Tropical and Subtropical Agroecosystems 26 (2023): #100 Lliteras-Martinez et al., 2023

CRIOTOLERANCIA DE EMBRIONES BOVINOS CULTIVADOS
INDIVIDUALMENTE EN UN MEDIO SUPLEMENTADO CON L-

' [ Tropical and CARNITINA
ubtropical
Agroecosystems [CRYOTOLERANCE OF BOVINE EMBRYOS INDIVIDUALLY

CULTURED IN A MEDIUM SUPPLEMENTED WITH L-CARNITINE]

E. R. Lliteras-Martinez!, A. Palacios-Espinosa'”,
J. L. Espinoza-Villavicencio?, R. Ortega-Pérez' and Peter E. J. Bols?

Universidad Auténoma de Baja California Sur, Km. 5.5 carretera al Sur,
Colonia EI Mezquitito. C.P. 23080., México. Email. palacios@uabcs.mx
2Universidad de Amberes, Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Biomédicas y
Veterinarias, Laboratorio de Fisiologia Veterinaria. Universiteitsplein 1,
Gebouw U, B-2610 Wilrijk, Bélgica.

“Corresponding author

SUMMARY

Background: L-carnitine is a lipid metabolism enhancer and a potent antioxidant that prevents oxidative damage
and improves cryotolerance of bovine embryos. Objective: To determine the effect of L-carnitine during oocyte
maturation on developmental competence and cryotolerance of single bovine embryo cultured. Methodology:
Embryos were produced in vitro using abattoir-derived cumulus-oocyte complexes (COCs). In experiment 1, two
individual maturation, fertilization and culture systems were used in 24-well plates with 20 uL drops of medium
covered with mineral oil and 96-well plates with 30 pL drops of medium. In experiment 2, oocytes were randomly
distributed into two groups and single matured in 96-well plates in medium supplemented or not with 0.6mg/mL
L-carnitine. On day 7 post fertilization, blastocysts were vitrified on solid surface in Fiberplug. Non-vitrified
blastocysts were used as control. Embryonic survival after devitrification was determined by blastocysts re-
expansion and hatching rate at 24 and 48 hours of post-devitrification culture. Total cell number and apoptotic rate
by TUNEL-DAPI staining were used as quality and cryotolerance indicator. In both cases, cleavage and blastocyst
rates were evaluated at 48 hours and 7 days post fertilization, respectively. Results: No significant differences
were found for embryonic development between single culture systems. There was no effect of L-carnitine
supplementation during maturation on embryo development, but embryo survival had increased (P < 0.05) at 24-
and 48-hours post devitrification. Implications: Treatment with L-carnitine had increased (P < 0.05) post-thaw
re-expansion rates (86.8 + 3.0 vs 70.0 + 4.4) and it was similar to non-vitrified control (89.7 + 2.6). Mean cell
number and apoptotic cell index, were similar for all treatment groups. Conclusion: L-carnitine supplementation
during maturation, does not improve division rate and subsequent development of single cultured embryos,
however increases cryotolerance post devitrification.
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RESUMEN
Antecedentes: La L-carnitina es un potenciador del metabolismo lipidico y un potente antioxidante que previene
el dafio oxidativo y mejora la criotolerancia de los embriones bovinos. Objetivo: Determinar el efecto de la L-
carnitina durante la maduracion de ovocitos en la competencia de desarrollo y la criotolerancia de embriones
bovinos cultivados individualmente. Metodologia: Los embriones se produjeron in vitro utilizando complejos
cumulo-ovocitos (CCOs) derivados de matadero. En el experimento 1, se utilizaron dos sistemas de cultivo
individual en placas de 24 pozos y gotas de 20 pL de medio cubiertas de aceite mineral y placas de 96 pozos y
gotas de 30 pL medio. En el experimento 2, los ovocitos fueron distribuidos al azar en dos grupos y madurados
individualmente en placas de 96 pozos en un medio suplementado o no con 0.6mg/mL de L-carnitina. En el dia 7
post fertilizacion, los blastocistos se vitrificaron sobre superficie sélida en pajuelas Fiberplug. Blastocistos no
vitrificados fueron utilizados como control. La supervivencia embrionaria post desvitrificacion se determind
mediante la reexpansion del blastocele y la tasa de eclosion a las 24 y 48 horas de cultivo post desvitrificacion. El
nimero total de células y la tasa de células apoptoticas mediante tincion TUNEL-DAPI se utilizaron como
indicadores de calidad y criotolerancia. En ambos casos, las tasas de division y de blastocistos se evaluaron a las
48 horas y 7 dias post fertilizacion, respectivamente. Resultados: No se encontraron diferencias significativas en
el desarrollo embrionario entre los distintos sistemas de cultivo. No se observé ningdn efecto de la suplementacion
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con L-carnitina durante la maduracion sobre el desarrollo embrionario, pero la supervivencia de los embriones
aumentd (P < 0.05) a las 24 y 48 horas post desvitrificacion. Implicaciones: El tratamiento con L-carnitina
aumenté (P < 0.05) las tasas de reexpansion post desvitrificacion (86.8 + 3.0 frente a 70.0 + 4.4) y fue similar al
control no vitrificado (89.7 + 2.6). No hubo diferencias significativas para el total de células y el indice de células
apoptoticas entre los grupos. Conclusion: La suplementacion con L-carnitina durante la maduracién no mejora la
tasa de division ni el desarrollo posterior de los embriones cultivados individualmente, aunque aumenta la

