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Abstract

The effect of a 3 mg im injection of Norgestomet (NG) on atresia of persistent dominant follicles (PDF), and
corpora lutea (CI) formation after induced ovulation with hCG in progestagen estrus synchronized bovine
females was studied in 11 Holstein heifers and 20 lactating cows. Estrus of all animals was synchronized with
adouble PGF2a injection. On day 7 after estrus (day 0 of the experiment) all animals received a 3 mg NG sc
ear implant (iNG), and a luteolytic dose of PGF2a. The NG implant was removed on day 9. Cows and heifers
were randomly distributed to each of the four treatments: hCG (n = 8) with 2500 i.u. of hCG im on day 3; hCG
+ NG (n =8) with 2500 i.u. hCG im on day 3, and 3 mg NG im on day 5; NG(n = 8) with 3 mg NG im on day
5; and the control (C, n =7), saline solution im on day 3 and 5 ml vegetable oil on day 5. Daily ultrasound (us)
images of the ovaries, and blood samples were taken from implantation until the end of the synchronized
estrus. Progesterone concentrations were determined in plasma by RIA. Atresia and substitution of the PDF
was similar (P > 0.05) between hCG (5/8), hCG + NG (7/8) and NG (6/7), but different to C (0/7, P < 0.05).
Pregnancy rates in the synchronized estrus were not different (0.05 < P <0.1) between cows that ovulated the
PDF (53%, 7/13), or a new follicle (66.6%, 12/18). In hCG + NG, Cl formation was avoided; only 1/6 animals
showed progesterone levels >1 ng/ml atimplant removal, while in hCG group 5/5 ovulated animals formed
aCl, had progesterone levels >1.0 ng/ml, and were not estrus synchronized at implant removal. The injection
of 3 mg im of NG on day 5 after iNG insertion caused atresia and substitution of the PDF, and avoided Cl
formation in hCG induced ovulators.

Keywords:ESTRUSSYNCHRONIZATION, NORGESTOMET, PERSISTENT DOMINANT FOLLICLE,
CORPUS LUTEUM.

Resumen

Se evaluo el efecto de la inyeccién im de 3 mg de norgestomet (NG) en la induccion de atresia del foliculo
dominante persistente (FDP) y la formacion del cuerpo luteo (Cl) que se desarrolla después de inducir la
ovulacion del FDP con hCG, en vacas sincronizadas con implantes de norgestomet. Se utilizaron 11 vaquillas
y 20 vacas Holstein previamente sincronizados con doble inyeccion de PGF2a. El dia 7 del ciclo (dia 0 del
experimento), se lesinserté un implante sc de 3 mg de norgestomet (iNG) y recibieron PGF2a; posteriormente
se asignaron al azar a los siguientes tratamientos:; Para el tratamiento hCG (n = 8) el dia tres se aplicaron
2 500 Ul de hCG im; para el tratamiento hCG + NG (n = 8) el dia tres se aplicaron 2 500 Ul de hCG im
y el dia cinco recibieron 3 mg de norgestomet im; para el tratamiento NG (n = 8) el dia cinco recibieron
3 mg im de norgestomet. Al grupo testigo (n = 7) se le aplicé solucién salina im el dia tres y el dia cinco, 5
ml de aceite vegetal. EI iNG se retird nueve dias después de su insercion. Diariamente, a partir de lainsercion
del ING y hasta la presentacion del estro, se realizaron ultrasonografias de los ovarios y se tomaron muestras
sanguineas, en las cuales se determinaron las concentraciones de progesterona. La proporcion de animales
en los cuales se eliminé el FDP y se promovié un recambio folicular fue similar (0.05 < P < 0.1) entre los
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tratamientos hCG (5/8), hCG (NG (7/8) y NG (6/7), pero fue diferente (P < 0.05) al grupo testigo, en el cual
nose eliminé ningan FDP (0/7). El porcentaje de concepcion fue similar (P >0.05) entre las vacas que ovularon
un foliculo nuevo (66.6%; 12/18) y aquellas que ovularon el FDP (53.8%; 7/13). En el grupo hCG (NG el
tratamiento con norgestomet después de la inyeccion de hCG evit6 el desarrollo del Cl, ya que s6lo una vaca
de seis que ovularon tuvo niveles > 1 ng/ml de progesteronaal retirar el ING, mientras que en el grupo hCG
los cinco animales que ovularon tuvieron niveles > 1ng/ml de progesterona (P < 0.05). Se concluye que la
inyeccion de 3 mg de norgestomet el dia cinco posterior a la insercién del iING provoco la atresia del FDP y
evito el desarrollo del cuerpo luteo inducido con hCG.

