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SUPEROVULACION EN LA OVEJA DURANTE EL
ANESTRO ESTACIONAL CON eCG Y ANTI-eCG

Rubianes EV., Ungerfeld R., Ibarra D. y Kmaid S.

RESUMEN

Se aplicé un trataniiento superovulatorio durante el
anestro estacional a 18 ovejas Corriedale de 8 dientes. El
mismo consistio en pesarios de medroxiprogesterona (60
mg MAP) durante 13 dias y 1200 Ul de gonadotrofina
corionica equina (eCG 6 PMSG) 48 hs previo al retiro de
los mismos. A las 12 hs de retirados fueron administrados
2.5 ml de suero anti-eCG crudo a 9 animales (grupo S)
permaneciendo los restantes 9 animales como grupo
control (grupo eCG). A los 6-7 dias del retiro de los
pesarios los animales fueron laparotomizados exponiéndo-
se sus ovarios. Se establecio el nimero de cuerpos liteos
(CL) y de foliculos anovulatorios mayores de 6 mm (FA)
presentes en su superficie. El nimero de FA fue
significativamente diferente (5.6 + 2.6 vs 0.7 + 0.5, para los
grupos eCG y S respectivamente, p< 0.05 ), mientras que la
diferencia en la tasa ovulatoria no alcanzé significacion
estadistica (5 + 1.5 y 3 + 0.6 para los grupos eCG y S
respectivamente).

De acuerdo a estos resultados se concluye en primer
termino que es posible inducir ovulaciones miltiples
durante el anestro estacional mediante la técnica
empleada. Ademds, para evitar el sobrestimulo del
desarrollo folicular es aconsejable la utilizacion de suero
anti-eCG.

Palabras claves: ovejas, eCG, anti-eCG, superovulacion,
anestro estacional.

SUMMARY

Eighteen Corriedale seasonal anestrous ewes were
treated with intravaginal- progestagen pessaries (60 mg
MAP) and 1200 1U of equine chorionic gonadotropin (eCG
or PMSG) 48 hs before pessary withdrawal (PW). Nine
ewes (S group) received an injection of ovine eCG
antiserum 12 hs after PW. The other nine remained as
control group (eCG). Six or seven days after PW, the
ovaries were exposed by laparotomy and number of
corporalutea (CL) and anovulatory follicles (>6mm; LAF)
were counted. Injection of anti-eCG cause a significant
reduction in LAF (5.6 2.6 and 0.7 + 0.5, for C group and
S group respectively, p< 0.05). Ovulation rate was not
significantly affected by the treatment (5 + 1.5 and 3 + 0.6,
for group C and group S respectively).

We conclude that it is possible to induce superovulation
during seasonal anestrous using this technic. Furthermore,
we conclude that the use of eCG antiserum has a benefical
effect in controlling ovarian overstimulation.

Key words: ewes, eCG, anti-eCG, superovulation,

seasonal anestrous.

INTRODUCCION

La gonadotrofina coriénica equina
(eCG 6 PMSGQG) es utilizada ampliamen-
te en tratamientos superovulatorios en
la oveja (19), la vaca (18) y la cabra
(14), caracterizandose su respuesta por
una amplia variabilidad racial e
individual (9). En nuestro pais, la
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utilizacion de técnicas superovulatorias
en la oveja ha sido desarrollada
solamente durante la estacién
reproductiva (7), aunque en otros paises
y con otras razas se han realizado
ensayos exitosos durante el anestro
estacional (6,20).

