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Resumen. El presente estudio tuvo como objetivo determinar el didmetro de los foliculos presentes
en ovarios de vacas Holstein, colectados en matadero, mediante una regla métrica y ultrasonido
para verificar si la observacion externa de los foliculos en los ovarios corresponde con su didmetro
interno. En la produccién de embriones de bovino in vitro en general se puncionan foliculos de 3
a 6 mm de didmetro para obtener los complejos ovocitos células del ciimulo (COCs), en estudios
realizados por diversos autores se ha observado una gran diferencia en la competencia de desarrollo
de los ovocitos colectados. Los resultados obtenidos en 148 ovarios, fueron clasificados en: ovarios
izquierdos 74, con un tamario promedio de 3.37+0.74 cm de largo y 1.75+0.48 cm de ancho, el
didmetro de los foliculos evaluados con regla métrica en promedio fue 0.41+0.10 cm, la medida
correspondiente a ultrasonido fue en promedio 0.51+0.21 cm. En 22 ovarios izquierdos se observd
la presencia de un cuerpo liiteo y en uno se presentaron dos cuerpos liiteos. En los ovarios derechos
74, con un tamario promedio de 3.56+0.77 cm de largo y 1.77+0.47 cm de ancho, el didmetro de los
foliculos evaluados con regla métrica en promedio fue 0.40+0.09 cm, la medida correspondiente a
ultrasonido fue en promedio 0.50+0.18 cm. En 24 ovarios derechos se observé la presencia de un
cuerpo liteo y en dos se presentaron dos cuerpos liiteos. En 17 ovarios izquierdos y 17 derechos no
se observé ninguna estructura. Se concluye que el procedimiento de medicion del didmetro folicular
mediante regla métrica y ultrasonografia presenté diferencias significativas (P<0.05) en ovarios de
bovino obtenidos en matadero y permitié confirmar que el didmetro de los foliculos es similar para
los foliculos de ovarios izquierdos y derechos (P<0.05). La evaluacion de la maduracion in vitro de
36 ovocitos obtenidos de ovarios izquierdos fue de 88.8% y en 35 ovocitos provenientes de ovarios
derechos fue de 88.5% (P>0.05), por lo que es factible la obtencion de ovocitos de buena calidad
para su maduracion in vitro por ambos métodos y ambos ovarios.
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Abstract. The objective of this study was to determine the diameter of the follicles present in
ovaries of Holstein cows collected on slaughterhouse, using a metric rule and ultrasound, to verify
whether the external observation of the follicles in the ovaries corresponds to the internal diameter
of follicles. In general follicles of 3 to 6 mm in diameter are punctured to obtain the complex oocyte
cells cumulus (COCs), a great difference has been observed in the competence of development of
the oocytes collected in the production of in vitro bovine embryos in studies carried out by different
authors. The results obtained in 148 ovaries, were classified in: 74 left ovaries, with an average size
3.37 £ 0.74 cm in length and 1.75 + 0.48 cm in width, the follicles diameter average with metric
rule was 0.41 + 0.10 cm, the measurement corresponding to ultrasound was 0.51 + 0.21 cm. A
corpus luteum was observed in 22 left ovaries and in one there were two corpora lutea. The 74
right ovaries had an average size of 3.56 + 0.77 cm length and 1.77 + 0.47 cm width, the diameter
of the follicles evaluated with metric rule had an average of 0.40 + 0.09 cm, the measurement
corresponding to ultrasound was an average of 0.50 + 0.18 cm. A corpus luteum was observed in
24 ovaries and in two there were two corpora lutea. It is concluded that the procedure of measure-
ment of the follicular diameter by metric rule and ultrasonography in bovine showed significant
differences (P<0.05) in bovine ovaries obtained in slaughterhouse and confirmed that the diameter
of the follicles is similar for left and right ovarian follicles (P>0.05). The evaluation of the in vitro
maturation of 36 oocytes obtained from the left ovaries was 88.8% and in 35 oocytes from the
right ovaries it was 88.5% (P>0.05), so it is feasible to obtained good quality oocytes for in vitro
maturation by both methods and both ovaries.

Keywords: Follicle, Diameter, Bovine, Maturation in vitro.

