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ABSTRACT

The transport conditions of the cumulus-oocyte complex (COC's) for embryo production can affect the
embryo competence. Therefore, the development of a portable system could allow the transport of
recovered COC's efficiently, consequently, achieving the successful conservation of their quality. The
objective of the work was to evaluate the effect of two transport conditions of cumulus-oocyte
complex for 6h on the in vitro production of blastocysts in cattle. Treatment 1 was directly matured
in M-IVM in a conventional incubator. Treatment 2 and 3 were transported in M-Wash in an oocyte
transporter and M-IVM in a portable incubator, respectively for 6 hours and then, were transferred
in M-IVM to complete 24 hours of maturation. They were evaluated; cleavage (IVC day 2), morulae
(IVC day 4) and blastocysts rate (IVC day 7), development speed and embryonic quality (IVC day
7). The blastocyst rate from three treatments, are no significant differences (p> 0.05) between the
two transport conditions (27.2 and 28.1%). Furthermore, the quality and development speed were
not affected by the transport conditions. In conclusion, the two conditions, transport of the cumulus-
oocyte complex during 6h did not affect the viability of the oocyte observed in the cleavage rate
and blastocyst rate.
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RESUMEN

Las condiciones de transporte de los Complejo cumulus-ovocito (COC’s) para la producciéon de
Embriones pueden afectar la competencia de los embriones. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema
portdtil, podria permitir el transporte de estos COC'’s recuperados de manera eficiente, logrando
asi la conservaciéon exitosa de su calidad. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de dos
condiciones transporte de complejo cimulos-ovocito durante éh sobre la produccién in vitro de
blastocistos en bovinos. El tratamiento 1 se maduré directamente en M-IVM en incubadora
convencional. El tratamiento 2 y 3 se transportaron en M-Wash en transportador de ovocito y M-
IVM en incubadora portdatil respectivamente por 6 horas y luego fueron transferidos en M-IVM para
completar las 24 horas de maduracién. La evaluacién fue; porcentaje de clivaje (dia 2 de IVC),
mérulas (dia 4 de IVC) y blastocistos (dia 7 de IVC), velocidad de desarrollo y la calidad embrionaria
(dia 7 de IVC), La tasa de blastocistos a partir de tres tratamientos, los cuales mostraron que no
existe diferencias significativas (p>0.05) entre las dos condiciones de transporte (27.2 y 28.1%).
Ademds, la calidad y estado de desarrollo avanzado no fue afectado por las condiciones de
transporte. Las dos condiciones transporte de complejo cimulos-ovocito durante 6h no afecté en la
viabilidad del ovocito observada en la tasa de clivaje y tasa de blastocistos.
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INTRODUCCION

En los dltimos 20 afios, la produccién de embriones in vitro a
diferencia de su homélogo in vivo ha tenido un crecimiento
exponencial de un 400% aproximadamente, llegando a
registrar en el 2018 mds de un millén de embriones bovinos
producidos in vitro (IETS, 2019). Esto a pesar de que los
embriones producidos in vitro tienen una menor calidad, menor
tasa de supervivencia (Lonergan et al., 2006; Lonergan, 2007)
y de prefiez (Sirard, 2018) que los embriones producidos in
vivo.

El proceso de produccién de embriones in vitro inicia con la
aspiracion 'y maduraciéon in vitro (IVM) de los complejos
cumulus-ovocito (COCs) (Dall’Acqua et al., 2017). La calidad
de estos COCs recuperados al iniciar el proceso in vitro es uno
de los factores determinantes para el rendimiento de
blastocitos (Rizos et al., 2002) reflejando el potencial de
desarrollo al adquirir la competencia y capacidad de
reanudar y completar la meiosis, someterse al proceso de
fecundacién e iniciar y mantener el desarrollo embrionario
(Rizos et al., 2002). En condiciones in vivo, la maduracién del
ovocito es critica para adquirir la competencia de desarrollo
por interacciones entre las células somdticas del foliculo y el
ovocito y produce cambios en la composicién del liquido
folicular y vascularizacién del ambiente folicular. Mientras que
las condiciones in vitro no reflejan lo que ocurre en el entorno
folicular y se trata de compensar utilizando suplementos de
macromoléculas de naturaleza indefinida (Ispada et al., 2018)
y menor presion del oxigeno (Corréa et al.,, 2008).

