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Parametros metabolicos, antioxidantes y competencia
para el desarrollo embrionario de ovocitos bovinos
madurados in vitro con L-Carnitina

Metabolic, antioxidant and competence parameters for the embryonic
development of bovine oocytes matured in vitro with I-carnitine

Natalia Jaramillo Bolivar'?#, Juan Miguel Arzuaga Cedeiio*?, John Jairo Giraldo
Giraldo'?, Neil A. Vasquez Araque'?

RESUMEN

Se evalud el efecto antioxidante y metabdlico de la L-Carnitina (L-C) durante la
maduracion in vitro de ovocitos bovinos sobre parametros asociados a la calidad: canti-
dad relativa de lipidos, generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs), niveles de
glutation reducido (GSH), actividad mitocondrial y la competencia para el desarrollo
embrionario posterior a la fertilizacién. Los complejos cimulo ovocito fueron madurados
por 24 h con y sin L-C (3.8 mM), e incubados con el fluoréforo especifico para cada
parametro, Rojo Nilo (lipidos), Diclorofluoresceina diacetato (EROs), Monoclorobimane
(GSH), Mitotracker Green (mitocondria). La intensidad de la fluorescencia fue analizada
con el software ImageJ y normalizada al grupo control de ovocitos madurados sin L-
Carnitina. Para determinar la competencia del ovocito para el desarrollo embrionario, los
ovocitos madurados fueron fertilizados y cultivados por 8 dias. En los ovocitos madura-
dos con L-C se encontrd una disminucion del 8.1% de la cantidad relativa de lipidos y en
la generacion de EROs del 41.6%; mientras que la actividad mitocondrial aument6 en
160% con respecto al control, y mejoro la cinética y el porcentaje de blastocistos. Sin
embargo, los niveles de GSH no se afectaron con la L-C. Los resultados soportan el
efecto benéfico de la L-C durante la maduracion in vitro del ovocito bovino para mejorar
parametros antioxidantes y metabdlicos que se reflejan en la produccién in vitro de
embriones bovinos
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The antioxidant and metabolic effect of L-carnitine (LC) was evaluated during the in
vitro maturation of bovine oocytes on parameters associated with quality: relative amount
of lipids, generation of reactive oxygen species (ROS), reduced glutathione levels (GSH),
mitochondrial activity and competence for embryonic development after fertilization.
The cumulus-oocyte complexes were matured for 24 h with and without L-C (3.8 mM),
and incubated with the specific fluorophore for each parameter, Nile Red (lipids),
Dichlorofluorescein diacetate (EROs), Monoclorobimane (GSH), Mitotracker Green
(mitochondria). The intensity of the fluorescence was analyzed with the ImageJ software
and normalized to the control group of matured oocytes without L-Carnitine. To determi-
ne the competence of the oocyte for embryonic development, the matured oocytes were
fertilized and cultured for 8 days. In oocytes matured with L-C a decrease of 8.1% of the
relative amount of lipids and 41.6% in the generation of EROs was found, while
mitochondrial activity increased by 160% with respect to control, plus improved the
kinetics and percentage of blastocysts. However, GSH levels were not affected by L-C.
The results support the beneficial effect of L-C during the in vitro maturation of the
bovine oocyte to improve antioxidant and metabolic parameters that are reflected in the
in vitro production of bovine embryos.
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INTRODUCCION

Los sistemas de Produccion in vitro de
Embriones (PIVE) presentan dos grandes di-
ficultades. La primera esta asociada con los
bajos porcentajes de blastocistos, indicador
que ha conducido a la busqueda de estrate-
gias para mejorar la eficiencia y calidad de
embriones bovinos. La segunda es la baja via-
bilidad y tasa de prefiez de embriones some-
tidos a la criopreservacion asociada a la acu-
mulacion de gotas lipidicas (Block et al.,
2011). Teniendo en cuenta que uno de los
pasos mas criticos en la PIVE es la madura-
cion del ovocito, la mejora de su calidad se
ha convertido en un factor clave para aumen-
tar la proporcion y la calidad de blastocistos
(Patrizio et al., 2007). Pardmetros energéti-
cos como los niveles de ATP (Cotterill et al.,
2013) y actividad mitocondrial (Gottardi y
Mingoti, 2009) estan relacionados con una
mayor competencia del ovocito para el desa-
rrollo embrionario. Entre los moduladores del
metabolismo mas utilizados se encuentra el
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Forskolin (Thomas et al., 2004), la insulina
(Augustin et al., 2003) y la L-Carnitina (L-
C). Esta ultima es requerida durante la oxi-
dacion de los lipidos para el transporte de
acidos grasos desde el citosol al interior de
las mitocondrias, para la generacion de ener-
gia en forma de ATP. La L-C ejerce un im-
portante efecto antioxidante, proporcionando
multiples mecanismos de proteccion celular
al ovocito y al embrion en desarrollo
(Abdelrazik y Agarwal, 2008).

