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Resumen

Introduccion. Estudios sobre caracteristicas estructurales del ovario asociadas con calidad del complejo
cimulos-oocito (COCs) en bovinos, contribuyen con la definicién de estrategias para mejorar la eficiencia
reproductiva. Objetivo. Determinar el peso y tamafo de los ovarios, calidad de los foliculos y COCs en hembras
Cebu, para establecer diferencias entre el ovario derecho e izquierdo. Materiales y métodos. Entre marzo y julio del
2017, se obtuvieron 52 ovarios de veintiséis vacas Cebu. Los ovarios y foliculos se pesaron y midieron. Los foliculos
se agruparon en tres categorfas: a) <3 mm (TFI), b) 3-6 mm (TFII) y ¢) >6 mm (TFIII). La calidad de los foliculos
se determind mediante la técnica de irrigacidn-traslucidez (TIT) y la de COCs por las caracteristicas del citoplasma
y células del cimulo como buena (CI), regular (CII) y mala (CIII), y mediante la prueba azul brillante de cresilo se
categorizaron como BCB+ y BCB-. Resultados. La longitud, ancho y peso de los ovarios fueron 2,7 + 0,6 cm, 1,8 +
0,5cmy 7,0 £ 3 g, respectivamente, con diferencias para longitud y peso entre ovario derecho e izquierdo (p<0,01).
La mayor cantidad de foliculos se obtuvieron en TFI (p<0,05). El 88,56 % de los foliculos evaluados fueron de buena
calidad. El 52 % y 44,2 % de COCs fueron clasificados como CI y BCB+, respectivamente. Cuando se considerd el
tamafio del foliculo y la calidad del COCs, se evidencié que en el grupo TFI el 22 % fueron CI, el 34 % ClIl y el 44
% CIII, y el TFII el 31 % fue CI, el 21 % CIl y el 48 % CIII. No se observan diferencias entre ovario izquierdo y
derecho. Conclusién. El ovario derecho presenté un mayor tamafio y peso, mayor nimero de estructuras foliculares
y mayor nimero de CCOs de buena calidad.

Palabras clave: calidad de oocito, tamafo de ovarios, tamafo de foliculos.
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Abstract

Introduction. Studies on the structural characteristics of the ovary associated with the quality of the cumulus-
oocyte complex (COCs) in cattle contribute to the definition of strategies to improve reproductive efficiency.
Objective. To determine the weight and size of the ovaries, follicle quality, and COCs in Zebu females, in order to
establish differences between the right and left ovary. Materials and methods. Between March and July 2017, 52
ovaries were obtained from twenty-six Zebu cows. The ovaries and follicles were weighed and measured. The follicles
were grouped into three categories: a) <3 mm (TFI), b) 3-6 mm (TFII) and c¢) >6 mm (TFIII). The follicles quality
was determined by the irrigation-translucency technique (TIT) and the COCs by the characteristics of the cytoplasm
and cumulus cells as good (CI), fair (CII), and poor (CIII), and by cresyl brilliant blue test were categorized as BCB+
and BCB-. Results. Ovarian length, width and weight were 2.7 + 0.6 cm, 1.8 £ 0.5 cm, and 7.0 + 3 g, respectively,
with differences for length and weight between the right and left ovary (p<0.01). The highest number of follicles were
obtained in TFI (p<0.05). The 88.56 % of the follicles evaluated were of good quality. A total of 52 % and 44.2 %
of COCs were classified as CI and BCB+, respectively. When follicle size and COC quality were considered, it was
shown that in the TFI group 22 % were IC, 34 % CII, and 44 % CIII, and in the TFII group 31 % were IC, 21 % CII
and 48 % CIII. No differences were observed between left and right ovary. Conclusion. The right ovary presented a
greater size and weight, a greater number of follicular structures and a greater number of good quality CCOs.

Keywords: oocyte quality, ovaries size, follicle size.