criotolerancia tras la desvitrificacion.

Palabras clave: vitrificacion; produccidn in vitro de embriones; L-carnitina.

INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son
producidas normalmente durante la respiracion
mitocondrial en las blastémeras y son controladas
por su complejo sistema enddgeno de defensa
antioxidante, que incluye enzimas antioxidantes
enddgenas como superdxido dismutasa, catalasa,
glutatién peroxidasa y compuestos no enzimaticos
como el glutatién, proteinas (ferritina, transferrina,
ceruloplasmina e incluso albimina) y depuradores
de bajo peso molecular, como 4cido Urico, coenzima
Q y el é&cido lipoico (Poljsak et al., 2013).
Condiciones inapropiadas de cultivo in vitro inducen
la produccién de excesivos niveles de ERO vy la
acumulacion de lipidos en el citoplasma, lo cual esta
asociado a la obtencién de embriones de menor
calidad y baja criotolerancia (Zare et al., 2021). Para
compensar estas deficiencias y controlar las ERO, se
utilizan antioxidantes y precursores de GSH que
minimizan los efectos dafiinos del estrés oxidativo y
mejoran la capacidad de desarrollo y la
criotolerancia de los embriones bovinos producidos
in vitro (Ferré et al., 2020).

El cultivo in vitro de embriones de mamiferos se basa
en principios antiguos, sin embargo, no hay consenso
en cuestiones basicas como la densidad, el tiempo, el
cambio de medio, la atmédsfera de gas y pequefios
detalles técnicos, como la forma de preparacion de las
gotas (Vajta et al., 2021). Los estudios sobre el
metabolismo de ovocitos/embriones o el uso
comercial de la puncion in vivo, que tratan a donantes
con bajos rendimientos de ovocitos, indican la
necesidad de optimizar los protocolos de produccion
in vitro de embriones para cultivar ovocitos
individualmente hasta la etapa de blastocisto. Segun
Goovaerts et al. (2011), las condiciones de cultivo
para un solo ovocito generalmente perjudican su
desarrollo, no obstante, recientes publicaciones han
demostrado que el cultivo individual permite la
seleccion de embriones con una alta competencia de
desarrollo (Vajta et al., 2021).