INTRODUCCION

El ganado bovino Holstein presenta actividad reproductiva en forma constante, sin em-
bargo, en la eficiencia reproductiva no siempre se tienen los resultados deseados, debido
a muchas variables que intervienen en la reproduccién; aunque la inseminacién artificial
es de uso comun para esta especie, hay otras técnicas que pueden favorecer la eficiencia
reproductiva como es el caso de la transferencia de embriones, la cual tiene un costo
mayor a la inseminacién artificial, pero también tiene ventajas, como el avance genético
que se puede obtener al utilizar animales sobresalientes en determinadas caracteristicas.
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Una alternativa que puede aplicarse es la transferencia de embriones producidos in
vitro, aunque la maduracion y el crecimiento de los ovocitos in vitro depende de varios
factores, como la condicién fisiol6gica de las vacas donadoras, el estado del foliculo y
tamafio o fase de crecimiento. Los reportes muestran que las condiciones que son co-
munmente usadas para la maduracién de ovocitos de bovino no son totalmente eficaces,
sin embargo, la competencia del desarrollo de los ovocitos es afectado por el ciclo estral
de la donadora, fase de desarrollo folicular y tamafio del foliculo (Iwata et al., 2006). Este
desarrollo también se ve favorecido por las células foliculares que proveen de nutrientes
al ovocito y de energia a las células de la granulosa (Wani, 2002). In vitro, la adicién de
10% de suero fetal bovino favorece la maduraciéon debido a sus componentes, entre
los que se encuentran: aminodcidos, carbohidratos, hormonas, factores de crecimiento,
algunos componentes indefinidos y protefnas como la albiimina que ayuda a establecer
un balance osmatico en el medio (Picton et al., 2003).

El sistema endocrino regulador de la foliculogénesis involucra las gonadotropinas,
pero localmente se producen varias hormonas y factores de crecimiento. Se han obser-
vado receptores en las células de la teca y la granulosa en el ovario, particularmente en
el bovino estdn presentes receptores a estradiol y progesterona de acuerdo al crecimien-
to y desarrollo, segtin el tamafio de los foliculos de 1-5 mm, 6-9 mm 6 >9 mm (Beg y
Ginther, 2006).

Antes de la disponibilidad del ultrasonido, la evaluacién del desarrollo folicular
solamente era posible al observar los ovarios después de la cirugia o en el momento de la
muerte del animal, por lo que la existencia de la onda folicular y el crecimiento folicular
no podia ser valorada. Mediante el ultrasonido se ha caracterizado el foliculo dominante
y el desarrollo del cuerpo ltiteo durante el ciclo estral. La ultrasonografia recientemente
ofrece tecnologia de excelente resolucién con un transductor de alta frecuencia (25-70
MHz) para valorar la dindmica de desarrollo de los foliculos antrales y del complejo
ovocito-células del camulo (COCs) (Pfeifer et al., 2013). El ultrasonido se ha utilizado in
vivo para predecir la produccién de embriones y la coleccién de embriones después de
la superovulacién (Silva-Santos et al., 2014). En el bovino es bien conocido que ocurren
2 a 3 ondas foliculares durante cada ciclo estral, identificadas por el desarrollo de los
foliculos mayores a 5 mm (Scully et al., 2014).

Aun cuando el crecimiento de foliculos en la mayorfa de las vacas lecheras es
constante, a veces se tiene una baja fertilidad (Evans et al., 2012); con el objeto de incre-
mentarla se han intentado diversos procedimientos de reproduccién asistida, entre los
cuales se encuentra la transferencia de embriones obtenidos in vivo o in vitro, en este
ultimo procedimiento se tiene la Ovopuncién (OPU), la cual brinda la oportunidad de
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obtener ovocitos de calidad en los dias 4 y 7 del ciclo estral, con morfologia similar, sin
embargo, en el periodo de 7 dias disminuye la calidad de los ovocitos, posiblemente por
degeneracién de los foliculos (Nagai et al., 2015). Una condicién diferente es que usando
FSH en animales jovenes de 5 a 10 meses de edad, se tienen pocos embriones en estadio
de moérula y blastocisto cuando se producen de ovocitos obtenidos de foliculos de 7-10
mm, (Landry et al., 2016); por consiguiente, el didmetro de los foliculos en la maduracién
es de vital importancia para la fertilizacién y desarrollo embrionario in vitro (Jorssen et
al., 2015). La evaluacién de la calidad de los ovocitos para el desarrollo in vitro se basa en
la composicion de las células camulo y las caracteristicas del citoplasma del ovocito. La
calidad morfolégica de los COCs es determinada por grados 1, 2, 3 0 4, el grado 1 tiene
cuatro o més capas de células del ciimulus y el citoplasma del ovocito es homogéneo,
conforme disminuyen estas caracteristicas disminuye la calidad del ovocito, conside-
rando el grado 1 el mds apto para la maduracién in vitro (Do et al., 2018).

