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RESUMEN

Objetivo. Comparar la eficiencia de la técnica ultrasonografica con la visual directa en el
recuento de foliculos antrales y las caracteristicas morfoldgicas ovaricas de vaquillas
sacrificadas. Métodos: Se utilizaron 102 pares de ovarios de vaquillas Holstein mestizas,
recuperados post-mortem. Mediante las técnicas ultrasonografica y visual directa se
determiné tamano y peso del ovario, cuerpo liteo y nimero de foliculos antrales <4 mm
y >4 mm. Se aplicé un anadlisis de varianza simple (ANOVA) y la prueba de Tukey al 5%
para comparar medias de las variables agrupadas por fase del ciclo estral y fase de
onda folicular y para comparar las técnicas y ubicacién de las estructuras ovaricas (OD
y Ol) se utilizé6 un andlisis de varianza de dos vias. Ademads, se aplicé la prueba de
Pearson para establecer correlacion entre las dos técnicas. Resultados: Se determiné
que el ovario derecho (OD) pesd 3,21 g mas que el ovario izquierdo (Ol). Ademas, el
86,27% de los animales presentaron cuerpo liteo (CL), con peso medio de 3,38 g. El
tamano de los ovarios, CL y el recuento de foliculos antrales (RFA) >4 mm establecidos
mediante las técnicas visual directa (Vis) y ultrasonografica (US) fueron similares
(P>0,05) y guardaban correlacion alta y significativa (r=0,75; P<0,001). Sin embargo, el
RFA <4 mm presentaron diferencia estadistica (P<0,05) entre las dos técnicas y la
correlaciéon fue baja y no significativa. Conclusién: La ultrasonografia es una
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herramienta con una alta eficiencia en la valoracion de estructuras ovaricas mayores a 4
mm. Sin embargo; la determinacion correcta de estructuras menores, va a depender de
otros factores adicionales.

Palabras clave: bovinos, cuerpo luteo, ecografia, foliculos, ovarios (Fuente: DeCS)

ABSTRACT

Aim. To compare the efficiency of the ultrasound and direct visual techniques for antral
follicle counts, and the morphological characteristics of the ovaries of slaughtered
heifers. Methods: A number of 102 ovary pairs from crossbred Holstein heifers collected
postmortem were included. The study used the ultrasound and direct visual techniques
to determine the size and weight of the ovaries, luteal body, and the number of <4 mm
>4 mm antral follicles. A simple analysis of variance and the Tukey test at 5% were
performed to compare the means of the variables pooled by phase of the estrus cycle
and follicular wave. A two-way analysis of variance was performed to compare the two
techniques and location of the ovarian structures (RO and LO). Additionally, the Pearson
test was conducted to establish the correlation between the techniques. Results: The
study found that the right ovary (RO) weighed 3.21 g more than the left ovary (LO).
Besides, 86.27% of animals presented luteal body (LB) with a mean weight of 3.38 g.
The size of ovaries, (LB), and > 4 mm antral follicle counts (AFC) performed through
direct visual (Vis) and ultrasound (US) techniques were similar (P>0.05), with a high and
significant correlation (r=0.75; P<0.001). However, the <4 mm AFC showed statistically
significant differences (P<0.05) between the techniques, whereas the correlation was
low and non-significant. Conclusion: Ultrasound is a highly efficient tool to assess > 4
mm ovarian structures. However, the correct determination of smaller structures will
depend on other additional factors.

Keywords: Echograph, ovaries, follicles, luteal body, cattle (Source: DeCS)

INTRODUCCION

Las biotecnologias reproductivas como la superovulacién (SOV), aspiracién folicular
transvaginal guiada por ultrasonografia (OPU, por sus siglas en inglés Ovum Pick Up) y
la produccién de embriones in vitro (PIVE por sus siglas en inglés), han demostrado un
progreso significativo en los uUltimos afios y por lo tanto, son consideradas alternativas
que contribuyen al rdpido mejoramiento genético del ganado bovino (B6 y Mapletoft,
2014). Sin embargo; dichas técnicas estan influenciadas por caracteristicas fisiolégicas
ovdricas individuales de la hembra bovina (Ireland et al,, 2007), tal como el recuento de
foliculos antrales (RFA), que por su alta variabilidad entre donantes compromete la
eficacia de estas biotécnicas (Ireland et al, 2011). Y segun se afirma el tamafo del
ovario, la presencia de cuerpo luteo y el RFA podria ser un buen marcador para la
seleccion de donadoras con mayor potencial para generar embriones u ovocitos
competentes, y asi elevar la media de animales con adecuada respuesta a estas
biotecnologias reproductivas(Alward y Bohlen, 2020).