La larga permanencia en sangre de la
eCG (5 a 7 dias de vida media; 2)
provoca, luego de la multiovulacién, un
importante desarrollo folicular secunda-
rio observandose 4 a 7 dias después del
estro un elevado niimero de foliculos
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anovulatorios y/o quisticos a nivel del
ovario (18). En diversos trabajos se ha
asociado la produccién de estrogenos
por parte de los mismos con un
acelerado pasaje de los embriones a lo
largo del oviducto y del titero (24), lo que
disminuye su calidad. Otros trabajos han
planteado una accion perjudicial sobre
el foliculo en su maduracién final
provocada en forma directa por la eCG
circulante (10, 11) aunque no existe
coincidencia al respecto entre todos los

trabajos (3,8).
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La administraciéon de anticuerpos
contra la eCG luego de que esta ha
provocado el estimulo superovulatorio
deseado ha sido postulada como una
alternativa efectiva de mejorar la
respuesta superovulatoria (1, 12), aun-
que los antecedentes de su utilizacion en
oveja son escasos (5, 13, 15). En
diversos laboratorios de investigacion, y
también a nivel comercial se han
preparado sueros mono o policlonales
contra la eCG (4, 17). En nuestro
laboratorio hemos producido un suero
anti-eCG cuya técnica de obtencién y
valoracién por bioensayos en ratas y
ratones ya ha sido descrita (23).

El presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar las ventajas de la
utilizacién de suero anti-eCG en
tratamientos superovulatorios con eCG
en ovejas en anestro estacional.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 entre los
meses de setiembre y noviembre en el
laboratorio del Departamento de Fisio-
logia, Montevideo. Se utilizaron 18
ovejas Corriedale, de 8 dientes, que
pesaban 38.2 + 2.5 kgs. (media+ E.S.)y
que fueron alimentadas con heno de
alfalfa, racién y agua ad libitum durante
toda la experiencia.

Enel dia0, se les colocaron esponjas
intravaginales a todas las ovejas conte-
niendo 60 mg de acetato de
medroxiprogesterona. Al dia 11 todos
los animales recibieron por via
intramuscular una dosis de 1200 U.I. de
eCG (Folligon, Intervet, partida 20144).
Cuarenta y ocho horas después, las
esponjas fueron retiradas (dia 13) y los
animales divididos en dos grupos. A 9 de
ellos (grupo S) se les administraron 2.5
ml. de suero anti-eCG por via
intramuscular a las 12 hs, es decir 60
horas después de administrada la eCG,
mientras que los restantes 9 animales
permanecieron como control (grupo
eCQ).

La técnica de obtencién del suero
anti-eCG utilizado fue descrita anterior-
mente y la valoracién realizada por
medio de bioensayo en roedores
demostré6 que el suero neutralizé
totalmente la actividad ovariotréfica de
un preparado comercial de eCG (Folligon,
Intervet, partida 20144) a la dosis mas

baja utilizada: 1 ul por U.I. de eCG (23).
Ladosis utilizada en las ovejas fue de 2.5
ml., el doble de la minima efectiva.

Todas las ovejas fueron testadas con
un carnero al menos dos veces por dia
para verificar la aparicién de comporta-
miento estral entre las 12 y las 120 horas
posteriores al retiro de la esponja. Para
ello se utilizaron dos carneros de raza
Ideal que mostraron buena libido a lo
largo del ensayo. A los 6 y 7 dias de
retiradas las esponjas todos los animales
fueron sometidos a una laparotomia bajo
anestesiaregional y local para estudiar la
respuesta ovarica.

Durante la laparotomia se determind
en cada animal el nimero de cuerpos
lateos (tasa ovulatoria) y de foliculos
anovulatorios mayores de 6 mm presen-
tes en la superficie ovarica. La respuesta
ovarica total (ROT) fue definida como la
suma de ambas variables. Se considerd
que un animal respondié al tratamiento
si los ovarios presentaban al menos un
cuerpo lateo.

A partir del retiro de las esponjas se
obtuvieron diariamente muestras san-
guineas por venopuncién yugular a 4
animales del grupo eCG y 3 del grupo S
para posteriores estudios hormonales.
Répidamente luego de la retraccion del
coagulo, el suero fue separado por
centrifugacién (3000 rpm durante 10
minutos) y mantenido a -20 grados hasta
su cuantificacién por RIA.

