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DESCRIPCION
FSH recombinante bovina en dosis Unica posterior a la sincronizacion folicular
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de un analogo de FSH recombinante bovino (rFSH) o una composicién que
comprende un analogo de rFSH recombinante bovino para aumentar el rendimiento reproductivo en un bovino,
donde dicho analogo de rFSH bovino recombinante comprende una secuencia de aminoacido especifica y dicho
analogo de rFSH se administra a dicho bovino después de la sincronizacion del foliculo, en una sola administracion
a una dosis de 50 ug.

Antecedentes de la invencion

La capacidad de aumentar el rendimiento reproductivo en mamiferos no humanos como ganado, caballos u otros
ungulados puede tener un beneficio significativo para los propietarios. Esto se puede lograr aumentando la fertilidad
y/o la fecundidad en tales mamiferos no humanos. A dia de hoy se han propuesto varios métodos o protocolos para
aumentar el rendimiento reproductivo, basados en el uso de estradiol y otras hormonas como la GnRH (hormona
liberadora de gonadotropina), LH (hormona luteinizante), FSH (hormona estimulante del foliculo) o progestagenos
(como la progesterona) para imitar niveles naturales o cercanos a los naturales de hormonas que se producen en la
especie objetivo. Algunos de estos protocolos incluyen una etapa para sincronizar la ovulaciéon en las mujeres para
facilitar la estimulacion, el crecimiento y la ovulacion de los foliculos de forma sincronizada, lo que permite la
inseminacion artificial en un momento dado evitando la necesidad de la deteccion del estro. Estos llamados
protocolos de sincronizacion se utilizan ampliamente en rebafios comerciales de lacteos y carne de res en todo el
mundo.

Uno de los tratamientos mas comunes utilizados para sincronizar la apariciéon de ondas foliculares implica el uso de
diferentes tipos de estrégenos. Sin embargo, esta hormona esteroidea no puede usarse en muchas partes del
mundo y se han desarrollado métodos alternativos para controlar las fases folicular y lutea, con el objetivo, por
ejemplo, de mejorar el proceso de superovulaciéon en vacas donantes de embriones en paises donde el estradiol no
esta disponible. Un enfoque que parece ser una opcién prometedora es iniciar tratamientos con FSH en el momento
de la aparicién de una nueva onda folicular, después de una ovulacién inducida por GnRH. Ademas, debido a que la
vida media de los productos de la FSH disponibles actualmente es generalmente corta (aproximadamente 6 h), los
protocolos superovulatorios implican tratamientos con FSH dos veces al dia durante 4 a 5 dias, lo que tarda bastante
tiempo, es estresante y estd sujeto a errores. Ademas, estos protocolos frecuentes implicados en las
superovulaciones desarrolladas actualmente hacen que sea casi imposible aplicarlos, por ejemplo, en ganado
vacuno criado en pasturas. Por lo tanto, el enfoque superovulatorio estandar se basa en inyecciones multiples de
FSH en el momento de la aparicion de la onda folicular, que normalmente aparece entre los 8 y 12 dias después del
estro natural. Este método se conoce como "a base de estro" y, aunque es eficiente en términos de produccion de
embriones, esta condicionado por la etapa del ciclo del estro y requiere la deteccion del estro. Estudios posteriores
han encontrado que las tasas de fertilizacion son significativamente mas bajas en los programas "basados en estro"
en comparacién con los protocolos de sincronizacién modernos que permiten un intervalo mas ideal desde la
inseminacion hasta la ovulacion.

Se han realizado estudios para determinar si el alargamiento del protocolo de estimulacién de FSH puede aumentar
la respuesta ovulatoria. Los autores parecen concluir que extender el periodo de inyeccion de FSH de 4 dias
consecutivos a 7 dias consecutivos podria sostener el crecimiento del foliculo y provocar que mas foliculos
adquieran la capacidad de ovular. Se estan realizando mas estudios para confirmar esta hipétesis en diferentes
razas de ganado.

En otro protocolo publicado, las vacas fueron tratadas con FSH durante 3 dias en lugar de 4, y las Ultimas 2
inyecciones, en el dia 4, fueron reemplazadas por 2 inyecciones de eCG (gonadotropina corionica equina) (Barros et
al., 2008). Este tratamiento parecié aumentar el nimero de embriones, aunque el tiempo de tratamiento aun fue
largo. Ademas, eCG es una molécula bastante larga y se ha descrito que induce la formacion de anticuerpos cuando
se usa repetidamente, lo que quizas limite un uso amplio/frecuente de este tipo de protocolos.

Con el fin de reducir el nimero de inyecciones de FSH, se ha desarrollado un protocolo alternativo en el que la FSH
esta incorporada en un polimero de liberacion lenta (hialuronano). Usando esta formulacion de liberacion lenta, se
realizé una inyeccion Unica después de los programas de superovulaciéon "a base de estro". Sin embargo, los
autores concluyeron que el hialuronano era demasiado viscoso o que la inyeccién intramuscular Unica daba como
resultado una respuesta superovulatoria mas baja (Bo et al., 2010).

El documento EP2134165 propone un método alternativo para aumentar la reproduccién utilizando una FSH de
cadena uUnica en la que ambas subunidades estan unidas covalentemente por un conector peptidico, que se
administra en una dosis Unica de 7 a 13 dias después del estro. Segun este método, los animales se preparan para
la inyeccion de FSH identificando la fecha de estro de referencia (o celo) (dia del ultimo celo) y luego la FSH se
administra en una sola inyeccion entre los dias 7 a 8 del ciclo del animal. Los resultados parecen satisfactorios, pero
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se requiere observacion y monitoreo individual de los animales para determinar el régimen de tratamiento mas
efectivo.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a un uso de un analogo de FSH recombinante bovino (rFSH) o una composicion
que comprende un analogo de rFSH recombinante bovino para aumentar el rendimiento reproductivo en un bovino,
en el que dicho analogo de rFSH recombinante bovino comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 3 y dicho analogo de rFSH se administra a dicho bovino después de la sincronizacion del foliculo, en
una sola administracion a una dosis de 50 ug.