Palabras clave: SINCRONIZACION DE ESTROS, NORGESTOMET, FOLICULO DOMINANTE PER-

SISTENTE, CUERPO LUTEO.

Introduccion

En bovinos cuando se administran tratamientos
sincronizadores con progestagenos en animales que no
tienen cuerpo lUteo, es frecuente que se modifique el
periodo de dominancia folicular, provocando que el
foliculo dominante presente al inicio del tratamiento
persistay ovule despuésderetirar el progestageno.’*Se
haobservado que lafertilidad en estas vacas disminuye
significativamente y se asocia con alteraciones en la
maduracion del ovocito®y en lafisiologia del oviducto.”

La persistencia del foliculo dominante se debe a que
los progestagenos utilizados en los tratamientos comer-
ciales no logran por si solos inhibir la pulsatilidad de la
LH, como lo hace la progesterona durante una fase
IGtea.®*? Sin embargo, cuando la administracion del
progestageno coincide con la presencia de un cuerpo
IGteo si se logra inhibir adecuadamente la secrecion
pulsatil de LH, permitiendo laatresiadel foliculo domi-
nante y el recambio folicular subsiguiente.

Enlamayoriade los programas de sincronizacion del
estro los implantes se insertan independientemente del
diadel cicloen que se encuentran las vacas, por lo que en
muchas noexiste un cuerpo luteo durante el tratamiento;
en este sentido se han evaluado nuevos métodos que
incluyen tratamientos para promover un recambio foli-
cular. Asi en vacas tratadas con implantes de norgesto-
met se ha evaluado la administracion de GnRH o hCG
para provocar la luteinizacion u ovulacion del foliculo
dominante persistente (FDP).*%4Sinembargo, cuandose
aplican tratamientos que ocasionan la ovulacion se tiene
el inconveniente de que al retirar el implante algunos
animales mantienen el cuerpo lUteo producto de la ovu-
lacion inducida, afectandose la sincronia en la presenta-
cién del estro. Por esta razon se haevaluado lainyeccion
de progesterona,’>% la cual provoca la supresion de la
secrecion de LH con la subsiguiente atresia del FDP, sin
provocar la ovulacion.

*Crestar, Intervet México.
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El norgestomet es un progestadgeno con una poten-
ciamuy superior ala progesterona,’” por lo que podria
ser efectivo para lograr la atresia del FDP. Sin embar-
go, aunque los implantes auriculares contienen
norgestomet no se ha evaluado su administracién im
con el proposito de provocar la atresia del FDP. De
igual manera, se sabe que suadministracion duranteel
metaestro altera el desarrollo normal del cuerpo lteo,
provocando su regresiéon prematura.®® El objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto de laadministra-
cion im de 3 mg de norgestomet sobre la induccién de
atresia del FDP y sobre el desarrollo del cuerpo luteo
formado después de la induccién de la ovulacion con
hCG en un esquema de sincronizacion del estro utili-
zando implantes de norgestomet en bovinos.

Material y métodos

El experimento se llevo a cabo en el Centro de Ense-
fianza, Investigacion y Extension en Produccion Bovi-
nay Caprina, “Rancho Cuatro Milpas”, de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México, ubicado en el km
11.5 de la carretera Cuautitlan-Tepozotlan-San Este-
ban, Estado de México, México, que se encuentra a 2
450 msnm, tiene una precipitacion pluvial anual de
630 mm, y temperatura media del5.6°C.*

Se utilizaron 11 vaquillas con edad entre 12 y 14
meses y peso promedio de 270 + 18 kg, y 20 vacas en
produccion con una edad de 32 a 34 meses y peso de
515 + 45 kg de la raza Holstein, con una condicion
corporal de 2.5a 3 (en escalade 1 a5).