El objetivo del presente estudio fue medir el didmetro de los foliculos de 3 a 6
mm observados a simple vista con una regla métrica y con el equipo de ultrasonido en
ovarios de bovino obtenidos en matadero, para confirmar si el didmetro de los foliculos
es el mismo mediante estos dos procedimientos y observar si hay alguna diferencia en
su maduracién in vitro que aumente la eficiencia en el proceso de esta biotecnologia
reproductiva.

MATERIALES Y METODOS
Toma de muestras y procedimiento

Se colectaron 148 ovarios de vacas Holstein recién sacrificadas en el matadero, con una
edad estimada de 3 a 4 afios, en buen estado de salud y sin ninguna patologia en el apara-
to reproductor. Los ovarios fueron clasificados en Izquierdos y Derechos. Posteriormente
se transportaron al Laboratorio Manejo de la Reproduccién de la UAM-Xochimilco, a
una temperatura de 26°C, en un tiempo menor a 2 horas; después los ovarios fueron colo-
cados en un recipiente con solucién salina 0.9 % adicionada con antibiético-antimicético
1mL/L (Penicilina G 10000 UI/mL, Estreptomicina 10000 Ul/mL y Anfotericina 24 Ul/
ml) para mantener una temperatura constante de 38°C en el momento de realizar la
ultrasonografia, procedimiento adaptado de Civale et al. (2013), quienes mencionan que
la imagen que se obtiene con el ultrasonido a una temperatura normal del organismo
bovino permite tener una mejor posicién focal del equipo, que cuando la temperatura
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estd por debajo de 10°C de la normal. Se midieron los foliculos de 3 a 6 mm que se obser-
varon en la superficie del ovario a simple vista, con una regla métrica y con el equipo de
ultrasonido (Sonovet 2000; con sonda de 3.5 MHz). Las medidas fueron anotadas en cada
procedimiento. Posteriormente, por separado, foliculos de ovarios izquierdos y derechos
fueron puncionados utilizando una jeringa hipodérmica desechable de 10 mL y una agu-
ja hipodérmica de 18x38 mm para la obtencién del liquido folicular, el cual se dejé se-
dimentar. El proceso de maduracién in vitro fue adaptado de Do et al. (2014); a partir del
sedimento se obtuvo el paquete celular que se lavé dos veces con medio modificado de
Tyrode, suplementado con lactato de sodio, Hepes y PVA (TL-Hepes-PVA), con un pH de
7.3 a 74, al cual se adicion6 5 UI de Heparina/ml. Bajo el microscopio estereoscépico, se
seleccionaron los Complejos Ovocito-Células del Ctiimulo (COCs), eligiéndose aquellos
que presentaron citoplasma uniforme y que estaban rodeados por una masa completa de
las células del ctimulo. Los ovocitos seleccionados fueron cultivados para su maduracién
en medio para cultivo de tejidos TCM-199, con sales de Earle y bicarbonato, suplementa-
do con PVA al 0.1%, D-glucosa 3.05 mM, piruvato de sodio 0.91 mM, cisteina 0.57 mM y
factor de crecimiento epidérmico (EGF) 10 ng/ml (Wang y Niwa, 1995). Los ovocitos se
depositaron en una caja de 4 pozos conteniendo 500 mL de medio de maduracién en cada
uno. Posteriormente, cada pozo fue cubierto con una capa de aceite mineral y finalmente
se le agregaron 1.5 U.IL. de Merional (IBSA, Suiza) y 10% de Suero Fetal Bovino. Las cajas
se incubaron a 39°C en una atmésfera de CO? al 5% y humedad a saturacién, durante 24
horas. Posteriormente se realiz6 la evaluacién de la maduracién en unas muestras que
fueron cultivadas para este fin, de acuerdo al procedimiento establecido por Casas et al.
(2010).