Las realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes 2-12.

La memoria descriptiva también describe métodos mejores para aumentar la reproduccion, especialmente la
fertilidad y la fecundidad, en bovinos.

Un objeto de la invencién se refiere al uso de un analogo recombinante de rFSH, tal como se define en el presente
documento, o de una composicion que comprende dicho analogo de rFSH, para aumentar el rendimiento
reproductivo en bovinos que han sido sometidos previamente a un protocolo de sincronizacion folicular y/o
tratamiento, en el que dicho analogo de rFSH se administra en una sola administracién a una dosis de 50 ug.

Otro objeto de la invencién se basa en el uso de un analogo de rFSH tal como se define en el presente documento
(o una composicion que comprende dicho analogo de rFSH) para aumentar el rendimiento reproductivo en uno o
varios bovinos, en el que dicho analogo de rFSH se administra a cada uno de dichos bovinos después de la
sincronizacion del foliculo, en una sola administracion a una dosis de 50 pg.

Este uso es particularmente ventajoso para mejorar el rendimiento de los protocolos o procedimientos de fertilizacion
in vitro (FIV).

A este respecto, la memoria descriptiva describe un método de fecundacion in vitro (FIV) que comprende una etapa
de obtencién de ovocitos de un donante bovino y una etapa de fertilizacion in vitro de dichos ovocitos, en el que el
donante bovino es tratado mediante una Unica administracion de un analogo de rFSH, tal como se define en el
presente documento, a una dosis de 50 ug, para aumentar la produccion de ovocitos y en el que la administracién se
realiza después de la sincronizacion del foliculo del donante bovino.

La memoria descriptiva también describe un método para mejorar la calidad y la cantidad de cuerpos luteos en un
bovino, que comprende administrar a dicho bovino un analogo de rFSH, tal como se define en el presente
documento, en el que dicho analogo de rFSH se administra a dicho bovino en una Unica administracién a una dosis
de 50 ug, después de la sincronizacion del foliculo del bovino.

En una realizacién particular, la invencion se refiere al uso como se definié anteriormente, que comprende:

(a) proporcionar un bovino, o un grupo de bovinos, que haya sido tratado para sincronizar los foliculos; o tratar a un
bovino, o un grupo de bovinos, para sincronizar el foliculo;

(b) administrar a dicho bovino o grupo de bovinos una dosis Unica de dicho analogo de rFSH a una dosis de 50 g,
preferiblemente por inyeccion, mas preferiblemente por inyeccion intramuscular; y

(c) opcionalmente inseminar al bovino o grupo de bovinos, preferiblemente por inseminacion artificial, o recoger los
ovocitos del bovino o del grupo de bovinos, preferiblemente cerca del momento de la ovulacién y, mas
preferiblemente, de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la etapa de administracion (b).

Este uso evita la necesidad de detectar o monitorear el estro y es mas eficaz, especialmente para grupos de
bovinos.

En otra realizacion particular, la invencioén se refiere al uso que comprende:
(a) tratar a un bovino o a un grupo de bovinos para sincronizar los foliculos;

(b) administrar a dicho bovino o grupo de bovinos una dosis Unica de dicho analogo de rFSH a una dosis de 50 g,
preferiblemente por inyeccion, mas preferiblemente por inyeccion intramuscular;

(c) recuperar los ovocitos del bovino, preferentemente por aspiracion folicular;
(d) opcionalmente, fertilizar in vitro los ovocitos recuperados; e

(e) implantar opcionalmente los ovocitos fertilizados en un bovino receptor, preferiblemente en un bovino receptor
previamente tratado mediante la administracion de una dosis Unica de dicho analogo de rFSH a una dosis de 50 pg.
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El analogo de rFSH para su uso en la presente invencion es una rFSH de una sola cadena. El analogo de rFSH se
utiliza preferentemente en forma esencialmente pura, opcionalmente en asociacién con uno o varios excipientes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables. La rFSH comprende una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO: 3.

El uso de la invencion permite aumentar la fertilidad y/o fecundidad y, especialmente, la superovulacion, la tasa de
ovulacion, la produccion de ovocitos o la calidad y cantidad de cuerpos Iuteos (CL) en bovinos.

Leyenda de las figuras
Figura 1: Protocolo utilizado para aumentar el rendimiento reproductivo con un analogo de rFSH.

Figura 2: Secuencia de nucledtidos y aminoacidos de un analogo de rFSH bovino para usar en la invencion que
comprende SEQ ID NO: 3. La secuencia del enlazador CTP que une las subunidades beta y alfa esta subrayada.
Los nucledtidos subrayados y en negrita codifican el péptido sefal.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente memoria descriptiva proporciona métodos para aumentar el rendimiento reproductivo en bovinos, y
preferiblemente en ganado. En particular, se usa la FSH de cadena Unica recombinante utilizada en la presente
invencion para estimular la fertilidad y/o la fecundidad en hembras bovinas, como se ilustra mediante una
superovulacion, un aumento de la produccion de embriones y/o un aumento de la prefiez. La FSH de cadena unica
recombinante como se usa en la invencion también es efectiva para estimular el crecimiento y la maduracion de los
foliculos, lo que da como resultado una recuperacion mejorada de ovocitos, superovulacion y tasa de ovulacion, y
una calidad y cantidad mejoradas de los cuerpos luteos (CL).

