mayor capacidad de desarrollo. En paralelo, al
contrario que en otras células, se demostré
que la presencia del AR no parece provocar
danos oxidativos en el ovocito. El retinoide tam-
poco altera la expresion de genes cuyo pro-
ducto participa activamente en la regulacion
del ciclo celular (Ciclinas B1 y H1). El conoci-
miento preciso de estos mecanismos permitira
controlar qué momentos del cultivo son los
6ptimos para utilizar el AR.

En el complejo cumulus-ovocito existen
depdsitos intracelulares de retinol (ROH) que
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participan activamente en la maduracién in
vitro y afectan al desarrollo del embrién hasta
el estado de blastocisto.

Mediante el empleo de citral, un inhibidor
de la sintesis del AR a partir de ROH, se pudo
demostrar que la diferenciacion del blastocisto
se ve afectada por la accién de los retinoides
enddgenos y exdgenos, y su control es impor-
tante para mejorar la calidad de los embriones
y, probablemente, la estabilidad de las células
madre bovinas, hito de la biotecnologia repro-
ductiva aln no conseguido.

AGL2001-0379. Estudio de Ia repercusion de los
sistemas de produccion de embriones bovinos
“jn vitro” sobre sus caracteristicas criobiologicas:
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Objetivos

B Desarrollar un sistema de criopreservacion
de ovocitos que proporcione maximas tasas
de embriones viables tras descongelacion,
fecundacion (FIV) y cultivo in vitro (CIV), con
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el fin de ofertar al sector ganadero la posibi-
lidad de almacenar de forma indefinida los
gametos de hembras de alto valor genético o
de interés zootécnico.

W Optimizar un sistema de criopreservacion
adaptado a embriones producidos in vitro y
que supere su especial sensibilidad a los
efectos del frio.

Resultados

Efecto del estadio del ovocito
sobre su sensibilidad a Ia
criopreservacion

Los trabajos realizados analizaron la influen-
cia del grado de maduracion del ovocito bovino
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sobre su resistencia a la vitrificaciéon por medio este experimento se describen en la tabla 2 y
de un protocolo “Open Pulled Straw” (OPS). El en la figura 1.

diseno experimental queda reflejado en la tabla
1. Como complemento a estos experimentos,
se realizé también un estudio ultraestructural de
los grupos experimentales de este trabajo.

Las tasas de division en dia tres fueron simi-
lares en todos los grupos experimentales y sig-
nificativamente mas bajas que en los controles
realizados con ovocitos frescos. S6lo los ovoci-

Tras los tratamientos (Tabla 1), todos los tos vitrificados tras maduraciéon in vitro (MIV)
ovocitos fueron fecundados y cultivados in vitro dieron lugar a la formacién de blastocistos tras
durante ocho dias. Los resultados derivados de FIVy CIV.

Tabla 1.—Disefo experimental: Efecto del estadio de maduracion
del ovocito bovino antes de su vitrificacion y después de la descongelacion,
sobre el desarrollo embrionario tras la fecundacion y el cultivo in vitro

Tratamiento

MIV I-MIV
I-PREMIV
MIV
PRE

PREMIV

| i PRE+MIV

Ctrl-MIV

PRE4+MIV® Ctrl-PREMIV

TR KR — . - — o - - =

*Estado del ovocito antes de la OPS (I: inmaduro; PRE: premaduracién -inhibicion meiética-; MIV: maduracion in vitro);
PTratamiento del ovocito después de desvitrificacién. “Grupos control (Ctrl) realizados con ovocitos no vitrificados.

Tabla 2.—Desarrollo embrionario (% de divisiéon en dia 3 y % de blastocistos
en dias 7 y 8) tras fecundacion y cultivo de ovocitos vitrificados/desvitrificados
en diferentes estadios de maduracion

1 % Blastocistos

: : ! 06 Division Dia 3 F--------"--~ mmmmmmmmme-
I D7
-MIV ' 139 1 6 I 254+452* i 00* I 00"
I-PREMIV 1107 ¢ 6 ! M5+52% 1 00%X !  00*
MIV ' 142 ' 6 ! 370452* ! 15+32*% ! 15+28*
PRE I 26 I 6 | 282459* | 0635 | 08431
PREMIV 132 6 25,8+5,2 X 0,0 0,0
Ctrl-MIV i 238 1 7 | 887%52” | 364%32’ | 377+28’
Ctrl-PREMIV i 156 1 7 1 844+52Y i 275+32Y i 323428