El interés por el papel de las carnitinas como
moduladores mitocondriales para contrarrestar el
desequilibrio energético y redox en ovocitos y
embriones durante el cultivo in vitro y la
crioconservacion, es cada vez mayor (Placidi et al.,
2022; Kalehoei et al., 2022). La L-carnitina tiene
diversas funciones en el desarrollo de ovocitos y
embriones en los primeros estadios de desarrollo, ya
que favorece el metabolismo lipidico al controlar la
transferencia de &cidos grasos a las mitocondrias

para la 3 oxidacién y actla como antioxidante para
prevenir el dafio oxidativo e inhibir la apoptosis, una
sefial en respuesta al estrés oxidativo (Li et al.,
2021).

Resultados publicados por Jiang et al. (2019) indican
que, en condiciones in vitro, la L-carnitina puede
prevenir el envejecimiento de los ovocitos bovinos y
mejorar la capacidad de desarrollo embrionario. Los
resultados de la suplementacion con L-carnitina
pueden variar segun el perfil de lipidos celulares
especifico de la especie, el nivel de actividad
mitocondrial o incluso la disponibilidad de lipidos en
el medio de cultivo (Dubeibe et al., 2020).
Comunmente, se utiliza para mejorar el rendimiento
metabdlico de ovocitos y embriones en sistemas de
cultivo in vitro (Carrillo-Gonzalezet al., 2021)
aunqgue se ha reportado su uso en las soluciones de
vitrificacion y desvitrificacion de embriones ovinos
producidos in vivo (Saraiva et al., 2018).

Los efectos de la L-carnitina por adicion a los medios
en los embriones producidos in vitro sobre la calidad
y criotolerancia son muy discutidos y contradictorios
(Zolini et al. (2019); Carrillo-Gonzalez et al. (2020);
Lietal. (2021); El-Sokary et al. (2021). No obstante,
algunos autores refieren la eficacia de una
concentracion de 0.6 mg/mL de L-carnitina en el
medio de MIV para aumentar el glutation
intracelular, la maduracién nuclear y la tasa de
division de embriones bovinos (Phongnimitr et al.,
2013) y de ratdn (Zare et al., 2015), asi como su
desarrollo hasta el estadio de blastocistos.

El objetivo de estos experimentos fue determinar el
efecto de la L-carnitina durante la maduracion de
ovocitos en la competencia de desarrollo y la
criotolerancia de embriones bovinos cultivados
individualmente.

MATERIALES Y METODOS

Todos los productos quimicos utilizados en este
estudio fueron adquiridos de Sigma-Aldrich®
(Bornem), Life-Technologies® y Roth-Fiers.

Recuperacion de ovocitos

Los ovarios fueron recolectados en un matadero
local y transportados inmediatamente al laboratorio
en solucién salina a 38 °C (NaCl 0.9 %)
suplementada con kanamicina (1 %). Luego se
lavaron 3 veces con solucion salina tibia (38 °C)
suplementada con kanamicina (1 %) y se aspiraron
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todos los foliculos con un didmetro entre 2-6 mm.
Solo complejos cumulo ovocitos (CCOs) con un
cimulo no expandido rodeados por cinco o mas
capas de células de cimulo (categoria 1) fueron
seleccionados para la maduracion in vitro (MIV).

Maduracién de los ovocitos

Para la MIV se utiliz6 el medio TCM-199 (Life
Technology, 31150-022) suplementado (0.4 mM de
glutamina, 0.2 mM de piruvato de sodio, 50 pg/mL
de gentamicina, 0.1 pM de cisteamina y 20 ng/mL
de EGF). En el experimento 1, los CCOs se
asignaron aleatoriamente a dos sistemas de cultivo
en placas de 24 pozos a razén de un CCOs/gota de
20 pL de medio cubiertas de aceite mineral y placas
de 96 pozos a razon de un CCOs/gota de 30 pL
medio. Los CCOs del grupo control fueron
madurados en grupos de 50 en 500 pL de medio en
placas (Nunc®) de 4 pozos. En el experimento 2, los
CCOs se distribuyeron al azar en dos grupos que
fueron madurados individualmente en placas de 96
pozos sin L-carnitina (control) y suplementado con
0.6 mg/ml de L-carnitina (Sigma-Aldrich C0158).
Para todos los grupos la MIV se desarroll6 por 24
horas en atmésfera humeda de 5 % CO, y 38.5 °C.