La FSH de cadena unica recombinante, tal como se usa en la invencion, se puede usar en protocolos y/o
tratamientos de inseminacion, incluso para el trasplante de embriones y la fertilizacion in vitro de bovinos.

Definiciones

Dentro del contexto de la presente invencion, la expresién "aumentar el rendimiento reproductivo" o "rendimiento
reproductivo aumentado” se refiere al aumento de la probabilidad de que un bovino, o una pluralidad de bovinos, sea
fértil y fecundo. El aumento del rendimiento reproductivo incluye la estimulacion del crecimiento y/o maduracion de
los foliculos, o una mejora en la calidad y cantidad de cuerpos luteos. El mayor rendimiento reproductivo también
incluye una mayor probabilidad de que un bovino, o una pluralidad de bovinos, que han sido inseminados, queden
prefiados, tengan una descendencia viva o desarrollen embriones viables.

El aumento del rendimiento reproductivo también incluye aumentar el nimero de embriones viables que un bovino, o
una pluralidad de bovinos producen en el Utero y/o in vitro. El aumento del rendimiento reproductivo incluye el
aumento de la fertilidad, la fecundidad, la superovulacién, la tasa de ovocitos, la tasa de ovulacion, la produccion de
embriones y/o prefieces. Un aumento se considera preferiblemente en aproximadamente al menos 1% en
comparacion con los bovinos no tratados, mas preferiblemente en al menos 2%, 3%, 4%, 5%, 10% o mas.

El término "fertilidad" o "fértil" se refiere, dentro del contexto de esta invencion, a la capacidad de producir ovocitos
fertilizables.

El término "fecundo" o "fecundidad" se refiere, dentro del contexto de esta invencién, a la capacidad de completar
una prefez.

El término "superovulaciéon" se refiere, dentro del contexto de esta invencién, a un aumento en el nimero de foliculos
ovulados y/o en la creacion de 6vulos fértiles.

El término "prefiada" se refiere a un bovino o a un grupo de bovinos, algunos de los cuales estan actualmente
prefiadas o han sido inseminadas y pueden estar prefiadas.

Como se usa en el presente documento, el término "estro" se refiere al periodo durante el cual un bovino es mas
probable que quede prefiada. El estro puede detectarse o controlarse mediante la aparicién de una demostracion de
comportamiento de que un bovino esta en celo, incluida la demostracién del celo.

La "inseminacién" se refiere a la introduccion de semen mediante cualquier método conocido en la técnica, que
incluye, entre otros, la inseminacion natural y artificial (1A) y la fertilizacion in vitro (FIV).

A un "grupo" de bovinos se denomina cualquier grupo de al menos 2 bovinos, como un rebafio o una manada.

El término "administracion” se refiere a todas las vias de administracion, tales como oral, enteral, mucosa, parenteral
y percutanea. Preferiblemente, la ruta de administracion es una inyeccion.
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La expresion "sincronizacion folicular" se refiere, dentro del contexto de esta invencién, a la sincronizaciéon de la
aparicion de ondas foliculares.

Analogo de FSH recombinante

La hormona estimulante del foliculo pertenece a la clase de hormonas que proporciona fertilidad. FSH se compone
de dos cadenas (o subunidades), denominadas alfa y beta. En condiciones fisiolégicas, ambas subunidades estan
unidas por interaccion no covalente. Se han descrito secuencias de nucleétidos y aminoacidos de FSH de distintas
especies y estan disponibles en bases de datos publicas como la FSH bovina (Kim, KE et al., 1988, "nucleotide
sequence of the bovine gene for follicle-stimulating hormone beta-subunit”, DNA 1988, 7 (4): 227-233) o FSH
humana : nimero de banco de genes : CAA43996.1.

La presente invencion utiliza un analogo de FSH. El término "analogo" designa, en general, a un compuesto que
imita el efecto fisioldgico de un compuesto natural. Un analogo es estructuralmente similar al compuesto natural y
puede presentar diferencias estructurales como resultado, por ejemplo, de métodos de produccién o porque las
diferencias confieren una actividad beneficiosa al analogo.

En analogo de FSH de la invenciéon es una FSH que tiene subunidades alfa y beta unidas covalentemente. Tal
analogo de FSH también puede denominarse FSH de "cadena sencilla".

La invencién usa una FSH recombinante en la que la subunidad alfa esta unida covalentemente a la subunidad beta
mediante un conector peptidico. La invencion muestra que tales analogos recombinantes de cadena simple de FSH
proporcionan propiedades mejoradas para aumentar el rendimiento reproductivo en bovinos. El analogo de FSH
bovino recombinante usado en la presente invencién comprende la secuencia de aminoacidos que se proporciona
en la figura 2: SEQ ID NO: 3. El ADNc corresponde a la SEQ ID NO: 4. La primera parte (aminoacidos 1-129)
corresponde a la secuencia de la subunidad beta de FSH bovina (SEQ ID NO: 2), la parte central (aminoacidos 130-
157) corresponde al conector del péptido carboxilo terminal, y la tercera parte (aminoacidos 158-253) corresponde a
la secuencia de la subunidad alfa de FSH bovina (SEQ ID NO: 1, véase también el documento EP2134165).

Una realizacion de la invencién usa una FSH bovina recombinante de cadena sencilla que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

El analogo de FSH bovino, tal como se describié anteriormente, comprende un FSH recombinante en el que los
dominios alfa y beta derivan de FSH bovino y estan unidos por un conector peptidico.

La proteina es preferiblemente esencialmente pura, es decir, tiene un nivel de pureza de al menos 95%, mas
preferiblemente al menos 97, 98 0 99%.