N: zigotos cultivados;
R: repeticiones; superindices distintos en la misma columna difieren significativamente: * (p<0,01).

o
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Figura 1.—Tasas de degeneracion (%) de ovocitos vitrificados/desvitrificados tras FIV.
Referencias como en tabla 1. Superindices distintos denotan diferencias significativas al 1%

El porcentaje de ovocitos degenerados tras
desvitrificacion y FIV se presenta en la figura 1.
Los ovocitos vitrificados con posterioridad a la
MIV (Grupo MIV) o inmaduros antes de la vitrifi-
cacion y sometidos a MIV tras la descongela-
cion (Grupo I-MIV) fueros los que menores tasas
de degeneracion presentaron tras la FIV. La inhi-
bicién meidtica seguida de una MIV antes y des-
pués de la vitrificacion, se tradujo en porcenta-
jes de degeneracién mas altos que en el resto
de los grupos (Grupos I-PREMIV y PREMIV).

Los resultados resumidos del andlisis ultra-
estructural fueron los siguientes:

1) Los complejos cumulus ovocito (CCOs)
vitrificados inmaduros fueron los que menos
alteraciones presentaron desde el punto de
vista ultraestructural. Los citoplasmas del ovoci-
to y de las células del cumulus presentaron una
morfologia normal, a priori compatible con un
desarrollo ulterior. Los organulos citoplasmicos
presentaron normalidad morfologica. Tras la
MIV y la fijacion de estos CCOs, se pudo obser-
var una correcta migracion de los granulos cor-
ticales, asi como la expansién de las células del
cumulus, lo que es imprescindible para que la
FIV tenga lugar en adecuadas condiciones.

Estos resultados contrastaron, no obstante,
con los obtenidos tras la FIV y el CIV, ya que, no
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se obtuvieron embriones viables a partir de los
CCOs vitrificados inmaduros.

2) Los CCOs vitrificados tras la MIV presen-
taron fenémenos de degeneracion en las célu-
las del cumulus y en el citoplasma del ovocito
en, aproximadamente, el 50% de los casos
estudiados. En el resto, el estudio ultraestructu-
ral reflejé una correcta migracion de los granu-
los corticales y expansién de las células del
cumulus, compatibles ambos con un desarrollo
posterior. Estos resultados confirmaron los
obtenidos tras la FIV y CIV de estos CCOs,
Unico grupo que permitio obtener embriones
viables (ver Tabla 1).

3) Los tratamientos de premaduraciéon (PRE)
y MIV, previos o posteriores a la vitrificacion,
produjeron importantes lesiones en ovocitos y
en las células del cumulus, incompatibles
ambas con el posterior desarrollo embrionario.

Efecto del medio de maduracion sobre
Ia sensibilidad del ovocito a Ia
criopreservacion

Se estudio el posible efecto de tres medios
de MIV sobre la resistencia a la criopreserva-
cién del ovocito bovino maduro (Metafase I
—MIl-). Para ello, y a partir de un medio base

- 2 T
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Tabla 3.—Porcentaje de degeneracion y de desarrollo embrionario (% de division en dia 3 y
% de blastocistos en dia 7) tras FIV (dia 0) y CIV de ovocitos vitrificados/desvitrificados después
de su MIV en presencia de FCS (MIV-FCS), PVA (MIV-PVA) o acido 9-cis retinoico (MIV-9 cis)

Desarrollo Embrionario

i i i Degeneracion + _____ 7S T e

i i i Dia 1 (%) } % Division Dia 3 1% Blastocistos Dia 7
MIV-FCS 1167 1 6 1 1774132 1 51,1464 | 1,343,6"
MIV-PVA 76 1 6 ! 10477 | 473464 | 0,0°
MIV-9 cis i 185 ! 6 ! 155488 | 446+64 | 0,0°
Ctrl MIV-FCS® 247 5 0,0 79,315,8" 46,614,1°
Ctrl MIV-PVA? 1217 1 5 0,0 1 823458 23,7+4,17
Ctrl MIV-9 cis® 1 205 1 5 0,0* 1 86,7158 1 20,8+4,1

@ Grupos controles (Ctrl) de ovocitos no vitrificados; N: zigotos cultivados; R: repeticiones; superindices distintos en la misma
columna difieren significativamente: ¥ (p<0,01). FCS: Suero fetal bovino, PVA: Polivinil Alcohol, 9-cis: Acido 9-cis retinoico.