Analisis Estadistico
Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente determinando el promedio,

desviacion estdndar y andlisis de varianza, se utilizé la prueba de Tukey para determi-
nar la diferencia minima significativa a un intervalo de confianza de 0.05 (Kuehl, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron evaluados 148 ovarios (Tabla 1, Imédgenes 1 a 3), los cuales se clasificaron en: Ova-
rio Izquierdo (I) y Ovario Derecho (D). En ], el tamafio de los ovarios en promedio fue de
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3.37+0.74 cm de largo y 1.75+0.48 cm de ancho, en estos ovarios el didmetro de los folicu-
los evaluados con regla métrica en promedio fue 0.41+0.10 cm, la medida correspondien-
te a ultrasonido fue en promedio 0.51+0.21 cm. En 22 /74 ovarios se observé la presencia
de un cuerpo ldteo y en uno se presentaron dos cuerpos liteos. Ovarios con presencia de
foliculos tnicamente 35 /74. De los 22 con cuerpo lateo, 5 no presentaron foliculos y 17
ovarios no presentaron ninguna estructura (Tabla 2).

Tabla 1. Medida de ovarios y diametro de foliculos en ovarios de vacas, obtenidos
con una regla métrica y ultrasonido, clasificados en izquierdos y derechos

Ndmero Ovario | Largo | Ancho | Diametro de Foliculos con | Diametro de Foliculos

de muestra cm cm Regla en cm con Ultrasonido en cm
1 I 2.4 1.4 0.3,04 0.3,0.6
2 D* 3.8 1.7 0.4 0.9
3 I 3.8 1.8 0.4 0.5
4 D* 4.3 2.5 0.304 0.7,0.7
5 I 3.6 1.6 0.6 0.6
6 D 3.8 2.1 0.3,0.3,0.6 0.5,0.8,1.1
7 I 2.5 1.4 0.6, 0.6 0.6, 0.6
8 D 2.9 1.6 0.3,04,0.5 04,04, 0.5,
9 I 3.8 0.9 0.3,0.3,0.6,0.6 0.3,0.6,0.6,0.6
10 D 4.2 1.7 0.3,0.6 04,04
11 I 2.9 1.8 0.3,0.5,0.5 0.3,0.3,0.4,
12 D 3.6 1.8 04,04,04 0.4,040.6
13 I 3.2 1.1 0.4 0.3
14 D* 3.0 1.5 - -
15 I 3.9 2.2 0.4,05,0.6 0.4,04,0.5
16 D 3.3 1.6 0.4,0.5 0.3,0.5
17 I 3.9 2.0 0.3,0.4,04,0.5 0,3,0.3,04,04
18 D* 4.1 21 0.3,04,0.5 0.3,0.3,0.3
19 I 3.9 1.7 0.4,0.6,0.5 0.3,0.4,0.5
20 D 3.4 1.5 0.3,0.3,04,04 0.4,04,04,05
21 4.4 2.6 0.5 0.3
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22 D 4.6 2.1 0.3,0.4,04,0.6 0.4,04,0.9,06
23 [ 2.5 1.5 0,4,0.4,0.5 0.4,0.4,04
24 D 3.3 1.7 0.4,0.4,05 0.3,0.4,0.8
25 I* 2.4 1.7 0.5 1.3