En la actualidad la ecografia transrectal es utilizada para identificar y seleccionar
donantes con un alto RFA en el marco de programas MOET (por sus siglas en inglés
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Multiple Ovulation Embryo Transfer) de reproduccién asistida en bovinos (Singh et al,
2004). No obstante, es una técnica que requiere personal capacitado, equipos costosos
e instalaciones adecuadas que faciliten la valoracién cuidadosa de las imagenes
obtenidas (Perry y Cushman, 2016); ademas, es necesario realizar varias exploraciones
ecograficas durante el ciclo estral para determinar con exactitud el RFA (Ginther, 2016),
lo que implica un manejo complicado de los animales, y segun la idiosincrasia de las
ganaderias de la regién, a veces es imposible (Requelme y Bonifaz, 2012).

La ultrasonografia es una herramienta fiable para la valoraciéon de estructuras como
cuerpo luteo y foliculos antrales (Ginther, 2014), comparado con la palpacién transrectal
(Zdunczyk et al, 2009); sin embargo, la experticia del operador es un atributo
fundamental para una correcta interpretacion de las imagenes, llegando a obtener una
confiabilidad del 70,3% cuando el operador es inexperto y un 97% cuando tiene
experiencia (Gémez et al,, 2017).

Ademas, la resolucion del ecografo es esencial para una correcta interpretacion de
estructuras pequenfas, ya que conceptualmente un equipo con una resolucion de 3 mm,
por ejemplo, permite distinguir dos interfases separadas por 3 mm como dos
estructuras diferentes; sin embargo, si la distancia que separa a las dos interfases es
menor a 2 mm, esta se observard como una solo estructura (Diez Bru, 1992). Por lo
tanto, la determinacion en forma correcta de foliculos menores a 3 mm esta ligada a la
resolucion del ecégrafo (Rico et al, 2011) y a nivel de campo, los ecégrafos que se
utilizan no poseen generalmente alta resolucion.

Por lo antes expuesto, se evidencia la importancia de comparar la eficiencia de la
técnica ultrasonografica con la visual directa en el recuento de foliculos antrales y las
caracteristicas morfoldgicas ovaricas de vaquillas sacrificadas.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y unidad experimental

El experimento se realiz6 entre enero y julio del 2021, en el laboratorio de biotecnologia
de la reproduccion de la Universidad de Cuenca-Ecuador. Se analizaron 102 vaquillas
raza Holstein mestizas, que llegaron a ser faenadas en el camal de Cuenca
(EMURPLAG). Todos los animales presentaron condicién corporal mayor a 3 en escala
de 1 a 5, de acuerdo a lo descrito por Song et al. (2019) y diagnosticadas como sanas
previamente por el técnico sanitario del centro. Posterior al faenamiento se recuperaron
los dos ovarios por separado, de cada uno de los animales seleccionados.

Disefio experimental

El experimento fue de corte transversal, en el cual en primera instancia se realizé la
valoracion del ovario, cuerpo ldteo y el recuento de foliculos antrales <4 mm y >4 mm
presentes en los dos ovarios mediante ultrasonografia; y en segunda instancia se
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determind en forma visual directa: el peso, tamafio del ovario y cuerpo liteo; ademas, se
realizo el recuento de foliculos antrales <4 mm y >4 mm. Finalmente se comparé la
técnica ultrasonografica con la visual directa en forma general y luego agrupado de
acuerdo a la fase del ciclo estral y la fase de la onda folicular, en la cual se encontraban
los animales al momento de su faenamiento.

Metodologia

La seleccién de los animales fue realizada en el patio de espera (pre-faenamiento),
luego los dos ovarios de cada uno de los animales fueron recuperados y colocados en
frascos estériles con suero fisioldgico a temperatura de 35°C por separado, y ubicados
en un cooler para ser transportados al laboratorio de biotecnologia de la Universidad de
Cuenca. En este sitio se retiraron todos los tejidos adyacentes al ovario y luego éstos
fueron lavados con suero fisioldgico atemperado a 35°C.

