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RESUMEN

Hernandez Cruz Oscar A. “Efecto de la administracién de la hormona de crecimiento
bovina (bST) siete dias antes de la induccidn de la ovulacion con hCG en la funcion del
cuerpo liteo de ovejas en anestro”. Bajo la direccion de el Dr. Joel. Herndndez Cerdn,
Dr. Alejandro Villa Godoy y Dr. Jaime Gallegos Sanchez. En la primera fase latea de la
transicion del anestro a la ciclicidad en la oveja, se adelanta la secrecion de la
prostaglandina F2 o (PGF2a) y ocurre la regresion prematura del cuerpo lateo. La
liberacion anticipada de la PGF2a se asocia con las caracteristicas del foliculo que da
origen al cuerpo luteo; asi, cuando los foliculos producen mas estrogenos la liberacion
de la PGF2a no se adelanta y la fase lutea es normal. La hormona bovina del
crecimiento (bST) estimula el desarrollo folicular y la produccion de estradiol. En el
presente trabajo se probo si la administracion de la bST siete dias antes de la induccion
de la ovulacion con hCG en ovejas en anestro evita la regresion prematura del cuerpo
lateo. Se utilizaron 57 ovejas Suffolk en anestro estacional, lo cual se comprobd
mediante la medicion de las concentraciones de progesterona. La ovulacion de indujo
mediante la inyeccion de 1000 UI de hCG via im. Siete dias antes de la induccion de la
ovulacion, las ovejas se asignaron al azar en dos grupos: el grupo bST (n= 28) recibid
125 mg de bST sc. El grupo testigo (n= 29) recibid solucion salina fisiologica. Se
obtuvieron muestras de sangre diariamente a partir del dia de la aplicacion de hCG (dia
cero) hasta el dia 17 y se determinaron las concentraciones de progesterona mediante
radioinmunoanalisis. Noventa y seis por ciento (27/28) de las ovejas del grupo bST y
96.5% (28/29) del grupo testigo ovularon y formaron un cuerpo luteo. La proporcion de
ovejas que tuvieron regresion prematura del cuerpo lateo fue similar (P=0.135) entre los
tratamientos (bST=37% vs. testigo=57%). Las concentraciones de progesterona y la
duracion de la fase lutea en las ovejas que tuvieron cuerpos luteos de vida normal
(bST=11.6 dias vs. testigo=11.1 dias) fueron similares entre tratamientos (P>0.1). Se
concluye que el tratamiento con bST antes de la induccion de la ovulacion con hCG en
ovejas en anestro no evita la regresion prematura del cuerpo luteo.

Palabras clave: Lute6lisis prematura, anestro, bST, ovejas.



ABSTRACT

Herndndez Cruz Oscar Alejandro. “Effect of the administration of the bovine
hormone of growth (bST) seven days before the induction of the ovulation with hCG in
the function of the corpus luteum of anestro ewes”. Dr. Joel. Hernandez Cerén, Dr.
Alejandro Villa Godoy y Dr. Jaime Gallegos Sanchez. In the first luteal phase of the
transition period from anestrus to cyclicity in the ewe, the secretion of prostaglandin F2
o (PGF2a) enhanced and there is premature luteolysis. This early release of PGF2a is
associated to the follicle properties that originate the corpus luteum. Therefore, if the
preovulatory follicle produces more estrogens, the premature release of the PGF2a does
not occur, and the luteal phase is normal. On the other hand, bovine growth hormone
(bST) stimulates follicular development and estradiol production. In this study, it was
assessed whether the administration of bST seven days before the induction of ovulation
with hCG prevents premature luteal regression in anestrus ewes. Seasonal anestrus
Suffolk ewes (n=57), determined through plasmatic progesterone concentrations, were
used. Seven days before ovulation induction with 1000 UI of hCG im, ewes were
randomly assigned in two groups: The bST group (n= 28) received 125mg of bST sc
and control group (n= 29) received physiological saline solution. Blood samples were
taken daily from the day of hCG injection (day zero), until day 17, and progesterone
concentrations were determined by radioimmunoassay. Ninety six percent of ewes from
the bST group and 96% from the control ovulated and developed a corpus luteum. The
proportion of ewes with premature luteal regression was similar between treatments
(bST=37% vs. control=57%) (P=0.135). Progesterone concentrations and the length of
the luteal phase among the ewes that exhibited a corpus luteum of normal life-span were
also similar between groups (bST=11.6 vs. control=11.1 days) (P > 0.1). It is concluded
that treatment with bST before the induction of ovulation with hCG in anestrus ewes
does not prevent the premature luteal regression.

Key words: Premature luteolysis, anestrous, bST, ewes.
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INTRODUCCION

En la oveja se desarrollan cuerpos luteos de vida corta en la primera ovulacion de la
pubertad (Keisler et al., 1983), posparto (Wright et al., 1983) y de la estacién
reproductiva (Oldham y Martin, 1979), asi como en la ovulacion inducida durante el
anestro con la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (Taponen et al., 2003) o
con gonadotropina coridonica humana (hCG) (Cooper et al., 1991). El cuerpo luteo de
vida corta se caracteriza por una elevacion de la progesterona sérica mayor a 0.5 ng mL’
"y el regreso a niveles basales en los siguientes 4 a 6 dias (Beard y Hunter, 1994; Leyva
et al., 1998)

La regresion prematura del cuerpo luteo es consecuencia de una liberacion anticipada de
la prostaglandina F2a (PGF2a) (Zollers et al., 1991). En un ciclo normal, la
progesterona inhibe la sintesis de PGF2a al inhibir la formacién de receptores a
estradiol en el endometrio, lo que impide que se sinteticen receptores para oxitocina
(Beard y Lamming, 1994). Después de 10 dias de exposicion a progesterona, los
receptores de progesterona se agotan (McCracken et al., 1999), lo que resulta en la
sintesis de receptores de estradiol. En éste estado, el estradiol producido por el foliculo
dominante, promueve la sintesis de receptores para la oxitocina en el endometrio y
posteriormente €sta hormona estimula la secrecion de la PGF2a (Bread y Lamming,
1994).