La concentracién de progesterona
fue estimada por medio de un RIA en
fase sdlida (Coat-A-Count TKPG;
Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA. U.S.A.) utilizando directa-
mente muestras de 100 ul en duplicado.
De acuerdo a las indicaciones del
fabricante las principales reacciones
cruzadas fueron de 2.4 y 2% para
desoxycortisol y 20 alfa hidroxipregn-4-
ene-3-ona, respectivamente y de menos
del 2% para los otros esteroides testados.
La curva standard del kit comercial
mostrd una alta correlacion (0.9) con la
obtenida con suero de oveja (Tagle, R &
Gama, S, Laboratorio de
Radioinmunoanalisis, Facultad de Vete-
rinaria, Uruguay ; comunicacién perso-
nal).

Como parte de un trabajo paralelo de
puesto a punto de un RIA para 17 beta
estradiol en la oveja se utiliz6 un kit
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comercial para fase sélida (Coat-A-
Count TKE; Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA. U.S.A.)
utilizando directamente muestras de 100
ul en duplicado sin previa extraccién con
éter. Lasensibilidad del ensayo fue de 10
pg/ml y de acuerdo al fabricante la
reaccion cruzada con otros esteroides es
inferior al 1.1%

Los resultados fueron analizados
estadisticamente por medio del analisis
de varianza de wuna via. Dada la
heterogeneidad de las varianzas en la
comparaciéon del nimero de foliculos
anovulatorios y de la respuesta ovérica
total (ROT) los valores fueron transfor-
mados por medio de la raiz cuadrada y
del logaritmo respectivamente. La com-
paracién de frecuencias se realizé por
medio de los test de chi cuadrado y de
probabilidad exacta de Fisher.

RESULTADOS

Mientras que todos los animales del
grupo eCG manifestaron celo, solo 5
animales del grupo S mostraron compor-
tamientos estral completo (9/9 vs 5/9,
P<0.05). Tres no lo hicieron y una oveja
present6 un comportamiento estral
incompleto durante mas de 72 horas. El
tiempo medio para el inicio del estro fue
similar : 33.3 + 6.6 hs para el grupo eCG
(n=9) y 28.8 + 2.9 hs para el grupo S
(n=5).

A la laparotomia se observé que dos
de los animales del grupo eCG que
presentaron celo no tuvieron respuesta
ovarica (ningin cuerpo lateo). Por su
parte, en el grupo S, la oveja que mostr6
estro incompleto presenté igualmente
respuesta ovarica (1 cuerpo luteo y 1
foliculo anovulatorio). De acuerdo al
criterio previamente enunciado 7 anima-
les del grupo eCG y 6 del grupo S
presentaron respuesta al tratamiento.

La media del nimero de cuerpos
lateos, de foliculos anovulatorios mayo-
res de 6 mm y de la ROT de ambos
grupos se muestran en la Tabla 1.

La administracién de suero anti-eCG
disminuyé significativamente la ROT
(P<0.05). Esta diferencia fue provocada
por la disminucién del nimero medio de
foliculos anovulatorios, sin que variara
el de cuerpos luteos.
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Grupo n Ovulaciones
(Cuerpos luteos)

eCG 7 5.0£1.5

S 6 3.0+£0.6

Para una misma columna : * vs *: P<0.05.

En las figuras 1 y 2 se muestra la
evolucion de los niveles hormonales de
algunas ovejas.

Inmediatamente luego del estro la
concentracion de progesterona se elevéd
rapidamente alcanzando valores supe-
riores a los 6 ng/ml a los 2-3 dias
postestro. Por su parte las concentracio-
nes sanguineas de estradiol estuvieron
por debajo de los niveles detectables
para el RIA utilizado salvo en dos
animales -una oveja de cada grupo- que
presentaron una respuesta inadecuada al
tratamiento superovulatorio. En uno de
estos animales se observé un marcado
incremento de los estrégenos asociado
con una respuesta superovulatoria de 2
cuerpos lateos y 21 foliculos
anovulatorios. El otro animal con

niveles de estrogenos detectables du-

rante el periodo de estudio correspondi6
a la oveja que tuvo comportamiento
estral incompleto y prolongado (més de
72 hs) y que, a la laparotomia present6
un cuerpo liteo y un gran foliculo
anovulatorio de 14 mm de diametro.

