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RESUMO: A fertilização in vitro está muito bem consolidada, mas a busca por novas 

ferramentas para melhorar os resultados é frequente. Os antioxidantes foram estudados 

por muitos pesquisadores, pois seus efeitos podem ser cruciais para diminuir o efeito 

oxidativo, que é uma realidade dos embriões produzidos in vitro. Portanto, o objetivo 

deste estudo foi avaliar a produção de embriões bovinos in vitro quando suplementado 

com L-carnitina por 24 horas, a partir do dia 5 (D5), sob 2 diferentes tensões de 

oxigênio (20% ou 5%) e a relação do óxido nítrico (NO) no meio IVC com 

desenvolvimento embrionário. Os complexos cumulus-oócitos (COC; n= 837) foram 

maturados in vitro por 24 horas e a fertilização foi realizada por 18 horas. Os zigotos 

foram cultivados in vitro por 9 dias após a fertilização in vitro em meio SOF com soro 

fetal bovino a 5% (FCS). Em D5, as placas foram atribuídas a 1 de 4 grupos de 

tratamento: tensão de O2 alta (20%) ou baixa (5%) com ou sem a adição de 3,03 mM de 

L-carnitina (alta-controle, alta-Lcar, baixa-Contr, baixa-Lcar). Nos dias 5, 6 e 9 foi 

avaliada a concentração de NO no meio de cultura. Parte dos embriões foi submetida à 

avaliação de gotículas lipídicas intracelulares no D7. A taxa de clivagem foi semelhante 

(P> 0,05) entre alta e baixa tensão de O2 e a taxa de blastocisto foi semelhante em todas 

as condições avaliadas. A taxa de eclosão foi mais alta (P <0,05) para o baixa-Contr e a 

concentração de NO para o baixa-Contr foi maior no dia 9 (p <0,05). A adição de 3,03 

mM de L-carnitina entre D5 e 6 na CIV não foi eficiente na redução do conteúdo 

lipídico citoplasmático de embriões bovinos. Além disso, a CIV em baixa tensão de 

oxigênio sem L-carnitina promove melhores condições para o desenvolvimento 

embrionário quando houve maior concentração de NO no meio. 

Palavras-chave: Desenvolvimento embrionário; estresse oxidativo; PIVE 

 

ABSTRACT: The in vitro fertilization is very well consolidated but the search for new 

tools to improve the results are frequent. The antioxidants have been studied by many 

researchers as its effects can be crucial to decrease the oxidative effect, which is a 

reality of embryos produced in vitro. Therefore, the aim of this study was to evaluate 

the production of bovine embryos in vitro when supplemented with L-carnitine for 24 h 

beginning on day 5 (D5) under 2 different oxygen tensions (20% or 5%) and the 

relationship of nitric oxide (NO) in the IVC medium with embryo development. The 

Cumulus-Oocyte-Complexes (COC; n = 837) were matured in vitro for 24 hours and 

fertilization was performed for 18 hours. The zygotes were cultured in vitro for 9 days 

after IVF in SOF medium with 5% Fetal Calf Serum (FCS). At d5 the plates were 

assigned to 1 of 4 treatment groups: high (20%) or low (5%) O2 tension either with or 

without the addition of 3.03 mM L-carnitine (High-Contr, High-Lcar, Low-Contr, Low-

Lcar). On d 5, 6 and 9 the concentration of NO in the culture medium was evaluated. A 

part of the embryos was submitted to evaluation of intracellular lipid droplets on d 7. 

The cleavage rate was similar (P> 0.05) between high and low O2 tension and the 

blastocyst rate was similar in all conditions evaluated. The hatching rate was higher 

(P<0.05) for Low-Contr and the NO concentration for Low-Contr was higher at d 9 

(P<0.05). The addition of 3.03 mM L-carnitine between d 5 and 6 of IVC was not 

efficient in reducing cytoplasmic lipid content of bovine embryos. Additionally, IVC at 

a low oxygen tension without L-carnitine promotes better conditions for embryo 

development when there was higher NO concentration in the medium. 