En estudios en ovejas con cuerpos luteos de vida corta, se han encontrado menos
receptores para progesterona en el endometrio, lo que resulta en la aparicion prematura
de receptores para estradiol y luego para oxitocina (Garverick et al., 1992). Se ha
propuesto que las caracteristicas del foliculo ovulatorio influyen en la aparicion de
receptores para progesterona en el endometrio del ciclo subsiguiente; asi, cuando los
foliculos producen mas estrogenos los receptores para estradiol aparecen tardiamente y
por el contrario, cuando el foliculo es menos estrogénico los receptores aparecen
prematuramente (Garverick ef al., 1992).

La regresion prematura también se presenta en ovejas superovuladas, lo cual obedece,
en parte, a la presencia de foliculos anovulatorios que aportan concentraciones altas de
estradiol (Battye et al., 1988), lo que inicia la cascada de eventos endocrinos que

conducen a la liberacion de la PGF2a. En ovejas superovuladas tratadas el dia del estro



con la hormona bovina del crecimiento (bST), se observd una menor proporcion de
animales con regresion prematura del cuerpo luteo (Rosas, 2001; Montero et al., 2007).
El mecanismo de accion por el cual la bST puede evitar la regresion prematura se
desconoce; sin embargo, puede estar relacionado con los efectos de ésta hormona en los
procesos reproductivos.

Existe una accion directa de la hormona del crecimiento en el desarrollo folicular (Lucy
et al., 1994). Asi, De La Sota et al. (1993), mencionan que en las vacas tratadas con
bST se incrementa el tamafio de los foliculos. La hormona del crecimiento aumenta la
produccion de androstenediona y estradiol en el foliculo (Gong, 1994; Khalid et al,
2000) y en vacas posparto la aplicacion de bST aumenta la concentracion de estradiol
intrafolicular (Pinto Andrade et al., 1996)

Con base en los efectos de la bST en el desarrollo folicular es posible que el tratamiento
con esta hormona en ovejas antes de la induccion hormonal de la ovulacidon estimule el
desarrollo folicular y la produccion de estradiol, lo cual evitaria la aparicion temprana
de receptores a oxitocina en el endometrio y con ello la sintesis anticipada de la PGF2q.
En el presente trabajo se probod si la administracion de la bST siete dias antes de la
induccion de la ovulacion con hCG en ovejas en anestro estacional evita la regresion

prematura del cuerpo lateo



HIPOTESIS Y OBJETIVO

HIPOTESIS
La administracion de la hormona del crecimiento bovina siete dias antes de la induccion
de la ovulacién con hCG en ovejas en anestro estacional evita la regresion prematura del

cuerpo luteo.

OBJETIVO
Determinar el efecto de la hormona del crecimiento bovina siete dias antes de la
induccién de la ovulacion con hCG en ovejas en anestro estacional en la vida media del

cuerpo luteo.



REVISION DE LITERATURA

Desarrollo del cuerpo luteo

El cuerpo luteo (CL) es una glandula transitoria y su principal producto de secrecion es
la progesterona; esta hormona es el principal esteroide producido durante el ciclo estral
(Stocco et al., 2007) y es necesaria para el establecimiento y el mantenimiento de la
gestacion. El cuerpo luteo se considera como una estructura que forma parte de la
maduracion folicular y se desarrolla a partir de las células foliculares después de la
ovulacion. El pico preovulatorio de LH provoca la expulsion del ovocito y
diferenciacion celular del foliculo ovulado, proceso denominado luteinizacioén. La
luteinizacion y la producciéon de progesterona comienzan antes de la ovulacion
(Murdoch y Dunn, 1983).

El tejido del CL estd constituido por células endoteliales, células esteroidogénicas
chicas y grandes, fibroblastos, células de musculo liso y cé€lulas del sistema inmune
(Farin et al., 1986). Ademas, el desarrollo del CL depende del incremento del flujo
sanguineo, el cual disminuye después de la ovulacion pero se incrementa gradualmente
con el aumento del volumen del CL (Acosta et al., 2003). En este proceso, y como
consecuencia la angiogénesis, intervienen gran cantidad de factores de crecimiento
(Schams y Berisha, 2004). Estos factores son esenciales para la angiogénesis en el CL,
ademds son estimuladores da la funcion del mismo, promoviendo la secrecion de
progesterona y oxitocina (Schams et al., 2004).

Después del pico preovulatorio de LH el didmetro folicular incrementa atin mas y la
pared se adelgaza y ocurre la ovulacion. La interaccion de la LH con sus receptores
posterior a la ovulacién, aumenta paulatinamente, alcanzando su maximo niimero en la
mitad de la fase latea (Fitz et al., 1982), en este momento comienzan los eventos
morfoldgicos que dan paso a la formacion del tejido luteo; las células de la granulosa se
hipertrofian y se transforman en las células esteroidogénicas grandes, este cambio esta
asociado el incremento en la proporcion de citoplasma-ntcleo e incluye un incremento
en el reticulo endoplasmico liso, incremento en el tamafio del aparato de Golgi y
aumento en el numero de mitocondrias, por otro lado las células de la teca interna
comienzan a proliferar para formar las células esteroidogénicas chicas (Wiltbank y
Niswender, 1992).

Las células chicas poseen receptores para LH y la unidon de esta hormona a su receptor
activa una serie de procesos enzimaticos que transforman el colesterol en progesterona y

de esta manera aumenta la produccion de dicha hormona (Baird, 1992). Por otro lado las



células grandes tienen la capacidad de sintetizar progesterona, pero no es dependiente
de la LH (Niswender et al., 1985).

Las hormonas que mantienen el crecimiento y/o funcionamiento del cuerpo luteo son
llamadas hormonas luteotrépicas e incluyen a la LH, GH, prolactina ¢ IGF-I. En un
estudio con ovejas hipofisectomizadas se observd que solo cuando se reemplazaron la
LH y GH, todos los pardmetros de la funcién latea aumentaron a niveles similares a los
de las ovejas con hipofisis intacta. De esta manera, la LH y GH son necesarias para el
desarrollo y funcionamiento luteo en ovejas. También se sabe que las células luteas
chicas y grandes difieren en sus tasas basales de secrecion de progesterona, ya que las
células luteas grandes (LLC) producen de 2 a 40 veces mas progesterona que las células
luteas chicas (SLC). Las concentraciones fisiologicas de LH no aumentan la secrecion
de progesterona obtenida de LLC humanas, bovinas o porcinas. Sin embargo, esas
células producen muy altos niveles basales de progesterona y se ha sugerido que el
sistema PKA (proteina cinasa A) puede estar fundamentalmente activado en este tipo
celular. Se ha calculado que las LLC producen >80 % de progesterona lutea total,
secretada durante la fase litea media del ciclo estral en la oveja. Los receptores para GH
y el RNAm que codifica los receptores de GH han sido identificados en tejido luteo de
ovino, bovino y rata. La hormona de crecimiento puede tener un efecto directo sobre la
funcion lutea a través de la uniodn a su receptor y por la activacion de la tirosina cinasa
asociada a membrana JAK?2 (Janus Kinase 2), los receptores del IGF y la GH se han
localizado en las LLC; asi, la GH y el IGF-I pueden ser importantes para mantener los

altos niveles basales de progesterona (Niswender et al., 2000).