Las condiciones de transporte de los COC'’s entre el lugar de
obtencién a los laboratorios de produccién de embriones
pueden afectar la competencia de los embriones (Dall'Acqua
et al, 2017). Por lo tanto, el desarrollo de un sistema portatil
adecuado podria permitir el transporte de estos COC’s
recuperados de manera eficiente, logrando asi la conservacién
exitosa de su calidad (Hashimoto, 2003; Foss, 2013). Existen
varios reportes que se han evaluado diferentes condiciones de
transporte de ovocitos en equinos (Choi et al., 2006; Foss et al.,
2013; Hinrichs et al., 2018), humanos (Roest et al., 1995;
Takanashi et al., 2004; Raffo et al., 2018) y bovinos
(Hashimoto et al., 2003; Dall'Acqua et al., 2017) con el uso de
diferentes medios (Choi et al., 2006; Foss et al., 201 3), tiempos
(Takanashi et al., 2004) y temperaturas (Hashimoto et al,
2003; Hinrichs et al., 2018), no habiendo un efecto en la
viabilidad del ovocito, tasa de clivaje y tasa de blastocistos,
salvo con algunas diferencias. Por lo tanto, el objetivo del
trabajo fue evaluar el efecto de dos condiciones transporte de
complejo cOmulos-ovocito durante éh sobre la produccién in
vitro de blastocistos en bovinos.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio experimental

Los COC’s recuperados y seleccionados de calidad | y Il
(n=482) fueron distribuidos al azar en tres grupos con un total
de 6 repeticiones por cada tratamiento (ver Figura 1). (T1)
Control 24h (M-IVM, 5%CO2, 20%0O:2 en aire y 38.5°C). (T2)
Transporte 6h (M-was; 5%CO2, 38.5°C) y 18h (M-IVM,
5%C0O2, 20%O:2 en aire y 38.5°C). (T3) Transporte 6h (M-
IVM; 5%CO2, 5% O2, 90% N2, 38.5°C) y 18h (M-IVM,
5%C0O2, 20%0O2 en aire y 38.5°C). La evaluacién de la
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produccién in vitro de embriones fue; porcentaje clivaje (dia 2
de IVC), mérulas (dia 4 de IVC) y blastocisto (dia 7 de IVC).
Ademds, la velocidad de desarrollo y la calidad embrionaria
fueron determinados por la proporcién de blastocistos
expandidos y por la proporciéon de blastocistos de calidad 1
(Excelente) respectivamente.

TRATAMIENTOS EVALUACION DE PRODUCCION IN VITRO

T

% Clivaje (D2 de IVC)
(2ah)

M-IVM/38.5°C
5%C0,,20% 0, en aire

7

('-3 %Mérula (D4 de IVC)
b

% Blastocistos (D7 de IVC)

Estado de desarrollo-Blastocistos Expandidos

M-IVM/38.5°C

Calidad- Excelente(Q1)
5%C0,,20% 0, en aire

M-IVM/38.5°C
5%C0;, 5% 0y, 90%N,

Figura 1. Disefio experimental de dos condiciones de
transporte de COCs durante las primeras 6h de maduracién in
vitro. M-IVM: Medio de maduracién in vitro; M-Wash: Medio
de manipulacién y lavado; IVC: Cultivo in vitro.

Produccién in vitro de embriones

Los ovarios fueron recolectados y transportados en condiciones
isotérmicas al laboratorio en 2 a 3 horas. El liquido folicular
aspirado de foliculos entre 3 a 8 mm se colocaron en un tubo
de 15mlL para la sedimentacién de los COC’s. Después de la
sedimentacién, se recolecté y transfiri6 a una placa de
90x60mm conteniendo M-Wash, para su busqueda, seleccién
y clasificacién morfolégica en 4 categorias: (1) completamente
rodeados por = 3 capas células del comulus con citoplasma
homogéneo, (2) ovocitos parcialmente por células del comulus
y citoplasma irregular, (3) ovocitos denudados y (4) ovocitos
rodeado por fibrina, con aspecto de tela de arafia. Después
de la recuperacién y clasificacién de los COC’s de calidad 1
y 2 (viables) fueron distribuidos aleatoriomente en los
tratamientos.