Fertilizacion in vitro

Para la fertilizacion se utiliz6 semen de un toro
testado para la produccioén in vitro de embriones que
fue descongelado y seleccionado por la técnica de
doble gradiente de Percoll (90 % y 45 %). Los CCOs
se coincubaron a una concentracion de 1x10°
espermatozoide (sp)/ml) en medio de fertilizacién
que contenia 114 mM NacCl, 3.1 mM KCI, 0.3 mM
Na;HPO;, 2.1 mM CaCl..2H,0, 04 mM
MgCl,.6H,0, 25 mM HCO3, 1 mM Piruvato, 36 mM
Lactato, 2 pL/mL Rojo fenol, 6 mg/mL BSA, 50
pg/mL Gentamicina suplementado con 10 pL/mL de
Heparina por 20 horas en atmdsfera himeda de 5%
CO,y 38.5°C.

Cultivo in vitro

Después de la fertilizacion, se eliminaron las células
del cimulo por pipeteo o agitacion con vortex para
embriones cultivados individualmente (en cocultivo
con células del cumulo) o en grupos,
respectivamente y los cigotos fueron cultivados en
fluido oviductal sintético suplementado con
Insulina-transferrina-selenio (10 pg/mL 1; 5.5
pg/mL T; 6.7ng/mL S) y BSA; 2(w/v) % en
atmasfera himeda de 90 % N2, 5% O,y 5% CO: a
38.5 °C. Se evalud la competencia del desarrollo de
los embriones a partir de la escision (48 horas post
fertilizacion) y la tasa de blastocistos (7 dias post
fertilizacion) y se definieron como el ndmero de
cigotos divididos o blastocistos formados por
ovocitos madurados, respectivamente.

Lliteras-Martinez et al., 2023
Vitrificacion de embriones

A los 7 dias post fertilizacion, los embriones en
estadio de blastocisto y blastocisto expandido del
Experimento 2, fueron vitrificados sobre superficie
s6lida en pajuelas Fiberplug utilizando una mezcla
de Etilenglicol (15%), Dimetilsulféxido (15%) y
Sucrosa (0.5 M). La supervivencia embrionaria post
desvitrificacion se  determind mediante la
reexpansion del blastocele y la tasa de eclosidn a las
24 y 48 horas de cultivo post desvitrificacion. Los
embriones fueron lavados en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS -Ca,-Mg) y fijados en 4
% de Paraformaldehido. EI nimero de células y el
indice de células apoptoticas (ndmero de células
apoptoticas sobre el total de células contadas) se
evaluaron mediante tincion con yoduro de propidio
y TUNEL (en inglés:Terminal dUTP Nick End-
Labeling), para detectar muerte celular asociada a la
fragmentacion del ADN (Vandaele et al., 2006).

Andlisis estadistico

Para comparar la tasa de division y blastocistos entre
tratamientos, y la proporcién de células apoptoéticas,
se utilizd un modelo de regresion logistica binaria,
comparando las probabilidades de division a traves
de los intervalos de prediccion al 95% de dichas
probabilidades para cada uno de los tratamientos
(Minitab 19). Se utiliz6 un analisis de varianza
utilizando el procedimiento GLM (SAS, 1996) para
el total de células por blastocisto, y pruebas de Tukey
para las diferencias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Segln Vajta et al. (2021), la seleccion de embriones
con la més alta competencia de desarrollo requiere
un cultivo individual y la modificacion del enfoque
ampliamente utilizado "drop under oil". En nuestro
estudio, no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05) en la tasa de divisién (66.8 + 3.0 % vs 63.4
+ 3.0 %) y blastocistos (30.8 £ 3.5 % vs 27.7 £ 3.5
%) para el cultivo individual en placas de 24 o 96
pozos, respectivamente (Tabla 1). Se observé que el
porcentaje de blastocistos fue significativamente
superior (P < 0.05) para el cultivo en grupo (52.6 +
2.2 %) respecto al cultivo individual en placas de 24
pozos (30.8 + 3.5) y 96 pozos (27.7 + 3.5 %). De
manera similar, otros autores reportaron que el
cultivo en grupo promueve el desarrollo de
embriones bovinos a través de la secrecion de
factores paracrinos y autocrinos secretados al medio
por los embriones (Fujita et al., 2006) y que
independientemente  del sistema de cultivo
individual que se utilice, este se encuentra asociado
con una menor tasa de embriones respecto al cultivo
en grupo (Doherty et al., 1997).