Secrecion de progesterona

La progesterona es una hormona esteroide que principalmente se produce en el cuerpo
laiteo y esta controlada por la LH. El control crénico de la progesterona es a
consecuencia de la LH, ya que ejerce un estimulo a largo plazo en las células luteas, asi
como en las concentraciones de RNAm para la sintesis de 3HSD (3- Hydroxisteriode-
deshidrogenase), P450scc (Side-Chain Cleavage Cytocrome P-450) y la proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda (StAR) (Niswender, 2002). Otras funciones de
la progesterona son las de suprimir el sistema inmune del ttero, evitar las contracciones
del utero, cerrar el cérvix y modificar las caracteristicas del moco cervical volviéndolo
mas viscoso y evitando el paso de agentes extrafios hacia el interior del utero (Spencer

et al., 2004).



La produccion de progesterona involucra al colesterol y algunas enzimas, P450scc y
3BHSD, necesarias para su sintésis (Diaz et al., 2002). La principal fuente de colesterol
se encuentra en las lipoproteinas circulantes, en particular las lipoproteinas de alta
densidad y las de baja densidad (Rajapaksha et al., 1997), debido a que la sintesis de
novo es insuficiente para mantener la alta produccion de progesterona. El colesterol, una
molécula hidrofoba, atraviesa la membrana celular facilmente; sin embargo, al estar en
el citoplasma se requiere de las proteinas StAR, el receptor periférico del tipo de las
benzodiacepinas (PBR) y endozepine para que lo transporte (Christenson y Strauss,
2000; Stocco et al., 2007). Posterior al pico preovulatorio de LH hay un incremento en
la expresion de RNAm y formacion del P450scc (Niswender et al., 2000), el cual se
encuentra en la membrana mitocondrial interna y cataliza la conversion del colesterol en
pregnenolona dentro de la mitocondria y rapidamente es movilizada al citoplasma y
posteriormente al reticulo endoplasmico liso donde es convertida a progesterona por la
enzima 3B-HSD y finalmente es difundida a la circulacion hacia sus organos blanco
(Hanukoglu, 1992).

La progesterona ejerce una retroalimentacion negativa en el eje hipotalamo-hipoéfisis,
ocasionando una disminucion en las gonadotropinas, y en particular en la frecuencia de
pulsos de LH (Chabbert-Buffet ef al., 2000). En la hipofisis reduce los receptores a
GnRH por una disminuciéon del RNAm que codifica al receptor (Bauer-Dantoin et al.,
1995); ademas, provoca una disminucion en la cantidad de LH liberada en respuesta a
GnRH, asi como la disminucién en la expresion de los genes que codifican para la

subunidad § de LH (Brann et al., 1993).

Regresion del cuerpo luteo

El cuerpo luteo es una glandula temporal que termina su vida mediante un proceso
activo conocido como lutedlisis o regresion lutea. La lutedlisis consiste en la
destruccion del cuerpo luteo y ocurren dos eventos principalmente: la lutedlisis
funcional, que esta determinada por el descenso en las concentraciones de progesterona,
ocasionada por una secrecion pulsatil de PGF2a, sustancia producida por el endometrio
(Babacock, 1966), y la luteolisis estructural que consiste en la regresion del cuerpo
lateo. El patron pulsatil de la PGF2a esta controlado por las hormonas ovéricas estradiol
y progesterona.

Durante la regresion del cuerpo lateo, la disminuciéon en la concentracion de

progesterona no es ocasionada por una pérdida de las células lateas ya que el numero de



estas células disminuye hasta que los niveles de progesterona son bajos (Braden et al.,
1988), sino mas bien por una reduccion del flujo sanguineo y la disminucién en la
capacidad esteroidogénica del cuerpo luteo (Niswender et al., 2000).

La progesterona inhibe la sintesis de la PGF2 o mediante la supresion de la expresion de
los receptores para estradiol y en consecuencia para oxitocina. La pérdida en la
actividad de la progesterona se debe a una disminucidon en los receptores de esta
hormona en el endometrio e hipotadlamo (Lehman et al., 1993), ya que después de un
periodo de 10 dias de exposicién a progesterona, los receptores de esta hormona se
agotan y, en consecuencia, el endometrio se vuelve insensible a ella, y en consecuencia
se sintetizan receptores de estradiol (McCraken et al., 1999). En éste estado, el estradiol
producido por el foliculo dominante estimula la sintesis de receptores de oxitocina y
posteriormente la oxitocina de origen hipofisiario, provoca la secrecion de la PGF2a
uterina (Silvia et al., 1991), este efecto ocasiona que la PGF2a estimule al cuerpo luteo
para que libere oxitocina (Bread y Lamming, 1994), asi, la oxitocina de origen
hipofisiario y luteo interactiian con sus receptores para promover la secrecion de mas
PGF2a (Baird, 1992). Simultdneamente hay una inhibiciobn en la sintesis de
progesterona ocasionada por la PGF2a, la cual reduce la sintesis y fosforilacion de la
proteina StAR, la cual se encarga de introducir al colesterol a la mitocondria; por otro
lado la PGF2a también induce la sintesis de Endotelina-1 en las células endoteliales
(Girsh et al., 1996), el cual es un péptido vasoconstrictor y de esta manera reduce el
flujo sanguineo en el cuerpo luteo, ademas contribuye a la reduccion de la sintesis de
progesterona (Girsh et al., 1996).

