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@Resumen:

Procedimiento para eliminar particulas no
espermaticas en una muestra de semen obtenida de
un animal en el que se realiza un analisis de la
estructura de la cromatina espermatica por citometria
de flujo, donde dicho anélisis comprende la
desnaturalizacion &cida del ADN y posterior tincion
con naranja de acridina del ADN, que comprende:
excitar dicha muestra con un laser que emite luz de
longitud de onda entre 400 y 535 nm, detectar la
fluorescencia verde y naranja emitida por la muestra
con dos fotodetectores, utilizar los valores de
fluorescencia verde y naranja para discriminar
particulas espermaticas de particulas no
espermaticas y eliminar las particulas no
esperméticas del andlisis. Dicho animal puede ser un
mamifero, por ejemplo, oveja, cerdo, cabra, vaca,
caballo y humano.
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PROCEDIMIENTO PARA ELIMINAR PARTICULAS NO ESPERMATICAS EN UNA
MUESTRA DE SEMEN OBTENIDA DE UN ANIMAL

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un procedimiento para discriminar y eliminar particulas
contaminantes en el analisis de la cromatina espermatica mediante tincion con naranja de

acridina y citometria de flujo.
El procedimiento de la invencion es aplicable en los sectores o actividades relacionadas con
el uso y analisis de espermatozoides, especialmente en el campo de la andrologia y de las

tecnologias de reproduccion asistida

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La citometria de flujo es una tecnologia basada en la utilizacion de un haz laser para el
analisis de células suspendidas en un fluido, el cual arrastra las células, exponiéndolas
brevemente al haz laser. Una serie de fotodetectores recoge la luz dispersada o emitida por
las células, permitiendo su clasificacion en funcion de distintos factores. Generalmente, las
células son previamente marcadas con compuestos fluorescentes o con moléculas

marcadoras (e.g., anticuerpos) que tienen asociados marcadores fluorescentes.

Esta tecnologia ha cobrado una gran importancia en andrologia. Se han desarrollado
numerosas técnicas para el analisis mediante citometria de flujo de espermatozoides
humanos y de otros animales, tanto domésticos como silvestres, utilizandose para estimar la
concentracién espermatica, la viabilidad, la funcionalidad de distintos organulos o la
integridad de la cromatina espermatica. Aunque gran parte del uso esta orientado a la
investigacion, algunas clinicas y centros de cria animal disponen ya de citdmetros de flujo
para la realizacion rutinaria de estos analisis. Hay que destacar la utilizaciéon de esta técnica

en el sexaje de semen, utilizada sobre todo en ganado bovino.

Una de las técnicas mas establecidas en el analisis de la calidad espermatica es el analisis
de la estructura de la cromatina espermatica mediante citometria de flujo (SCSA®, Sperm

Chromatin Structure Assay). Los espermatozoides se someten a un paso de
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desnaturalizacion acida del ADN, seguido por la tincion con el fluorocromo naranja de
acridina, un agente metacromatico intercalante en el ADN. El naranja de acridina es excitado
con luz cyan (maxima a 502 nm) y emite fluorescencia verde cuando se intercala en ADN de
doble hélice (maxima a 525 nm), y fluorescencia roja si se intercala en ADN de hélice
sencilla (maxima a 640 nm). Dado que el ADN de hélice sencilla se presenta en zonas
propensas a la desnaturalizacion, que coincidirian con roturas de la hebra o con otras
alteraciones de la cromatina, se calcula un indice de fragmentacién del ADN (DFI) como la
relacion entre la fluorescencia roja del nucleo y la fluorescencia total. Esta técnica es
posiblemente la mas estandarizada y que ha sido objeto de mas estudios en relacion con la
fertilidad tanto clinica como en campo. Por otra parte, las caracteristicas de excitacion y
emisién del naranja de acridina lo hacen propicio para el analisis en la mayor parte de los
citometros de flujo, ya que el equipamiento estandar incluye un laser operando a 488 nm y
dos fotodetectores con filtros para detectar luz de color verde (en torno a 530 nm) y roja (por

encima de 620 nm).