Seguin Reed et al. (2011), los ovocitos de especies
monoovulatorias, se fertilizan y desarrollan sin el
efecto beneficioso de factores embriotroficos
producidos por otros embriones, por lo que, en teoria,
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Tabla 1. Efecto del tipo de cultivo individual en la tasa de division y blastocistos.

Parametro Grupo 1 Grupo 2 Control
Tasa de division (%) 66.8 + 3.0? 63.4 + 3.0 76.3+1.7°
Blastocistos (%) 30.8 +3.5% 27.7+3.5° 52.6 +2.2°

Letras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas para P < 0.05. Grupo 1, cultivo
en placas de 24 pozos (un embrion/gota 20 pL de medio cubiertas de aceite mineral); grupo 2, placas de 96 pozos (un

embrién/gota de 30 puL medio).

los embriones deben desarrollarse mejor cuando son
cultivados individualmente. Otros autores (Herreros
et al., 2022) sugieren que el cultivo individual
aumenta la tasa de formacion de blastocistos y puede
mejorar la calidad embrionaria.

De igual modo, estudios desarrollados en humanos
por Marianowski et al. (2007) advirtieron una menor
tasa de fertilizacion cuando los ovocitos fueron
cultivados en grupos en un sistema abierto en placas
de cuatro pozos (68 %) respecto a aquellos
cultivados individualmente (78 %), probablemente
debido a la exposicibn de ovocitos y
espermatozoides a cambios ambientales como
fluctuaciones de pH y temperatura. Segun el propio
autor, el cultivo individual en microgotas se
caracteriza por una mayor tasa de fertilizacion
debido a una distribucion homogénea de
espermatozoides en el medio de cultivo. Otros
autores  encontraron  similar  porcentaje  de
maduracion (62.4 vs 67.7 %) y blastocistos (12.9 vs
15.2 %) para el cultivo individual y en grupos,
respectivamente (Fukui et al., 2000).

Asi mismo, al evaluar el efecto de la adicion de L-
carnitina (0.6 mg/mL) en el medio de maduracion
sobre la tasa de division (77.6 £ 1.6 % vs 77.2 + 1.6
%) vy blastocistos (48.9 + 2.2 % vs 47.7 £ 2.2 %)
encontramos que no hubo diferencias significativas
entre tratamientos (P > 0.05). Estudios recientes,
apoyan la hipétesis de que la L-carnitina no afecta
significativamente la tasa de maduracion vy
produccion de embriones bovinos in vitro (Zolini et
al., 2019; Carrillo-Gonzalez et al., 2020).

Por el contrario, Zare et al. (2015) refieren que una
concentracion de L-carnitina de 0.6 mg/mL, aumenta
significativamente el glutation intracelular (P <
0.001) y la maduracién nuclear en ovocitos de raton
(P < 0.01). La adici6n de 0.6 mg/mL de L-carnitina
al medio de MIV aumentd significativamente la tasa
de division (P < 0.05). La tasa de desarrollo de
blastocistos en los grupos tratados fue
significativamente mayor (P < 0.001) que en el
grupo control. De la misma manera, Zare et al.
(2017) observaron que ovocitos de raton tratados con
dichas concentraciones de L-carnitina, mostraron
una mayor tasa de desarrollo hasta blastocistos en
comparacion con los ovocitos no tratados (P < 0.01).