El patron pulsatil de la PGF2a relacionado con la luteolisis (Hunter, 1991) est4 dado por
la oxitocina, ya que al unirse con sus receptores, estos son destruidos y por lo tanto en el
utero se suprime la sintesis de PGF2a, y se requiere que los receptores de oxitocina se
sinteticen de nuevo, lo que toma 6 horas aproximadamente (McCracken ef al., 1984) y

de esta manera surge un nuevo pulso de PGF2a.

Las células del cuerpo luteo degeneran a causa de la PGF2a ya que ésta disminuye el
aporte sanguineo, ademas hay una activacion de la Fosfolipasa C la cual desencadena
una serie de eventos que originan un aumento y acumulacion del calcio intracelular
ocasionando la muerte celular por apoptosis. La presencia de células del sistema inmune
también estd relacionada con la lutedlisis, ya que hay presencia de macréfagos y

linfocitos B. Los macrdofagos se encargan de fagocitar las células liteas en degeneracion



mientras que los linfocitos B producen citocinas como la interleucina 1P, interferon
gamma (IFNy) y factor de necrosis tumoral o (TNFa) (Davis y Rueda, 2002). La
interaccion de IFNy y TNFa ocasionan un efecto citotoxico favoreciendo la apoptosis

en el cuerpo luteo.

Regresion prematura del cuerpo luteo

En la oveja se desarrollan cuerpos luteos de vida corta en la primera ovulacion de la
pubertad, posparto y en la estacion reproductiva (Bramley et al., 2005), asi como en la
ovulacion inducida durante el anestro con la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) (Taponen et al., 2003) o con la gonadotropina coridénica humana (hCG)
(Cooper et al., 1991). El cuerpo luteo de vida corta se caracteriza por una elevacion de
la progesterona sérica mayor a 0.5 ng mL"' y el regreso a niveles basales en los
siguientes 4 a 6 dias (Beard y Hunter, 1994 Leyva et al., 1998)

Dentro de las posibles causas de de la regresion prematura del cuerpo luteo se
mencionan las siguientes: Un deficiente desarrollo del foliculo preovulatorio, aporte
luteotropico inadecuado o una liberacion anticipada de PGF2a.

En la etapa de anestro el desarrollo folicular es estimulado por la FSH, pero estos
foliculos no llegan a ovular por la ausencia del estimulo de la LH. Diversos autores han
sugerido que la formacion del cuerpo luteo de vida corta son consecuencia de una
estimulacidon inadecuada de las células foliculares, ocasionada por las gonadotropinas,
evitando que las células foliculares desarrollen la capacidad de producir progesterona;
aunque los trabajos son contradictorios ya que en algunos se menciona que hay
concentraciones de LH normales, sin embargo, las concentraciones de FSH disminuyen
(Ramirez-Godinez et al., 1982); mientras que Garcia-Winder et al. (1986) no
encontraron cambios en el patrén de FSH y si disminucién en los pulsos de LH. Por otro
lado, al inducir la ovulacion con hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
(Taponen et al., 2003) o con gonadotropina corionica humana (hCG) (Cooper et al.,
1991) se ocasiona la formacion de CL de corta duracion, mientras que al aplicar GnRH
a ovejas anéstricas en forma de pulsos, tal y como ocurre en la etapa de transicion, éstas

ovejas presentaron fases liteas normales (Baird, 1992).

Diferentes estudios coinciden en que la regresion prematura del cuerpo liteo es
consecuencia de una liberacion anticipada de la prostaglandina F2a (PGF2a) (Zollers et

al, 1991; Herndndez, 1996). En un ciclo normal, la progesterona inhibe la sintesis de



PGF2a al inhibir la formacion de receptores para estradiol en el endometrio, lo que
impide que se sinteticen receptores de oxitocina (Beard y Lamming 1994). Después de
10 dias de exposicion a progesterona, los receptores de progesterona se agotan
(McCracken et al., 1999), lo que resulta en la sintesis de receptores para estradiol. En
¢éste estado, el estradiol producido por el foliculo dominante, promueve la sintesis de
receptores para la oxitocina en el endometrio y posteriormente ésta hormona estimula la
secrecion de la PGF2a (Bread y Lamming, 1994).

En estudios en ovejas con cuerpos luteos de vida corta, se han encontrado menos
receptores para progesterona en el endometrio, lo que resulta en la aparicion prematura
de receptores de estradiol y luego para oxitocina (Garverick et al., 1992). Se ha
propuesto que las caracteristicas del foliculo ovulatorio influyen en la aparicion de
receptores para progesterona en el endometrio del ciclo subsiguiente; asi, cuando los
foliculos producen mas estrogenos los receptores de estradiol aparecen tardiamente vy,
por el contrario, cuando el foliculo es menos estrogénico los receptores aparecen
prematuramente (Niswender et al., 2000). Una manera de evitar la presencia de CL de
vida corta es mediante un pretratamiento con progesterona en ovejas. El tratamiento con
progesterona antes de la ovulacion redujo la concentracion de los receptores
endometriales de la oxitocina (Hunter er al, 1989) y la sensibilidad uterina a la
oxitocina para la liberacion de PGF2a (Vallet et al., 1990), lo que permitido que el
cuerpo luteo fuera normal. El desarrollo de un cuerpo luteo de vida normal en las ovejas
pretratadas con progesterona, esta relacionado con las caracteristicas del foliculo
ovulatorio; se ha observado que los foliculos de estas ovejas son de mayor didmetro y
mas estrogénicos (Khalid et al., 1997).

La regresion prematura también se presenta en ovejas superovuladas, lo cual obedece,
en parte, a la presencia de foliculos anovulatorios que aportan concentraciones altas de
estradiol (Battye et al., 1988), lo que inicia la cascada de eventos endocrinos que
conducen a la liberacion de la PGF2a.

Cuando la superovulacion se realiza en cabras; el crecimiento folicular a menudo
permanece estimulado después de la ovulacion, manteniendo las concentraciones altas
de estradiol en la sangre (Armstrong et al., 1983; Murphy y Martinuk, 1991), lo que
induce la sintesis y la liberacion de PGF2a, causando una regresion prematura del
cuerpo lateo y como consecuencia la disminucion de las concentraciones de

progesterona antes de que los embriones puedan ser recolectados (Armstrong et al.,



1983). Esto ha sido relacionado con la menor recuperacion de embriones y compromete
tanto la calidad como la supervivencia de embrion.