La L-C, siendo un factor limitante para
la activacion e ingreso de los 4cidos grasos a
la matriz mitocondrial, se le ha evaluado en
varios procesos biotecnologicos repro-
ductivos, como la PIVE y la criopreservacion
(Held-Hoelker et al., 2017; Saraiva et al.,
2018). Particularmente, se ha demostrado su
importancia en la maduracion nuclear del
ovocito bovino, al utilizar Mildronate, un
inhibidor de la biosintesis de la L-C, presen-
tando un efecto de dosis sobre la disminucion
del porcentaje de maduracion del ovocito
(Sanchez-Lazo et al., 2014). Por el contra-
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rio, la adicion de L-C en la maduracién in
vitro (MIV) potencia o mejora el porcentaje
de maduracion nuclear (Somfai et al., 2011;
Zare et al.,2015), inclusive del complejo ci-
mulo ovocito (CCO) de calidad intermedia
(Knitlova et al., 2017).

Laregulacion del contenido de lipidos a
través de su entrega directa a la mitocondria
por la L-C es importante, puesto que garanti-
za el suministro de sustrato para la genera-
cion de energia y la disminucion en la pro-
duccion de gotas lipidicas en ovocitos
inmaduros (Aon et al., 2014), ademas de
mejorar la eficiencia en el desarrollo tempra-
no de embriones bovinos (Jeong et al., 2009,
Sutton-McDowall et al., 2012) y murinos
(Dunning et al., 2010). Existe una relacion
entre la concentracion del contenido de go-
tas lipidicas con la susceptibilidad a la
criopreservacion y la apoptosis de embriones
bovinos producidos in vitro (Sudano et al.,
2011). Los objetivos propuestos en este tra-
bajo fueron evaluar el efecto del suplemento
L-C durante la maduracion in vitro de
ovocitos bovinos sobre parametros
metabolicos (contenido lipidico, actividad
mitocondrial), antioxidantes (niveles de pro-
duccion de especies reactivas de oxigeno y
de glutation) y el porcentaje de desarrollo
embrionario.

MATERIALES Y METODOS

Complejos Cimulo Ovocito (CCOs)

El material bioldgico para la obtencion
de los CCOs bovinos fue suministrado por
una planta de faenado de Copacabana,
Antioquia (Colombia). Se transportaron al
laboratorio en solucion tampon fosfato salino
(PBS) estéril a 37 °C, donde se procedio a la
aspiracion de los foliculos de diametro 3-6
mm con agujas N°18 y jeringa de 10 ml. El
aspirado se coloco en tubos conicos de 15 ml
a 37 °C. En caja de petri estéril de 60 x 15
mm, bajo visién con estereomicroscopio, se
seleccionaron los complejos CCOs de buena
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calidad, seglin criterios previamente estable-
cidos (De Wit et al., 2000).

Los CCOs seleccionados fueron lava-
dos con medio TCM-199 y transferidos a gotas
de 50 pl de medio de maduracion (Gibco
12340-030) suplementado con 0.33 mM de
piruvato de sodio, 1 pg/ml de estradiol, 3% de
suero fetal bovino SFB, 6 mg/ml de albumina
sérica bovina libre de acidos grasos (BSA
FAF, Sigma A6003), 1X de solucion antibiotica,
50 pg/ml de gonadotropina coridnica humana
(Chorulon®), 1 ng/ml de FSH porcina (pFSH-
Sigma F2293) y con o sin L-Carnitina a 3.8
mM (Phongnimitr et al., 2013) donde se in-
cubaron por 24 h en grupos de 10-15. Las
gotas fueron cubiertas con aceite mineral
(Sigma M8410) e incubadas a 38.5 °C, 5%
CO, en aire con 90% de humedad. Al finali-
zar el tiempo de maduracion, se determino el
contenido lipidico, la actividad mitocondrial,
los niveles de EROs y de GSH, y el desarro-
llo embrionario.