Keywords: embryonic development; nile red; nitric oxide; bovine.
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 1 

 2 

1 INTRODUÇÃO: 3 

Nos últimos 80 anos, a introdução das biotecnologias reprodutivas possibilitou uma 4 

maior eficiência e rentabilidade aos produtores e empresas de reprodução animal (BLONDIN, 5 

2015). Dessa forma se intensificou o estudo e o desenvolvimento de biotecnologias como 6 

produção in vitro (PIV), criopreservação e micromanipulação de embriões.  7 

A aplicação dessas biotecnologias, nas espécies de interesse zootécnico, 8 

principalmente a PIV e a criopreservação, possui um mercado atrativo. Segundo o último 9 

levantamento realizado em 2015 e publicado em 2017, o Brasil é o maior produtor mundial de 10 

embriões PIV, apontando uma produção total de 375.894 embriões, dos quais 353.539 11 

embriões PIV (VIANA et al., 2017). 12 

O uso  de embriões aumentou 726,5% nos últimos 20 anos no Brasil, porém ainda 13 

representam apenas 0,33% do número de vacas e novilhas em idade reprodutiva, colocando o 14 

país em 11ª posição do ranking, ficando atrás do Canadá, EUA e vários países europeus 15 

(VIANA et al., 2017). 16 

A PIV apresenta-se como uma das principais ferramentas de grande potencial 17 

multiplicador de indivíduos de alto potencial genético. As biotecnologias têm como o intuito 18 

maximizar o potencial reprodutivo e se faz necessária na cadeia produtiva de carne e leite. 19 

Nesse sentindo, a PIV representa uma alternativa importante para disseminar a genética 20 

(HANSEN 2006). 21 

Várias pesquisas estão sendo desenvolvidas, com grandes avanços, visando uma 22 

melhoria nas condições de maturação, fecundação e desenvolvimento embrionário in vitro 23 

(ASSUMPÇÃO et al., 2002), pois os embriões PIV apresentam qualidade inferior àqueles 24 

produzido in vivo (CHAVES et al., 2010). A menor qualidade dos embriões PIV pode  estar 25 

relacionada com a qualidade dos meios de cultivo (LONERGAN et al., 2000), e ao ambiente 26 

atmosférico (YANG et al., 1998).  27 

No Brasil em geral, a PIVE é realizada em incubadoras de alta tensão de oxigênio 28 

(5% de dióxido de carbono (CO2) e 20% de oxigênio atmosférico (O2), por apresentar um 29 

menor custo quando comparado com o sistema de incubadoras de baixa tensão de oxigênio 30 

atmosférico (5% CO2, 5% O2, 20% N2 (SOVERNIGO et al., 2017)).  31 

A exposição dos oócitos e/ou embriões a altos níveis atmosféricos de O2 possibilita o 32 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS do inglês reactive oxygen 33 

species), que podem causar lesões (ROCHA-FRIGONI et al., 2016). Com isso, o uso de 34 
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antioxidantes durante a PIV pode evitar o aumento excessivo de ROS e melhorar a eficiência 35 

e a qualidade dos embriões (KERE et al., 2012).   36 

Neste sentindo, a L-carnitina vem sendo pesquisada na PIV pelo seu comportamento 37 

em transferir ácidos graxos livres de cadeia longa do citosol para mitocôndrias, onde serão 38 

oxidados, promovendo a geração de adenosina trifosfato (ATP). Além de promover efeito 39 

sobre a ß-oxidação, embriões suplementados com L-carnitina sofrem menos com o estresse 40 

oxidativo, devido a neutralização dos radicais livres e consequente diminuição do acúmulo de 41 

ROS e da apoptose (WU et al., 2011).  42 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 43 

 

2.1 Desenvolvimento embrionário in vivo e sua morfologia 

O desenvolvimento embrionário bovino (Figura 1) inicia-se entre 20 a 24 horas após 44 

a fecundação com a formação do zigoto, ocorrendo a divisão mitótica dentro da zona 45 

pelúcida, desta divisão se formará um embrião com duas células, as quais são chamadas de 46 

blastômeros (MELVIN;REECE, 1996). Diversas divisões mitóticas ocorrem até que o 47 

embrião alcance o número de 16 blastômeros, chamado de mórula, ocorrendo em média entre 48 

5 a 6 dias após a fecundação. Neste estágio é difícil discernir um blastômero e a massa celular 49 

do embrião ocupa a maior parte do espaço perivitelíneo (HAFEZ;HAFEZ, 2004). 50 

51 
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Figura 1- Estádios de desenvolvimento embrionário em fêmeas bovina. 52 

 

Fonte: Guido (2017). 53 

Posteriormente, uma cavidade cheia de liquido se forma dentro da mórula, 54 

denominada blastocele. Com o desenvolvimento do embrião, a blastocele torna-se mais 55 

proeminente e a diferenciação da massa celular interna e das células do trofoblasto torna-se 56 

mais evidente, o que ocorre entre os dia 7 e 8 (BO;MAPLETOFT, 2013; MELVIN;REECE, 57 