En el andlisis de espermatozoides mediante SCSA®, uno de los problemas que se plantean
es la presencia de particulas no espermaticas (debris) o de agregados de células. Este
problema aparece en cualquier técnica basada en la citometria de flujo, y se han propuesto
diversas metodologias orientadas a o que incluyen métodos para eliminar estas particulas
indeseables durante o después del analisis. En el caso del SCSA®, Evenson y Jost (Sperm
chromatin structure assay is useful for fertility assessment, Methods Cell. Sci., 2000, 22,
169-189) describen tres tipos de contaminantes (particulas con baja fluorescencia —que no
se corresponden a células—, bacterias y agregados celulares), y proponen la utilizacion del
gating (filtrado mediante regiones dibujadas sobre las graficas proporcionadas por el
analisis) para eliminar estas particulas indeseables. Esta propuesta se basa en el hecho de
que estas particulas forman poblaciones diferenciadas en el citograma rojo vs. verde, y
generalmente suficientemente separadas de la poblacion que corresponde a los

espermatozoides.

Sin embargo, existen diversos tipos de muestras en las cuales aparecen numerosas
particulas no espermaticas cuyo nivel de fluorescencia roja y verde coincide con el de
algunas particulas espermaticas. La existencia de estas particulas no espermaticas cuyo
nivel de fluorescencia roja y verde coincide con el de algunas particulas espermaticas
constituye un problema técnico a resolver, y para el cual el procedimiento descrito por

Evenson y Jost (2000) no ofrece una solucion.
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El procedimiento de la invencién, descrito en las reivindicaciones, proporciona una solucion

a este problema técnico.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Una realizacién es un procedimiento para eliminar particulas no espermaticas en una
muestra de semen obtenida de un animal en el que se realiza un analisis de la estructura de
la cromatina espermatica por citometria de flujo, donde dicho analisis comprende la
desnaturalizacion acida del ADN y posterior tincion con naranja de acridina del ADN, donde
dicho procedimiento comprende:

(a) excitar dicha muestra con un laser que emite luz de longitud de onda entre 400 y 535 nm,
(b) detectar la fluorescencia verde y naranja emitida por la muestra con dos fotodetectores,
(c) utilizar los valores de fluorescencia verde y naranja para discriminar particulas
espermaticas de particulas no espermaticas y eliminar las particulas no espermaticas del

analisis, en adelante procedimiento de la invencion.

En el procedimiento de la invencion se realiza la eliminacion de particulas no espermaticas
de los analisis de SCSA®, en el caso en que estas solapen con alguna de las poblaciones de
particulas espermaticas, de tal manera que su discriminacion mediante gating sea dificil o
imposible. En la presente invencién se han encontrado diversos tipos de muestras en las
cuales aparecen numerosas particulas no espermaticas cuyo nivel de fluorescencia roja y
verde coincide con el de la poblacion espermatica caracterizada por tener un DFl
incrementado. Estas particulas suelen formar una poblacion en diagonal, mas o menos
compacta y a la derecha de la poblacién principal (con DFI bajo) de espermatozoides. Por lo
tanto, coincide en su posicién o cruza el area en el que aparecerian al menos parte de los

espermatozoides con DFI moderado o alto.

La presente invencion se diferencia del procedimiento descrito por Evenson y Jost (2000) en
la utilizacion de un tercer fotodetector, ademas de los dos propuestos por Evenson y Jost
(2000) en la técnica (fotodetector de fluorescencia verde y fotodetector de fluorescencia
roja). Este fotodetector esta configurado para recoger la fluorescencia amarillo-naranja
(longitud de onda entre 550 y 620 nm) en modo linear. En la configuracion del

fotomultiplicador, el valor de voltaje se fija entre 200 y 700 y el valor de ganancia entre 1y 5.

Una vez realizado el analisis de las muestras, se dispone de los valores de fluorescencia

naranja de cada particula, ademas de los valores de fluorescencia verde y roja. En caso de
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que se presenten poblaciones de particulas no espermaticas que solapen con las
poblaciones espermaticas (Figura 1), y por tanto no se puedan eliminar utilizando la
intensidad de la fluorescencia roja o verde o una relacion entre ellas, éstas se pueden
discriminar utilizando la informacion proporcionada por la intensidad de la fluorescencia

naranja de cada particula.

La fluorescencia naranja por si sola no permite discriminar entre particulas espermaticas y
no espermaticas, ya que la intensidad de la fluorescencia de ambas poblaciones solapa. Un
meétodo sencillo para eliminar las particulas no espermaticas aprovechando los datos de
fluorescencia naranja es la representacion en un citograma de intensidad de fluorescencia
verde vs. intensidad de fluorescencia naranja. En este tipo de citograma (Figura 2), la
poblacion correspondiente al debris queda definida como una poblacion paralela a la
poblacion espermatica, siendo posible su eliminacion manual o automatizada, aunque la
proximidad entre ambas poblaciones requiere la revision de las dos poblaciones muestra a

muestra, y puede conllevar un alto nivel de falsos positivos 0 negativos.