En una realizacién preferida, la FSH, tal como se usa en la invencién, se administra en una composiciéon que
comprende una formulacion farmacéutica adecuada. La formulacion farmacéutica puede comprender uno o varios
excipientes o vehiculos.

En una realizacion preferida, la FSH bovina recombinante de cadena sencilla, tal como se usa en la invencion, tiene
una actividad superior a 10.000 Ul/mg, mas preferiblemente superior a 13.000 Ul/mg, tal como aproximadamente
16.000 Ul/mg. Segun el factor de conversién publicado por el comité de practica de ASRM (Fertility and Sterility, vol.
90, supl. 3, noviembre de 2008, Sociedad Americana de Medicina Reproductiva), 10.000 Ul de FSH bovina
corresponden a 600 pg.

Tratamiento

Como se indic6é anteriormente, la invencion se refiere a un uso de un analogo de FSH recombinante como se
describe anteriormente para aumentar el rendimiento reproductivo en bovinos. La invencién puede usarse en
programas de inseminacion, particularmente en inseminacion artificial en bovinos, por ejemplo, para mejorar la tasa
de ovulacion y/o la superovulacién y/o la calidad y cantidad de cuerpos luteos en los bovinos tratados, asi como en
programas de fertilizaciéon in vitro, por ejemplo, para mejorar la recuperacion de ovocitos a partir de bovinos
donantes y/o la tasa de prefiez en bovinos receptores.

Mas particularmente, un objeto de la invencion se refiere a un uso de un analogo de FSH recombinante como se
define anteriormente para aumentar el rendimiento reproductivo en bovinos, en el que dicha FSH recombinante se
administra a dichos bovinos después de la sincronizacién del foliculo en una Unica administraciéon a una dosis de 50

Hg.
En una realizacion preferida, el uso comprende:

(a) tratar a un bovino o a un grupo de bovinos para sincronizar los foliculos, o proporcionar un bovino o un grupo de
bovinos que ha sido tratado para sincronizar los foliculos;

(b) administrar al bovino o a los bovinos tratados 50 ug de dicho analogo de FSH recombinante en una sola dosis; y
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(c) opcionalmente, inseminar al bovino o a los bovinos y/o recoger los ovocitos preferiblemente cerca del momento
de la ovulacion, mas preferiblemente de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la etapa
de administracion (b).

En una primera etapa de tratamiento, se sincroniza la aparicion de una nueva onda folicular. La invencién muestra
que, en combinacion con una FSH recombinante de la invencion, dicho tratamiento permite una mejor produccion de
embriones, incluso a dosis mas bajas de hormona y con menos inyecciones.

El crecimiento folicular no es continuo en bovinos, sino que aparece en ondas (de 2 a 4 ondas por ciclo). Cada onda
comienza aproximadamente cuando el foliculo dominante en la onda anterior consigue un tamafio maximo,
momento en el cual numerosos foliculos pequefios comienzan un periodo de rapido crecimiento. A partir de este
grupo de foliculos, se permite que uno de los foliculos crezca a un tamafio mucho mayor que los demas. Este
foliculo grande se llama foliculo dominante, porque tiene la capacidad de regular y restringir el crecimiento de los
foliculos mas pequefios, llamados foliculos subordinados. Unos dias después de alcanzar el tamafio maximo, el
foliculo dominante comienza a retroceder y morir. A medida que el foliculo dominante degenera, se reduce su
capacidad de restringir los otros foliculos; por lo tanto, se inicia una nueva onda folicular. Una consecuencia de este
proceso dinamico es que existen foliculos de todos los tamarios, incluido al menos un foliculo grande, cada dia del
ciclo estral.

La sincronizacion de ondas foliculares brinda la oportunidad de tratar a todos los bovinos en un periodo de tiempo
limitado y, por lo tanto, capturar los beneficios econdmicos de la inseminacion. Tras la sincronizacion del ciclo estral,
un alto porcentaje de hembras tratadas muestra un estro y una ovulacion fértiles, muy sincronizadas.

La sincronizacion de los protocolos de ovulacion o IA temporizada se refiere a métodos y/o protocolos que estimulan
artificialmente el crecimiento del foliculo y la ovulaciéon programada, de modo que la ovulacion se inicia en un
momento predeterminado sin necesidad de controlar el comportamiento del estro. Una revision de los métodos y
protocolos comunes aplicados en bovinos se describe en Bo et al. en la 282 reunién anual de AETE, Saint Malo,
Francia, del 7 al 8 de septiembre de 2012 (Avances recientes en el control del desarrollo folicular y protocolos de
superovulacion en bovinos).

Una nueva apariciéon de ondas foliculares se puede realizar mediante tratamiento hormonal o fisico. El tratamiento
hormonal comprende la administracion de hormonas adecuadas como prostaglandina(s), progestageno(s) o GnRH.
El tratamiento fisico incluye la ablacion folicular.

En una realizacion preferida, la sincronizacion folicular se obtiene por tratamiento hormonal del bovino o los bovinos,
preferiblemente con progestagenos, combinaciones de progestageno-prostaglandina, prostaglandinas solas,
combinaciones de progestageno-estrogeno y combinaciones de gonadotropina-prostaglandina con o sin
progestagenos.

En una realizacion preferida, la sincronizacion folicular se obtiene mediante uno de los siguientes tratamientos:
- PGF2alfa o sus analogos;

- GnRH + PGF2alfa; o

- Progestageno (como progesterona...), opcionalmente en combinacién con estrégeno, PGF2alfa o GnRH.