Se utilizé un modelo experimental que permitio el
desarrollo de foliculos dominantes persistentes.> Antes
de iniciar el experimento todos los animales fueron
sincronizados con doble inyeccién de PGF2a. En el dia
siete del ciclo sincronizado (dia 0 del experimento) a
todos los animales se les insert6 un implante de 3mg de
norgestomet* por via subcutaneaen la parte externa de
la orejay se les inyect6 una dosis luteolitica de PGF2a.
Posteriormente los animales fueron asignados al azar a
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Figural. Diametro de los foliculos dominantes persistentes (media
+ desviacion estandar) de las vacas del grupo testigo en diferentes
dias del experimento (n = 7).

los siguientes tratamientos: hCG (n=8),en el diatres se
aplicaron 2500 Ul de hCG im;* hCG + NG (n=8) enel
diatresseaplicaron 2500 Ul de hCG imyenel diacinco
recibieron 3 mg de norgestomet** im; NG (n = 8), en el
dia cinco recibieron 3 mg im de norgestomet; testigo (n
=7), en el dia tres se les aplicé im 5 ml solucién salina
fisiologica y en el dia cinco, 5 ml de aceite vegetal.

En todos los animales el implante se retiré nueve
dias después de su insercién. Diariamente, a partir de
lainsercion del implante y hasta el estro posterior asu
retiro, se realizaron ultrasonografias de los ovarios,
con este propdsito se utilizé un ultrasonégrafo*** con
transductor lineal de 5 Mhz. Las imagenes fueron
grabadas y analizadas posteriormente.

Se consider6 como FDP al foliculo de mayor tama-
fio, presente al momento de insertar el implante, y que
permanecié durante el periodo del implante o desapa-
recio por efecto de algunos de los tratamientos. La
ovulacién se definié como la desaparicién repentina
de un FDP entre dos observaciones con US, y la atresia
como ladisminucidn progresivadel didmetro del FDP
y la aparicion de un nuevo foliculo dominante.r

A partir de lainsercién del implante y hasta el estro
posteriorasuretiro, setomaron diariamente muestras
sanguineas mediante venopuncién caudal utilizando
tubos al vacio heparinizados. Luego de su obtencién
las muestras fueron centrifugadas a 1 500 g para la
separaciondel plasma, que se conservoencongelacion
hasta su analisis para la determinacion de las concen-
traciones de progesterona por medio de radioinmu-
noandlisis en fase solida.”®

Posterior al retiro del implante se detectaron es-
tros mediante observacién visual en periodos de dos

* Chorulon, Intervet México.
** Donado por Intervet México.
*** Tokio Keiki LS 1000.
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Figura 2. Diametro del foliculo mayor (media + desviacion estandar)
en los animales que ovularon (n = 5; -e-) y en los que no ovularon (n
=3;-/\-) después de la inyeccion de hCG el dia tres. En los animales
que ovularon aparecié un nuevo foliculo dominante (-O-), mientras
que en los otros el FDP se mantuvo hasta el retiro del implante.

h cada cuatro horas, y las vacas en celo fueron insemi-
nadas utilizando semen de toros con fertilidad pro-
bada. Se comparo el tiempo del retiro del implante a
la presentacion del estro mediante un analisis de
varianza. La incidencia de persistencia del foliculo
dominante, la ovulacién y gestacién, se compararon
mediante las pruebas Ji cuadrada, y exacta de Fisher.
Todos los andlisis estadisticos se hicieron con el pro-
grama SAS.%

Resultados

Los resultados en las variables de respuesta no
difirieron entre vacasy vaquillas, por lo que se presen-
tan agrupados. En el grupo testigo (Figura 1) todos los
animales presentaron un foliculo dominante que per-
sistio hasta el retiro del implante, mientras que en los
demas tratamientos se observé un recambio folicular
caracterizado por la induccion de atresia u ovulacién
del FDP (P < 0.05).