Evaluacion ultrasonografica de los ovarios:

El ovario derecho e izquierdo en ese orden fueron colocados en un recipiente con agua,
con el fin de ser escaneados con un ecégrafo Aloka ProSound 2° (Tokyo-Japén),
provisto de un transductor lineal de 7,5 MHz. Se establecié el tamafio del ovario,
mediante la férmula ancho x largo/2. Luego se determind la presencia o no del cuerpo
liteo (CL) y su tamafio con la misma férmula antes descrita. Finalmente, se procedié a
contabilizar los foliculos antrales <4 mm y los >4 mm utilizando la técnica descrita por
Ayala et al. (2019) mediante un escaneo dorso-ventral y latero-medial de cada ovario,
realizado siempre por el mismo técnico.

Valoracion visual del ovario:

Los ovarios derecho e izquierdo en ese orden, fueron trasladados a una sala diferente,
donde otro técnico que desconocia los resultados de la ecografia realizo la valoracion
visual directa de los mismos. En primera instancia en cada ovario se valoré el nimero
de foliculos antrales <4 mm y los >4 mm. Luego el ovario completo fue pesado en una
balanza analitica de precisiéon FS-400C (g) y medido el ancho y largo con un calibrador
pie de rey (200 mm), para determinar su tamafio (mm). Posteriormente, se determind la
presencia de CL y se procedié a enuclear el mismo, con la finalidad de establecer el
peso y tamano de esta estructura.

Determinacion de la fase del ciclo estral:

Para establecer la fase fisiologica del CL del animal al momento de su faenamiento (en
formacion “metaestro”; funcional “diestro” y en regresién “proestro”), se conjugaron dos
criterios: el primero basado en el tamafo del CL (<15 mm metaestro o proestro y >15
mm diestro, segun lo determinado por Ayala et al. (2017) y el segundo criterio en base al
color del CL (hemorréagico “metaestro; café oscuro “diestro”; amarillo “diestro”, segun lo
descrito por Adams y Singh (2014).
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Fase de la onda folicular

La fase de la onda folicular (reclutamiento, selecciéon o dominancia) fue determinada en
base a dos criterios emitidos por (Ginther, 2016), sobre el tamafio de los foliculos
antrales presentes en los dos ovarios; asi, si el tamafio de la mayoria de los foliculos
antrales fue <4 mm se consider6 en fase de reclutamiento. Sin embargo, si la mayoria
de los foliculos poseian tamafios entre 5-8 mm, fueron clasificados como animales en
fase de seleccidn. Por ultimo, si el foliculo de mayor tamafio tenia mas de 10 mm y no
se observaban foliculos <4 mm se consider6 en fase de dominancia.

Estadistica:

Los datos fueron procesados en el programa estadistico SPSS version 25. Se
establecieron estadigrafos principales de todas las variables analizadas del ovario y sus
estructuras. Se aplicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad
de los datos. Para analizar las variables tamafio del ovario; asi como el niumero de
foliculos antrales <4 mm y >4 mm, mediante las dos técnicas de evaluacion
(ultrasonografica y visual directa) se aplicé un andlisis de varianza de dos vias (ANOVA)
y para evaluar las caracteristicas del cuerpo Iuteo se aplicé un analisis de varianza
simple (ANOVA) y para comparar medias se utilizé Tukey al 5%. Ademas, se aplicé la
prueba de Pearson para establecer la correlacién del recuento de cada variable en
ambas técnicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados generales del peso de los ovarios:

El estudio determind que el ovario derecho peso6 3,21 g mas en promedio, que el ovario
izquierdo (Tabla 1). Ademads, se observé que un 86,27% de los 102 animales analizados
uno de sus ovarios presentd un cuerpo luteo en diferentes estadios de desarrollo, con
un peso medio de 3,38 g. Esta particularidad de un mayor peso en cuanto al ovario
derecho respecto al ovario izquierdo guarda concordancia con los datos emitidos por
Gonzélez, De la Rosa y Mendoza, (2017), quiénes describen valores medios de 9,7 g
para el ovario derecho y de 7,8 g para el ovario izquierdo; resultados que reafirman
mayor actividad del ovario derecho en comparacién al izquierdo en el ganado bovino
(Condo Plaza et al., 2015).