Dosificaciones y/o protocolos especificos se describen en la técnica; tales como Thatcher et al., 2001 (Asociacion
Americana de Veterinarios de Bovinos (AABP), Vancouver, 95-105); Diskin ef al., 2001 (publicacion ocasional n.° 26,
pag. 175, Sociedad Britanica de Ciencias Animales); y Pursley et al., 1995 (Theriogenology, 44, pag. 915). Ademas,
los progestagenos pueden administrarse utilizando dispositivos especificos como implantes (por ejemplo, PRID, de
Ceva Santé Animale).

En otra realizacion, la sincronizacion folicular se obtiene por ablacion folicular. La ablacién de los foliculos designa la
eliminacién, separacion o destruccion de al menos un foliculo. La ablacion folicular se refiere a métodos fisicos de
ablacion folicular, como la cauterizacién o aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido en etapas
aleatorias del ciclo estral (Bergfelt, 1997). La ablacion puede dirigirse a todos los foliculos o solo a uno o dos
foliculos mas grandes (Baracaldo et al., 2000), para garantizar que al menos se suprima el foliculo dominante.

En una realizacioén preferida, la invencién se refiere a un uso que comprende:

(a) tratar a un bovino o a un grupo de bovinos con un progestageno, una combinacién de progestageno-
prostaglandina, una prostaglandina, una combinacién de progestageno-estrégeno o una combinacion de
gonadotropina-prostaglandina con o sin progestagenos para sincronizar los foliculos, o proporcionar un bovino o un
grupo de bovinos que ha sido tratado con un progestageno, una combinacion de progestageno-prostaglandina, una
prostaglandina, una combinacion de progestageno-estrogeno, o una combinacién de gonadotropina-prostaglandina
con o sin progestagenos para sincronizar los foliculos;

(b) administrar a los bovinos tratados con 50 ug de dicho analogo de FSH recombinante en una sola dosis; y

6
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(c) opcionalmente, inseminar a un bovino tratado de (b) y/o recoger ovocitos de un bovino tratado de (b),
preferiblemente cerca del momento de la ovulacién, mas preferiblemente de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente
de 4 a 6 dias después de la etapa de administracion (b).

En la etapa (b), el analogo de FSH recombinante puede administrarse usando cualquier medio o técnica conocida
per se en la técnica, incluyendo, sin limitacion, la administracion sistémica, tal como intramuscular, intravenosa,
subcutanea, etc. La ruta de administracion preferida es la inyeccion intramuscular.

Los resultados presentados en la seccién experimental muestran que, en bovinos sincronizados, una administracion
Unica de este tipo provoca la produccion de embriones fértiles y aumenta sustancialmente la actividad reproductora.

En una realizacion preferida, el uso comprende ademas una etapa (c) de inseminar dicho ungulado, preferiblemente
cerca del momento de la ovulaciéon, mas preferiblemente de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias
después de la administracion del analogo de rFSH.

Opcionalmente, se administran otras hormonas, como la hormona luteinizante, la gonadotropina coriénica y la
prostaglandina, asi como la rFSH. En una realizacién, la prostaglandina se administra al bovino ademas de la
administracion del analogo de rFSH. La prostaglandina se administra opcionalmente como una dosis Unica,
tipicamente por inyeccion, o como dosis multiples administradas con varias horas de diferencia. En una realizacion,
se administra una primera dosis de prostaglandina al bovino después de la administracién del analogo de rFSH
seguido de una segunda dosis de prostaglandina que se administra al bovino aproximadamente entre 6 horas y 1
dia después de la primera dosis de prostaglandina.

El uso segun una realizacién particular comprende ademas inseminar a dicho bovino cerca del momento de la
ovulacion, y preferiblemente de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la administracion
de rFSH.

El uso segun una realizacién particular comprende ademas recoger ovocitos de dicho bovino, preferiblemente cerca
del momento de la ovulacion y, mas preferiblemente, de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias
después de la administracion del analogo de rFSH.

Alternativamente, el uso de la invencion comprende una etapa (c) de recuperacion o recogida de ovocitos de un
bovino tratado de (b), preferiblemente cerca del momento de la ovulacion y, mas preferiblemente, de 2 a 7 dias,
incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la administracion del analogo de rFSH. Los ovocitos pueden
recuperarse mediante técnicas conocidas per se en la técnica, tales como, sin limitacién, la aspiracion folicular. Los
ovocitos recogidos muestran caracteristicas mejoradas para la fecundidad. Los ovocitos recogidos pueden ser
fertilizados in vitro, y posteriormente transferidos a bovinos receptores.

La invencion se usa en cualquier bovino. Es particularmente adecuado para el tratamiento de ganado bovino y
lechero hembra, incluidas las novillas.

Otros aspectos y ventajas de la invencion se describiran en la siguiente seccidon experimental, que ilustra la
invencion reivindicada.

Ejemplos

Ejemplo 1: Efecto sobre el rendimiento de reproduccion de una administracion unica de un analogo de 50 ug de
rFSH en mamiferos no humanos sincronizados

Se trataron 14 novillas lecheras con una sola inyeccién intramuscular de analogo de rFSH bovino (50 pg/novilla). La
inyeccion se realizé 30 h (en una ventana de 24 a 48 h) después de la ablacion folicular. El analogo de rFSH bovino
usado es como se representa en la figura 2. El protocolo de tratamiento esta representado en la figura 1.

Todos los grupos recibieron dos inyecciones de prostaglandina PGF2a a los 2 dias y 3 dias después de la primera
inyeccion de FSH (FO0). La inyeccion de hCG (Gonadotropina Coridénica humana) se realizé a los 5 dias después de
FO y la Inseminacion Artificial (IA) se realizd 12 h y 24 h después del tratamiento con hCG. La recogida de embriones
por procedimiento no quirdrgico ocurrié 7 dias después de la IA.