Estas dos poblaciones pueden separarse de una manera mas efectiva utilizando la relacion
entre las fluorescencias naranja y verde. Por ejemplo, la relacion naranja/verde o
naranja/[naranja+verde] para cada particula. Estas relaciones pueden representarse como
citogramas verde vs. relacion naranja/verde (Figura 3A) o naranja/total, o como un
histograma o grafica de densidad (Figura 3B), consiguiéndose que las particulas no
espermaticas formen una poblacién bien definida y bien separada de la poblacion

espermatica.

Es posible eliminar las particulas no espermaticas utilizando estrategias manuales o
automatizadas. En la eliminacion manual, en la representacion en un citograma o en un
histograma, se eliminan los valores correspondientes a particulas no espermaticas utilizando
regiones y filtros (gating), definiéndolos en cada grupo de datos. En la eliminacion
automatizada, se puede utilizar el gating definiéndolo en una muestra estandar y aplicandolo
automaticamente a todas las muestras. No obstante, esta automatizacién puede no servir en
algunos casos en los que hay una alta variacion entre muestras, cambiando la localizacion
relativa del debris. Otra aproximacion es la utilizacion de algoritmos matematicos para
localizacién de picos a partir de los datos originales o de las densidades del ratio de
fluorescencias (detectando el pico correspondiente al debris y eliminandolo
automaticamente). Otra aproximacion es la utilizacion de algoritmos de agrupamiento

(analisis de clusters) los cuales pueden ser de tipo supervisado o no supervisado. Estas
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aproximaciones automaticas pueden ser aplicarse simultdneamente, y complementarse con

el examen manual.

Otra realizacion es el procedimiento de la invencién, donde dicho animal es un mamifero. De
forma particular, dicho mamifero esta seleccionado del grupo compuesto por oveja, cerdo,

cabra, vaca, caballo y humano.

Otra realizacion es el procedimiento de la invencién, donde en la etapa (b) dicha
fluorescencia naranja se detecta con un fotodetector que recoge la fluorescencia emitida
entre 550 y 620 nm.

Otra realizacion es el procedimiento de la invencién, donde en la etapa (c) se utiliza la
relacion entre el valor de la fluorescencia naranja y la fluorescencia verde o la relacion entre
el valor de la fluorescencia naranja y la suma de los valores de fluorescencia naranja y

fluorescencia verde.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1, panel superior, muestra el citograma tipico del analisis de la cromatina
espermatica mediante citometria de flujo tras desnaturalizacion acida y tincién con naranja
de acridina, cada particula siendo representado en funcidon de la intensidad de la
fluorescencia roja vs. verde. La region sefialada dentro del citograma se utilizaria para
descartar las particulas indeseables (debris). Los puntos mas gruesos indican debris cuyas
caracteristicas de fluorescencia roja y verde impiden su eliminacién por este método, ya que
solapan con la poblacion de espermatozoides (puntos finos dentro de la region). La Figura 1,
panel inferior, muestra el citograma obtenido al representar cada particula (una vez filtrados
por la region dibujada en la Figura 1, panel superior) por su valor DFI (DNA Fragmentation
Index, obtenido al dividir la intensidad de la fluorescencia roja de cada particula entre su
fluorescencia total [roja+verde] y multiplicar por 100) y por su valor de fluorescencia total

(rojot+verde).

La Figura 2 muestra un citograma en el que cada particula es definida utilizando la
intensidad de las fluorescencias naranja vs. verde (eventos filtrados utilizando la region
definida en la Figura 1, panel superior). Las particulas indeseables (debris) se representan

como puntos mas gruesos.
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La Figura 3A muestra un citograma en el que cada particula es definida utilizando la
intensidad de la fluorescencia verde vs. la relacion de las intensidades de las fluorescencias
naranja y verde (eventos filtrados utilizando la region definida en la Figura 1a). Las
particulas indeseables (debris) se representan como puntos mas gruesos. La Figura 3B
representa los valores del ratio frente a la densidad de particulas, distinguiéndose los picos

correspondientes a los espermatozoides (izquierda) y al debris (derecha).

MODOS DE REALIZACION PREFERENTE

Eiemplo 1. Analisis de la estructura de la cromatina espermatica por el procedimiento de la

invencion en muestras de semen de carneros.