Diferentes tratamientos han sido desarrollados para prevenir la regresion prematura en
cabras, incluyendo el empleo de inhibidores PGF2a (Battye et al, 1988) y la
administracion de hCG o GnRH para ocasionar la luteinizacion de los foliculos que
continuan produciendo estradiol (Battye et al., 1988). Otro tratamiento podria ser
administrar la progesterona o un progestageno sintético para mantener un ambiente
uterino adecuado hasta el tiempo de recuperacion de embridn, a pesar de la lutedlisis
prematura (Espinosa-Marquez, et al., 2004; Cervantes, et al., 2007).

La regresion prematura provoca pobres rendimientos en embriones transferibles, ya que
en estas hembras aumenta el numero de embriones con procesos degenerativos

(Saharrea ef al., 1998).

Cuerpos luteos de vida corta en el desarrollo embrionario

La muerte embrionaria es la principal causa de la pérdida de gestaciones en los animales
domésticos. En la oveja se ha observado que 20 a 30% de los embriones mueren en los
primeros 13 dias post-fertilizacion, debido a factores genéticos y ambientales
(Nancarrow, 1994).

Se ha observado una elevada mortalidad embrionaria entre la fertilizacion y el momento
del reconocimiento materno de la gestacion (Lamming et al., 1989; Dunne et al., 2000),
por lo que en muchos casos el animal que estuvo gestante retorna al estro en un periodo
equivalente a la longitud normal del ciclo estral, dando la apariencia de nunca haber

estado gestante.

Se han descrito varias etapas criticas para el desarrollo y la sobrevivencia embrionaria.
En cada una de ellas se han postulado posibles causas de falla, muchas de las cuales
estan relacionadas con alteraciones en la funcion lutea. Entre las causas que se han
descrito se incluyen: Las alteraciones en el ritmo de elevacion de las concentraciones de
progesterona durante las etapas iniciales del ciclo estral, la deficiencia relativa de
progesterona durante la fase lutea, el retraso en el desarrollo embrionario, la produccion
insuficiente de IFNy por parte del embridn y la regresion prematura del cuerpo lateo. En
muchos casos existe asociacion entre dos o mas de estas alteraciones, por lo que no es

posible hacer una separacion estricta de las diversas patogenias.



Durante el desarrollo embrionario temprano, la sobrevivencia del embrion depende de la
funcion adecuada del cuerpo luteo. Se ha demostrado un mayor desarrollo en los
embriones de ovejas tratadas con progesterona durante los primeros 3 dias de gestacion
(Kleemann et al., 1994). Este efecto ocurre por un estimulo en la secrecion de las
glandulas endometriales y un aumento en la expresion de factores de crecimiento y sus
receptores en endometrio (Barnes, 2000). En ausencia de uniones anatomicas (placenta),
el desarrollo embrionario temprano depende de los nutrientes, hormonas y factores de
crecimiento presentes en el medio uterino. Se ha observado que la progesterona altera la
expresion en el endometrio de algunas proteinas del complejo IGF-I y del receptor de
insulina. De esta manera, la insulina e IGF-I modifican el metabolismo celular
embrionario.

El oviducto y el utero contienen factores de crecimiento que pueden estimular la
proliferacion celular en el embrion y en algunos casos estimular la diferenciacion de los
tejidos embrionarios durante el periodo previo a la implantacion (Izadyar et al., 1997).
Estos factores actuan en forma paracrina, uniéndose a receptores especificos en las
células embrionarias. Ademas, el embrion por si mismo produce algunos factores de
crecimiento autocrinos.

Las interacciones entre el Gtero materno y el producto en desarrollo son esenciales para
lograr el desarrollo normal del blastocisto y una gestacion exitosa (Zarco et al., 1994).
La familia de los factores de crecimiento parecidos a la insulina parece funcionar como
mediadores clave del desarrollo coordinado del utero y del producto durante la
gestacion temprana, dada su habilidad de influir, directa o indirectamente, en la sintesis
y secrecion de proteinas secretoras en el Utero y en el producto. La accion autocrina y
paracrina de los factores parecidos a la insulina son modulados dentro del
microambiente uterino por los receptores tipo I para IGF y por las proteinas ligadoras
de IGF (IGFBPs), que estan sujetas a una regulacion local tanto en el Gtero como en el
producto. La comprension del mecanismo por el cual los IGFs regulan la expresion de
las sefiales del producto para el reconocimiento de la gestacion puede proporcionar
aplicaciones practicas para incrementar la eficiencia reproductiva (Simmen et al.,

1993).

El embrién induce el reconocimiento materno de la gestacion a través de la secrecion de
estrogenos en el cerdo, de proteina trofobléstica ovina I (oTP-1), proteina trofoblastica

caprina I (cTP-1) en la cabra, y de proteina trofoblasticA bovina I (bTP-1) en el bovino



(Knickerbocker y Niswender, 1989; Ko et al., 1991). Estas ultimas moléculas son
llamadas genéricamente Inteferéon t (IFN-t). El IFN-t actia como sefial antiluteolitica
permitiendo en el animal gestante que la funcion del cuerpo luteo se mantenga mas alla
del momento en el que se produce la regresion lutea en los animales no gestantes (Zarco
et al., 1994). Los factores de crecimiento parecen ser muy importantes para la respuesta
del utero a las sefales embrionarias para el reconocimiento de la gestacion (Simmen et
al., 1993).

Los genes para IGF-I e IGF-II se expresan fuertemente en el endometrio uterino de
cerdas, vacas y ovejas ciclando y en gestacion temprana, ademas de que el IGF-I e IGF-
IT estan presentes en las secreciones uterinas de dichas especies durante el periodo de
peri-implantacion (Simmen et al., 1993). En ovejas se encontrd que el contenido de
IGF-I en el fluido luminal uterino fue mayor en el dia 14 de la gestacion, que
corresponde precisamente al nivel maximo de sintesis y secrecion de la oTP-I de los
embriones en etapa de alargamiento (Knickerbocke y Niswender, 1989; Ko et al.,
1991), y la secrecién de oTP-I esta correlacionada positivamente con el tamafio del

producto y su morfologia.

En el lumen uterino del ovino se ha demostrado la presencia de al menos dos factores
mitogénicos distintos: IGF-I e IGF-II, cuya sintesis y secrecion por el utero es regulada
por el estado de la gestacion y por las concentraciones de estrogenos y progesterona.
Las células del endometrio y miometrio expresan receptores superficiales para IGF y

responden a los IGF ex6genos con un incremento en la mitosis (Ko ef al., 1991).