Introduccion

Durante el desarrollo embrionario, la actividad de las estructuras de los 6rganos reproductivos debe ser igual
en ambos lados (derecho e izquierdo); sin embargo, existe evidencia de una funcionalidad asimétrica en parametros
de fertilidad (Geres et al., 2011). Se conoce que las ovulaciones del ovario derecho ocurren con mayor frecuencia
que en el ovario izquierdo en el bovino (Ginther & Dangudubiyyam, 2019), asi como también en humanos, ratas,
ratones y hamster, donde presenta un mayor tamafio y nimero de cuerpos liteos (Fukuda et al., 2000; Geres et al.,
2011; Ginther & Dangudubiyyam, 2019). Hasta el momento, no se conoce el mecanismo que explique la mayor
frecuencia de ovulacion del ovario derecho en ninguna de las especies (Ginther & Dangudubiyyam, 2019).

Se presume que las diferencias relacionadas con la respuesta ovulatoria de cada ovario, al igual que las tasas
de prefiez, dependen del ambiente uterino (Alm et al., 2005; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Lonergan
et al., 2003). Otras explicaciones incluyen la proximidad del ovario izquierdo al rumen y otros factores extrinsecos
como la temperatura o las fluctuaciones de presion y las contracciones mecdnicas del rumen (Stevenson, 2019).

En la vaca los ovarios son érganos pares, de consistencia firme y forma ovoide e irregular, con tendencia a ser
aplanados y pequefios con relacion al tamafio corporal (Dyce et al., 1991). Los foliculos son estructuras funcionales
del ovario que comandan los procesos reproductivos y fases del ciclo estral (Filipiak et al., 2016).

Existe una relacion entre el tamaifio del foliculo y la calidad del oocito en términos de morfologia y competencia,
los oocitos obtenidos de foliculos grandes tienen un mayor potencial de desarrollo que los foliculos de menor
tamafio y generan una mejor produccion de embriones in vitro (Lequarre et al., 2005; Machatkova et al., 2004).

La mayorfa de los estudios sobre tamafo folicular se realiza en forma directa sobre la superficie del ovario,
lo cual no permite una medicién precisa del foliculo. La técnica de diseccion de foliculos presentes en la corteza
ovdrica permite hacer una evaluacién mds precisa del tamafio y calidad por nivel de irrigacién y traslucidez del
foliculo y, por otra parte, obtener oocitos de diferentes grados de competencia y calidad (Siqueira Caixeta & Alves
Nunes Dode, 2008).
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Se han observado variaciones en la calidad, competencia y maduracion de oocitos recuperados de ovarios
procedentes de vacas sacrificadas en plantas de beneficio, utilizados en procesos de produccién de embriones in
vitro, variaciones que dependen de la etapa del ciclo estral, onda folicular, tamafio del foliculo, edad del animal,
raza, entre otros; de tal forma que la calidad del oocito es variable, al igual que el porcentaje de los mismos que se
desarrollan hasta blastocisto (Yamamoto et al., 2010).

Los COCs se seleccionan con base en criterios tales como su morfologfa (nimero de capas de células, grosor
y compactacion de las capas de células del cimulo y granulacion o no del citoplasma) como lo describen Chaubal
et al. (2006), de Loos et al. (1989), Leibfried y First (1979), sin embargo, estos criterios de seleccion suelen
estar influenciados por evaluaciones cualitativas y suponen una dificultad para distinguir los oocitos competentes
(Mirshamsi et al., 2013).

Existen pruebas como la de brillante azul de cresil (BCB), marcador de crecimiento de los oocitos, la cual se
reduce a un estado incoloro por la glutamato sintasa, catalizada por la glucosa-6-fosfato-deshidrogensa (G6PDH)
(Castaneda et al., 2013). La glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH) es una enzima sintetizada en los oocitos en
crecimiento, pero inactiva en los oocitos que han terminado esta fase. Por lo tanto, los oocitos que han completado
su fase de crecimiento son azules (BCB +) porque la actividad de la G6PDH es muy baja para reducir la tincion,
mientras que los oocitos en crecimiento permanecen incoloros (BCB-), porque la enzima estd ain activa (Opiela
& Katska-Ksigzkiewicz, 2013).

El propésito de este estudio fue determinar el peso y tamafio de los ovarios, la calidad de los foliculos y del
complejo cimulos-oocito (COCs) en hembras cebu, para establecer diferencias entre el ovario derecho e izquierdo.

Materiales y métodos
Localizacion

La investigacion se realizé en la Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria (AGROSAVIA), en
el laboratorio de reproduccion del Centro de Investigacion (CI) La Libertad, ubicado en el kilémetro 17 via Puerto
Lopez, departamento del Meta, a una altura de 467 m s.n.m. en Villavicencio, Meta, Colombia. Las actividades de
experimentacion y andlisis se desarrollaron de marzo a julio del 2017.