En contraparte, en el grupo tratado con hCG el FDP
solamente se retuvo en tres de ocho animales, produ-
ciéndose laovulacién enlos otros cinco animales, en los
cualesse form6 un Clfuncional (Figura2). Laaplicacién
de NG después de la hCG evit6 la formacion del Cl, ya
gue aunque siete animales de este grupo ovularon,
solamente en uno de ellos se formd6 un cuerpo lGteo
funcional (Figura 3). Por otra parte, el tratamiento ex-
clusivamente con NG resulté en atresia del FDP y
posterior recambio por otro foliculo en seis de los ocho
animales tratados (Figura 4). En ninguno de ellos se
formd un nuevo Clantes de retirar los implantes. Como
resultado de todos estos cambios, la incidencia de FDP
fue mayor en el grupo testigo que en los otros grupos
(Cuadro 1, P <0.05). Sin embargo, el tnico tratamiento
gue resulté con un nimero de cuerpos lateos funciona-
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Figura3. Diametro del foliculomayor (media + desviacion estandar)
en los animales que ovularon (n = 7; -e-) y en los que no ovularon
(n=1;-/\-) después de lainyeccién de hCG el diatres y norgestomet
el dia cinco. En los animales que ovularon aparecié un nuevo
foliculo dominante (-O-), mientras que en los otros el FDP se
mantuvo hasta el retiro del implante.
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Figura4.Diametrodel foliculo mayor (media+ desviacién estandar)
en los animales que presentaron atresia (n = 6; -@-) y e€n los que no
hubo atresia (n = 2; -/\-), después de la inyeccién de norgestomet el
dia cinco. En los animales que hubo atresia del FDP apareci6 un
nuevo foliculo dominante (-O-), mientras que en los otros el FDP se
mantuvo hasta el retiro del implante.

les significativamente mayor al del grupo testigo fue el
de hCG, exclusivamente (Cuadro 1).

En los animales que no tuvieron cuerpo ldteo el
inicio del estro se presentd a las 62.8 h después del
retiro del implante cuando norecibieron ningun trata-
miento adicional. La administracién de norgestomet
con o sin hCG, provoc6 un retraso significativo (P <
0.05) en el intervalo al inicio del estro (Cuadro 2).
Cinco vacas del grupo hCG que formaron Cl mostra-
ron celo entre las 157 y 301 h después de retirar el
implante. En el grupo hCG + NG una vaca que ovulo
y formo Cl presentd celoalas 197 hdespuésderetirado
el implante.

En el Cuadro 3 se presentan las concentraciones de
progesterona de las vacas en los diferentes tratamien-
tos, clasificandolas de acuerdo con sus eventos ovaricos.
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Cuadro 1l
EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS PARA ELIMINAR
EL FDP EN ANIMALES SINCRONIZADOS CON UN IMPLAN-
TE DE NORGESTOMET

Animales con FDP al retiro Animales con Cl al

Tratamientos del implante retiro del implante *
Testigo /72 0/72
hCG 3/8° 5/8°*
hCG + NG 1/8° 1782 *
NG 2/8° 0/82

ab Literales distintas en la misma columna muestran diferencia
(P <0.05).

* Ovularon y formaron cuerpo luteo (Cl) (concentraciones de
progesterona >1ng/ml).

L=
_ I
Cuadro2
TIEMPO DE PRESENTACION DEL ESTRO EN ANIMALES QUE
NO TUVIERON UN CUERPO LUTEO AL RETIRO DEL
IMPLANTE DE NORGESTOMET

Tiempo del retiro del implante a la

Tratamientos n presentacion del estro (h)
Inicio* Rango
Testigo 7 62.8+8.72 29-85
HCG 3 71.0+17.1% 51-105
hCG+NG 7 92.7+32.3" 33-277
NG 8 95.0+21.2° 37-181

* Los datos se presentan como media = desviacion estandar.
ab| jterales distintas indican diferencia (P < 0.05).

EnelgrupohCG + NG el tratamiento con norgestomet
después de lainyeccion de hCG evit6 el desarrollo del
Cl; s6lo una vaca de siete tuvo niveles > 1 ng/ml de
progesteronaal momento de retirar el implante, mien-
tras que en el grupo hCG de cinco animales que
ovularon todos tuvieron niveles > 1ng/ml de
progesterona (P < 0.05).