Los COC'’s fueron madurados en microgotas (70 UL) de Medio
de maduracién (M-IVM, Vitrogen, Brasil) por 24 h (Grupo
control) y 18h (grupo T2 y T3) en una incubadora convencional
de 5%CO2, 20% O2 en aire y 90% de humedad a 38.5°C.
Después de las 24 h, los COCs fueron lavados y colocados en
microgotas (70 YL) de medio de fecundacién (M-IVF, Vitrogen,
Brasil) en placas petri de 35x10 mm, cubiertos con aceite
mineral, previamente incubados a 38.5°C y 5%CO2 por 2
horas. Posteriormente, se adicioné una dosis de suspensién de
espermatozoides seleccionados y capacitados en M-IVF e
incubados por 18h a 38.5°C y 5%CO2, 20%0O:2 en daire. Los
espermatozoides se prepararon, descongelando las padijillas de
semen congelado convencional-comercial a 37 °C por 20
segundos y se usé el método de Percoll 45/90 para la
seleccién y capacitacion, con centrifugaciones de 4000 RPM
por 6 minutos y 4000 RPM por 3 minutos. La concentracién final
de espermatozoides utilizados en la inseminacién fue de 2x10¢
espermatozoides/mL.

Los presuntos cigotos fueron denudados casi completamente
por pipeteo sucesivos, para ser lavados y colocados en
microgotas (70 PL) de medio de cultivo (M-IVC, Vitrogen,
Brasil) en placas petri de 35x10 mm, cubiertos con aceite
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mineral e incubados a 38.5°C y 5%CO2, 20%0O2 en aire por
7 dias. A los 2 y 4 dias de cultivo se realizé la renovacién del
60% de medio de cultivo M-IVC y la determinacién de la tasa
de clivaje y mérulas, respectivamente. El porcentaje de
blastocisto, estado de desarrollo y calidad de blastocisto se
evalué al dia 7 de cultivo.

Tratamientos

(T1) Control; Los COCs seleccionados fueron madurados
directamente en incubadora convencional (5%CQO2, 20%QO2 en
aire y 38.5°C) durante 24 horas.

(T2) Condicién de transporte 1; Los COCs seleccionados fueron
puestos en un Transportador de ovocitos portétil a 38.5°C
(WTA, Brasil) en 400 YL de M-Wash cubiertos con 300 UL de
aceite mineral durante 6 horas y 18 horas en M-IVM en
Incubadora Convencional (5%COQO2, 20%0O2 en aire y 38.5°C)

(T3) Condicién de transporte 2; Los COCs seleccionados fueron
puestos en un Incubador portétil a 5%CO2, 5%02, 90%N2,
38.5°C (LabMix, WTA, Brasil) en 400 pL M- IVM cubiertos con
300 WL de aceite mineral durante 6 horas y 18 horas en gotas
de M-IVM en incubadora convencional (5%CO2, 20%O2en
aire y 38.5°C).

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de la produccién de embriones in vitro
fueron analizados por test homogeneidad de varianzas
(Shapiro wilks) y test normalidad (Test Levene). Posteriormente,
a los resultados que no eran datos normales y tenia
homogenidad de varianzas, se procedié a analizar con prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis de muestras independientes,
P<0.05) utilizando el software IBM SPSS STATISTICS 2.0 para
Windows.

RESULTADO Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados de tasa de blastocistos
a partir de tres tratamientos, los cuales mostraron que no existe
diferencias significativas (p>0.05) entre las dos condiciones
de transporte (27.2 y 28.1%). En la Tabla 2, se muestra que
la calidad y estado de desarrollo avanzado no fue afectado
por las condiciones de transporte.

Tabla 1: Tasa de clivaje, mérulas y blastocistos obtenidos en dos condiciones de transporte de COCs durante las primeras 6h de

maduracién in vitro.