Contenido Relativo de Lipidos

Los CCOs fueron coloreados con Rojo
Nilo (Sigma N3013, Molecular Probes) y los
ovocitos madurados cultivados con o sin L-
C, en grupos de 10 fueron incubados a 4 °C
por 24 h en gotas de 250 ul de medio de fija-
cion que contiene Dulbecco’s PBS,
formaldehido (16%) y glutaraldehido (50%).
Se lavaron en Dulbecco’s PBS y pasaron a
la solucion del colorante (1 pg/ml) a tempe-
ratura ambiente por 24 h. Luego se retiro el
exceso de colorante lavando con Dulbecco’s
PBS y en grupos de 3 se pusieron en gotas
de 10 pl de Dulbecco’s PBS sobre
portaobjetos (Ballard; 2007), y se observa-
ron a 200X en un microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i) con fil-
tro C-FL G2A con una longitud de excitacion
a515-560 nmy de emision a 590 nm. El area
de ovocitos fue ajustada y las imagenes se
guardaron en formato TIFF. La intensidad de
fluorescencia de las gotas lipidicas en los
ovocitos fue analizada por el software Image]
v. 1.41 (National Institutes of Health, USA)
y normalizadas con la medida de fluorescen-
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cia de los ovocitos sin tratamiento o control
(Barcel6-Fimbres y Seidel, 2011).

Actividad Mitocondrial

Los ovocitos madurados cultivados con
o sin L-C fueron coloreados con Mito
Tracker® green (Invitrogen M7514,
Molecular Probes) y en grupos de 10 se in-
cubaron a temperatura ambiente por 20 min
en gotas de 50 pl de Mito Tracker® 0.5 mM;
luego se lavaron en Dulbecco’s PBS y pasa-
ron en grupos de 3 en gotas de 10 ul de
Dulbecco’s PBS sobre portaobjetos (Ballard,
2007. Se observaron a 200X en un micros-
copio de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i)
con filtro FITC/FLUO-3 (B-4A) con una lon-
gitud de emision a 516 nm y de excitacion a
490 nm. La intensidad de fluorescencia en
ovocitos fue analizada como se describid
anteriormente.

Glutation Reducido (GSH)

Los ovocitos madurados cultivados con
o sin L-C fueron coloreados con el fluoréforo
Monochlorobimane (mBCI) (Invitrogen
M1381MP, Molecular Probes), y en grupos
de 10 fueron incubados a temperatura am-
biente por 15 min en gotas de 50 ul de mBCI
(0.25 mM). Luego se retir6 el exceso de co-
lorante lavando con Hepes y en grupos de
tres se pusieron en gotas de 10 ul de Hepes
sobre portaobjetos (Ballard, 2007). Se obser-
varon a 200X en un microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i) con fil-
tro C-FL UV-2E/C con una longitud de exci-
tacion a 394 nm y de emision a 490 nm. La
intensidad de fluorescencia en ovocitos fue
analizada como se describi6 anteriormente.

Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Los ovocitos madurados cultivados con
o sin L-C fueron coloreados con el fluoréforo
DicloroFluoresceina diacetato H2DCFDA
(SIGMA-ALDRICH D6883, Molecular
Probes) y en grupos de 10 se incubaron a
temperatura ambiente por 20 min en gotas
de 50 pl de H2DCFDA (10uM). Luego se
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lavaron en Hepes (Ballard; 2007) y se obser-
varon a 200X en un microscopio de
epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i) con fil-
tro FITC/FLUO-3 (B-4A) con una longitud
de excitacion a 490 nm y de emision a 514
nm. La intensidad de fluorescencia en
ovocitos fue analizada como se describi6 an-
teriormente.

Fertilizacion de los Ovocitos y Cultivo
de Presuntos Embriones

Los CCOs maduros se transfirieron a
gotas de 50 pl de medio TL-FERT suplemen-
tado con cafeina (1.4 mM), 1X de solucion
antibidtica (ICN 1670049 MP Biomedicals)
y se fertilizaron con semen descongelado
perteneciente a un mismo lote de un solo do-
nante, cuya viabilidad y calidad espermatica
se ajusto a los parametros de calidad aplica-
dos para bovinos, la concentracion esper-
matica final fue de 2 x 10° espermatozoides/
ml. Las condiciones de fertilizacion fueron
de 38.5 °C, 5% de CO, y 90% de humedad
relativa durante 18 h (Dode et al., 2002). A
las 18 h de la incubacion, los presuntos cigotos
se desnudaron de las células del camulo y se
cultivaron en gotas de 50 pl de medio de cultivo
KSOM-AA suplementado con 0.6 mg/ml de
BSA-FAF, 1X de solucion antibiotica y 3%
de SBF por 8 dias. Las condiciones de culti-
vo fueron 38.5 °C, 5% de CO, y 90% de
humedad relativa. La tasa de clivaje se de-
termino a las 48 h de cultivo sobre el total de
ovocitos inseminados in vitro, y la tasa de
blastocistos a los dias 7y 8, sobre el total de
ovocitos inseminados y de embriones en eta-
pa de clivaje (Vasquez-Araque, 2014).