En el Cuadro 4 se muestran los resultados del
diagndstico de gestacion en los diferentes tratamien-
tos y también de acuerdo a si se observ6 un recambio
folicular provocado por los tratamientos. En general
se encontré que el porcentaje de concepcion fue simi-
lar (P > 0.05) entre las vacas que ovularon un foliculo
nuevo (66.6%; 12/18) y aquellas que ovularon el FDP
después del retiro del implante (53.8%; 7/13).



Cuadro 3
CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE PROGESTERONA (NG/ML) DE ACUERDO CON LA RESPUESTA
EN LOSDIFERENTES TRATAMIENTOS*

Dias del experimento

Grupos Respuesta n 0 3 5 7 9
Testigo 7 2.6+0.6% 0.2+0.6% 0.6+0.6 12+0.6° 0.3+0.6%
HCG Ov 5 25+0.72 13+0.7 24+0.72 3.8+0.72 46+0.7°
No Ov 3 39+0.9° n.d n.d n.d 0.1+0.9°
HCG+NG Ov+Cl 6 3.9+0.6° 0.7+0.6% 0.7+0.6% 1.9+0.6° 0.4+£0.6°
OvnoCl 1 44+16° 0.6+1.6% n.d 0.9+1.6% 21+16a°
No Ov 1 50+1.6% 0.7+1.6% 33+1.6% 13+16° 04+16%
NG Atr del FDP 6 29+0.6% 15+0.6° 1.1+0.6° 0.9+0.6% 0.1+0.6%
No Atr del FD 2 30+1.12 0.6+1.12 05+1.12 05+1.12 02+112

ab |iterales distintas en la misma columna indican diferencias P<0.05.
Ov= Ovulacién; Cl= Cuerpo luteo; Atr= Atresia; nd= no detectables.

Discusion

El modelo experimental empleado, consistente en
la colocacion de un implante de norgestomet en el dia
siete del ciclo en vacas sin cuerpo luteo, fue eficaz para
inducir foliculos dominantes persistentes, lo que coin-
cide con estudios previos utilizando modelos simila-
res.®>2 Asi, en las vacas del grupo testigo y en algunos
animales de los otros grupos el FDP se mantuvo hasta
el retiro del implante, después de lo cual ovulé.

En este estudio laadministracién de lahCG adosisde
2 500 Ul im en el dia tres después de la colocacién del
implante, indujo la ovulacién en 75% de las vacas trata-

_ I
Cuadro4
NUMERO DE VACAS GESTANTES EN LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS DE ACUERDO CON UN RECAMBIO
FOLICULAR

Gestantes Gestantes

Tratamientos  con recambio  con recambio  Gestantes totales

Testigo - 3/7 3/7
hCG 2/5 2/3 4/8
Heg + NG 5/7 1/1 6/8
NG 5/6 172 6/8
Total 12/18* 7/13* 19/31

*No se encontraron diferencias entre grupos (0.05 <P <0.1).

*Los datos se presentan como media de cuadrados minimos + error estandar.

das. Estos datos confirman lo encontrado en otro estudio
realizado con vacas en esquemas de sincronizacion con
implantes de norgestomet, en el cual se han utilizado
dosis de 500 Ul im, 1 500 Ul im, y 3000 Ul iv, y en todos
loscasos hansidoeficaces paraocasionar laovulaciéndel
FDP en la mayoria de las vacas tratadas.*®

En cinco vacas del grupo que recibié hCG sin admi-
nistracién posterior de norgestomet se formé un CL, lo
cual fue corroborado por ultrasonografia y por las
concentraciones de progesterona. En estas vacas las
concentraciones de progesterona fueron similares a las
encontradas durante una fase lGtea normal, lo que
coincide conotrosestudiosenloscuales se hademostra-
do que el cuerpo lateo desarrollado después de un
tratamiento con hCG tiene las mismas caracteristicas de
loscuerpos luteos presentes durante el cicloestral 224 Al
momento de quitar el implante, estas vacas tuvieron
concentraciones de progesterona > 1 ng/ml, lo que
evitd que presentaran estro sincronizado dentro de los
primeros cuatro dias posteriores al retiro del implante.
En contraparte, en las vacas del grupo hCG + NG el
tratamiento con norgestomet después de la inyeccion
de hCG evito el desarrollo del Cl, por lo que sélo una
vacade siete tuvo niveles > 1 ng/ml de progesteronaal
momento de retirar el implante. Esto Gltimo indica que
con el empleo de norgestomet después de la inyecciéon
de hCG podria evitarse la inyeccion de prostaglandina
F2a que generalmente se administra al momento de
retirar el implante, sin detrimento de la sincronizacién
del celo. Estos resultados corroboran lo observado en
tratamientos en que se utilizé norgestomet durante el
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metaestro, en los que se ha encontrado que afecta el
desarrollo del cuerpo Iuteo.®®