Material de estudio

Se seleccionaron previo al sacrificio, veintiséis vacas Cebu Brahman (Bos indicus) con edades entre cinco
y ocho afios, de las cuales se extrajeron los tractos reproductivos, que se transportaron al laboratorio donde se
separaron los ovarios derecho e izquierdo en bolsas de colecta con solucion salina (0,9 %) estéril a 36 = 1 °C. En
total se obtuvieron 52 ovarios.

Evaluacion morfoldgica

Después de la separacion de los ovarios derecho e izquierdo de los tractos reproductivos, se procedio a realizar
una evaluacién morfoldgica de los ovarios, foliculos y complejos cimulos-oocito.
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Medicion de ovarios

El tamafo del ovario (longitud-ancho) se realizé por medicién directa, con ayuda de un calibrador pie de rey
o nonio graduado en milimetros y el peso se determind con una balanza electrénica, Methler.

Obtencion y clasificacion de foliculos

Los foliculos fueron extraidos por diseccion del estroma ovdrico y depositados en una caja de Petri con
solucién de buffer fosfato (PBS) a 36 °C. La medicion de tamafio se realizé con ayuda de un ocular graduado en
un estereoscopio, Nikon SMZ 745; su clasificacion se definid en tres grupos: <3 mm (TFI), entre 3 a 6 mm (TFII)
y >6 mm (TFIID).

Calidad del foliculo

La determinacién de la calidad morfolégica de los foliculos se realiz6 mediante la técnica de irrigacion-
traslucidez (TIT) basada en el nivel de irrigacién del foliculo, para ello, se utilizé un estereoscopio Nikon SMZ 745.
Se consider6 como foliculo de buena calidad aquel que present? irrigacion visible (presencia de vasos sanguineos) y
tenfa un aspecto traslicido, como foliculo de deficiente calidad se considerd aquel cuya irrigacion fue imperceptible
o nula y el aspecto de la pared folicular era poco traslicido (Siqueira Caixeta & Alves Nunes Dode, 2008).

Calidad de complejo ciimulos-oocito

Los complejos cimulos-oocito (CCOs) se recuperaron con aspiracion directa de los foliculos ovdricos y con
ayuda de una micropipeta, se visualizaron con un estereoscopio Nikon SMZ 745 a 100X y se transfirieron a cajas
de Petri que contenian microgotas de solucién de PBS, las cuales se colocaron sobre una platina calentadora.

La evaluacion de calidad del COCs se baso en dos criterios, las caracteristicas morfoldgicas y el estatus de
crecimiento del oocito mediante la tincion con BCB.

Para evaluar los aspectos morfoldgicos de los COCs, se consideraron las caracteristicas de las células del
cimulos y citoplasma del oocito, se modificé la técnica descrita por Chaubal et al. (2006), de Loos et al. (1989)
y Leibfried y First (1979), que contempla una clasificacién de cuatro categorias de calidad de los COCs (CI, CII,
CIII, CIV) (Cuadro 1) y se redujo a una escala de tres categorias, que integra la categoria III y IV en una sola, por
lo cual se tendria CI, CII y CIII.

En cuanto a la evaluacién del crecimiento del oocito, se utilizé la tincion azul brillante de cresilo, para ello
los CCOs se incubaron a 37 °C con BCB (26 uM) en Dulbecco’s PBS por 90 min en cdmara de cultivo, para su
posterior evaluacion en una ldmina portaobjeto, con ayuda de un microscopio. Se clasificaron los CCOs de acuerdo
con lo indicado por Opiela & Katska-Ksiazkiewicz (2013). Los oocitos con citoplasma de coloracion azul se
clasifican como BCB+ que definen baja actividad G6PDH y los oocitos de citoplasma incoloro corresponden a
oocitos BCB - (alta actividad G6PDH).

Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron mediante el paquete estadistico SAS ®. El andlisis de la informacién se apoyo
al inicio mediante la estadistica descriptiva, se usé el procedimiento MEANS para estimar diferencias, andlisis de
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Cuadro 1. Criterios usados para la seleccion de los complejos cimulos-oocito (COCs) en bovinos (Bos indicus) (escala descrita por
Chaubal et al. (2006), de Loos et al. (1989) y Leibfried & First (1979)).