1996). 58 

Com o aumento do diâmetro do embrião, a zona pelúcida vai se tornando mais 59 

delgada, Entre os dias 9 e 11 o blastocisto passa a ser chamado de blastocisto expandido. Com 60 

a completa eclosão da zona pelúcida, o blastocisto expandido passa a ser chamado de 61 

blastocisto eclodido (HAFEZ;HAFEZ, 2004). 62 

Os embriões são classificados em graus I a IV de acordo com a IETS Grau I 63 

(excelente ou bom): Os embriões possuem uma massa simétrica e esférica com blastômeros 64 

individuais que são uniformes em tamanho, cor e densidade. Grau II (bom): Estes embriões 65 

têm irregularidades moderadas na forma geral da massa embrionária ou no tamanho. Grau III 66 
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(regular): Esses embriões apresentam grandes irregularidades na forma da massa embrionária 67 

ou no tamanho. Grau IV (ruim): Muitos fragmentos ou debris celulares no espaço perivitelino, 68 

vesículas maiores e em maior número e claras mudanças degenerativas nos blastômeros, com 69 

menos da metade da massa celular intacta (BO;MAPLETOFT, 2013). 70 

 

2.2 Desenvolvimento embrionário in vitro 

Vários estudos já apontaram que o sistema de desenvolvimento embrionário in vitro 71 

não apresenta a mesma eficiência quando comparado com o in vivo. Com isso, várias 72 

pesquisas comparativas têm sido realizadas para mostrar as importantes diferenças na 73 

estrutura, morfologia, metabolismo, na bioquímica e na expressão de genes (KNIJN et al., 74 

2003).  75 

Embriões produzidos in vitro (PIV) apresentam menores taxas de clivagem e 76 

blastocistos, assincronia na formação dos pronúcleos masculino e feminino, o que resulta em 77 

menores taxas de prenhez (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW et al., 2000).  78 

A PIVE é compreendida por três etapas desenvolvidas em laboratório: maturação 79 

oocitária in vitro (MIV), fecundação in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV). 80 

2.2.1 Maturação in vitro 81 

A maturação in vitro de oócitos bovinos tem duração de 24 horas. Ao longo desse 82 

período os oócitos passam por diversas alterações nucleares e citoplasmáticas para que sejam 83 

capazes de ser fecundados e, subsequentemente venham a desenvolver-se até o estágio de 84 

blastocisto (LONERGAN et al., 2003). Durante seu desenvolvimento, o oócito encontra-se no 85 

estádio de diplóteno da prófase I ou estádio de vesícula germinativa, até pouco antes da 86 

ovulação. O reinicio da meiose in vivo pode ser observado por um estímulo hormonal 87 

(BILODEAU-GOESEELS, 2006). Nos processos in vitro os oócitos retomam à meiose após 88 

sua retirada dos folículos.  89 

 O reinício da meiose caracteriza-se pela quebra da vesícula germinativa, 90 

condensação da cromatina e formação do fuso da segunda divisão meiótica, seguindo pela 91 

extrusão do primeiro corpúsculo polar e a progressão da prófase I para a metáfase da segunda 92 

divisão meiótica (MII). Então, ocorre a segunda parada da meiose permanecendo até a 93 

fecundação (EPPIG, 2001). Esse processo ocorre tanto in vivo como in vitro, porém muitos 94 

oócitos maturados in vitro e que alcançam a metáfase II não possuem a mesma competência 95 

para se desenvolver em comparação aos oócitos maturados in vivo, pois não sofrem 96 

adequadamente o processo de capacitação (AVERY et al., 2002). 97 
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Acredita-se que a etapa de maturação seja crucial para que se tenha uma adequada 98 

aquisição da competência oocitária. É neste estágio que os oócitos adquirem sua competência 99 

para serem fecundados, mostrando sua capacidade máxima durante o desenvolvimento 100 

embrionário inicial, até que ocorra a transição materno-zigótica pela ativação do genoma 101 

embrionário.  A maturação oocitária mostra-se essencial para produzir blastocistos de boa 102 

qualidade (RUSSELL et al., 2006). 103 

A maioria dos laboratórios utiliza como meio de maturação in vitro para oócitos 104 

bovinos o Tissue Culture Medium (TCM). Existem poucos relatos sugerindo que outro meio 105 

possa ser mais adequado (GONÇALVES et al., 2002). Este meio base geralmente é 106 

suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoácidos como L-glutamina, bicarbonato de 107 

sódio, FSH, LH, estradiol-17β, piruvato de sódio, lactato, vitaminas e antibióticos 108 