Manipulacion de la vida media del cuerpo luteo

La manipulacién de la funcion del cuerpo luteo puede enfocarse basicamente en
prolongar su vida media o en incrementar la secrecion de progesterona.

La administracion de inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, tales como
indometacina y el flunixin-meglumine permiten alargar la fase lutea; sin embargo, estas
drogas pueden interferir con el establecimiento de la gestacion, debido a que inhiben la
sintesis de prostaglandinas inespecificamente (Aiumlamai et al, 1990), y las
prostaglandinas son indispensables para la implantacion (Gandolfi et al, 1992).
Odensvick ef al.(1998), administraron flunixin meglumine logrando retrasar la regresion
del cuerpo luteo de vida corta, no obstante, los embriones no sobrevivieron, ya que

fueron incapaces de implantarse.



La administracion de la interferén-t podria ser otra herramienta que evitara la luteolisis
durante el reconocimiento de la gestacion; esta proteina pertenece a la misma familia
del interferon-o, y cuando se administra de manera exdgena durante el diestro tardio se
prolonga la vida del cuerpo luteo (Plante et al., 1989; Gandolfi et al., 1992). La
administracion de interferon-a en vacas posparto que desarrollan un cuerpo luteo de
vida corta ha evitado la regresion prematura (Garverick et al., 1991), sin embargo, es
probable que la administracion del interferon-a provoque un incremento de la
temperatura lo que pone en riesgo la viabilidad del embrion (Newton et al., 1990).
También se podria eliminar la fuente de estradiol en los dias en que esta hormona es
necesaria para el establecimiento de la secrecion pulsatil de PGF2a. Asi, cuando se han
cauterizado los foliculos ovaricos en el diestro tardio se ha alargado la vida del cuerpo
luteo en la oveja (Karsch et al, 1970; Ginther, 1971). Las formas no invasivas para
eliminar los foliculos estrogénicos consisten en la administracion de hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH) o gonadotropina criénica humana (hCG), ocasionando la
luteinizacion y ovulacion de los foliculos grandes (Saharrea et al, 1998), si el
tratamiento es aplicado en el diestro tardio de la vaca, se ha observado que se retrasa la
lutedlisis, obteniendo un incremento en la fertilidad (Macmillan y Thatcher, 1991). Otra
opcion es la inyeccion de liquido folicular bovino o equino el cual es rico en inhibina y
esto ocasiona la eliminacion de los foliculos, suprimiendo su desarrollo. La
administracion de este fluido, al cual previamente se le removieron las hormonas
esteroides, resulta en una supresion de la secrecion de FSH, del desarrollo folicular y de
las concentraciones de estradiol (McNeilly, 1984, Miller et al., 1979).

Beard y Hunter (1994) utilizando liquido folicular bovino libre de esteroides, evitaron la
regresion prematura de los cuerpos luteos de ovejas anéstricas inducidas a ovular.
Asimismo, Balcéazar (1995), utilizé liquido folicular equino libre de esteroides y evito la
luteolisis hasta en 76% de los animales. Al suprimir la secrecion de estradiol en estas
ovejas se modifico la secrecion de la PGF2a, alterando la frecuencia de pulsos asociado
con la inhibicién de la lutedlisis prematura (Hernandez, 1996). Aunque es posible la
manipulacion de la fase lutea, atn los resultados son inconsistentes en cuanto al
beneficio de esta practica en la fertilidad. Se ha intentado mejorar la funcién del cuerpo
luteo con tratamientos hormonales al momento de la inseminacion o en el diestro; la
administracion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) o gonadotropina
coriénica humana (hCG); sin embargo los resultados han sido variables, tanto en el

efecto estimulatorio de la funciéon lutea, como en la fertilidad obtenida. La



administracion de estas hormonas en los dias 5 y 7 del ciclo con el objetivo de ovular el
foliculo dominante presente en ese dia en la mayor parte de las vacas, se ha logrado la
ovulacion y formacion de un cuerpo lateo accesorio en un alta proporcion de las vacas
(Price y Webb, 1989; Beck et al., 1996) y se ha observado un incremento en las
concentraciones cirulantes de progesterona. No obstante la fertilidad ha sido variable.
Una posibilidad mas es la utilizaciéon de la hormona de crecimiento bovina (bST),
utilizada para incrementar la produccion de leche (Bauman et al., 1985).

La somatotropina bovina (bST) es una proteina compuesta de 191 aminoacidos
producida por la adenohipoéfisis y su peso molecular es de 22kDa. Esta hormona tiene
especificidad de especie, sin embargo se ha observado experimentalmente que tiene
actividad bioldgica en especies diferentes como en la oveja (Bernal, 1990).

La somatotropina act@ia principalmente en la sintesis de proteinas aumentando el
transporte de aminodcidos al interior de la célula y estimulando la sintesis de los acidos
nucleicos (Etherton y Bauman, 1998). Muchos de los efectos de la bST se realizan de
manera directa y otros de manera indirecta por medio de factores de crecimiento,
producidas por el higado. Estos factores denominados también somatomedinas, son
moléculas de naturaleza proteinica con un peso de 30kDa y actian como hormonas
paracrinas o autocrinas en diferentes tejidos. El IGF-I es un importante mediador del
crecimiento en respuesta a la hormona del crecimiento.

Existe una accion directa de la hormona del crecimiento en el desarrollo folicular (Lucy
et al., 2000). Los receptores para IGF-I se encuentran en el foliculo ovéarico, cuerpo
lateo, oviducto, endometrio, miometrio y placenta (Gong et al, 1994). La
Somatotropina actia en conjunto con las gonadotropinas para estimular la
foliculogénesis y luteinizacidon ya que estas son necesarias para prevenir atresia en
foliculos mayores a 2mm (Eckery et al., 1997). El estimulo de la hormona del
crecimiento en el ovario, ya sea en el foliculo o en el cuerpo llteo, ocasiona la sintesis y
secrecion de IGF- I. Este factor incrementa la actividad de la FSH, por otro lado se ha
demostrado que en el foliculo en desarrollo hay un incremento de androstenediona en
las células de la teca interna por efecto de la somatotropina (Spicer y Stewart, 1996). De
La Sota et al. (1993), mencionan que en las vacas tratadas con bST se incrementa el
tamafio de los foliculos. La hormona del crecimiento aumenta la produccién de
androstenediona y estradiol en el foliculo (Gong ef al., 1994; Khalid et al., 2000) y en
vacas posparto la aplicacion de bST aumenta la concentracion de estradiol intrafolicular

(Pinto Andrade et al., 1996).