26 D 3.3 0.9 0.3,0.5,0.4 0.4,0.4,0.5
27 [ 3.9 2.0 0.6 0.5

28 D** 3.2 2.4 0.5, 0.5 0.3,0.6

29 [ 2.9 1.7 0.4,0.4,0.5,0.5 0.3,0.3,0.3,0.5
30 D** 2.4 1.6 0.3,0.4,0.4 0.3,0.4,0.4
31 |** 3.6 2.3 0.4 0.4

32 D 3.4 2.0 0.3,0.3,0.3,0.3 0.3,0.4,0.5,0.8
33 I* 4.2 2.9 0.3 0.3

34 D 4.5 2.3 0.3,0.3,0.3,0.3 0.4,04,04,04
35 I* 3.6 2.7 0.3,0.3,0.3,0.3 0.3,0.3,0.3,0.3
36 D 3.3 2.4 0.3,0.5 0.3,0.5

37 I* 4.0 2.2 - -

38 D 3.4 2.1 0.3 0.4

39 | 2.6 2.1 0.3,0.3,0.3 0.4,0.4,06
40 D* 3.7 2.8 0.6 0.6

41 | 3.2 2.1 0.3,0.5 0.4,0.6

42 D* 3.6 3.1 0.3,0.3,0.5 0.4,0.5,0.6
43 | 3.9 1.6 - -

44 D* 5.1 2.3 0.3,0.3,0.4 0.4,04,04
45 I* 5.0 1.7 0.3,0.4 04,04

46 D* 5.1 2.3 0.3,0.3,0.4 0.4,0.4,04
47 I* 3.1 2.2 0.4 0.6

48 D 3.0 2.0 0.3,0.4 04,05

49 I* 3.8 2.4 0.3,0.6 0.3,1.0

50 D 3.3 2.3 0.3,0.3,0.5,0.5, 0.5 0.3,0.3,0.3,0.3,0.4
51 I* 3.5 2.0 0.3,0.4 0.3,0.3

52 D 3.4 1.7 0.3,0.4 0.5,0.6

53 I* 3.5 2.0 0.3,0.4 0.3,0.3

54 D 3.4 1.7 0.3,0.4 0.3,0.4

55 | 2.1 1.9 0.3,0.3,0.4 0.3,0.3,0.3
56 D* 2.5 1.5 0.3,0.4,0.4, 0.5, 0.3,0.3,0.3,0.3
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57 [ 3.0 2.2 0.3,0.5 03,04
58 D* 3.3 1.4 0.3,0.4 0.3,0.3
59 [ 2.8 2.1 0.3,0.3,0.4,0.4 0.3,0.3,0.3,0.4
60 D* 2.0 1.7 0.4,0.5,0.6 0.4,04,04
61 [ 2.9 1.1 - -
62 D 2.0 1.0 0.6 0.4
63 [ 2.8 1.2 - -
64 D 2.5 2.5 0.5,0.5 0.6,0.7
65 I* 3.0 2.0 = -
66 D* 5.0 3.0 = -
67 I* 4.5 2.0 0.3,0.4,0.4 0.4,0.6,0.7
68 D 3.0 1.5 . -
69 [ 3.0 2.0 - -
70 D 5.0 2.0 0.6, 0.4 0.8,1.0
71 [ 2.0 1.5 - -
72 D 3.0 2.0 - -
73 [ 2.0 1.5 - -
74 D* 4.2 2.5 0.3,0.3 0.6,0.7
75 [ 4.0 2.5 - -
76 D 5.0 2.0 . -
77 [ 4.5 2.5 = -
78 D* 4.0 2.0 0.5,0.5 04,09
79 | 3.0 1.5 0.6 0.9
80 D 3.0 2.0 - -
81 I* 4.5 2.5 0.3 0.9
82 D 2.5 1.5 0.4,0.6,0.6 0.3,0.7,0.8
83 [ 3.0 2.0 0.6 0.8
84 D 4.0 2.0 - -
85 | 4.0 2.0 = -
86 D 2.5 1.5 - -
87 | 3.0 1.0 . -
88 D 4.0 1.0 s -
89 | 3.8 2.0 0.6 0.6
90 D 3.0 1.5 0.4,0.5 04,05
91 |* 4.1 1.3 . -

D 4.8 1.9 0.4 0.9
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93 I 3.8 1.6 - -

94 D 4.5 2.5 0.4,0.5,05 0.5,0.7,0.7
95 I 3.8 2.0 0.3,0.5 0.5, 0.7
96 D* 4.0 2.0 0.3 1.0

97 I 4.0 1.5 - -

98 D* 5.0 2.0 0.3,04 0.4,0.7
99 I 4.0 1.9 0.3,04 1.0,1.2
100 D* 3.4 1.8 0.4 0.7

101 I 2.8 1.6 0.5 1.0

102 D 3.5 1.5 - -

103 I 2.5 0.5 - -

104 D 3.5 0.8 - -

105 I 3.5 1.2 0.3,0.3,04 0.3,0.5,0.5
106 D 3.0 1.0 04,06 0.4,0.6
107 I 3.5 2.5 0.6 0.8

108 D 4.5 2.0 - -

109 I 2.0 1.0 0.6 0.5

110 D 2.5 1.5 0.5 0.5

111 | 3.5 1.0 - -

112 D* 3.5 1.8 0.3,0.3 04,04
113 I 2.0 1.5 0.5 0.6

114 D 3.0 1.5 0.6, 0.6 0.9,0.9
115 I 4.5 0.8 - -

116 D* 3.0 1.5 - -

117 I 4.0 1.2 0.4 0.8

118 D 5.0 1.2 04,04,04,04 0.6,0.7,0.7,0.7
119 I 3.5 2.0 04,04 0.5,0.7
120 D 4.5 1.3 0.3,0.4,0.4,0.5 0.3,0.4,0.5,0.6
121 I 210 2.0 04,05 0.5,0.7
122 D 4.4 1.6 0.3,0.6 0.3,0.6
123 I 4.0 1.8 0.4 1.1