(LONERGAN et al., 1994). A maturação deve ser realizada em uma incubadora que 109 

mantenha uma atmosfera gasosa e temperatura controlada e adequada, contendo 5% de CO2 110 

em ar e umidade saturada (GONÇALVES et al., 2007). 111 

 

2.2.2 Fertilização in vitro 112 

A maioria dos laboratórios utiliza sêmen congelado para a etapa de fecundação in 113 

vitro. Após o descongelamento é preciso selecionar os espermatozoides vivos e capacitá-los in 114 

vitro. Esta seleção pode ser realizada por dois métodos diferentes: gradiente descontínuo 115 

Percoll (GALLI;LAZZARI, 1996) e swim-up (PARRISH et al., 1995). O método de gradiente 116 

descontínuo Percoll é o mais antigo e utilizado, onde o sêmen é depositado sobre duas 117 

camadas de densidades diferentes (45% e 90%) e submetido a centrifugação (GARCÍA-118 

HERREROS; LEAL, 2014), proporcionando maior recuperação de espermatozoides móveis 119 

com maior qualidade (SOMFAI et al., 2002), além de ser considerado rápido é um dos 120 

métodos mais eficazes para remover o plasma seminal e diluentes crioprotetores (LEE et al., 121 

2009). Já o método Swim-up consiste na separação dos espermatozoides através da natação, 122 

proporcionando taxas de recuperação menores de espermatozoides móveis, devido às muitas 123 

camadas de sêmen nos níveis mais baixos do sedimento que podem bloquear as possibilidades 124 

de alcançar o meio (CESARI et al., 2009). 125 

Segundo alguns autores, o meio mais utilizado para a fecundação in vitro é o Fert-126 

TALP (Tyrode-albumina-lactato-piruvato), o qual contém agentes que promovem a 127 

capacitação espermática, como a heparina. Já o meio Sperm-TALP é uma solução eletrolítica 128 

e frequentemente usada como um meio para induzir a capacitação dos espermatozoides 129 

(BURANAAMNUAY 2013). Há outros fatores significativos para a motilidade progressiva e 130 
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suporte do gameta masculino como a epinefrina, hipotaurina e penicilamina. O tempo de co-131 

incubação dos oócitos e espermatozoides pode variar por um período de 18 a 22 horas, em 132 

temperatura de 39 °C e atmosfera com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Para isso, os 133 

espermatozoides são acrescentados nas gotas de meio de fecundação contendo os oócitos 134 

maduros. A dose inseminante possui uma concentração final que pode variar de 1 a 5x10
6
 135 

espermatozoides vivos/mL (IRITANI;NIWA, 1977). 136 

 

2.2.3 Cultivo in vitro 

 Após a fecundação os prováveis zigotos são transferidos para o cultivo embrionário. 137 

São utilizados nessa fase os meios semi-definidos como CR-1, CR-2, KSOM e Synthetic 138 

Oviductal Fluid (SOF), meio de cultivo celular 199 (TCM-199) e meio Ham`s F–10 TCM 199.  139 

 O meio mais utilizado nos laboratórios é o SOF, suplementado com proteínas, 140 

substâncias energéticas, aminoácidos essenciais e não essenciais. Em geral, os meios 141 

utilizados para o cultivo embrionário são suplementados com uma fonte proteica tal como 142 

soro fetal bovino, soro sintético quimicamente definido, e albumina sérica bovina (HOLM et 143 

al., 1999). 144 

 Os prováveis zigotos permanecem em ambiente controlado por sete dias, ou até 145 

atingirem o estágio de blastocisto, período em que estão aptos a serem transferidos para 146 

receptoras, ou serem criopreservados em temperatura de 38,8 °C com atmosfera controlada 147 

em baixa tensão de oxigênio (5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2) ou alta tensão de oxigênio 148 

(5% de CO2, em ar (20% de O2)), e umidade saturada (HOLM et al., 1999). 149 

 

2.3 Diferenças entre embriões produzidos in vitro e produzidos in vivo 

Os embriões PIV apresentam características morfológicas e moleculares diferentes 150 

dos embriões produzidos in vivo (WRIGHT JR;ELLINGTON, 1995). Embriões produzidos in 151 

vitro apresentam desenvolvimento mais acelerado, diâmetro menor a partir da fase de 152 

blastocisto e geralmente anormalidades mitocondriais (CROSIER et al., 2001) como cristas 153 

periféricas e formato circular (FAIR et al., 1997), redução na quantidade de microvilosidades 154 

que recobrem a membrana plasmática e das junções GAP, diminuindo o contato entre as 155 

células do trofoblasto (FAIR et al., 2001), além de apresentarem diferenças metabólicas 156 