Se realiz6 un estudio de estrés oxidativo utilizando como modelo espermatozoides de
carnero. Las muestras consistieron en dosis de ovino a 100x10° células/mL, que fueron
obtenidas de carneros de raza Assaf (Ovigen, Zamora, Espafa) y congeladas en vapores de
nitrédgeno liquido tras ser diluidas en medio Tris-citrato-fructosa (20% yema de huevo y 4%
glicerol). Las dosis (pajuelas de 0,25 mL) se descongelaron en agua a 37 °C durante 30 s. El
contenido de 6 dosis se diluyé con 0,5 mL de medio TALP-Hepes y se centrifugé a 600xg
durante 3 min. Se retir6 el sobrenadante y se afiadi6 TALP-Hepes, ajustando la
concentraciéon a 25x10° células/mL. Se separd el contenido entre tres tubos, afiadiendo a
uno de ellos 10 uM de FeSO, y 100 uM de ascorbato de sodio, y a otro 1 mM de FeSO, y
10 mM de ascorbato de sodio. Los tubos se incubaron durante 6 h para inducir estrés
oxidativo y roturas en el ADN. Se transfirieron 400 000 espermatozoides a 200 uL de medio
TNE (Tris-NaCI-EDTA) en criotubos, congelandose inmediatamente mediante inmersion en
nitrogeno liquido. Los criotubos se almacenaron a -80°C hasta su analisis. La
descongelacién se realizé en un bano a 37 °C hasta verificar la desaparicion del hielo. Los
200 uL de muestra se transfirieron a tubos de citometria, afadiéndose inmediatamente
400 pL de solucion detergente-acido. 30 s mas tarde, se afadieron 1,2 mL de solucion de
tincion con naranja de acridina, y los tubos se analizaron en un citémetro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA, USA) tras 3 min. Las soluciones se
prepararon como indican Evenson y Jost (2000), y las botellas y tubos se mantuvieron en
hielo humedo en todo momento. El citometro de flujo estaba provisto de un laser azul ion-
argén operando a 488 nm, que se utilizé para excitar el naranja de acridina. La fluorescencia
verde se detectd con el fotomultiplicador FL1, tras pasar por un espejo dicroico 560SP, un
divisor de haz 90/10 y un filtro 530/30BP. La fluorescencia roja se detecté con el

fotomultiplicador FL3, tras pasar por un espejo dicroico 640LP y un filtro 670LP. La
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fluorescencia naranja se detectd con el fotomultiplicador FL2, tras pasar por el espejo
dicroico 640LP y un filiro 585/42BP. El voltaje de los fotodectectores se ajustd con el
software CellQuest v. 3.1 en un ordenador Macintosh provisto del sistema operativo
MacOS 9.2. El voltaje fue ajustado siempre segun la escala lineal, utilizando una ganancia 1.
Los fotodecectores FL1 y FL3 fueron ajustados antes de comenzar los analisis, y cada 10
tubos, utilizando una muestra estandar de espermatozoides ovinos. La mediana de los
voltajes de estos fotodectectores fue 565 y 740, respectivamente. El voltaje del fotodectector
FL2 se fij6 en 527.

Se adquirieron entre 1 779 y 10 667 eventos (correspondientes a particulas), dependiendo
de las condiciones de cada muestra. Los datos se guardaron en formato FCS v. 2. El
analisis se realizo con el paquete estadistico R (www.r-project.org), utilizando las bibliotecas
nime (Nonlinear Mixed-Effects Models), flowCore (S4 data structures and basic infrastructure
and functions to deal with flow cytometry data) y flowClust (Robust Model-based Clustering
for Flow Cytometry). Para cada evento, se definié6 automaticamente el indice DFI, asi como
el ratio entre las intensidades de las fluorescencias naranja y verde. Las intensidades de las
fluorescencias naranja y verde se utilizaron como entrada en un analisis de agrupamiento no
supervisado (clustering), utilizando funciones especificas para tratar datos de citometria de
flujo. La poblacion correspondiente al debris que no se pudo eliminar mediante gating
(Figura 1, panel superior) fue detectada y eliminada automaticamente utilizando este
procedimiento (Figura 3A). Se detectaron y eliminaron 1 5101 197 eventos (mediatSD;
rango: 0-5779). Los valores de los parametros obtenidos tras procesar los datos
(fluorescencia verde y DFI) se muestran en las tablas 1 y 2 (media del DFI de todos los
eventos, desviacion estandar [SD] del DFI de todos los eventos, proporcion de eventos con
un DFI superior a un punto de corte definido por una muestra estandar [%DFI] y proporcién
de eventos con intensidad de la fluorescencia verde por encima del canal 700 [%HDS]). La
Tabla 1 muestra los valores obtenidos sin eliminar el debris, mientras que la Tabla 2 muestra
los valores obtenidos tras realizar el procesamiento automatico de los datos para eliminar el
debris. La presencia de la poblacién de debris causé un incremento considerable en los
valores de la muestra control y la muestra con 10 uM de Fe*. Los datos de la muestra
sometida a 1 mM de Fe?* no se vieron tan afectados, debido a que en estas muestras la
poblacion espermatica solapd en sus valores de fluorescencia roja y verde con la poblacién
de debris.