124 D 4.5 2.0 0.3,0.5,0.5,05 0.4,0.5,0.5,0.8
125 I 3.0 1.5 04,05 0.5,0.8
126 D* 3.2 1.8 0.3,0.3 0.5, 0.5
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127 I 3.5 1.8 0.4 0.5
128 D 4.0 1.5 0.3, 0.3,0.4, 0.5, 0.3,0.3,0.4, 0.5
129 I 3.5 1.5 - -
130 D* 4.0 1.5 - -
131 I 2.5 1.2 - -
132 D 3.0 1.2 - -
133 I 3.0 1.5 - -
134 D 3.0 1.8 0.5 0.6
135 I 3.5 1.5 0.6, 0.6 0.6,0.6
136 D 2.5 1.0 - -
137 I 2.5 1.5 - -
138 D 3.0 1.5 - =
139 | 3.0 1.6 0.3,0.3 0.6, 0.7
140 D 4.0 2.0 - -
141 I 3.2 1.6 0.3,0.3 0.5,0.7
142 D 3.0 1.6 0.3 0.6
143 | 2.5 1.3 0.3,0.3,04,0.5 0.4,06,0.6,0.7
144 D* 3.0 2.0 0.4 0.7
145 I 2.8 1.4 0.3,0.5 0.6, 0.7
146 D 3.5 1.4 - -
147 I 4.0 2.2 0.4, 0.5 0.4, 0.7
148 D 3.0 1.4 0.3,04,04, 05 0.3,0.4,0.5,0.6
Promedio | 337+ | 1.75 0.41 +0.10° 0.51 + 0.21°
0.74° 0.48°
Promedio D 3.56 + 1.77 + 0.40 + 0.09° 0.50 + 0.182
0.772 0.47°

I= Ovario Izquierdo.

D= Ovario derecho.

*Indica presencia de cuerpo liteo.

Literales iguales en las columnas de las medidas de ovarios indican no diferencia estadistica significativa

(P>0.05).

Literales iguales en renglones de medida de foliculos indican no diferencia estadistica significativa (P>0.05).
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Tabla 2. Namero de ovarios con presencia o ausencia de estructuras como cuerpo
Iateo y foliculos

Ovario Nimero @ Con cuerpo luteo Con cuerpo luteo | Con foliculos

y foliculos sin foliculos unicamente
I 74 172 52 352 172
D 74 202 42 352 152
Total 148 37 9 70 32

Literales iguales en las columnas de las medidas de ovarios indican no diferencia estadistica significativa
(P>0.05).

En D, el tamafio de los ovarios en promedio fue de 3.74+0.77 cm de largo y 1.77+0.47 cm
de ancho, en estos ovarios el didmetro de los foliculos evaluados con regla métrica en
promedio fue 0.40+0.09 cm, la medida correspondiente a ultrasonido fue en promedio
0.50+0.18 cm. En 24/74 ovarios se observoé la presencia de un cuerpo liteo y en dos se
presentaron dos cuerpos liateos. Ovarios con presencia de foliculos tinicamente 35/74. De
los 24 con cuerpo ltteo, 4 no presentaron foliculos y 15 ovarios no presentaron ninguna
estructura (Tabla 2). El mayor tamarfio de ovario fue observado en uno obtenido del lado
izquierdo con 5.5 cm, y en el derecho con 5.1 cm de longitud; en cuanto al menor tama-
fio de ovario fue similar a 2.0 cm de longitud en ambos lados, izquierdo y derecho. El
largo y ancho de los ovarios en el presente estudio son muy similares en todos los ova-
rios muestreados, posiblemente porque su procedencia fue de animales adultos y no se
observé ninguna diferencia estadistica significativa (P>0.05) entre las medidas de ambos
grupos de ovarios.