En la vaca, la hormona del crecimiento estimula la secrecion de progesterona en el
cuerpo luteo, las vacas que recibieron rbST durante los primeros 10 dias del ciclo
mostraron una produccion de progesterona significativamente mayor a la de las vacas
no tratadas (Lucy et al., 1994). El efecto de la bST sobre la funcion lutea puede ser
directo, debido a que las células grandes del cuerpo luteo poseen receptores para ella
(Lucy et al., 2000), o puede ser mediado por el IGF-I, el cual incrementa sus
concentraciones después de la administracion de rbST (Gallo y Block, 1990). Morales
(1993) administr6 rbST a vacas repetidoras en el dia del estro y mejord
significativamente la fertilidad, observandose en las vacas tratadas mayores

concentraciones de progesterona.



MATERIAL Y METODOS.

Localizacion

El presente trabajo se realiz6 en el Centro de Ensenanza, Investigacion y Extension en
Produccion Ovina (CEIEPO) de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México, ubicado en el Km. 53.1 carretera Federal
México-Cuernavaca, Municipio de Huitzilac, Estado de Morelos. La localizacién
geografica es de 19°13’ latitud norte y 99°14° longitud oeste con una altitud de 2743
msnm. El clima del lugar es Cb (m) (w) ig, correspondiente al templado semiftio,
subhumedo con verano fresco y largo, de acuerdo a la clasificacion de Koppen (Garcia,
1981). La temperatura media anual es de 9.9°C y una precipitacion anual de 1724.6

mm.

Animales y tratamientos

El trabajo se realiz6 con 57 ovejas de la raza Suffolk en anestro estacional. Para
comprobar el estado de anestro se tomaron 3 muestras de sangre con 4 dias de
diferencia antes de la induccion de la ovulacion con hCG y se determinaron los niveles
de progesterona en plasma mediante la prueba de Radioinmunoanalisis (RIA).

Las ovejas que presentaron anestro fueron asignadas al azar en dos grupos: el grupo
tratado (n= 28) recibid 125 mg de hormona de crecimiento (Boostin- rbST, Schering
Ploug) en una sola aplicacion subcutanea siete dias antes de la aplicacion intramuscular
de 1000 UI de hCG (Chorullon, Intervet) y el grupo testigo (n= 29) recibié solucion
salina fisiologica (SSF). En ambos grupos se indujo la ovulacion, siete dias, con 1000

Ul de hCG.

Toma de muestra

Las muestras de sangre se obtuvieron diariamente a partir de la aplicacion de la hCG
hasta el dia 17 posterior a la aplicacion y se realiz6 mediante venopuncion yugular con
agujas 20G (BD Vacutainer) y utilizando tubos de 5Sml al vacio heparinizados (BD
Vacutainer), posterior a la coleccidon, las muestras fueron centrifugados a 1500 g
durante 10 minutos para la separacion del plasma, el cual se depositod en alicuotas y se

conservo a -20° C para ser analizadas posteriormente.
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Figura 1. Esquema de tratamientos y toma de muestras en ambos grupos. bST=
hormona del crecimiento, hCG= Gonadotropina coridonica humana, SSF= Solucion

salina fisiologica.

Determinaciones hormonales e interpretacion

Las concentraciones de progesterona en plasma se determinaron mediante
radioinmunoanalisis en fase solida (Coat-A-Count Progesterona Diagnostic Product
Corporation, USA) con una sensibilidad de 0.02 ng mL™ y un coeficiente de variacion
intraensayo de 4.12%.

Se considerd que una oveja estaba ciclando si al inicio del experimento presentd un
valor superior a 1 ng mL™ de progesterona en cualquiera de las 3 muestras, se considerd
un cuerpo liteo de vida corta si las concentraciones de progesterona fueron mayores de
0.5ng/mL durante periodos de 8 dias o menos y por ultimo, se consider6 el inicio de la
fase lutea cuando las concentraciones de progesterona fueron mayores de 1 ng mL™, y

. . -1
el final de la misma cuando si eran menores de | ng mL™.

Analisis estadisticos



Se compar6 la proporcion de ovejas que presentaron regresion prematura mediante una
tabla de contingencia 2x2 para determinar la probabilidad exacta de Fischer. En las
ovejas que tuvieron un cuerpo liteo de vida normal, se compararon las concentraciones
de progesterona mediante un modelo lineal mixto con observaciones repetidas dentro de
cada oveja. El efecto oveja fue aleatorio y anidado dentro del tratamiento. Los efectos
estudiados fueron tratamiento, dias de medicion, y dias de medicion al cuadrado asi
como sus interacciones. Asi mismo, se compar6 la duracion de la fase lutea mediante
una prueba t de student. El analisis se realizd mediante el programa estadistico JMP®

7.0.1 (SAS, 2007)



RESULTADOS

Se descart6 del analisis una oveja del grupo testigo y dos ovejas del grupo bST debido a
que estaban ciclando al inicio del trabajo. Posterior a la aplicacién de la hCG una oveja

del grupo testigo y una del grupo bST no ovularon y se eliminaron del experimento.

Proporcion de ovejas que presentaron regresion prematura

Después de la inyeccion de la hCG, el 96.4% (27/28) de las borregas del grupo bST y

96.5% (28/29) del grupo testigo ovularon y formaron un cuerpo lateo.

Del grupo bST el 37.03% y del grupo testigo el 57.14% de las borregas presentaron

regresion prematura del cuerpo luteo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Proporcién de ovejas que presentaron regresion prematura.

Grupo N Regresion prematura
bST 27 10°
Testigo 28 16°
“P=0.135

Concentraciones de progesterona en ovejas con cuerpo liuteo de vida normal

Las concentraciones de progesterona en las ovejas que no presentaron regresion
prematura del cuerpo luteo fueron similares (P >0.05) entre el grupo bST y el testigo
(Figura 2).
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Figura 2. Concentraciones promedio de progesterona de las borregas que no mostraron

regresion prematura del cuerpo luteo, inducidas a ovular con la hCG, del grupo de bST

y testigo.