Table 1. Criteria used for the selection of cumulus-oocyte complexes (COCs) on bovine (Bos indicus) (scale described by Chaubal et
al. (2006), de Loos et al. (1989), and Leibfried & First (1979)).

Grado de calidad Caracteristicas

CI Oocitos con células del cimulo mayor a cuatro capas y compactas, con citoplasma homogéneo y transparente.
ClI Oocitos con células del ciimulo de 1 a 3 capas y un citoplasma homogéneo con zonas periféricas oscuras.
(@11 Oocitos denudados, y citoplasma contraido, degenerado, vacuolado y fragmentado.

CIvV Oocitos denudados sin la presencia de células del cimulo. La zona pelicida puede o no estar intacta.

varianza. Para determinar el grado de asociacion entre la calidad de los oocitos con las evaluaciones morfométricas
consideradas, se realizé un andlisis de correlacidn, con base en el agrupamiento por tamafo folicular determinado
(I, IT'y II) y el lado al cual pertenecia el ovario muestreado (derecho o izquierdo), en los casos donde se presentaron
diferencias estadisticas significativas, se usé la prueba de comparacion de Bonferroni con un nivel de significancia
del 5 %.

Resultados

La longitud y peso del ovario derecho (2,90 + 0,64 cm y 8,24 + 3,29 g) fueron mayores (p<0,001) a las del
ovario izquierdo (2,53 + 0,57 cm y 5,68 + 2,59 g). En cuanto al ancho del ovario, no se evidenciaron diferencias
entre ovarios. Con respecto a la presentacion del cuerpo liteo, se evidencié un mayor porcentaje en el ovario
derecho (84,6 vs 11,54 %).

De los 52 ovarios seleccionados, se obtuvieron 715 foliculos, 368 en el ovario derecho y 347 en el ovario
izquierdo. La mayor poblacion de foliculos por ovario (10,87 + 4,5) correspondi6 a los <3 mm y la menor (0,56 +
0,7) a foliculos >6 mm (p<0,05). Esta misma diferencia se observé cuando se analizaron por separado los ovarios
del lado derecho e izquierdo (Cuadro 2). No se encontraron diferencias entre los promedios del tamafio TFI, TFII
y TFIII del ovario derecho e izquierdo.

Cuadro 2. Nimero de foliculos de diferentes categorias obtenidos de los ovarios derecho e izquierdo de vacas cebud comercial (Bos
indicus). Laboratorio de reproduccion del Centro de Investigacion La Libertad, Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia, 2017.

Table 2. Number of follicles of different categories obtained from the right and left ovaries of commercial zebu cows (Bos indicus).
Reproduction laboratory of the La Libertad Research Center, Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA),
Villavicencio, Meta, Colombia, 2017.

Estructura TFI (<3 mm) TFII (3-6 mm) TFIII (>6 mm) Foliculos totales
Promedio ovario derecho 11,08 £ 5,414 2,62 £ 2,73 0,46 £ 0,514 368
Promedio ovario izquierdo 10,61 = 3, 60** 2,04 + 3,05 0,65 + 0,85 347
Promedio general/ovario 10,87 + 4,50* 2,33 £2,90° 0,56 + 0,70¢ -

TFI, TFII, TFIII clasificacién del tamafio de los foliculos. **< Letras diferentes dentro de filas, indican diferencia significativa (p<0,05).
ALetras similares dentro de columnas para ovario derecho y ovario izquierdo no indican diferencias significativas (p>0,05). TFI, TFII,
TFIII Follicle size classification. » ¢ Different letters within rows indicate significant difference (p<0.05). # similar letters within
columns for right ovary and left ovary do not indicate significant differences (p>0.05).
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El andlisis de la calidad del foliculo evaluada por TIT evidenci6 que el 88,5 % de ellos se clasificaron como de
buena calidad y la poblacion restante 11,5 % se clasificaron de calidad deficiente (Figura 1).