El didmetro de los foliculos evaluados con regla fue 0.3 a 0.6 cm en ambos ovarios
izquierdos y derechos, el resultado de la medicién con el ultrasonido en algunos de estos
mismos foliculos fue diferente, se obtuvieron foliculos con un didmetro mayor que el
obtenido con la regla métrica; 21 foliculos izquierdos y 28 foliculos derechos tuvieron
un didmetro entre 0.7 a 1.3 cm, representando 20.1% y 26.9%, respectivamente (Tabla 3).
Las medidas del didmetro con regla y ultrasonido mostraron una diferencia estadistica
significativa (P<0.05), probablemente porque en la medicién con regla métrica sélo se
observo la parte del foliculo que sobresalia del ovario y algunos foliculos evaluados con
ultrasonido estaban colocados de manera més profunda, generando un mayor didmetro
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que el observado en la superficie del ovario (Imdgenes 1 a 3). El didmetro de los folicu-
los evaluados es similar a los reportados por otros autores, Hiaro et al. (2014) citan un
didmetro de foliculos antrales de 0.5-0.8 mm en ganado F1 de Japanese Black x Holstein.
Por otra parte, Ferreira et al. (2013) observaron que el tamario de los foliculos es de 10.7
a 14.9 mm entre los dias 8 a 10 del ciclo estral en vacas Holstein. El uso del equipo de
ultrasonido puede ayudar a determinar con mayor precisién el didmetro de los foli-
culos, aunque la diferencia en la medicién del didmetro con ultrasonido es significa-
tiva (P<0.05), los resultados de la maduracién in vitro de los 71 ovocitos evaluados no
present6 diferencias en la maduracién, en 36 ovocitos obtenidos de ovarios izquierdos
el porcentaje de maduracién fue 88.8% y la maduracién obtenida en los 35 ovocitos
provenientes de ovarios derechos fue 88.5% (P>0.05) (Tabla 4, Imédgenes 4 y 5), estos
porcentajes son mayores a 79%, reportado por Lopes et al. (2018), por lo que es factible la
obtencién de ovocitos de buena calidad para su maduracién in vitro por ambos métodos.

Tabla 3. Nimero de foliculos en ovario izquierdo y derecho, clasificados por su
diametro y tipo de medicién

0.3cm 0.4 cm 0.5cm 0.6 cm 0.7a1.3cm Total
36 42 20 16 - 1042
30 20 14 19 21 104>
49 44 29 13 - 1352
26 46 20 15 28 135°

Literales diferentes indican una diferencia estadistica significativa en el diametro de los foliculos, obtenido

con la regla y ultrasonido (P<0.05).
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Imagenes 1 a 3, muestran la medicion del didmetro de los foliculos evaluados con
regla métrica y ultrasonido

[Distance]

Imagen 1. Foliculo de 5 mm. Imagen 1. Foliculo de 7 mm (xD2).

-V h =

Imagen 2. Foliculo de 8 mm (+D1).

LS 1A} R i

Imagen 3. Foliculo de 6 mm. Imagen 3. Foliculo de 7 mm (+D1).
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Tabla 4. Estado de maduracion in vitro de ovocitos obtenidos de ovarios izquierdos
y derechos

Estadio Ovocitos VG Porcentaje |MIl Porcentaje
en Mi en Mil
I 36 0 4 11.1 32 88.82
D 35 0 4 11.4 31 88.52
Total 71 0 8 11.2 63 88.7

No se observé ninguna diferencia estadistica significativa (P>0.05) en la maduracion entre los ovocitos obte-

nidos de ovarios izquierdos y derechos.

Imagenes 4 y 5, muestran la fase de maduracion en ovocitos izquierdos y derechos

Imagen 4. Ovocito de ovario izquierdo Imagen 5. Ovocito de ovario derecho
en Metafase II (20X). en Metafase II (20X).
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En el presente estudio hubo presencia de foliculos tanto en ovarios que tenian presente
un cuerpo liteo, como en aquellos en los cuales no presentaban un cuerpo liteo, siendo
muy similar la actividad ovdrica en cuanto al desarrollo de los foliculos sin mostrar una
dependencia del tamafio del ovario, observando foliculos de diferente didmetro en un
mismo ovario, en ausencia o presencia de cuerpo ltteo. Los resultados obtenidos difieren
con lo reportado por Karamishabankareh et al. (2015), quienes obtuvieron un 60.9% de
presencia de cuerpo liteo a los 60 dias postparto en el ovario derecho y 39.1% en el iz-
quierdo. Asimismo mencionan que el porcentaje de division y el porcentaje de blastocis-
tos es mayor en los ovocitos obtenidos de ovario derecho que del izquierdo, posiblemente
debido a que hay mds actividad del ovario derecho en la ovulacién, lo que se refleja con
una organizacion en el potencial de desarrollo de los ovocitos in vitro (Karamishabanka-
reh et al., 2015).