(THOMPSON, 2000). 157 

O excessivo acúmulo lipídico citoplasmático é conhecido e é considerado um motivo 158 

relevante para justificar a menor criotolerância e consequentemente à baixa sobrevivência 159 

após a descongelação. Já foi descrito que maior conteúdo lipídico é observado quando o soro 160 



16 

 

 

fetal bovino (SFB) é utilizado como fonte proteica durante o cultivo de desenvolvimento 161 

embrionário (MUCCI et al., 2006). 162 

 

2.4 Espécies reativas de oxigênio, sua relação com o estresse oxidativo e seus efeitos na 

produção in vitro de embriões bovinos 

O estresse oxidativo é definido como o resultado do desequilíbrio entre a produção 163 

de ROS e os mecanismos celulares antioxidantes (FEUGANG et al., 2003). O estresse 164 

oxidativo promove peroxidação lipídica, oxidação dos aminoácidos e ácidos nucléicos, 165 

acarretando na morte celular. Em sistema de PIV a concentração de ROS é maior (GOTO et 166 

al., 1993) podendo ser relacionada com o bloqueio do desenvolvimento embrionário (GOTO 167 

et al., 1992) e com a diminuição da eficiência da qualidade e da produção de embriões 168 

(FEUGANG et al., 2003). 169 

As ROS formam-se durante as etapas intermediárias da redução da molécula de 170 

oxigênio, que inclui o radical superóxido (O2-
.
), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 171 

hidroxila (OH
.
), correspondendo à redução de um, dois e três elétrons. A ativação da molécula 172 

de oxigênio é catalisada por complexos metálicos ou por pequenas moléculas (xenobióticos). 173 

Além do mais, o radical hidroperóxido (HO2), um ácido conjugado do radical superóxido, 174 

desempenha um papel importante na ativação da cascata de peroxidação lipídica nas 175 

membranas celulares (GUERIN et al., 2001). 176 

Já foi demonstrado que as ROS exercem efeitos benéficos na interação entre os 177 

gametas e malefícios na motilidade espermática. A presença de ROS durante a fertilização é 178 

necessária para otimizar a interação do oócito com o espermatozoide (WOLF, 2005), 179 

estandoenvolvidas em diversos processos relacionados com a fisiologia ovariana e 180 

gametogênese, incluindo a maturação oocitária, esteroidogênese e função do corpo lúteo 181 

(BEHRMAN et al., 2001; ISHIKAWA, 1993). 182 

A presença de ROS em grandes quantidades acarreta em diferentes tipos de injúrias 183 

celulares, tais como peroxidação lipídica (fosfolipídeos de membrana), oxidação de 184 

aminoácidos e ácidos nucléicos, necrose e apoptose que podem levar a diminuição da 185 

viabilidade da PIVE (ALI et al., 2003; HALLIWELL et al., 1992). As ROS também têm sido 186 

relacionadas com o bloqueio do desenvolvimento de embriões produzidos in vitro, e os efeitos 187 

deletérios na maturação oocitária podem ter alterações na qualidade embrionária (GUERIN et 188 

al., 2001). 189 

Vários são os fatores exógenos que podem alterar a produção de ROS nos sistemas 190 

de PIV, como: elevada tensão de oxigênio durante o cultivo, presença de cátions metálicos na 191 
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água e/ou reagentes utilizados, exposição à luz visível, produção de ROS pelos 192 

espermatozoides durante a fertilização, excesso de glicose e o processo de 193 

criopreservação/reaquecimento (GUERIN et al., 2001). 194 

Guerin et al., (2001) relataram que houve aumento da quantidade de ROS em 195 

embriões de ratos e bovinos na CIV sob elevada tensão de oxigênio (20%). Quando 196 

cultivados sob baixa tensão de oxigênio (5-7%) houve uma menor quantidade de ROS e 197 

consequentemente uma melhor taxa de desenvolvimento embrionário em ambas as espécies. 198 

O sistema reprodutivo da fêmea é naturalmente rico em antioxidantes, e possui 199 

diferenças consideráveis do meio sintético usado para a PIV (CARBONE et al., 2003). Os 200 

meios de PIV possuem pequenas quantidades de antioxidantes e apresentam altas 201 

concentrações de ROS, tornando necessário adicionar antioxidantes aos meios de cultura. 202 

Uma ampla variedade de antioxidantes vem sendo usados para reduzir a quantidade de ROS 203 

durante a produção in vitro, mas, ainda não está claro qual antioxidante é o mais eficiente para 204 

o desenvolvimento e a qualidade dos embriões bovinos (SOVERNIGO et al., 2017).   205 