Elhecho de provocar laovulaciény el desarrollo de
cuerpos lateos en esquemas de sincronizacion se aso-
ciacon lapérdidade lasincroniaen la presentacion de
los estros. En este estudio las circunstancias de que
estos animales tuvieran concentraciones > 1 ng/ml al
retiro del implante se asocié con un retraso de la
presentacion del estro. En otros esquemas de
sincronizacion se ha utilizado PGF2a al momento del
retiro del implante para destruir el Cl inducido por la
hCG, logrando asi que 92% de animales tratados pre-
senten celo en un periodo de 72 h después de retirado
el implante.®® Por otra parte, en el grupo de las vacas
tratadas con NG en el dia cinco, el estro se present6 a
las95.0+21.2 hdespués del retiro del implante, siendo
mayor (P <0.05) al tiempo promedio del grupo testigo
62.8+8.7 h. La causa de este retraso se desconoce pero
puede asociarse con el tiempo que tomaria la atresia
del FDP vy el inicio de siguiente onda folicular; en
contraparte, las vacas del grupo testigo, al tener un
FDP al momento deretirar el implante, presentarianel
estromas rapido, lo que coincide con otros estudios. %%

Nuestros resultados demuestran que el NG im en
dosis de 3 mg indujo la atresia del FDP cuando se
aplicé en el dia cinco del experimento. Un efecto
similar se ha observado con una dosis de 200 mg de
progesteronaen el dia 11 en esquemas de administra-
cion de MGA durante 14 dias,? o cuando se aplican
dos dispositivos PRID durante 24 h, seis dias después
de colocar un implante de norgestomet.’* Con estos
tratamientos se provoca una disminucion de la fre-
cuencia pulsatil de LH, lo cual ocasiona un recambio
folicular. Aunque en este estudio no se midieron las
concentraciones de LH, los estudios sefialados permi-
ten sugerir que la inyeccidn de norgestomet ocasion6
el recambio folicular mediante este mecanismo.

Alaplicar el norgestomet la atresia del FDP comen-
zGalas28+9.7 henobservacionescada 24 h,yelnuevo
foliculo dominante alcanzé un didmetro de 10 mm o
mayor alas 68 + 38.4 h después de lainyeccion de 3 mg
de NG; el tamafio del nuevo foliculo dominante un dia
antes de la ovulacion fue de 13.8 + 2.6 mm. Estos
resultados coinciden con los observados en los estu-
dios en los que se ha eliminado el FDP utilizando un
tratamiento con progesterona.6?

El porcentaje de concepcion no fue diferente (P >
0.05) entre las vacas que ovularon un foliculo nuevo
(66.6%; 12/18) y aquellas que ovularon el FDP (53.8%;
7/13). Sin embargo, debido al reducido nimero de
animales no se pueden obtener conclusiones. En otros
estudios fue evidente unadisminucion de lafertilidad
en las vacas que ovularon FDP. Ese detrimento de la
fertilidad se ha asociado con un adelanto en la madu-
racion del ovocito®y con cambios en el funcionamiento
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del oviducto,” lo que en conjunto estaria afectando el
desarrollo embrionario temprano.

Conforme a los resultados obtenidos en el presente
estudio se concluye que la inyeccién de 3 mg de
norgestomet el dia cinco posterior a la insercion del
implante de norgestomet provoco la atresia del FDP y
evité el desarrollo del cuerpo luteo inducido con hCG.
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