Tabla 1. Peso promedio de los ovarios y del cuerpo liteo.

. Valores
Variable N EE Minimo | Maximo
Peso del ovario derecho (g) 102 | 8,23 | 0,38 2,40 21,90
Peso del ovario izquierdo (g) | 102 | 5,02 | 0,24 1,10 13,30
Peso cuerpo liteo (g) 88 | 3,38 | 0,22 0,20 9,20
N=nidmero de casos. X=media del valor. EE=error estandar.
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Evaluacion del tamano de los ovarios y cuerpo [luteo mediante la técnica
ultrasonogradfica y visual directa:

Al evaluar el tamafio de los ovarios mediante la técnica visual directa se determin6 que
el derecho presenté mayor tamafo (22,9 + 0,42 mm) comparado con el izquierdo (20,96
+ 0,33 mm), con diferencia estadistica (P<0,05) entre los dos ovarios. Del mismo modo
mediante ultrasonografia el ovario derecho se observé mds grande (23,4 + 0,38 mm), en
comparacion con el izquierdo (21,4 = 0,35 mm; Fig. 1). Estos resultados fortalecen el
criterio de un mayor tamario del ovario derecho en relacion al izquierdo, expresado por
Condo Plaza et al. (2015) y que se encuentra justificado por un mayor grado de
funcionalidad del ovario derecho (Alba et al., 2006).
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Figura 1. Tamafio medio del ovario derecho e izquierdo, valorados mediante la técnica visual
(Vis) y ultrasonogréfica (US). *=diferencia estadistica (P<0,05). Correlacién de Pearson (r=0,75;
P<0,001) entre la técnica visual directa y la ultrasonogréfica.

Sin embargo, al comparar los valores medios del tamafio de los ovarios obtenidos en el
presente estudio por las dos técnicas (ultrasonogréfica y visual directa) se establecié
que no existia diferencia estadistica entre las mismas (P>0,05); ademas, la correlacién
entre los valores medios obtenidos por éstas dos técnicas son altas y significativas
(r=0,75; P<0,001). Resultados similares fueron obtenidos al valorar el tamafio del cuerpo
liteo mediante las técnicas ultrasonografica y visual directa determinando valores
semejantes (153 + 0,42 mm y 14,8 + 0,44 mm respectivamente; Fig. 2A), con una
relacion alta y significativa entre las dos técnicas (r=0,86; P<0,001). Por lo tanto, la
utilizacion de la ultrasonografia como herramienta para determinar el tamafio del ovario
y del cuerpo luteo es altamente confiable en reproducciéon bovina (Crane y Muirhead,
2020).
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Figura 2 A. Tamafio medio del cuerpo liteo (CL), valorados mediante la técnica visual (Visual) y
ultrasonogréfica (US). Figura 2 B. Tamafio medio del cuerpo lGteo (CL), en las fases del ciclo
estral (metaestro, diestro y proestro). *=diferencia estadistica, segtn Tukey (P<0,05).

Al evaluar el tamafio del cuerpo luteo en fase de crecimiento (metaestro=13,6+0,28 mm),
estatica (diestro=19,9 + 0,33 mm) y regresién (proestro=12,3 + 0,88 mm; Fig. 2B), se
observaron valores similares a los descritos por Perea et al. (1998) en vaquillas
mestizas (Holstein y Pardo Suizo con Brahman), quiénes fijaron un didmetro maximo de
CL en el dia 4 (fase de crecimiento) de 11 £ 0,2 mm y en el dia 10 (fase de estatica) un
valor de 19 + 0,3 mm. Estos resultados guardan concordancia con lo publicado por
Ayala et al. (2019), respecto al tamafio del CL en las fases de crecimiento (14,4 + 0,23
mm), estatica (19,63 + 1,06 mm) y regresion (12,3 + 0,25 mm) para vaquillas de raza
Holstein mestizas.

Resultados del recuento medio de foliculos antrales <4 mm y >4 mm en el total de
ovarios evaluados mediante las técnicas ultrasonografica y visual directa:
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Figura 3. Recuento medio de foliculos antrales <4 mm en ovario derecho e izquierdo, valorados
mediante la técnica visual (Vis) y ultrasonogréfica (US). *=diferencia estadistica (P<0,05).