Referencias como en tabla 1.

comun [Tissue Culture Medium 199 —TCM199-
HNaCOs3- + hormona foliculo estimulante (FSH)
+ hormona luteinizante (LH) + 17b Estradioll, se
establecieron tres grupos experimentales en
funcién de la adicion de:

a) 10% de suero fetal bovino (FCS) (medio
con composicion indefinida)

b) Polivinil Alcohol (PVA) (medio con com-
posicion definida)

¢) acido 9-cis retinoico (medio con compo-
sicion definida).

Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 3.

La composicién del medio de MIV no tuvo
efecto sobre la resistencia del ovocito a la vitri-
ficaciéon. En los tres grupos experimentales se
obtuvieron tasas similares de degeneracion
tras la desvitrificacion de los ovocitos. Sélo en
el grupo de MIV con 10% de FCS se obtuvie-
ron embriones viables tras FIV y CIV. Se obser-
varon diferencias en las tasas de blastocistos
obtenidos en dia 7 en los grupos control (CCOs
no vitrificados). La MIV en presencia de FCS
produjo tasas de blastocistos significativamen-
te superiores a los obtenidos en los grupos de
MIV en medios definidos (PVA y acido 9-cis
retinoico).

- . -

Comparacion de dos sistemas
de MIV

Utilizando el medio MIV-FCS, se compara-
ron dos sistemas diferentes de maduracion:

«» en monocapa de células VERO.
¢ sin células.

La utilizacion de monocapas de células
VERO durante la MIV no tuvo efecto sobre la
supervivencia de los ovocitos a la vitrificacion.
La produccién de embriones en los dos grupos
control (ovocitos no vitrificados) fue similar.

Efecto del sistema de cultivo del
embrion sobre su resistencia a
la criopreservacion

A partir del sistema de cultivo que permitié
obtener los primeros terneros producidos en
Espana por Ovum Pick Up (OPU), tras la trans-
ferencia de blastocistos producidos integra-
mente in vitro, vitrificados y desvitrificados
(Proyecto FEDER GAN 97-0023), se ensayaron
diversas modificaciones de las condiciones de
la MIV y el CIV. Para ello, se plante6 un diseno
experimental combinando dos sistemas de
MIV y tres de CIV:

iy
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Figura 2.—Porcentajes de supervivencia (vivos) y eclosion (eclos) a las 24, 48 y 72 h,
de embriones producidos en tres medios de cultivo (SOF+ BSA; SOF + FCS;

1 MIV: medio TCM 199 HNaCO3 + FSH-LH
+ 17b Estradiol
— en monocapa de células VERO
— sin células

2 CIvV

— medio sintético indefinido: Synthetic
Oviduct Fluid (SOF) + 5% FCS (a partir
de dia 3) (Grupo FCS)

— medio sintético semidefinido: SOF +
20g/L albdmina sérica bovina (BSA)
(Grupo BSA)

— cocultivo VERO + B2 INRA MENEZO
(medio comercial) + 5% FCS (Grupo
VERO)

Los resultados se recogen en la figura 2.
Como resumen, cabe senalar:
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Ni el sistema de MIV (células vs. no célu-
las) ni la calidad morfolégica del embrién
afectaron a la supervivencia embrionaria
post-vitrificacion.

Tanto el dia de vitrificacién (blastocistos
de dia 7 vs. blastocistos de dia 8;
p<0,001) como el medio de cultivo (FCS
vs. BSA vs. VERO; p<0,01) tuvieron efec-
tos significativos sobre la supervivencia
embrionaria a la criopreservacion.

Los blastocistos de dia 7 producidos en
BSA y en células VERO sobreviven a la
vitrificacion en mayor porcentaje que los
producidos con FCS.

La produccion de embriones en SOF +
BSA permite obtener tasas de eclosion a
24, 48 y 72 h significativamente mas ele-
vadas que el resto de los tratamientos.