DISCUSION

En ovejas en anestro el tratamiento con bST previo a la induccion de la ovulacion con
hCG, no redujo el porcentaje de casos de regresion prematura del cuerpo luteo. Las
estrategias para evitar la regresion lutea prematura se han orientado hacia la supresion
de la secrecion de la PGF2a, lo cual se ha conseguido mediante la eliminacion de la
fuente de estradiol suprimiendo el desarrollo folicular con liquido folicular (Beard y
Hunter, 1994) o a través de la inhibicion de los procesos enzimaticos de la sintesis de la
PGF2a (Odensvick et al., 1998). También, el tratamiento con progesterona antes de la
induccion de la ovulacion en ovejas anéstricas evita la regresion prematura del cuerpo
luteo (Garverick et al., 1992). En este estudio se propuso que el tratamiento con bST
antes de la induccion de la ovulacion, estimularia el desarrollo folicular y la produccion
de estradiol, lo que favoreceria la sintesis de receptores para progesterona en el
endometrio, lo que evitaria la liberacion prematura de la PGF2a y con ello la luteolisis;
sin embargo, los resultados obtenidos no permiten sostener dicha hipdtesis. Cabe
sefalar que en el presente estudio sélo se determind la ocurrencia de la regresion lutea
mediante las concentraciones sanguineas de progesterona, y no el efecto del tratamiento
en el desarrollo folicular y en las concentraciones de estradiol. Sin embargo, hay
evidencia que el tratamiento con bST incrementa las concentraciones de IGF-I en la
oveja (Carrillo et al., 2007; Montero et al., 2007) y que el IGF-I es un potente
estimulador del desarrollo folicular y de la secrecion de estradiol en ésta especie (Rosas,
2001).

La hipotesis planteada en el presente estudio se fundamentd también en las
observaciones hechas en ovejas superovuladas, en las cuales los animales tratados con
la bST tuvieron menos casos de regresion prematura (Scaramuzzi et al., 1999). La falta
de un efecto positivo del tratamiento con bST en el presente trabajo se puede deber a las
diferencias en los mecanismos involucrados en la lutedlisis prematura entre las ovejas
que inician la ciclicidad y animales superovulados; aunque en ambos casos la regresion
lutea se debe a la liberacion anticipada de la PGF2a, los factores que la desencadenan
son diferentes. Asi, en las ovejas que inician su actividad ciclica, la ausencia de una fase
lutea previa a la ovulacioén ocasiona la aparicion temprana de receptores para oxitocina
en el endometrio y la subsiguiente liberacion de la PGF2a (Lau et al., 1993). En

contraste, en las ovejas superovuladas si hay una fase lutea antes de la regresion



prematura. En estos casos, la liberacion de la PGF2a se asocia con niveles altos de
estradiol producidos por foliculos anovulatorios, los que desencadenan la liberacion de
la PGF2a (Saharrea et al., 1998). La carencia de un efecto de la bST en el presente
trabajo y el efecto favorable en las ovejas superovuladas plantea nuevas preguntas que
tendran que contestarse en futuras investigaciones.

Por otra parte, la bST tiene un efecto directo e indirecto, mediado por el IGF-I, en la
funcién del cuerpo luteo. Las células grandes del cuerpo luteo tienen receptores de la
bST e in vitro, el IGF-I estimula la produccion de progesterona en el tejido luteo
(Sauerwien et al., 1992). Asimismo, las hembras tratadas con bST tienen mayores
concentraciones de progesterona; en vaquillas se ha observado que cuando fueron
tratadas con bST durante la fase litea se incrementaron las concentraciones de
progesterona y el cuerpo luteo fue de mayor tamano que en las vaquillas testigo (Lucy
et al., 1994). Sin embargo, en el presente estudio las concentraciones de progesterona y
la duracion de la fase latea en las ovejas que no sufrieron regresion prematura fueron
similares entre los tratamientos. Dichos hallazgos coinciden con lo observado por
Montero et al. (2007) en ovejas superovuladas, en donde el tratamiento con bST no
afecto las concentraciones séricas de progesterona.

Un dato interesante en el presente estudio es que 96% de las ovejas tratadas con hCG
ovularon y formaron un cuerpo luteo. El alto porcentaje de ovejas que ovularon en
respuesta a la hCG demuestra la disponibilidad continua de foliculos con capacidad para
ovular en las ovejas en anestro. Lo anterior es congruente con las observaciones
ecograficas de la funcion ovérica hechas en ovejas en anestro en las que se ha
demostrado que presentan oleadas foliculares parecidas a las que tienen las ovejas
ciclando (Bartlewski et al., 1998). Por otra parte, si la causa de la regresion lutea
prematura en la primera ovulacion de la transicion del anestro a la ciclicidad esta
relacionada con la ausencia de una fase lUtea antes de la ovulacion, los resultados del
presente trabajo no respaldan dicha aseveracion, ya que ninguna oveja, tuvo una fase
lutea previa a la induccion de la ovulacion y 53% de ellas formaron un cuerpo lateo de
vida normal (Figuras 11- 18). Estos resultados indican que hay mas factores
involucrados en el proceso ademas del efecto de la progesterona. Debido a que las
caracteristicas del foliculo a partir del cual se desarrolla el cuerpo lateo influyen en el
momento de la liberacion de la PGF2a (Garverick et al., 1992) probablemente las

diferencias particulares de los foliculos presentes en las ovejas al momento de la



induccion de la ovulacion con hCG determinan el desarrollo de un cuerpo luteo de vida

normal o de vida corta.



CONCLUSION

En este trabajo, el tratamiento con bST antes de la induccion de la ovulacion con la hCG

en ovejas anéstricas no evita la regresion prematura del cuerpo luteo.



ANEXOS

Anexo 1 Concentraciones de progesterona en ovejas con regresion prematura del
cuerpo

luteo
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Figura 3. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 4. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 5. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 6. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 7. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 8. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 9. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.
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Figura 10. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion pematura del

cuerpo luteo.



Anexo 2. Concentraciones de progesterona en ovejas con regrresion normal del

cuerpo liteo
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Figura 11. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 12. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 13. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 14. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 15. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 16. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 17. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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Figura 18. Concentraciones de progesterona en una oveja con regresion normal del

cuerpo luteo.
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