Phongnimitr et al. (2013), reportaron una tasa de
maduracién de ovocitos bovinos significativamente
mayor para los grupos suplementados con 0.3y 0.6
mg/mL de L-carnitina en comparacion con el control

(P <0.05). La tasa de formacion de blastocistos en el
grupo 0.6 mg/mL mejoro significativamente.

Resultados publicados por Xu et al. (2018) sugieren
que la suplementacion con acetil-L-carnitina durante
la MIV de ovocitos de bufala, modifica la funcion
mitocondrial, regula los factores paracrinos
derivados de los ovocitos y aumenta la produccion
de hormonas esteroides, lo que conduce a una mayor
calidad de los ovocitos maduros y un mejor
desarrollo embrionario in vitro. Otros investigadores
reportaron una disminucion en la generacion de ERO
(41.6 %) y la cantidad de lipidos (8.1 %) mientras
que la actividad mitocondrial aument6 (160 %) con
respecto al control, y mejoré la cinética y el
porcentaje de blastocistos a partir de ovocitos
bovinos madurados con L-carnitina (Jaramillo et al.,
2019).

Khanmohammadi et al. (2016), informaron el
incremento del porcentaje de blastocistos (P < 0.01)
y el nimero total de células de embriones de raton
debido al efecto antioxidante de la L-carnitina a una
concentracion de 0.5 mg/mL. Otros autores, refieren
que la L-carnitina durante la MIV, reduce la
toxicidad del embrién inducida por el estrés
oxidativo al disminuir las ERO y aumentar el GSH
intracelular en ovocitos ovinos (Mishra et al., 2016)
y aumenta la tasa de division y el porcentaje de
embriones de bufalo (EI-Sokary et al., 2021).

De la misma manera, otros autores demostraron que
la suplementacién con L-carnitina a un nivel de 0.5
mg/mL durante la MIV mejor6 el potencial de
desarrollo de los ovocitos de camello expresado en
un aumento de la tasa de division y desarrollo
embrionario respecto al grupo control (Fathi y El-
Shahat, 2017), reduce el contenido de lipidos de
embriones bovinos de la raza Jersey y Holstein
debido al aumento de la actividad mitocondrial
(Baldoceda et al., 2016) y mejora las tasas de
maduracidn, fertilizacion y desarrollo de embriones
caninos cuando se utiliza a razén de 0.6 mg/mL
(Moawad et al., 2021).

La falta de consenso entre los resultados encontrados
con ovocitos en diferentes especies puede estar
determinada por la calidad de los ovocitos utilizados.
Segun Knitlova et al. (2017), la L-carnitina (2.5
mM) mejord la tasa de produccion de embriones
bovinos a partir de ovocitos meiéticamente menos
competentes (33.3 %) en comparacion con el grupo
control (25.83 %). Sin embargo, los ovocitos
derivados de foliculos medianos (6-10 mm) y
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Tabla 2. Criotolerancia post desvitrificacion de embriones bovinos madurados individualmente en un medio

suplementado con 0.6 mg/mL de L-carnitina.

Parametro

Con L-carnitina

Sin L-carnitina Control no vitrificado

Reexpansion (24 h) 86.0 +£2.8°
Reexpansion (48 h) 86.0 +£2.8°
Tasa de eclosion 86.8 + 3.0%

71.9 £ 3.6° 95.1+1.8?
71.9 £ 3.6° 95.1+1.8?
70.0 + 4.4 89.7 + 2.6

Letras diferentes dentro de una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas para P < 0.05.

clasificados como meidticamente mas competentes,
no mostraron diferencia. En nuestro estudio, los
criterios de inclusion al diametro del foliculo fueron
de 2 a 6 mm, sin embargo, no encontramos
diferencias entre tratamientos, utilizando 0.6 mg/mL
de L-carnitina durante el proceso de MIV.