Figura 1. Imagen de evaluacion de foliculos de bovinos (Bos indicus), de buena y deficiente calidad. (a) Foliculo irrigado y (b) foliculo
sin ningtin nivel de irrigacion. Laboratorio de Reproduccién del centro de Investigacion La libertad, Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Figure 1. Evaluation image of bovine (Bos indicus) follicles, of good and poor-quality. (a) Irrigated follicle and (b) follicle without
any level of irrigation. Reproduction laboratory of the La Libertad Research Center, Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Para la evaluacion de la calidad oocitaria, se evaluaron 403 COCs, 222 del ovario derecho y 181 en el ovario
izquierdo. El promedio de COCs por ovario fue de 6,15 +4,43 para TFI y de 0,24 +0,86 para TFIII (p<0,05). Los
andlisis para TFI y TFIII entre ovarios derecho e izquierdo no mostraron diferencias significativas (p>0,05), pero
si entre los de TFII (Cuadro 3).

Cuadro 3. Nimero promedio de complejos ctimulos-oocito (COCs) recuperados de foliculos de diferente tamafo de los ovarios
derecho e izquierdo en vacas cebt (Bos indicus). Laboratorio de Reproduccion del centro de Investigacion La Libertad, Corporacion
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Table 3. Average mean number of cumulus-oocyte complex (COCs) recovered from different sizes follicles from the right and
left ovaries in zebu cows (Bos indicus). Reproduction laboratory of the La Libertad Research Center, Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Estructuras TFI (<3 mm) TFII (3-6 mm) TFIII (>6 mm) COC:s totales
Ovario derecho 6,38 + 5,284 2,00 + 2,60 A 0,15+0,36¢ 222
Ovario izquierdo 5,96 + 4,43 0,65 +1,29%8 0,34 + 0,74 *» 181
Promedio General 6,15 + 4,62° 1,28 +1,95° 0,24 +0,86° -

TFI, TFII, TFIII: clasificacion de foliculos por tamaiio. **¢ Letras diferentes dentro de filas, indican diferencia significativa (p<0,05).
ABC Letras diferentes dentro de columnas para el ovario derecho y ovario izquierdo indican diferencia significativa (p<0,05). / TFIL, TFII,
TFIIIL: classification of follicles by size. ¢ Different letters within rows indicate significant difference (p<0.05). AB¢ Different letters
within columns for the right ovary and left ovary indicate significant difference (p<0.05).

En el estudio de calidad del COCs (n=403), se identificaron 93 como CI, 115 CIl y 195 CIII. Se evidenci6 que
el 48 % de los COCs fueron de calidad CIII. Con respecto a los oocitos provenientes del ovario derecho (n=222),
los resultados mostraron para CI: 53, CII: 70 y CIII: 99, mientras que para el izquierdo (n=181) la respuesta fue
para CI: 40, CII: 45 y CIII: 96. La prueba indirecta de competencia oocitaria COCs mediante BCB, evidencié 224
(55,8 %) como BCB- (Figura 2b) y 179 (44,2 %) como BCB+ (Figura 2a).
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Figura 2. Complejos ctiimulos-oocito (COCs) en bovinos (Bos indicus), teiiidos con azul brillante de cresil. (a) BCB+ positiva a
glucosa—6-fosfato deshidrogenasa. (b) BCB- negativa a glucosa—6—fosfato deshidrogenasa. Laboratorio de reproduccién del Centro de
Investigacion La Libertad, Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia.
2017.

Figure 2. Cumulus-oocyte complex (COCs) on bovines (Bos indicus) stained with brilliant cresyl blue. (a) BCB + positive to glucose—
6—phosphate dehydrogenase. (b) BCB- negative to glucose—6—phosphate dehydrogenase. Reproduction laboratory of the La Libertad,
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Los promedios de cimulos-oocito (COCs) en bovinos por calidad oocitaria para cada uno de los tamafios
foliculares del ovario derecho e izquierdo, se describen en el Cuadro 4. Solo se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) entre el ovario derecho e izquierdo en los COCs obtenidos de foliculos TFII (3-6 mm) y clasificados con
calidad CIII.

Cuadro 4. Nimero promedio de ciimulos—oocito (COCs) en bovinos (Bos indicus), clasificados por grado de calidad, obtenidos de los
diferentes tamafios de foliculos de ovarios derecho e izquierdo Laboratorio de Reproduccion del centro de Investigacion La Libertad,
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Table 4. Average number of cumulus—oocyte complex (COCs) on bovines (Bos indicus) classified by quality grade obtained from the
different sizes of right and left ovarian follicles. Reproduction laboratory of the La Libertad Research Center, Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA), Villavicencio, Meta, Colombia. 2017.