Analisis Estadistico

Se utilizo un disefo de bloques comple-
to al azar y los supuestos de normalidad fue-
ron evaluados por el test Kolmogorov-Smirnov
(distribucion de datos) y por la prueba de
Brown-Forsythey (homogeneidad de
varianzas). Posteriormente los datos fueron
analizados por un andlisis de varianza y las
medias de los grupos fueron comparadas por
el test de comparaciones multiples Tukey
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(STATISTICA 10.0, StatSoft, Tulsa
Oklahoma). Para todos los analisis fue con-
siderado un valor p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad relativa de lipidos en el gru-
po de ovocitos madurados con L-C presentd
un porcentaje promedio de intensidad de fluo-
rescencia de 91.19%, siendo significati-
vamente menor (p<0.05) que el grupo madu-
rado sin L-C (control) (100%) (Figura 1a).
Este efecto ha sido descrito en ovocitos bo-
vinos con 2.5 mg/ml (Knitlova et al.,2017) y
3.03 mM (Chankitisakul ez al.,2013) de L-C,
como también en blastocistos bovinos culti-
vados con 1.5 mM de L-C (Ghanem et al.,
2014). Esta respuesta de la L-C sobre las
gotas lipidicas puede ser mediada en los
ovocitos por la disminucién en la expresion
de los genes DGAT1, DGAT2 y PLIN2
(Perilipin 2) (Sanchez-Lazo et al., 2014)
relacionados con la formacién y expansion
de las gotas lipidicas (Ghanem et al., 2014).
Ademas, por la disminucion del sustrato para
la formacion de triacilgliceroles, debido a que
la L-C media el ingreso de los grupos acilos a
la mitocondria para su oxidacion (Sanchez-
Lazo et al., 2014), lo cual podria limitar la
formacion de las gotas lipidicas, conllevando
a la disminucion tanto de la biogénesis como
de su expansion.

Al tener en cuenta que la L-C facilita el
transporte de acidos grasos al interior de la
mitocondria, en donde pueden ser sustrato
para la via de la beta-oxidacion, se determind
la actividad mitocondrial mediante la tincion
con Mitotracker Green de los ovocitos ma-
durados con L-C, los cuales presentaron un
porcentaje promedio de intensidad (260%);
es decir, un aumento en la actividad
mitocondrial de 160% con respecto al grupo
control (100%) (Figura 1B). Este aumento
podria ser debido a la mayor disponibilidad
de grupos acil-carnitina por la presencia de
la L-C en el medio de maduracion; sin em-
bargo, otro factor que pudo haber influido en
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esta respuesta es un aumento en la expre-
sion de CPT1 y CPT2, que aunque no se ha
demostrado en ovocitos, se ha reportado en
embriones cultivados en presencia de L-C
(Ghanem et al., 2014) favoreciendo la beta
oxidacion y reflejandose con el aumento en
la intensidad de fluorescencia (Dunning ef al.,
2010). Esta activacion mitocondrial también
se ha encontrado en ovocitos porcinos ma-
durados con L-C a una concentracion de 1.25
mg/ml (Somfai et al., 2011) y en embriones
bovinos cultivados con L-C a 1.5 mM
(Ghanem et al., 2014).