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran,
en primer lugar, que es posible inducir
superovulacién  durante el anestro
estacional de la oveja Corriedale
mediante tratamiento con progestagenos
y eCG. Esto confirma los resultados de
experiencias realizadas anteriormente
en otros paises (15, 20).

El tiempo de aparicién del celo fue
similar entre ambos grupos, observan-
dose diferencias en el numero de
animales que lo manifestaron. EIl
intervalo desde el retiro de los pesarios
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Figura 1. Niveles séricos de progesterona (P4)
en: a) una oveja luego del tratamiento
superovulatorio con progestigeno i/vag du-
rante 13 dias + 1200 Ul de eCG 48 hs antes del
retiro de la esponja (dia 0), con respuesta
ovdrica de 2 cuerpos liteos y 3 foliculos
anovulatorios > 6 mm; b) tratamiento igual a
a) mds administracion de 2.5 ml de suero anti-
eCG 12 hs luego del retiro de las esponjas, con
respuesta ovdrica de 4 cuerpos liteos y 1
foliculo anovulatorio (barra = estro).
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eCG fue similar a la obtenida durante la
estacion reproductiva. Sin embargo, la
tasa ovulatoria es menor que la obtenida
en tratamientos realizados durante este
periodo (10-12 cuerpos liteos/oveja).
Esta diferencia es debida a la mayor
incidencia de foliculos anovulatorios
presentes en los tratamientos realizados
en primavera (22).

El suero anti-eCG bloque6 el
desarrollo folicular secundario provo-
cado por la eCG circulante. En las
ovejas del grupo S la utilizacién del
suero logré controlar el efecto
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sobrestimulador de la eCG, disminuyen-
do el numero de foliculos anovulatorios.
Similares resultados fueron obtenidos
en experimentos realizados en ovejas
durante la estacion reproductiva (5) y en
vacas (1).

Si bien el menor nimero de cuerpos
luteos observados en los animales
tratados con suero anti-eCG respecto a
los tratados solo con eCG no alcanzé
significacion estadistica, dicha tenden-
cia puede ser atribuida a lo temprano del
momento elegido para la administracion
del suero. La administracion del suero
en la proximidad de la ovulacién
pareceria mas apropiada para evitar un
efecto deletéreo sobre las Gltimas etapas
del proceso ovulatorio.

Una alternativa practica consiste en
inyectar el suero alrededor del momento
de la ovulacion. Este podria presumirse
en funcién del comienzo del celo. En
tratamientos realizados durante el otofio
en nuestro laboratorio, el suero fue
administrado a las 12 hs de iniciado este,
obteniéndose la misma tasa ovulatoria
que cuando se utiliza eCG sola (21). En
ovejas Milchschaf, cuyo celo es mas
prolongado que en las Corriedale (43 hs
vs 22.5 hs respectivamente) nosotros
observamos que la administracion del
suero a las 24 hs de comenzado este,
arroj6 resultados superiores a los
obtenidos cuando se lo administré a las
12 hs (9.2 vs 3.5 cuerpos liteos
respectivamente; datos no publicados).
Recientes trabajos en vacas confirman
los mejores resultados con este método

(10).

En resumen, el presente trabajo: 1)
confirma que la técnica de
superovulacién empleada puede ser
utilizada exitosamente durante el anestro
estacional de la ovejay 2) muestra que el
uso del suero anti-eCG adecuando el
momento de administracién tal como
fue sugerido anteriormente, puede ser
un tratamiento efectivo para mejorar la
respuesta superovulatoria, evitandose el
sobrestimulo folicular secundario pro-
vocado por la eCG.
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