 

2.5 Antioxidantes 

Os antioxidantes são classificados em hidrofílicos (solúvel em água) e hidrofóbicos 206 

(não solúveis). Simplificando, os antioxidantes solúveis em água reagem como oxidantes no 207 

citoplasma, enquanto antioxidantes solúveis em lipídeos agem protegendo as membranas de 208 

peroxidação lipídica (SIES, 1999). 209 

Alguns antioxidantes já foram adicionados aos meios de cultivos e ou de oócitos e 210 

embriões, com o objetivo de diminuir a produção de radicais livres. Como exemplo, podemos 211 

citar a vitamina E (α-tocoferol) sendo uma substancia lipossolúvel, podendo ser conhecida 212 

como inibidora da peroxidação lipídica predominante na membrana plasmática, onde, 213 

quantidades significativas desta vitamina estão presentes no ovário e no fluido folicular 214 

(BREININGER et al., 2005). 215 

Antioxidantes como o trolox (análogo sintético da vitamina E) (FEUGANG et al., 216 

2004), a catalase (PAUDEL et al., 2010) e o β-mercaptoetanol (βME) (HOSSEINI et al., 217 

2009) foram adicionados ao meio de cultivo e/ou criopreservação de embriões,  para diminuir 218 

os radicais livres. Porém, o efeito benéfico dessas substancias antes e após a criopreservação 219 

ainda deve ser melhor estudado (DODE et al., 2013) 220 

Entre os compostos mais utilizados o βME, um tiol de baixo peso molecular, tem 221 

sido frequentemente utilizado por aumentar a capacidade antioxidante dos embriões, pois 222 

reduz os níveis intracelulares de ROS. Após a criopreservação, embriões tratados com βME 223 
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mostraram ser menos susceptíveis aos efeitos deletérios dos ROS (LANE et al., 2002; 224 

MARTINEZ et al., 2002). 225 

Outro agente antioxidante é o resveratrol (R; 3,4 ', 5- triidroxiestilbeno), uma 226 

molécula polifenólica natural, encontrada em várias plantas e alimentos (BAUR;SINCLAIR, 227 

2006). Estudos vêm sendo realizados para descobrir quais são as funções biológicas e 228 

atividades do resveratrol para a reprodução de mamíferos (HUANG et al., 2013; KWAK et 229 

al., 2012). A suplementação do meio de MIV com resveratrol melhorou os resultados de 230 

fecundação, além do desenvolvimento embrionário em bovinos (SUGIYAMA et al., 2015) e 231 

suínos (ITAMI et al., 2015). Foi observado um aumento nos níveis de glutationa (GSH) em 232 

oócitos suínos (KWAK et al., 2012) e bovinos (WANG et al., 2014), com isso, houve 233 

menores níveis de ROS, sem o comprometimento do desenvolvimento embrionário 234 

(SALZANO et al., 2014). Ademais, em suínos quando os meios de vitrificação foram 235 

suplementados com resveratrol, os níveis apoptóticos diminuíram (GIARETTA et al., 2013). 236 

A catalase é um antioxidante enzimático, conhecido como antioxidante natural, 237 

neutralizando o excesso das ROS e prevenindo danos da estrutura celular (ANDRADE et al., 238 

2010).  239 

A L-carnitina é um nutriente sintetizado a partir da lisina, um aminoácido essencial 240 

presente em todas as mitocôndrias do corpo. Estudos demonstram o seu uso durante o 241 

desenvolvimento in vitro e na maturação oocitária, aumentando o desenvolvimento 242 

embrionário e a massa celular interna (DUNNING et al., 2001), possuindo atividade 243 

antioxidante, protegendo as membranas mitocondriais e o DNA contra o dano induzido por 244 

ROS, aumentando também a concetração de gutationa (WU et al., 2011; SOMFAI et al., 245 

2011).  246 

 

2.6 L-carnitina 

Além de sua função delipidante, a L-carnitina possui efeito antioxidante (GÜLÇIN, 247 

2006), reduzindo o acúmulo das ROS e diminuindo a frequência de apoptose em células 248 

animais (PILLICH et al., 2005; YE et al., 2010). A ação de mecanismo da L-carnitina pode 249 

ser pelo sequestro de radicais livres (TAKAHASHI et al., 2013) via 1,1-difenil- 2-picril-250 

hidrazil (DPPH), eliminação dos radicais de ânions superóxido, eliminação do peróxido de 251 

hidrogênio, potência redutora total e quelante de metais de íons ferrosos (GÜLÇIN, 2006).  252 