Tratamiento Rep. #COCs Clivaje Mérulas Blastocistos
[dia 2; n (%)] [dia 4; n (%)] [dia 7; n (%)]

T1 Control (M-IVM 24h) 6 102  84(82.4+8.9), 32 (31.4+8.5), 19 (18.6 +4.3),

T2 Transporte 6h M-

wash + M-IVM 18h 6 195  154(79.0+5.9),  59(30.3+7.7), 53(27.2+7.0)

T3 Transporte 6h M-IVM

+M-IVM 18h 6 185  141(76.2+9.5), 53 (28,6 £+4.2), 52 (28.1+6.1),

Las columnas con superindices diferentes (a,b) difieren (p>0.05).

Tabla 2: Velocidad de desarrollo y calidad embrionaria de
blastocistos bovinos producidos in vitro obtenido por 2
condiciones de transporte de COCs en la primeras 6h de
maduracién in vitro.

% Calidad

# % Blastocistos Excelente
Tratamiento Blastocistos  expandido (E7) (Q1)
T1 Control 19 36.84° 36.84°
(IVM 24h)
T2 Transporte 6h 53 30.19¢ 44.00¢
MM + IVM 18h
T3 Transporte 6h 52 40.38¢ 55.78¢
Gas mix + IVM 18h
Las columnas con superindices diferentes (a,b) difieren
(p>0.05)

La produccién de embriones in vitro en bovinos en buenas
condiciones, aproximadamente el 90% de COC'’s recuperados
alcanzan la maduracién nuclear, el 80% la fecundacién
(Lonergan y Fair, 2016) y alcanza a ser blastocistos el 20% a
40% (Lequarre et al., 2003; Rizos et al., 2008; Luciano et al.,
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2018. El porcentaje de clivaje y blastocistos obtenido en este
estudio se encuentra dentro de los pardmetros recomendados
por los autores anteriormente citados.

Los ovocitos recuperados de los foliculos reanudan el proceso
de meiosis al liberarse de la influencia inhibidora de los
foliculos (Edwards, 1965) y al ser cultivados en condiciones
adecuadas pasa por cambios tanto nucleares como
citoplasméticos (Gasparrini, 2002). Segun Hyttel et al. (1989)
en la maduracién in vitro los ovocitos adquieran maquinaria
biolégica celular necesaria para la fecundaciéon y posterior
desarrollo embrionario. A pesar de ello, el 60 a 70% de los
ovocitos se pierden por la incapacidad del embrién para
someterse al clivaje y el desarrollo adecuado hasta la etapa
de blastocisto.

Memili y First (1999) afirman que existen varios factores que
pueden interferir en el desarrollo del embrién bovino, lo que
hace que cese el clivaje y siendo, la mayor parte del bloqueo
embrionario ocurre durante el cuarto o entre el cuarto y quinto
ciclo de transicién celular. Este bloque de desarrollo en bovinos
es concurrente con la transicién materno-embrionaria, la etapa
de desarrollo en la que los embriones concluyen la activacién
principal del genoma y debe depender de los ARNm
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transcritos de su propio genoma para continuar el desarrollo
(De Sousa et al.,, 1998). Segun, Betts y King (2001) afirman
que existen dos posibles mecanismos que causan el bloqueo del
desarrollo embrionario con la incapacidad de superar la
represion de la cromatina: i) activar la transcripcién de genes
importantes del desarrollo y ii) reaccionar a las lesiones
causadas por el medio ambiente.

Las condiciones de transporte de los COC’s pueden ser uno de
los factores que afecta la calidad de los ovocitos durante la
fase de maduracién. Sin embargo, tal como muestra nuestros
resultados en la Tabla 2, diferentes condiciones de transporte
de ovocitos en bovinos (Hashimoto et al., 2003; Dall'Acqua et
al., 2017) con el uso de diferentes medios, tiempos (Takanashi
et al., 2004) y temperaturas (Hashimoto et al., 2003; Hinrichs
et al., 2018), no afecté en la viabilidad del ovocito observada
en la tasa de clivaje y tasa de blastocistos.

CONCLUSION

Las dos condiciones transporte de complejo cimulos-ovocito
durante 6h no afecté en la viabilidad del ovocito observada
en la tasa de clivaje y tasa de blastocistos.
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