Tamaiio (mm) Calidad COCs (n) Promedios COCs Promedios COCs
ovario derecho ovario izquierdo
TFI (<3) CI 73 1,42 +£221° 1,38 £ 1,79°
ClI 90 2,15 +2,37* 1,30 £ 1,56°
CIII 158 2,80 +2,38° 3,26 + 3,40°
TFII (3-6) CI 20 0,61 + 1,16 0,15 + 0,36
ClI 16 0,42 +0,75* 0,19 + 0,49
CIII 33 0,96 + 1,45° 0,30 +0,78°
TFII (>6) CI - - -
CII 9 0,11 £0,32* 0,23 +0,65°
CIII 4 0,13 +£0,196° 0,11 +£0,32°

TF: tamafio de foliculo. Media + EE; medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas entre grupos
(p<0,05) / TF: follicle size. Mean = SEM; means with different letters in the same row indicate significant differences between groups
(p<0.05).
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Discusion

La longitud promedio de los ovarios en esta investigacion fue de 2,7 0,6 cm, similar a los clasificados como
medianos (2,5 a 3,5 cm) por Alba Gémez et al. (2006). En tanto que, los promedios para longitud y ancho fueron
similares a los reportados por Neves et al. (2002), Sdnchez (2007) y a los que describe como medianos Alba Gémez
et al. (20006).

Los resultados obtenidos al compararlos, sefialan un mismo comportamiento de mayor conformacion y peso en
el ovario derecho que en el izquierdo, estos aspectos confirman su mayor funcionabilidad, que se corrobora en este
estudio por la mayor presentacion de cuerpos liiteos en los ovarios derechos con respecto a los izquierdos (84,6 vs
11,54 %). Este tipo de resultados de caracteristicas anatomicas del tracto reproductivo permiten el uso de nuevas
herramientas en el diagndstico ginecoldgico de la hembra bovina.

Las estructuras foliculares recuperadas en esta investigacion fueron de 368 en el ovario derecho que superaron las
347 estructuras en el ovario izquierdo. Este mayor nimero de estructuras se debid a una mayor perfusion sanguinea
intraovdrica y mds eficiente en este ovario que se asocia a un mayor nimero de ovulaciones (Ginther, 2019).

Con respecto al promedio de estructuras foliculares de <3 mm, no se encontraron diferencias significativas
entre el ovario derecho e izquierdo, a pesar de esto, el mayor nimero encontrado en el ovario derecho infirié en
una mayor actividad de este ovario tal como lo reportaron Dorice et al. (2019) y Gonzdlez Tous et al. (2014). El
promedio de las estructuras foliculares de 3 y 6 mm por el ovario fue de 2,33 +2.9, lo cual coincide con las de
foliculos aspirados mediante ultrasonografia en vacas (Ginther & Hoffman, 2014; Nunes-Dode et al., 2001) y en
foliculos obtenidos por métodos de diseccidn folicular en ovarios de biifalos (Quintana et al., 2012).

La evaluacién del COCs con base en las caracteristicas del cimulo y del citoplasma, evidencio que el 23 % de
los foliculos <3 mm (TFI) tuvieron COCs de buena calidad (CI). Estos resultados son inferiores, a los reportados
por Leal et al. (2010) (31,8 %) y por Quintana et al. (2012) (37,46 %) en vacas.

El 28 % de los COCs fueron de calidad regular (CIII) inferior al reportado en aspiracion guiada por ultrasonido
en vacas y novillas (Rizos et al., 2005), y mayor al reportado en bufalos con técnicas de aspiracion y diseccion de
foliculos (22 %) (Leal et al., 2010; Quintana et al., 2012).

Solo se observaron diferencias significativas entre los ovarios (p<0,05) en el porcentaje de CCOs de TFII y
calidad CIII, aunque son estructuras que no se tienen en cuenta en procesos in vitro, respaldan una mayor actividad
de crecimiento folicular en el ovario derecho. Asimismo, al comparar los porcentajes de CI y CII para TFI y TFII,
se observé un mayor nimero CCOs de buena calidad en el ovario derecho, lo cual, segin Ginther y Gomez-Leén
(2020), puede explicar la mayor frecuencia de ovulaciones observadas en €l, debido a su mayor irrigacion o a la
presencia de mayor nimero de cuerpos liteos, como se observo en esta investigacion y en el estudio de Argudo et
al. (2020). Estas caracteristicas en los ovarios conllevan a una mejor competencia de los foliculos en el proceso de
crecimiento, sin embargo, se necesitan mds estudios para confirmarlo.