Seu efeito foi observado em oócitos e embriões suínos (SOMFAI, TAMÁS et al., 253 

2011; WU et al., 2011) e em embriões bovinos, onde a elevada produção das ROS ocasionada 254 

pelo metabolismo de lipídios foi controlada pela L-carnitina (TAKAHASHI et al., 2013).  255 
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A adição de L-carnitina durante a MIV reduz as ROS e aumenta as concentrações de 256 

GSH em oócitos de suínos (WU et al., 2011), melhorando também a competência meiótica e 257 

da maturação citoplasmática (ZARE et al., 2015). Quando adicionado na CIV inibe também o 258 

excesso de ROS e reduz a incidência de apoptose em embriões suínos partenogênicos (WU et 259 

al., 2011) e embriões clones (YOU et al., 2012).  260 

Os efeitos da L-carnitina podem diminuir as gotas lipídicas em torno de mitocôndrias 261 

e/ou melhorar o metabolismo energético necessário para a sobrevivência celular sob estresse 262 

oxidativo (CHANG et al., 2005; MIYAMOTO et al., 2010). Durante o desenvolvimento 263 

embrionário, o dano causado pelo estresse oxidativo pode diminuir ao adicionar antioxidantes 264 

aos meios de cultura (TRUONG et al., 2016). 265 

Pesquisas vem demonstrando a correlação que existe entre a qualidade dos oócitos e 266 

de embriões cultivados in vitro com a capacidade de metabolização dos ácidos graxos 267 

acumulados. A síntese de ATP é importante para que haja a metabolização dos ácidos graxos, 268 

pois suportam as necessidades energéticas durante os processos de crescimento, meiose, 269 

fertilização e embriogênese (NAGANO et al., 2006; STOJKOVIC et al., 2001). Os ácidos 270 

graxos são armazenados nas células como gotículas de triglicerídios cercados por lipídios. Para 271 

que se tenha a produção de ATP, os triglicerídios precisam ser catabolizados por lipólise. A 272 

enzima lipase atua clivando os ácidos graxos em glicerol, os quais sofrem a metabolização nas 273 

mitocôndrias através de β-oxidação (DUNNING;ROBKER, 2012) 274 

A L-carnitina é quem regula a entrada dos ácidos graxos, na forma de acil graxo-coA na 275 

mitocôndria. Dessa forma, a carnitina-acil-transferase I faz a primeira passagem do acil graxo  276 

para o espaço intermembrana da mitocôndria, e a carnitina-acil-transferase II faz a passagem do 277 

acil graxo para a matriz mitocondrial (DUNNING;ROBKER, 2012; SUTTON-MCDOWALL et 278 

al., 2012). 279 

Dunning et al. (2010), demonstraram o aumento da competência oocitária, observada 280 

pelo aumento no desenvolvimento de blastocistos e do número de células da massa celular 281 

interna, o que foi mediada pelo aumento na expressão do gene CPT1B nos complexos 282 

cumulus-oócitos de camundongos durante a maturação. Acredita-se que este gene é limitante 283 

para a taxa de β-oxidação e requer a L-carnitina como co-fator (SUTTON-MCDOWALL et 284 

al., 2012).   285 

Quando se tem a adição da L-carnitina ao meio, apresenta melhoras na competência 286 

do oócito maturados in vitro e aumenta a quantidade do mesmo que progridem para o estágio 287 

de Metáfase II em bovinos (PHONGNIMITR et al., 2013) e em suínos (SOMFAI, T. et al., 288 

2011; WU et al., 2011). 289 
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2.7 Tensão de oxigênio da incubadora 

Já foi demonstrado que a atmosfera gasosa tem influenciado na produção e na 290 

qualidade de embriões. A alta tensão de oxigênio provoca estresse oxidativo em diferentes 291 

células de mamíferos, inclusive em embriões (BAVISTER, 1995; GUERIN et al., 2001). 292 

A concentração de oxigênio influencia o desenvolvimento embrionário, prevenindo a 293 

formação de radicais livres, que pode levar a peroxidação dos lipídios, acarretando danos 294 

celulares tanto em embriões de murinos (NASR-ESFAHANI;JOHNSON, 1991) quanto em 295 

bovinos (NAGAO et al., 2008). A baixa tensão de O2 leva à redução da produção de ROS, 296 

induzindo a apoptose, e permite que a atividade metabólica esteja mais próxima dos embriões 297 

produzidos in vivo (CORRÊA et al., 2008). Consequentemente, o cultivo de embriões in vitro 298 

em alta tensão de O2 (20%) produz mais radicais livres quando comparados com embriões 299 

cultivados em baixa tensão de O2 (FUJITANI et al., 1997; TAKAHASHI et al., 2000). 300 

