Obtencion y valoracién del
suero anti-PMSG

RESUMEN

Un suero antiPMSG fue obtenido inmunizando
una oveja ovariectomizada con tres dosis mensuales
de 5000 U.L de PMSG diluidas enadyuvante completo
deFreund. Elmismo fue valoradomediante bioensayo
en ratones y ratas, evaludndose el bloqueo del efecto
ovariotréfico de la PMSG. La concentracion de
anticuerpos especificos obtenida permiti6 bloquear la
accién de la PMSG incluso a la menor dosis utilizada
(11 de suero por cada U.L de PMSG).
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SUMMARY

A PMSG antiserum was produced in an
ovariectomized eweby giving three monthly injections
of 5000 1.U. of PMSG in complete Freund’s adjuvant. It
was tested by biossay in mice and rats, evaluating the
blockade capacity against PMSG ovariotrophic effect.
Theantiserumblockades completely theeffect of PMSG,
being effective the lowest doses used (1 1 of antiserum
by each LU. of PMSG}.
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suero anti-PMSG

INTRODUCCION

La PMSG (Pregnant Mare
Serum Gonadotrophin) es
utilizada frecuentemente para
inducir superovulacién en los
rumiantes, pero presenta como
inconveniente unalto porcentaje
de desarrollo folicular sin
ovulacién, 1o que disminuye la
calidad de los embriones

_ obtenidos (7,10). Esto ha sido

atribuido a la larga vida media

de la PMSG en sangre (5-7 dias)

(1,12) 1o que provoca que luego
de la multiovulacién perma-
nezca una alta concentraciénde

antiserum

hormonaestimulandoel ovario.
Estedesarrollo folicular diferido
genera altos niveles circulantes
de estrogenos (1, 4).

La administracién de anti-
cuer-poscontralaPMSGhasido
postulada como técnica de
bloqueo del sobreestimulo,
aumentando asf la calidad de
los embriones obtenidos (3).

Sueros policlonales han sido
producidos en laboratorios de
investigacién inmunizando di-
ferentes especies animales:
bovino (10), conejo (2), cabra (9),
pavo (6), etc. Otros sueros
monoclonalesestandisponibles

comercialmente desde hace
algunos afios.

El objetivo del presente
trabajohasidoproducirunsuero
anti-PMSG ovino y valorar su
capacidad neutralizante me-
diante el bloqueo de la accidn
ovariotréficaenroedores (5,11).

MATERIALES Y METODOS

Produccién del Antisuero

El antisuero fue producido
en una borrega de 23 kg,

previamente ovariectomizada.
Se le administré6 una dosis
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Comunicacion corta

mensual intradérmica de 5000
UL de PMSG (Folligon-Intervet)
contenida en 5 mi de adyuvante
completo de Freund durante un
periodo de tres meses (2, 6, 10).
Cada dosis fue inyectada en
multiples puntos de la region
dorsal. Ocho dias antes de cada
sangrado recibié un recuerdo
de 5000 U.L porviaintravenosa.
La sangre se obtuvo por
venopuncién yugular y luego
de permitir la retraccién del
codguloa temperatura ambiente
(20° C) fue centrifugada y
conservada a -20°C.

Bioensayo en ratonas

Para cuantficar la actividad
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neutralizante del suero puro se
realizé unbioensayoenratonas,
de acuerdo a la técnica degcrita
por Jabbour y Evans (4). Se
utilizaron 52 ratones hembras
de 42-44 dias y 21.7 + 0.1 gr
(media + E.S.) de peso, que
fueron separados en 13 grupos
iguales y mantenidos eniguales
condiciones de luz (10L: 14D) y

temperatura (18-22%), con libre -

acceso a agua y comida. La
PMSG y el suero anti-PMSG
fueron diluidos en solucién
salina para obtener diferentes
concentraciones. Durante la
tarde del dia 0 recibieron una
inyeccién subcutdneade 1,204
Ul de PMSG, y 5 minutos
después se les administraron 0,

La pequgﬁa dosis
e _
grandes resultados

®
Fnslamlsnl

ANTIHELMINTICO INYECTABLE
FOSFATO DE LEVAMISOL AL 223%

4,20 01001 de suero anti PMSG,
ambas diluidas en 0,2 ml. El
grupo control recibié 2
inyecciones de(0.2mlde solucién
salina. A las 48 hs. se repiti6 el
tratamiento y a las 72 hs. los
animales fueron pesados y
sacrificados por decapitacién,
disecandose sus ovarios con
precisién. Se registré el peso
himedo de ambos ovarios para
cada animal.