Al analizar estadisticamente los datos obtenidos (utilizando modelos lineares de efectos
mixtos), quedod patente que la presencia de debris alteraria una correcta interpretacion de

los resultados. Se encontraron diferencias apreciables en cuanto a la significacion de los
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distintos efectos para SD DFl y %DFI (Tabla 3), con cambios menores para el parametro

media DFI. %HDS fue el parametro menos afectado por la presencia de debris.

Tiempo (h)

D OO OO W W W o

Tratamiento

Control
Control
Fe* 10 uM
Fe” 1 mM
Control
Fe* 10 uM
Fe” 1 mM

media DFI
20+0,2
30,3%£1,3
31,542,3
32,7+0,2
29,41+0,4
30,410,4
35,9+1,9

Tabla 1

SD DFlI
6,1£1,3
4,9+0,1
7,4+0,6
5,1+0,1
7,5%1,2
8,8+0,9
8,5%+1,8

%DFlI
17,4+3,8
59,7+5,1
51,7+3,9
77+1,3
36,1+0,9
34,6+4,1
80+1,7

%HDS
6,8+0,2
19,5+0,8
16,6+3,7
13,5%+1,5
8,3+1,8
8,2+1,9
21,4

Valores mediostdesviacion estandar de los datos de los parametros derivados del analisis
de la cromatina espermatica segun Evenson (Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA®).
Methods Mol. Biol., 2013, 927, 147-164), para cada tratamiento del Ejemplo 1, en el caso de

no haber eliminado los eventos no espermaticos previamente.

Tabla 2

Tiempo (h) Tratamiento  media DFI SD DFI %DFI %HDS

0 Control 17,311 2,3+0,8 0,1£0,1 6,7+0,7
3 Control 26,3+2,2 3,410,5 20+17,5 29+0,2
3 Fe®* 10 uM  26,1x2,1 3,910,1 17,4£10,1 22,243,5
3 Fe** 1 mM 31,9+1,5 5,51+0,5 68,6+13,2 15,2441
6 Control 24,9+0,5 3,10 9,1£1,6 8,7+2,9
6 Fe®* 10 uM 25,61 3,5+0,3 11,7451 8,73

6 Fe®* 1 mM 35,712 8,8+1,2 77,2+3,9 1,9+1,3

Valores mediostdesviacion estandar de los datos de los parametros derivados del analisis
de la cromatina espermatica segun Evenson (2013), para cada tratamiento del Ejemplo 1, en

el caso de que los eventos no espermaticos hayan sido eliminados previamente.

Tabla 3



Datos sin procesar
media DFI
(Intercept)

tiempo
tratamiento

tiempo:tratamiento

SD DFlI
(Intercept)
tiempo
tratamiento

tiempo:tratamiento

%DFI
(Intercept)
tiempo
tratamiento

tiempo:tratamiento

%HDS
(Intercept)
tiempo
tratamiento

tiempo:tratamiento

Datos procesados

media DFI
(Intercept)
tiempo

tratamiento

tiempo:tratamiento

SD DFlI
(Intercept)

tiempo

ES 2428963 Al

numDF denDF
1 7
1 7
2 7
2 7
numDF denDF
1 7
1 7
2 7
2 7
numDF denDF
1 7
1 7
2 7
2 7
numDF denDF
1 7
1 7
2 7
2 7
numDF  denDF
1 7
1 7
2 7
2 7
numDF  denDF
1 7
1 7