La aplicacion de esta biotecnologia requiere de ovocitos maduros y cigotos de bue-
na calidad. Un punto critico del cultivo para la maduracién in vitro es la seleccién de
los ovocitos, los cuales pueden ser inmaduros y generalmente recuperados de ovarios
obtenidos de animales en matadero inmediatamente después de su muerte, los cuales
resultan en una mezcla de ovocitos en diferentes fases de desarrollo. En términos de
eficiencia, el tamafio de los foliculos es dificil de controlar, aunque se tiene conocimiento
de que el tamario del foliculo puede influir en el desarrollo de los ovocitos (Labrecque
et al., 2016). La competencia de desarrollo de los ovocitos es adquirida progresivamente
durante el desarrollo folicular, pero se encuentra asociado al tamafio del foliculo y a las
diferencias de factores en el citoplasma como el RNAm, esto puede explicar la diferen-
cia en el desarrollo en los ovocitos obtenidos de foliculos grandes (Nemcova et al., 2016).
Después de la aspiracién de los foliculos, los ovocitos son seleccionados usando el si-
guiente criterio: su morfologia, incluyendo el nimero de capas de células del cimulo y
la evaluacién de la granulacién del citoplasma, aunque esta evaluaciéon morfoldgica es
subjetiva (Gil et al., 2010), de tal forma que la técnica no estd totalmente estandarizada.

El tamafio del foliculo es importante en la maduracioén in vitro, fertilizacién in vitro
y desarrollo embrionario in vitro, en este sentido, se han observado diferencias impor-
tantes en el nivel de RNAm entre ovocitos pequefios y grandes, teniendo una mejor
modulacién en estos dltimos para funciones cruciales de su desarrollo (Labrecque et al.,
2016). Se ha observado que la expresién de genes en foliculos mayores o igual a 8 mm de
didmetro pueden tener un marcado potencial en la competencia de los ovocitos en las
rutinas de fertilizacién in vitro, junto con la adquisicién de la competencia de las células
camulo en la maduracién, ovulacién y fertilizacién de los ovocitos (Melo et al., 2017).
También los genes de las células cimulo que acompafian a los ovocitos participan en la
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calidad y respuesta en el cultivo durante la produccién de embriones in vitro; las interac-
ciones entre las células germinales y somdticas modulan la morfologia de la cromatina
y su funcién para que el ovocito adquiera la capacidad para su desarrollo (Dieci et al.,
2016). Se tiene conocimiento de que la metilaciéon del ADN estd asociado a la adquisicion
de la competencia del desarrollo en ovocitos de foliculos iguales 0 mayores a 6 mm
(Mattern et al., 2017). Es importante saber que si los ovocitos son obtenidos de ovarios
con presencia de cuerpo lateo, éstos tienen mayor desarrollo en los que provienen de
foliculos grandes de 10 a 20 mm, que en medianos de 6 a 9 mm y pequefios de 3 a 6
mm, demostrando que el desarrollo de los ovocitos in vitro depende del tamafio de los
foliculos y no de la presencia del cuerpo liteo (Shabankareh et al., 2015), no obstante, la
maduracién in vitro, en el presente trabajo, fue alta en los foliculos puncionados de 3 a 6
mm. [n vivo, el tamano del foliculo es importante ya que se ha relacionado con la eleva-
cién de estradiol y presencia de estro (Perry ef al., 2014), siendo mayor el porcentaje de
gestacion en vacas altas productoras con un tamafio de foliculo ovulatorio determinado
con ultrasonido de 14.1 a 19.0 mm, comparado con foliculos de 10 a 14 mm (Mokhtari
et al., 2016).

CONCLUSION

El procedimiento de medicién del didmetro folicular mediante regla métrica y ultraso-
nografia presento diferencias significativas en ovarios de bovino obtenidos en matadero
y, al mismo tiempo, permitié confirmar que el didmetro de los foliculos es similar en am-
bos ovarios, izquierdos y derechos, entre los dos métodos de medicién, pero en cuanto
a la maduracion in vitro, de los ovocitos provenientes de los ovarios izquierdos y dere-
chos no son significativas, se confirma que es factible la obtencién de ovocitos de buena
calidad para su maduracién in vitro por ambos métodos y ambos ovarios, izquierdos y
derechos.
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