Otra propiedad atribuida a la L-C es su
funcién antioxidante (Giilgin, 2006). Por lo
tanto, se evaluaron parametros antioxidantes,
tales como los niveles de especies reactivas
de oxigeno (EROs) y de glutation reducido
(GSH). Mediante la sonda fluorogénica
H2DCFDA se encontr6 una disminucion sig-
nificativa (p<0.05) en la cantidad relativa de
EROs al interior de los ovocitos madurados
en presencia de L-C (58.3%) (Figura 2), lo
cual pudo deberse a las propiedades
antioxidantes de esta molécula en sistemas
acelulares (Giilgin, 2006) como en sistemas
celulares (Somfai et al.,2011). Se ha demos-
trado que la suplementacion con L-C reduce
los niveles de EROs durante la maduracion
in vitro de ovocitos de ovinos (Mishra et al.,
2016a), bovinos (Takahashi et al., 2013) y
porcinos (Wu et al., 2011, You et al., 2012).
Adicionalmente, se ha encontrado este efec-
to antioxidante sobre los niveles de EROs en
embriones bovinos en el estadio de dos célu-
las, mas no asi en etapas posteriores del de-
sarrollo embrionario (Takahashi et al., 2013).
Otros antioxidantes utilizados para disminuir
las EROs, tanto en la maduracion del ovocito
como en el desarrollo embrionario, favore-
ciendo diferentes parametros de eficiencia y
calidad en la PIVE, son el acido ascorbico
(Vasquez-Araque, 2014), melatonina (Yang
et al., 2017), a-tocoferol (Li et al., 2014),
quercetina y resveratrol (Sovernigo et al.,
2017), cisteina y cisteamina intracelulares
(Rocha-Frigoni et al., 2016, Sovernigo et al.,
2017) y la catalasa extracelular (Rocha-
Frigoni et al.,2016).
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Figura 1. Ovocitos bovinos madurados con y sin L-Carnitina. A: Contenido relativo de lipidos
(Tincién con Rojo Nilo). B. Actividad mitocondrial relativa (tincion con Mitotracker
green). * Diferencia estadistica significativa (p<0.05)
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Figura 2. Produccion relativa de especies
reactivas de oxigeno (EROs) en ovocitos bo-
vinos madurados con y sin L-Carnitina.

* Diferencia estadistica significativa (p<<0.05)

La cantidad relativa de GSH, determi-
nada mediante el fluor6foro Monochloro-
bimane, fue similar entre los ovocitos madu-
rados con L-C (95.37%) con respecto al con-
trol (100%); sin embargo, se resalta que los
niveles de GSH se mantuvieran a pesar del
aumento en la actividad mitocondrial (160%)
y que los niveles de GSH dentro del ovocito
no fueron afectados, debido a la presencia
de glutation reducido en la composicion del
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medio de maduracion (TCM-199, Gibco
12340-030). Otros suplementos con recono-
cida actividad antioxidante, tales como,
quercetina, resveratrol y vitamina C, tampo-
co aumentaron los niveles de GSH en ovocitos
de bovinos madurados in vitro (Sovernigo et
al.,2017). No obstante, se ha reportado que
la suplementacion con L-C durante la madu-
racion in vitro de ovocitos aumenta los nive-
les de GSH en ovinos (Mishra et al., 2016a),
porcinos (Wuetal., 2011, Youetal.,2012) y
murinos (Zare et al., 2015).

Aunque los resultados de este trabajo
no demostraron incremento en los niveles de
GSH, este es considerado un marcador
citoplasmico asociado con la calidad del
ovocito, debido a que es el encargado de
mantener el entorno redox al interior celular,
ademas de ser esencial para la fertilizacion,
lo cual se ha demostrado al inhibir su sintesis
con buthionine sulphoximineal, bloqueando la
formacion del pronticleo masculino luego de
la fertilizacion (Sutovsky y Shatthen, 1997),
mientras que al potenciar la produccion de
GSH suplementando con cisteamina (De
Matos et al., 2002), cisteina, cistina y f-
mercaptoetanol (De Matos y Furnus, 2000)
se aumenta la tasa de blastocistos.
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Cuadro 1. Prueba de comparacion de medias por el Test de Tukey para los parametros de
desarrollo (promedio =+ error estandar de la media)

Ovocitos madurados

Con L-Carnitina  Sin L-Carnitina Valorp
Clivaje (%) 75.00 (4.1) 77.44 (1.9) 0.640
Porcentaje de blastocistos Dia 7 39.98 (1.3) 31.71 (1.5) 0.001
fﬁsneflfffaeggs’ a ovocitos Dia 8 40.73 (1.4) 37.03 (2.7) 0.219
Porcentaje de blastocistos Dia 7 54.15 (2.3) 41.85 (1.1) 0.001
con respecto a los clivajes Dia 8 55.08 (2.3) 49.32 (3.0) 0.147