A partir de nuestros resultados (Tabla 2), se observo
un aumento de la tasa de supervivencia (P < 0.05) a
las 24y 48 horas (86.0 + 2.8 % vs 71.9 £ 3.6 %) post
desvitrificacion de los embriones obtenidos a partir
de ovocitos madurados en presencia de L-carnitina
respecto al control, pero fue inferior al grupo testigo
no vitrificado (95.1 + 1.8 %). La tasa de reexpansion
en el grupo tratado con L-carnitina, mejoro
significativamente (P < 0.05) posterior a la
desvitrificacion (86.8 £ 3.0 % vs 70.0 £ 4.4 %) y fue
similar al control no vitrificado (89.7 £ 2.6 %).

Los resultados de nuestra investigacién demuestran
que la suplementacién del medio de maduracion de
ovocitos bovinos con L-carnitina, aumenta la
criotolerancia embrionaria. Resultados similares
fueron publicados por Takahashi et al. (2013),
quienes refieren que la L-carnitina, aumentd el
metabolismo de los lipidos en los embriones
bovinos, lo que resultdé en un mejor desarrollo y
criotolerancia. Segun Phongnimitr et al. (2013), la
suplementacion de L-carnitina durante la MIV de
ovocitos bovinos mejoré su maduracién nuclear y
posterior desarrollo embrionario después de la
fertilizacion, pero cuando se vitrificaron, los efectos
mejoradores se neutralizaron.

Lowe et al. (2017), reportaron un aumento en la tasa
de supervivencia posterior a la desvitrificacion de los
blastocistos derivados de ovocitos porcinos tratados
con L-carnitina respecto al grupo control no tratado
(42.4 % vs 24.9 %). De la misma manera, la adicion
de L-carnitina a una concentracion de 0.5 mM al
medio de MIV, mejora el desarrollo del ovocito, la
competencia y criotolerancia de embriones de bufalo
posterior a la desvitrificacion, pero no después de 24
h de cultivo. (EI-Sokary et al., 2021).

Segin (Carrillo-Gonzélezet al., 2020), no se
encontraron diferencias significativas para la tasa de
supervivencia después de la vitrificacion vy
desvitrificacion de embriones a partir de ovocitos
bovinos cultivados en un medio suplementado con
L-carnitina.

Zolini et al. (2019) indicaron que no hubo efecto de
la suplementacion del medio de maduracién con L-

carnitina en el desarrollo in vitro de embriones
bovinos, pero los embriones tratados, mostraron un
aumento (P < 0,05) de las tasas de reexpansion
posteriores a la descongelacién, independientemente
de la concentracion (0.75, 1.5y 3.03 mM).

No hubo diferencia significativa en el nimero de
células por blastocisto (103.2+4.68; 122.5+5.26;
118.5+3.28) y el indice de celulas apoptoticas
(2.95+0.53; 3.02+0.50; 3.04+1.35) para el grupo
suplementado con L-carnitina, no suplementado y
control no vitrificado, respectivamente). De igual
manera, trabajos publicados por Takahashi et al.
(2013), no reportaron diferencias para la tasa de
células apoptoticas entre blastocistos bovinos
tratados y control. Segln Zare et al. (2015), la
adicion de L-carnitina al medio de MIV, no tuvo un
efecto significativo sobre el nimero total de células
por blastocisto. En cambio, Khanmohammadi et al.
(2016), informaron el incremento del ndmero total
de células en embriones de raton debido al efecto
antioxidante de la L-carnitina a una concentracién de
0.5 mg/mL.

CONCLUSION

La suplementacion de L-carnitina durante la
maduracion de los ovocitos bovinos no mejora la
tasa de division y posterior desarrollo de embriones
cultivados individualmente, sin embargo, aumenta la
criotolerancia posterior a la desvitrificacién.
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