Folltropin®-V (Bioniche Animal Health Product, Canada) se utilizé6 como tratamiento de referencia. Folltropin®-V es
un extracto de folitropina liofilizada purificada obtenida de las glandulas pituitarias porcinas. La Folltropin®-V (50 mg)
se administré por via intramuscular, dos veces al dia, en dosis decrecientes durante cuatro dias (la FSH acumulada
al final del tratamiento es de 400 mg/novilla). Se trataron 14 novillas lecheras con Folltropin®-V.

Se midieron diferentes parametros:
- Superovulacion: la superovulacion se considerd exitosa si > 2CL (cuerpos luteos) el dia del lavado;

- Tasa de ovulacion: basada en el grupo general LSM (medias de minimos cuadrados) de respuesta ovulatoria por
vaca; y
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- Calidad del embrién: basada en el grupo general LSM (medias de minimos cuadrados) del nimero de embriones
viables por vaca.

Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

rFSH/inyeccién unica 50 ug

Novillas inscritas (n) 14
Novillas superovuladas (n)* 13
Novillas superovuladas (%) 92,8
Tasa de ovulacién 81%
Numero promedio de CL 14,2

Numero de embriones viables (VE) | 7,9

VE frente a Folltropin®-V VE 134%

Los resultados muestran que el tratamiento de la invencidon puede inducir claramente una respuesta de
superovulacion en el ganado. A modo de comparacion, en las novillas tratadas con el protocolo de referencia (8
inyecciones de una FSH natural como Folltropin®-V, 400 mg), el tratamiento de la invencion (1 inyeccién Unica de un
analogo de rFSH, 50 pg) dio como resultado una mayor tasa de ovulacion (81% frente a 76%) y un mayor nimero de
embriones viables (7,9 frente a 5,9). Por consiguiente, incluso si una novilla no superovulaba con el tratamiento de la
invencion (mientras que todas lo hacian con el tratamiento de referencia), la calidad de los embriones parecia mejor
con la invencién. En consecuencia, la combinacién de un tratamiento de sincronizacion folicular con una inyeccion
del analogo de rFSH permite una produccion constante de embriones superovulados.

Ejemplo 2: Efecto sobre el rendimiento de reproduccion de una administracion unica de 100 ug del analogo de rFSH
en mamiferos no humanos sincronizados (no segun la invencion)

Se trataron 14 novillas lecheras con una Unica inyeccion intramuscular de analogo de rFSH bovino (100 ug/novilla).
La inyeccion se realizé 30 h (en una ventana de 24 a 48 h) después de la ablacion folicular. El analogo de rFSH
bovino usado es como se representa en la figura 2. El protocolo de tratamiento esta representado en la figura 1.

Todos los grupos recibieron dos inyecciones de prostaglandina PGF2a a los 2 dias y 3 dias después de la primera
inyeccion de FSH (FO0). La inyeccion de hCG (gonadotropina coridnica humana) se realiz6 a los 5 dias después de la
FO y la inseminacion artificial (IA) se realizd 12 h 'y 24 h después del tratamiento con hCG. La recogida de embriones
por procedimiento no quirdrgico ocurrié 7 dias después de la IA.

Se utilizé Folltropin®-V (Bioniche Animal Health Product, Canada) como tratamiento de referencia. La Folltropin®-V
es un extracto de folitropina liofilizada purificada obtenida de las glandulas pituitarias porcinas. La Folltropin®-V (50
mg) se administrdé por via intramuscular, dos veces al dia, en dosis decrecientes durante cuatro dias (la FSH
acumulada al final del tratamiento es de 400 mg/novilla). 14 novillas lecheras fueron tratadas con Folltropin®-V.

Se midieron diferentes parametros:
- Superovulacion: la superovulacion se considerd exitosa si > 2CL (cuerpos luteos) el dia del lavado;

- Tasa de ovulacion: basada en el grupo general LSM (medias de minimos cuadrados) de respuesta ovulatoria por
vaca; y

- Calidad del embrién: basado en el grupo general LSM (medias de minimos cuadrados) del nimero de embriones
viables por vaca.

Los resultados se presentan en la siguiente tabla.

rFSH/inyeccién unica 100 pg
Novillas inscritas (n) 14
Novillas superovuladas (n)* 12
Novillas superovuladas (%) 85,7
Tasa de ovulacién 88%
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Numero promedio de CL 14,7

Numero de embriones viables (VE) | 3,8

Los resultados muestran que el tratamiento de la invencidon puede inducir claramente una respuesta de
superovulacion en el ganado. Como comparacion, en las novillas tratadas con el protocolo de referencia (8
inyecciones de una FSH natural como Folltropin®-V, 400 mg), el tratamiento de la invencion (1 inyeccién Unica de un
analogo de rFSH, 100 pg) dio como resultado una mayor tasa de ovulacion (88% frente a 76%). En consecuencia,
incluso si dos novillas no superovulaban con el tratamiento de la invencién (mientras que todas lo hacian con el
tratamiento de referencia), la calidad de los embriones parecia equivalente entre los dos productos. El tratamiento
logré6 mas del 70% de la respuesta superovulatoria y también cumplié con los criterios en términos de calidad
embrionaria. En consecuencia, la combinacion de un tratamiento de sincronizacion folicular con una inyeccion Unica
del andlogo de rFSH permite una  produccién constante de embriones  superovulados.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> CEVA SANTE ANIMALE

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA AUMENTAR EL RENDIMIENTO DE REI?RODUCCION EN
MAMIFEROS NO HUMANOS UTILIZANDO UNA HORMONA ESTIMULANTE DEL FOLICULO RECOMBINANTE
BIOLOGICAMENTE ACTIVA (rFSH)
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<130> B1406PC