10

F-value
1900,7332
21,4276
5,9675
2,0613

F-value
440,3511
8,828
1,4408
1,947

F-value
189,90494
3,00519
10,06137
1,4667

F-value
59,46308
2,00393
0,80758
2,88679

F-value
678,2753
24,2769
19,2576
1,3752

F-value
656,7387
27,9516

p-value
<0,0001
0,0024
0,0307
0,1977

p-value
<0,0001
0,0208
0,2992
0,2127

p-value
<0,0001
0,1266
0,0087
0,2938

p-value
0,0001

0,1998
0,4835
0,1218

p-value
<0,0001
0,0017
0,0014
0,3135

p-value
<0,0001
0,0011
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tratamiento 2 7 45,5815 0,0001
tiempo:tratamiento 2 7 10,0588 0,0087
%DFI numDF  denDF F-value  p-value
(Intercept) 1 7 31,66912 0,0008
tiempo 1 7 11,32812 0,012
tratamiento 2 7 61,71591 <0,0001
tiempo:tratamiento 2 7 0,71259 0,5228

%HDS numDF  denDF F-value p-value
(Intercept) 1 7 29,676917 0,001

tiempo 1 7 1,359533 0,2818
tratamiento 2 7 0,594127 0,5777
tiempo:tratamiento 2 7 1,681755 0,2533

Resultados de un analisis de la varianza (ANOVA) de los modelos obtenidos tras el analisis

de los datos del Ejemplo 1, utilizando modelos lineares de efectos mixtos.

Ejemplo 2. Analisis de la estructura de la cromatina espermatica por el procedimiento de la

invencion en muestras de semen porcino.

Se realizé un estudio comparativo de muestras procedentes de 7 verracos (razas Landrace
y Large white). Las muestras consistieron en dosis de verraco a 10° células/mL, producidas
a partir de machos seleccionados mantenidos en el centro de seleccidon porcino
CENTROTEC (Le6n, Espafa). Las muestras (1 a 3 eyaculados por macho) se obtuvieron
mediante el método de “mano enguantada”. Las muestras se procesaron y congelaron
segun Eriksson y Rodriguez-Martinez (2000), con la salvedad de que el diluyente para el
primer paso fue MR-A (Kubus S.A., Madrid, Espafa). Las dosis seminales (pajuelas de 0,25
mL) se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su descongelacion, en la que se utilizé un
bafo de agua a 50 °C y un tiempo de descongelacion de 12s. A los 10 min tras la
descongelacién, se transfirieron 400 000 espermatozoides a 200 L de medio TNE (Tris-
NaCI-EDTA) en criotubos, congelandose inmediatamente mediante inmersion en nitrégeno
liquido. Los criotubos se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. El analisis mediante
citometria de flujo se realizé6 de manera idéntica a la descrita en el Ejemplo 1, salvo que para
ajustar los fotodetectores se utilizd un estandar de espermatozoides de cerdo. Para cada

macho y congelacién se descongelaron 3 pajuelas, que se analizaron independientemente.
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Se acquirieron entre 4 185 y 9 227 eventos por muestra. Los datos se guardaron en formato
FCS v. 2. El analisis se realizé con el paquete estadistico R (www.r-project.org), utilizando
las bibliotecas nime (Nonlinear Mixed-Effects Models), IDPmisc (Utilities of Institute of Data
Analyses and Process Design) y flowCore (S4 data structures and basic infrastructure and
functions to deal with flow cytometry data). Para cada evento, se definié automaticamente el
indice DFI, asi como el ratio entre las intensidades de las fluorescencias naranja y verde.
Para identificar el debris, se aplicé un algoritmo de deteccion de picos a los datos de
densidad del ratio naranja/verde (calculado mediante una estimacion de densidad de
kernel). El pico correspondiente al debris (Figura 3B) fue detectado, eliminando
automaticamente la poblacién de eventos correspondiente. Se detectaron y eliminaron
1 333+1 986 eventos (mediatSD; rango: 0-6454) mediante este método. La Tabla4
muestra el numero de eventos identificados como debris y eliminados para cada macho,
observandose la variabilidad entre machos y dentro de cada macho. La presentacién de los
resultados se realiza de igual manera que en el Ejemplo 1. En las tablas 5 y 6 se muestran
los valores de los parametros obtenidos tras procesar los datos, antes de eliminar el debris
(Tabla4) y después de eliminarlo (Tabla5). La presencia del debris incremento

significativamente los valores de todos los parametros, excepto en el caso del %HDS.

La presencia de debris causaria una alteracion considerable en la interpretacion de los
datos. La Tabla 7 muestra los resultados de un analisis del efecto del macho utilizando
modelos lineares de efectos mixtos. Mientras que el andlisis de las muestras sin debris
indica que el efecto macho no presenta efectos significativos, el analisis de los datos no
procesados (con debris) muestra un efecto significativo del factor macho en todos los
parametros excepto %HDS, debido al incremento de sus valores en aquellos machos que

presentaron mucho debris en el analisis por citometria de flujo (Tabla 4).