Bioensayo en ratas.

A partir de la aproximacién
realizada en ratonas se realizé
una valoracién mds precisa con
ratas. Se utilizaron 34 ratas
Wistar de alrededor de 30 dias
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que ‘no - presentaran apertura
vaginal (preptiberes). Los
animales fueron separados en 4
gruposy mantenidos eniguales
.condiciones de luz (14L: 10D) y
temperatura (18-22%), con libre
acceso a agua y comida. A los
animales del grupo PMSG (n=8)
se les administraron 28 UL de
PMSG, alos delgrupo AS1 (n=8)
igual dosis de PMSG seguidade
281 de suero anti-PMSG, los del
grupo AS2 (n=8) recibieron la
misma dosis de PMSG seguida
de 561 de suero anti-PMSG. Los
animales del grupo Control
(n=10) recibieron dos in-
yecciones de solucién salina.
Todas las diluciones fueron
llevadas a 1 ml y administradas
por via subcutdnea. A las 24, 48
y 72 hs se observé la presencia
de apertura vaginal. A las 72 hs
los animales fueron pesados y
sacrificados. Ambos ovarios
fueron disecados con precision,
registrindose el peso hlimedo
delos mismos paracadaanimal.

Los resultados fueron ana-
lizados estadisticamente por
andlisis de varianzade unaviao

test de chi cuadrado.

RESULTADOS

Como lo indica el Cuadro 1,
se observa un bloqueo de la
accién ovariotroficadelaPMSG
a partir de la menor relacion de
dosis utilizadas (11/1 U.L} en
ratonas.

Para el bioensayo enratas, el

Cuadro 1
Neutralizacién del efecto de la PMSG (28 U.L) sobre el peso
ovérico {(mg, media + e.s.) y sobre la induccién de apertura
vaginal con dos diferentes dosis (AS1= 281, AS2=56 1) de suero
anti-PMSG
Control PMSG AS1 AS2
a b a a
peso
ovérico 30213 1244 +162 308119 322x3.6
< d c c
apertura
vaginal 4/10 8/8 3/8 3/8

Nota: a vs b p<0.01; ¢ vs d p<0.05

bloqueo del efecto de la PMSG
sobre el peso ovarico fue total
para la menor dosis utilizada,
que fue de 11de suero por U.L
de PMSG< 0.01). La frecuencia
de animales que presentaron
apertura vaginal a las 72 hs fue
significativamente mayor en

los animales tratados con

PMSG con respecto al control.
Ese efecto fuebloqueadoenlos
dos grupos tratados con suero
anti-PMSG (ver Cuadro 1).

DISCUSION

Los resultados indican que
el método de inmunizacién
utilizado resulté adecuado, ya
que existié produccion de
anticuerpos especificos contra
la PMSG.

La administracién de suero
anti-PMSG bloqued completa-
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mente la accién ovariotréficade
la PMSG, observiandose dicho
efectoinclusoaladosis masbaja
utilizada en el bioensayo de
ratas, 1 1 de suero anti-PMSG
por U.I de PMSG. Se concluye
que el suero producido tiene un
buen poder neutralizante, ya
que a la menor dosis utilizada
produjo un bloqueo total del
efecto de la PMSG. Esta
capacidad es similar a la
obtenida por Bindon (2), y algo
mayor que las minimas dosis
efectivas obtenidas por Dhondt
et al. {6) y por Saumande y
Chupin (10).

Actualmente sellevanacabo
diversos protocolos de super-
ovulacién en ovinos y bovinos
con el fin de testar a nivel de
campolaeficaciadelaaplicacién
del suero como técnica de
control del sobreestimulo foli-
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cular inducido por la PMSG.
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