El porcentaje de blastocistos a partir de
ovocitos inseminados in vitro al dia 7 de cul-
tivo fue mayor en el grupo de ovocitos madu-
rados con L-C (39.98%) que en el grupo con-
trol (31.71%) (Cuadro 1). Los efectos bené-
ficos de la maduracion de ovocitos con L-C
sobre el desarrollo embrionario han sido re-
portados en el bovino (Phongnimitr et al.,
2013, Ghanemet al., 2014, Baldoceda et al.,
2016), murino (Abdelrazik et al., 2009,
Moawad et al., 2014, Zare et al., 2015), por-
cino (Somfai et al.,2011, Lowe et al., 2017,)
y ovinos (Mishra et al., 2016a,b); sin embar-
g0, las concentraciones de L-C que presen-
taron mejor respuesta en el ovino fueron 7.5
mM y 10 mM (Mishra ef al., 2016a). Por
otro lado, algunos estudios no encontraron
efecto en la maduracion de ovocitos bovinos
con L-C sobre el porcentaje de blastocistos
(Chankitisakul et al., 2013; McKeegan, 2015).

El porcentaje de embriones en etapa de
clivaje que tienen la capacidad de llegar has-
ta la etapa de blastocisto (blastocisto/clivados)
es un indicador de la calidad embrionaria
(Lonergan et al., 2003, Vigneault et al., 2009).
El porcentaje de blastocistos/clivados gene-
rados con ovocitos madurados con L-C
(54.15%) fue mayor que en el grupo control
(41.85%), lo que indica que la L-C puede
mejorar la produccion de embriones a través
de mecanismos antioxidantes (You et al.,
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2012; Mishra et al., 2016a), modulacion del
metabolismo (Moreira, 2015) y disminucion
del dafio del ADN (Abdelrazik ef al., 2009,
Mishra et al., 2016b); ademas de favorecer
las condiciones de cultivo, que permiten la
expresion de genes implicados con el meta-
bolismo lipidico (Sanchez-Lazo et al., 2014,
Ghanem et al., 2014, Baldoceda et al., 2016,
Saraiva et al.,2018), lareplicacion del ADN,
factores de transcripcion, quinasas (You et
al.,2012), e implantacion del embrion y man-
tenimiento de la prefiez (Interferon Tau, IFNt)
(Ghanem et al., 2014).

La produccion de embriones
(blastocistos) en el dia 8 de cultivo fue simi-
lar entre los dos grupos (Cuadro 1); sin em-
bargo, el grupo L-C n el dia 7 presentd una
mayor produccion (p<0.005), lo cual indica
que los embriones generados con ovocitos
madurados con L-C tienen una cinética de
desarrollo mayor que los embriones control.
Aunque se controlaron varios factores que
influyen en esta cinética, tales como el se-
men (del mismo individuo y eyaculado)
(Alomar et al., 2008), suplementos energéti-
cos y condiciones de cultivo (Lonergan et al.,
2003), el sexo del embrion no fue controlado,
ya que los embriones de sexo masculino tie-
nen una cinética de desarrollo mayor (Alomar
et al., 2008).
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Otros factores que modulan la expre-
sion de genes que participan en la respuesta
mediada por la L-C podrian tener un efecto
sinérgico al inducido por la L-C para favore-
cer el desarrollo embrionario. Lo anterior es
apoyado por la correlacion entre los niveles
de expresion de CPT2 y la competencia para
el desarrollo embrionario (Gentile et al.,
2004), como también la regulacion por la L-
Carnitina de los niveles de CPT1 y CPT2
durante el desarrollo in vitro de embriones
bovinos y murinos (Paczkowski et al., 2013;
Ghanem et al.,2014; Baldoceda et al., 2016).
Por otro lado, en el cerdo se ve reducida su
expresion, lo que indica que la especie bovi-
na es menos susceptible a perturbaciones en
la oxidacion de acidos grasos (FAO,
oxidation of fatty acids) (Paczkowski et al.,
2013).

CONCLUSIONES

e  Elsuplemento del medio de maduracion
in vitro con L-Carnitina a una concen-
tracion de 3.8 mM mejora la calidad del
ovocito, segun la disminucion de la can-
tidad relativa de lipidos y de los niveles
de Especies Reactivas de Oxigeno, el
aumento de la actividad mitocondrial y
el porcentaje de embriones en etapa de
blastocisto.

e Serecomienda suplementar el medio de
maduracion con L-Carnitina para mejo-
rar la eficiencia de biotecnologias como
PIVE, clonacién y criopreservacion.
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