Tabla 4

Macho debris
A 2487412113
0+0
226312386
76£131
16132
38791315

m m O O W
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G 0+0

Valores medios+desviacion estandar del nimero de eventos identificados como debris en

muestras espermaticas de 7 verracos (1-3 congelaciones por macho y dosis analizadas por

triplicado).
Tabla s

Macho media DFI SD DFI %DFI %HDS
A 32,9+11,2 9,414 1 45,739 2,610,9
B 19,2421 2,9+0,4 0,9+1 0,5+0,1
C 30,9+11,3 8,2+3,5 39,6+37,1 2,9+1,8
D 21+1,5 5,312,4 2111 6+2,5
E 23+2,8 4,310,9 7,7£15,9 5,715,2
F 37,848,3 11,643,2 69,3+16,7 4,2+2.8
G 21,640,8 6,112 1,810,8 4,412 1

Valores mediostdesviacion estandar de los datos de los parametros derivados del analisis
de la cromatina espermatica segun Evenson (2013), para cada tratamiento del Ejemplo 2, en

el caso de no eliminar los eventos no espermaticos previamente.

Tabla 6
Macho media DFI SD DFlI %DFI %HDS
A 25,7+£5,5 4,521 28,2+35,5 3,9+1,9
B 19,2421 2,7+0,5 0,9+1 0,5+0,1
C 24,8+54 3,4%2,2 25,5+34,9 4,2+2.8
D 20,7+1,4 3,3+1,6 1,4+0,7 6,1+2,6
E 22,9+2,8 3,7+1,2 7,6+£16,1 5,7+5,2
F 26,9+3,6 5,3+1,1 41+23,8 6,6+2,9
G 21,6+0,8 6+2 1,8+0,8 4,421

Valores mediostdesviacion estandar de los datos de los parametros derivados del analisis
de la cromatina espermatica segun Evenson (2013), para cada tratamiento del Ejemplo 2, en

el caso de que los eventos no espermaticos hayan sido eliminados previamente.
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Datos sin procesar
media DFI
(Intercept)

macho

SD DFI
(Intercept)

macho

%DFI
(Intercept)

macho

%HDS
(Intercept)

macho
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Datos procesados

media DFI
(Intercept)

macho

SD DFI
(Intercept)

macho

%DFI
(Intercept)

macho

%HDS
(Intercept)

macho

Tabla 7

numDF denDF F-value p-value
1 32 419,9403 <,0001
6 11 3,8323 0,026
numDF denDF F-value p-value
1 32 191,22195 <,0001
6 11 4,27918 0,0181
numDF denDF F-value p-value
1 32 36,65589 <,0001
6 11 5,48138 0,0075
numDF denDF F-value p-value
1 32 70,48137 <,0001
6 11 1,55088 0,2498

numDF denDF F-value p-value

1 32 1094,1840 <,0001

6 11 1,8406 0,1802

numDF denDF F-value p-value

1 32 206,10947 <,0001

6 11 2,04126 0,1445

numDF denDF F-value p-value

1 32 15,429419 0,0004

6 11 1,980333 0,1544

numDF denDF F-value p-value

1 32 105,33923 <,0001

6 11 1,33301 0,3211
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Resultados de un analisis de la varianza (ANOVA) de los modelos obtenidos tras el analisis

de los datos del Ejemplo 2, utilizando modelos lineares de efectos mixtos.
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para eliminar particulas no espermaticas en una muestra de semen
obtenida de un animal en el que se realiza un analisis de la estructura de la cromatina
espermatica por citometria de flujo, donde dicho analisis comprende la desnaturalizacion
acida del ADN y posterior tincidon con naranja de acridina del ADN, caracterizado por que
comprende:
(a) excitar dicha muestra con un laser que emite luz de longitud de onda entre 400 y 535
nm,
(b) detectar la fluorescencia verde y naranja emitida por la muestra con dos
fotodetectores,
(c) utilizar los valores de fluorescencia verde y naranja para discriminar particulas
espermaticas de particulas no espermaticas y eliminar las particulas no espermaticas del
analisis.
Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicho animal es un
mamifero.
Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho mamifero esta
seleccionado del grupo compuesto por oveja, cerdo, cabra, vaca, caballo y humano.
Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que en
la etapa (b) dicha fluorescencia naranja se detecta con un fotodetector que recoge la
fluorescencia emitida entre 550 y 620 nm.
Procedimiento segun cualquiera de reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que en la
etapa (c) se utiliza la relacion entre el valor de la fluorescencia naranja y la fluorescencia
verde o la relacion entre el valor de la fluorescencia naranja y la suma de los valores de

fluorescencia naranja y fluorescencia verde.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330984

1. Documentos considerados.-

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

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 EVENSON D.P., et al. "Utility of the sperm chromatin structure 1999
assay as a diagnostic and prognostic tool in the human fertility
clinic" HUMAN REPRODUCTION (1999) Vol. 14, N°. 4, paginas
1039-1049; DOI: 10.1093/humrep/14.4.1039.