<160> 4

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211>109
<212> PRT
<213> subunidad alfa de FSH bovina
<400> 1
Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Thr Val Glu Lys Glu Glu Cys Gly
1 5 10 15
Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr
20 25 30
Arg Asp Leu Val Tyr Arg Asp Pro Ala Arg Pro Asn Ile Gln Lys Thr
35 40 45
Cys Thr Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Lys Val Pro Gly Cys
50 55 60
Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val Ala Thr Glu Cys
65 70 75 80
His Cys Ser Lys Cys Asp Ser Asp Ser Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly
85 90 95
Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Arg Glu Ile Lys Glu
100 105
<210> 2
<211>96
<212> PRT

<213> subunidad beta de FSH bovina

<400> 2

Phe Pro Asp Gly Glu

1

5

Lys Glu Asn Lys Tyr

20

Phe Thr Met Gln Gly Cys Pro Glu Cys Lys Leu

10

15

Phe Ser Lys Pro Asp Ala Pro Ile Tyr Gln Cys

25

10

30
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Met

Lys

Val

65

Glu

Gly

Thr

Ala

Asn

<210> 3

<211> 253

Cys

35

Met

Lys

His

<212> PRT
<213> Analogo de rFSH bovino

<400> 3

Met

1

Cys

Glu

Tyr

Ile

65

val

Ala

Thr

Glu

Arg
145

Lys

Cys

Glu

Cys

50

Gln

Pro

Thr

Val

Ser

130

Leu

Ser

Arg

Cys

35

Tyr

Lys

Gly

Glu

Arg

115

Ser

Pro

Cys

Leu

Ala

Thr

val

Ser

20

Gly

Thr

Thr

Cys

Cys

100

Gly

Ser

Gly

Phe

Val

Phe

Glu
85

Gln

Cys

Phe

Arg

Cys

Ala

85

His

Leu

Ser

Pro

Ser Arg

Pro

Thr

70

Cys

Phe

Glu

Cys

Asp

Thr

70

His

Cys

Gly

Lys

Ser
150

Lys
55

Lys

His

Cys

Leu

Ile

Leu

55

Phe

His

Ser

Pro

Ala

135

Asp

Ala

40

Asn

Ala

Cys

Phe

Thr

Ser

40

Val

Lys

Ala

Lys

Ser

120

Pro

Thr
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Tyr

Ile

Thr

Ser

Leu

Asn

25

Ile

Tyr

Glu

Asp

Cys

105

Tyr

Pro

Pro

Pro

Thr

Val

Thr
90

Phe

10

Ile

Asn

Arg

Leu

Ser

Asp

Cys

Pro

Ile

Thr

Ser

Met

75

Cys

Cys

Thr

Thr

Asp

Val

75

Leu

Ser

Ser

Ser

Leu
155

Pro

Glu

Gly

Tyr

Cys

Ile

Thr

Pro

60

Tyr

Tyr

Asp

Phe

Leu

140

Pro

11

Ala

45

Ala

Asn

Tyr

Trp

Thr

Trp

Ala

Glu

Thr

Ser

Arg

125

Pro

Gln

Arg

Thr

Val

His

Arg

Vval

30

Cys

Arg

Thr

Tyr

Thr

110

Glu

Ser

Phe

Ser

Cys

Arg

Lys
95

Ala

15

Glu

Ala

Pro

Val

Pro

95

Asp

Ile

Pro

Pro

Lys

Cys

val

80

Ser

Ile

Lys

Gly

Asn

Lys

80

Val

Cys

Lys

Ser

Asp
160
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Gly Glu

Lys

Tyr

Cys Phe

Phe

Phe

Ser

Thr Met

165

Ser
180

Lys

Arg Ala

195

Val
210

Leu

Ala
225

Phe

Thr Glu

<210> 4

<211> 762
<212> ADN

Pro

Thr

Cys

Lys Asn

Lys Ala

Gln

Pro

Tyr

Ile

Thr

Gly Cys

Ala

Asp

Thr
200

Pro

Thr
215

Ser

Val Met

230

His Cys

245

Ser

Thr Cys

<213> Analogo de rFSH bovino

<400> 4

atgaagtctg
tgcgagectga
atcaacacca
gcaaggccca
gtgcctgget
cactgcagca
tactgctcct
ccaagtccat
ggagagttta
aagccagatg
ccagcgaggt
tgtgtggecca

accgagtgcece

tccagttcectg
ccaacatcac
cgtggtgtgce
atatccagaa
gtgctcacca
agtgcgacag
tcagggaaat
cccgactcce
caatgcaggg
ctccaatcta
ctaagaagac
aagcatttac

actgcagcac

tttecetttte
catcacggtg
aggctactgce
aacgtgtacc
tgcagactce
cgacagcact
caaagaatcc
ggggccctceg
ctgtecctgaa
tcagtgcatg
aatgttggtc
caaggccaca

ttgttattat
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Glu
170

Pro Cys

Pro Ile

185

Tyr

Pro Ala Arg

Glu Ala Thr

Val
235

Gly Asn

Tyr Tyr His

250

tgttgctgga
gagaaagagg
tacacccggg
ttcaaggagc
ctgtacacgt
gactgcaccg
tcttectcaa
gacaccccga
tgcaagctaa
gggtgctget
cccaagaaca
gtgatgggaa

cacaaatcct

Lys Leu

Gln Cys

Lys

Met

Glu
175

Asn

Gly Cys

190

Ser Lys

205

Cys
220

Cys

Arg Val

Lys Ser

gagcaatctg
aatgtggctt
acttggtgta
tggtctacga
acccagtagce
tgagaggcct
aggcccctcece
tccteccaca
aagaaaacaa
tcteccaggge
tcacctcgga
atgtcagagt