Se evidencio que la calidad de los CCOs aptos para procesos de fertilizacion in vitro (Cl y CII), presentaron un
mayor porcentaje al reportado por otros autores (Pontes et al., 2011) e inferior a los descritos por Dorice et al. (2019),
Estrella et al. (2017), Saini et al. (2015), Moreira Viana et al. (2004) y Viana et al. (2010). Con respecto a lo anterior,
algunos de los factores reportados que inciden en la calidad de CCOs son la edad de las vacas (Yamamoto et al.,
2010), etapa del ciclo estral (Tan & Lu, 1990), factores hormonales (Kruip & Dieleman, 1982), didmetro folicular
(Lonergan et al., 1994; Pavlok et al., 1992; Tan & Lu, 1990; Wurth et al., 1994), morfologia ovdrica (Gandolfi et al.,
2005), método y frecuencia de colecta de oocitos, y estrés térmico (Souza-Cdcares et al., 2019).

El oocito se desarrolla en el foliculo dentro del ovario, donde adquiere su competencia para ser fertilizado y
generar un embridn. Si se observa la diferencia obtenida de los foliculos de buena y baja calidad, y la que se obtiene en
los procesos de maduracidn oocitaria, este indicador es un buen predictor de seleccion de la calidad del oocito y seria
una herramienta mds para los procesos de investigacion in vitro que utiliza ovarios obtenidos de salas de beneficio.
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En esta investigacion el 44,2 % de los COCs presentaron baja actividad G6PHD (BCB+), valor cercano al
45,6 % reportado por Mirshamsi et al. (2013), pero superior al 40,59 % de Bhojwani et al. (2007), 35,71 % de
Castaneda et al. (2013) y 33,5 % de Pujol et al. (2004). La respuesta encontrada en el trabajo se puede atribuir a que
los CCOs procedian de ovarios de hembras adultas (Saini et al., 2015). En estudios se encontraron que los oocitos
BCB- produjeron tasas mds bajas de blastocistos al dia ocho de cultivo in vitro, en comparacioén con los oocitos
BCB+ (Torner et al., 2008), similar a lo reportado por Opiela et al. (2008) y por Lamas-Toranzo et al. (2018). Con
relacién a este tipo de oocitos evaluados, Rodriguez et al. (2003) indicaron que tienen una mayor expresion del
factor promotor de la maduracion y actividad mitocondrial, otros factores que inciden en la competencia oocitaria,
como una mayor proporcion de oocitos BCB+ en funcion de la presencia de un cuerpo liiteo y asimismo una mayor
tasa de produccidn de blastocistos (Argudo et al., 2020).

Conclusiones

El ovario derecho presenté un mayor tamafio y peso, mayor nimero de estructuras foliculares y mayor nimero
de cimulos-oocito (COCs) en bovinos, de los cuales el 52 % fueron de oocitos de buena calidad aptos para procesos
de fertilizacion in vitro.

La calidad de foliculo valorada por la presencia de irrigacion sanguinea y traslucidez para este estudio, indica
valores de foliculos de buena calidad en un 88,56 %.

La prueba de azul brillante de cresil (BCB) y la valoracion microscopica del aspecto del citoplasma y cimulos
como indicadores de evaluacién de calidad oocitaria, mostraron respuestas similares que permitirfan su utilizacién
en forma paralela para mejorar el diagndstico de los oocitos aptos con respuesta positiva a la eficiencia de
competencia oocitaria y por ende, de su fertilizacion y desarrollo embrionario.

La calidad oocitaria disminuyé a medida que se incrementd el tamaiio del foliculo, lo cual constituye como un
buen indicador en la seleccion de CCOs para los procesos de fertilizacion in vitro.

Esta investigacion permite tener una vision de las caracteristicas estructurales del ovario en bovinos Cebu-
Brahman, pero es necesario profundizar en técnicas que permitan mejorar la evaluacién de la competencia oocitaria.
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