D02 WO 2008099385 A2 (DYN BIOSHAF 2006 LTD et al.) 21.08.2008
D03 US 2008138824 Al (SHAI SHAFRIRA) 12.06.2008

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

El objeto de la invencidn, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-5, es un procedimiento para eliminar particulas no
espermaticas en una muestra de semen, mediante un analisis de la estructura de la cromatina espermatica por citometria de
flujo. El procedimiento se basa en la tincion del ADN con naranja de acridina y la deteccién posterior de fluorescencia verde
y naranja. La relacion de los valores de fluorescencia obtenidos se utiliza para discriminar particulas espermaticas de las no
espermaticas.

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento DO1 divulga la idoneidad del analisis de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA) como herramienta,
en clinica, para el diagndstico y prondstico de la fertilidad humana. En este documento se divulga que mediante SCSA se
mide la susceptibilidad del DNA de los espermatozoides a la desnaturalizacion in situ, seguido de una tinciéon con naranja de
acridina. De esta forma, utilizando las propiedades metacromaticas del naranja de acridina, se puede distinguir mediante un
citébmetro de flujo, el DNA desnaturalizado (emite fluorescencia roja) y el DNA nativo (emite fluorescencia verde). En este
documento también se divulgan métodos basados en SCSA, en los cuales, en algunas ocasiones, el nucleo de los
espermatozoides emite fluorescencia amarilla, entre verde y roja.

El documento D02 divulga un método basado en la citometria de flujo para evaluar la calidad del esperma en una muestra,
asi como para la extraccion o recoleccién del esperma de mejor calidad de la muestra para su uso en fertilizacion, basados
en la condensacion del DNA en el esperma. El método se basa en la utilizacion de naranja de acridina y la posterior
deteccion de fluorescencia verde y roja. En este documento se divulga el uso de distintos citbmetros de flujo comerciales,
gue presentan un laser de excitacién azul que opera a 488nm, un fotomultiplicador FL1 para la deteccion de fluorescencia
verde (530 nm), un fotomultiplicador FL2 para la deteccién de fluorescencia naranja (585 nm) y un fotomultiplicador FL2 para
la deteccion de fluorescencia roja (650 nm).

El documento D03 divulga métodos para cuantificar el nimero absoluto de células espermaticas maduras en una muestra,
Util para la evaluacion rutinaria de la calidad del semen para inseminacion artificial (determinando el grado de diluciéon
requerido para que en cada inseminacion haya el numero adecuado de células). Uno de los métodos divulgados se basa en
la utilizacion de naranja de acridina y la posterior deteccion de fluorescencia verde y roja mediante la utilizacion de
citébmetros de flujo comerciales, que presentan un laser de excitacion azul que opera a 488nm, un fotomultiplicador FL1 para
la deteccion de fluorescencia verde (530 nm), un fotomultiplicador FL2 para la deteccién de fluorescencia naranja (585 nm) y
un fotomultiplicador FL2 para la deteccion de fluorescencia roja (650 nm).

Aunque en el estado de la técnica ya es conocido el andlisis de la cromatina espermética por citometria de flujo (ver
documento D01) y que existen en el mercado citémetros de flujo que miden no sélo la fluorescencia verde y roja, sino
también la naranja (ver documentos D02 y D03), en este tipo de analisis sélo se miden las fluorescencias verde y roja.

A la vista del estado de la técnica, ninguno de los documentos citados, tomados solos o en combinacion, revelan la
invencion definida en las reivindicaciones 1-5. Ademas, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto
en la materia hacia la invencién definida por dichas reivindicaciones.

Por lo tanto, la invencidn reivindicada en las reivindicaciones 1-5 es, con referencia a los documentos D01-D03, nueva y se
considera que implica actividad en el sentido de los articulos 6.1 y 8.1 de la Ley 11/1986 de patentes.
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