfologicamente intra-citoplasmatica.

47. Composi¢do farmacéutica para tratar subfertilidade

masculina, caracterizado pelo fato de compreender um agente selecionado

dentre:

(a) um agente que causa redugdo em um efeito de DNA
extracelular sobre células de esperma; e

(b) um agente que estimula a produgdo de uma substancia

endogena que causa uma redug¢do em um efeito de DNA extracelular sobre




células de esperma;
junto com um carreador fisiologicamente aceitavel.

48. Método para tratar subfertilidade masculina, caracterizado

pelo fato de compreender administrar um agente selecionado dentre:

(a) um agente que causa uma redugcdo em um efeito de DNA
extracelular sobre células de esperma; e

(b) um agente que estimula a produ¢do de uma substincia
endogena que causa uma redugdo em um efeito de DNA extracelular sobre as

células de esperma.
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RESUMO

“COMPOSICAO FARMACEUTICA, E, METODOS PARA TRATAR
SUBFERTILIDADE MASCULINA, PARA DETERMINAR UM ESTADO
DE FERTILIDADE EM UM INDIVIDUO DO SEXO MASCULINO, PARA
A REPRODUCAO ASSISTIDA, PARA SELECIONAR UMA TECNICA
DE REPRODUCAO ASSISTIDA E PARA SELECIONAR CELULAS DE
ESPERMA EM UMA POPULACAO DE CELULAS DE ESPERMA PARA
USO EM UMA TECNICA DE REPRODUCAO AUXILIADA”

A inveng¢do prové composi¢des farmacéuticas para tratar
subfertilidade masculina incluindo um agente que causa uma redugdo em um
efeito de DNA extracelular em células de esperma. O agente pode ser, por
exemplo, uma enzima que degrada DNA como DNase, uma substincia que
bloqueia a interagdo entre os receptores de superficie de DNA acelular e os de
superficie de células de esperma, uma substincia que liga a DNA, uma
substidncia que inibe DNAse de células de esperma enddgenas, uma
substancia que inibe um membro de uma via de transdugdo de sinal mediada
por ligacdo de DNA receptores de superficie de células de esperma, ou um
agente que estimula a producdo de uma substiancia endogena que causa uma
reducdo em um efeito antifertilidade de DNA acelular em células de esperma.
A invencdo também prové métodos para tratar subfertilidade masculina
compreendendo administrar uma composi¢do farmacéutica da invengdo. A
invencdo ainda prové métodos para determinar um estado de fertilidade em
um individuo do sexo masculino, métodos para reproducéo assistida, métodos
para selecionar uma técnica de reproducdo assistida (ART), e métodos para
selecionar células de esperma em uma populagdo de células de esperma para

uso em uma técnica de reprodugdo assistida.
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