El numero medio de foliculos antrales <4mm observados por la técnica visual directa en
el ovario derecho (13,3 = 0,99 foliculos) e izquierdo (13,6 + 0,88 foliculos) fueron
similares (P>0,05). Igual resultado se obtuvo al realizar el recuento folicular a través de
la técnica ultrasonografica derecho (7,2 + 0,51 foliculos) e izquierdo (8,9 + 0,50 foliculos;
P>0,05).

Por el contrario, al comparar los valores promedios obtenidos por las técnicas visual
directa y ultrasonografica tanto en ovario derecho (13,3 + 0,99 y 7,2 + 0,51 foliculos
respectivamente) e izquierdo (13,6 + 0,88 y 8,9 + 0,50 foliculos respectivamente) se
determiné diferencia estadistica entre las dos técnicas (Fig. 3). Estos resultados
establecen que la técnica de ultrasonografia permite identificar el 54,13% del total de
los foliculos <4mm existentes en los ovarios, y que esto se relaciona directamente con
el tamafio de los foliculos y la resolucién del equipo de ecografia, ya que
conceptualmente un equipo con una resolucién de 3mm; por ejemplo, permite distinguir
dos interfases separadas por 3mm como dos estructuras diferentes; sin embargo, si la
distancia que separa a las dos interfases es menor a 2 mm, ésta se observara como
una solo estructura (Diez Bru, 1992). Por lo tanto, los foliculos menores a 2 mm en este
caso no son diferenciados por ultrasonografia como dos estructuras independientes y
se considera una de las explicaciones del porque un 45,87% de los foliculos de esta
categoria no son identificados, a pesar de que la ecografia transrectal es una
herramienta de gran utilidad para realizar el recuento de foliculos antrales (Singh et al,
2004).

Otros factores que pueden incidir en el recuento de foliculos antrales <4 mm (RFA), es
que esta técnica requiere personal capacitado, equipos costosos e instalaciones
adecuadas que faciliten la valoracién cuidadosa de las imdgenes obtenidas (Perry y
Cushman, 2016) ya que el movimiento excesivo puede interferir con la interpretacion de
la imagen por lo que el animal debe estar bien restringido, asi lo manifiestan Colazo y
Kastelic, (2014). Ademads, Ginther, (2016) menciona que es necesario realizar varias
exploraciones ecograficas durante cada ciclo estral para determinar con exactitud el
recuento folicular.
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Figura 4. Recuento medio de foliculos antrales >4 mm en ovario derecho e izquierdo, valorados
mediante la técnica visual (Vis) y ultrasonogréfica (US). *=diferencia estadistica (P<0,05).

Al contrario, al comparar el RFA realizado por las técnicas visual directa y
ultrasonografica a foliculos >4 mm se observaron valores similares; en ovario derecho
(3,46 £ 0,25y 3,21 + 0,18 foliculos respectivamente) e izquierdo (2,81 + 0,20 y 3,36 +
0,21 foliculos respectivamente; Fig. 4), lo cual reforzaria la teoria de que la ecografia
transrectal es una técnica valiosa para el recuento de foliculos antrales y efectiva en
reproduccién bovina.

Sin embargo, Goémez et al. (2017) establecen que los resultados son precisos cuando el
ovario tiene pocos foliculos grandes, pero la precision disminuye cuando el ovario tiene
gran cantidad de foliculos pequefos; ademas, la presencia de estructuras similares a
foliculos como los vasos, complica ain mas la interpretacion de las imagenes.

Cushman et al. (2009) describen en sus resultados gran variacién en el nimero de
foliculos entre vacas; sin embargo, observaron poca diferencia en el nimero de foliculos
en el ovario derecho e izquierdo dentro de un mismo animal. Estos enunciados
concuerdan con los resultados observados en este estudio, donde no se evidencié
diferencia significativa en el recuento medio de los foliculos en ambos ovarios derecho
e izquierdo; pero si diferencia entre las dos técnicas: visual directa y la ultrasonografica
(Fig. 5).
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Figura 5. Recuento medio total de foliculos antrales en ovario derecho e izquierdo, valorados
mediante la técnica visual (Vis) y ultrasonogréfica (US). *=diferencia estadistica (P<0,05).