aa

12

Lys

Val

Glu

Thr Met

Ala

Lys

His
240

Asn

ctgcagaagc
ctgcataagc
cagggaccca
gacggtgaaa
cactgaatgt
ggggcccage
cccgagectt
atttcctgat
atacttctcce
ataccccact
agctacatgc

ggagaaccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

762
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REIVINDICACIONES

1. Un uso de un analogo de FSH recombinante bovino (rFSH) o una composicién que comprende un analogo de
rFSH recombinante bovino para aumentar el rendimiento reproductivo en un bovino, en el que dicho analogo de
rFSH recombinante bovino comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3 y dicho
analogo de rFSH se administra a dicho bovino después de la sincronizacion del foliculo, en una tGnica administracion
a una dosis de 50 ug.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha rFSH se administra mediante administracion sistémica,
preferiblemente mediante administracion intramuscular, mas preferiblemente mediante inyeccion.

3. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha rFSH tiene una secuencia de
aminoacidos representada por SEQ ID NO: 3.

4. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas la inseminacion de dicho
bovino cerca del momento de la ovulacion y, preferiblemente, de 2 a 7 dias, mas preferiblemente de 4 a 6 dias
después de la administracién de rFSH.

5. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas la recogida de ovocitos de
dicho bovino, preferiblemente cerca del momento de la ovulacién y, mas preferiblemente, de 2 a 7 dias, incluso mas
preferiblemente de 4 a 6 dias después de la administracion del analogo de rFSH.

6. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende:
(a) proporcionar un bovino o un grupo de bovinos, que ha sido tratado para sincronizar foliculos;

(b) administrar a dicho bovino o grupo de bovinos una dosis Unica de dicho analogo de rFSH a una dosis de 50 g,
preferiblemente mediante inyeccion, mas preferiblemente mediante inyeccion intramuscular; y

(c) opcionalmente inseminar al bovino o grupo de bovinos, preferentemente por inseminacion artificial, o recoger los
ovocitos del bovino o grupo de bovinos, preferiblemente cerca del momento de la ovulacién y, mas preferiblemente,
de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la etapa de administracion (b).

7. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende:
(a) tratar un bovino o un grupo de bovinos para sincronizar foliculos;

(b) administrar a dicho bovino o grupo de bovinos una dosis Unica de dicho analogo de rFSH a una dosis de 50 g,
preferiblemente mediante inyeccion, mas preferiblemente mediante inyeccion intramuscular; y

(c) opcionalmente inseminar al bovino o grupo de bovinos, preferiblemente por inseminacion artificial, o recoger los
ovocitos del bovino o grupo de bovinos, preferiblemente cerca del momento de la ovulacién y, mas preferiblemente,
de 2 a 7 dias, incluso mas preferiblemente de 4 a 6 dias después de la etapa de administracion (b).

8. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la sincronizacion del foliculo se obtiene
mediante el tratamiento hormonal del bovino, preferiblemente con PGF2alfa o sus analogos, GnRH y PGF2alfa, o
progestageno, opcionalmente en combinacién con estrégeno o PGF2alfa o GnRH, o mediante ablacion folicular.

9. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el rendimiento reproductivo se aumenta
mediante la induccién de la superovulacién en el bovino.

10. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el rendimiento reproductivo se aumenta
mediante el aumento de la prefiez en el bovino.

11. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el rendimiento reproductivo se aumenta
mediante el aumento de la tasa de ovulacion en dicho bovino.

12. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el bovino es ganado vacuno o lechero
hembra, incluida una novilla.

13
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Dia 13 - AM Recogida de embriones 7 dias después del tratamiento con hCG

14



ES 2743763 T3

Figura 2

SEQ ID NO: 1

CELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDLVYRDPARPNIQKTCTFKELV
YETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECHCSKCDSDSTDCTVRGLGPSYCSFREIKE

SEQ ID NO: 2

FPDGEFTMQGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLY
PKNITSEATCCVAKAFTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS

SEQ ID NO: 3

MKSVQFCFLFCCWRAICCRSCELTNITITVEKEECGFCISINTTWCAGYCYTRDL
VYRDPARPNIQKTCTFKELVYETVKVPGCAHHADSLYTYPVATECHCSKCDSD
STDCTVRGLGPSYCSFREIKESSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOFPDGEFTM

QGCPECKLKENKYFSKPDAPIYQCMGCCFSRAYPTPARSKKTMLVPKNITSEAT
CCVAKAFTKATVMGNVRVENHTECHCSTCYYHKS

SEQID NO: 4

atgaagictgtccagtictgtttectitictgtigetggagageaatetgetgeagaagetgegagelgaccaacatcacca
tcacggtggagaaagaggaatgtggctictgcataagcatcaacaccacgtggtgtgcaggctactgctacaccegggacttg

gtgtacaggpacccageaaggeccaatatccagaaaacgtgtaccticaaggagetggtctacgagacggteaaagtoccty
gctgtgctcaccatgecagactcectgtacacgtacccagtagecactgaatgtcactgcagcaagtgcgacagegacageact

gactgecaccgtgagaggcctgggocccagetactgetccticagggaaatcaaagaatectcticctcaaaggecccteccce

gagccttccaagtccatcccgactcccgggpccetcggacaccecgatcctcccacaatttcctgatggagagtttacaatgca

gggctgtectgaatgeaagetaaaagaaaacaaatacttetccaagecagatgetecaatetatcagtgeatggggtgetgett
ctccagggcataccccactccagegaggtctaagaagacaatgttggtccccaagaacatcacctcggaagetacatgetgtg
tggccaaagceatttaccaaggecacagtgatgggaaatgtcagagtggagaaccacaccgagtgecactgeageacttgttat

tatcacaaatcctaa
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