Al agrupar el nimero de foliculos antrales <4 mm establecido por la técnica visual
directa y ultrasonografica, segun la fase del ciclo estral (metaestro, diestro y proestro),
se observo una diferencia entre el 31,8% y el 48,6% en el RFA entre las dos técnicas. Sin
embargo, al realizar el mismo analisis, pero con foliculos >4 mm no se encontrd
diferencia entre los valores obtenidos mediante las dos técnicas (P>0,05; Tabla 2).

Tabla 2. Media y error estandar del nimero de foliculos <4 mm y >4 mm, determinados por la

técnica visual directa y ultrasonogréfica (US), en las tres fases del ciclo estral (metaestro,
diestro y proestro).

Técnica Visual Técnica Ultrasonogréfica Significacién
ciI::?geegterlal <4mm >4mm Total <4mm >4mm Total |<4mm | >4mm | Total
Metaestro | 22,0£1,97 | 5,9+0,40 | 28,0+2,06 | 14,940,911 | 6,5£0,39 | 21,4+1,08 * sn *
Diestro 32,4+3,65 | 6,3£0,99 | 38,7+£3,76 | 18,9+2,69 | 6,610,68 | 25,6+2,91 * sn *
Proestro 34,9+4,28 | 7,0£0,79 | 41,944,38 | 18,3+2,03 | 6,7+0,65 | 25,0+2,12 * sn *

*=diferencia estadistica al 5% en cada linea para cada variable entre foliculos de un mismo tamafio al
comparar las técnicas de valoracién visual vs ultrasonogréfica. ns=no hay diferencia entre grupos.

El tamano del foliculo es fundamental al momento de identificar y cuantificar
eficientemente mediante la técnica ultrasonografica; asi, en la tabla 3 se observa que el
RFA >4 mm en las tres fases de la onda folicular: reclutamiento, selecciéon y dominancia
es tan efectiva como el realizado por conteo visual directo (P>0,05). Sin embargo,
cuando el tamafo de la mayoria de los foliculos evaluados es <4 mm como en las fases
de reclutamiento y seleccion la técnica ultrasonografica presenta menor efectividad
(P<0,05; Tabla 3). Esta particularidad no se observa en la fase de dominancia (P>0,05) al
evaluar foliculos <4 mm, debido a que en esta fase (dominancia) el nimero de foliculos
<4 mm se reduce en un 57,15% y 31,82% comparado con las fases de reclutamiento y
seleccion respectivamente (Webb et al,, 2004).

Tabla 3. Media y error estandar del nimero de foliculos <4 mm y >4 mm, determinados por la
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técnica visual y ultrasonogréfica (US), en las tres fases de la onda folicular (reclutamiento,
seleccién y dominancia).
Técnica Visual

Técnica Ultrasonogréfica Significacién

Fasedela

onda folicular

<4mm

>4mm

Total

<4mm

>4mm

Total

<4mm

>4mm

Total

Reclutamiento

35,3+2,64

6,5+0,53

41,8+2,66

2414139

7,9+0,97

32,0+1,83

*

sn

*

Seleccién

22,3+2,15

7,3%0,74

29,642,53

14,9+0,95

7,6+0,39

22,611,111

*

sn

*

Dominancia

15,3+2,31

4,8+0,44

20,14+2,37

14,0+0,31

4,7+0,31

18,7+1,71

SN

sn

sn

*=diferencia estadistica al 5% en cada linea para cada variable entre foliculos de un mismo tamafio al
comparar las técnicas de valoracidon visual vs ultrasonografica. ns=no hay diferencia entre grupos.

CONCLUSIONES

La ultrasonografia es una herramienta valiosa que permite observar estructuras
ovaricas mayores de 4 mm con gran eficiencia; sin embargo, foliculos menores de 4
mm presentan problemas en su identificacién correcta mediante esta técnica en
condiciones de campo. Por lo tanto, si el trabajo es investigativo y se busca identificar y
valorar foliculos antrales < a 4 mm; se debe contar con un ecégrafo con alta resolucion,
un técnico capacitado e instalaciones adecuadas para el 6ptimo manejo de los
animales.
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