 

2.8 Óxido Nítrico 

O oxido nítrico (NO) é um componente resultante de reações metabólicas e 301 

considerado como um radical livre. Ele é um gás, uma molécula pequena e hidrofóbica, que 302 

passa facilmente através de membranas (KIECHLE;ZHANG, 2002). É sintetizado via 303 

oxidação da L-arginina em  NO e L-citrulina (MONCADA et al., 1991), catalisada por 304 

três diferentes isoformas de NOS (NO sintase), óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS), 305 

óxido nítrico sintetase neuronal (nNOS) e óxido nítrico sintetase indutora (iNOS), os quais 306 

são expressos em vários tecidos (VIÑAS et al., 2006).  307 

A produção fisiológica do óxido nítrico é difícil de se definir, entretanto, quando seus 308 

níveis estão altos podem provocar efeitos tóxicos, já que é um radical livre. Esta molécula 309 

exerce um feedback negativo sobre si mesmo, inibindo as enzimas de NOS (MITCHELL et 310 

al., 2004), possuindo um papel duplo como mediador ou supressor na morte celular 311 

(KIECHLE;ZHANG, 2002). 312 

Está envolvido em vários processos reprodutivos nas fêmeas, como a ovulação, 313 

implantação e contração uterina, também é um mensageiro bioquímico com diversas ações 314 

nos sistemas fisiológicos (MAUL et al., 2003). Pode prevenir a apoptose em vários tipos 315 

celulares, como em células endoteliais (DIMMELER et al., 1997) e folículos ovarianos 316 

(CHUN et al., 1995). A inibição da apoptose pelo óxido nítrico envolve a regulação de 317 

sistemas antioxidantes intracelulares, além da inibição de enzimas pró-apoptóticas, por 318 

exemplo a caspases (KIECHLE;ZHANG, 2002). 319 
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No embrião, o óxido nítrico altera a sinalização embrionária e inicia a hidroxilação e 320 

nitração das proteínas embrionárias e do DNA, podendo afetar diretamente o 321 

desenvolvimento embrionário (MAUL et al., 2003). Estudos mostram que o óxido nítrico 322 

pode levar à morte celular por conta da sua alta reatividade com o ânion superóxido, 323 

aumentando a produção de peroxinitrito, um oxidante altamente tóxico que danifica as células 324 

(HSIEH et al., 2006). 325 

 326 

3 OBJETIVOS 327 

3.1 Objetivo Geral 

Esse experimento teve como objetivo avaliar a suplementação de L-carnitina no meio 328 

de cultivo embrionário sobre a qualidade dos embriões bovinos produzidos in vitro em 329 

diferentes tensões de oxigênio durante o cultivo. 330 

 331 

3.2 Objetivos Específicos 

1- Avaliar a taxa de blastocistos obtida a partir do cultivo in vitro de embriões bovinos 332 

suplementados com 3,03 mM de L-carnitina no cultivo em alta e baixa tensão de 333 

oxigênio; 334 

2- Avaliar a concentração de oxido nítrico em meio de cultivo suplementado com L-335 

carnitina em alta e baixa tensão de oxigênio; 336 
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 378 

Abstract 379 

The aim of this study was to evaluate the production of bovine embryos in vitro 380 

when supplemented with L-carnitine for 24 h beginning on day 5 (d 5) under 2 different 381 

oxygen tensions (20% or 5%) and the relationship of nitric oxide (NO) in the IVC 382 

medium with embryo development.The Cumulus-Oocyte-Complexes (COC; n = 837) 383 

were matured in vitro for 24 hours and fertilization was performed for 18 hours. The 384 

zygotes were cultured in vitro for 9 days after IVF in SOF medium with 5% Fetal Calf 385 

Serum (FCS). At d5 the plates were assigned to 1 of 4 treatment groups: high (20%) or 386 

low (5%) O2 tension either with or without the addition of 3.03 mM L-carnitine (High-387 

Contr, High-Lcar, Low-Contr, Low-Lcar). On d 5, 6 and 9 the concentration of NO in 388 

the culture medium was evaluated. A part of the embryos was submitted to evaluation 389 

of intracellular lipid droplets on d 7. The cleavage rate was similar (P> 0.05) between 390 

high and low O2 tension and the blastocyst rate was similar in all conditions evaluated. 391 

The hatching rate was higher (P<0.05) for Low-Contr and the NO concentration for 392 

Low-Contr was higher at d 9 (P<0.05). The addition of 3.03 mM L-carnitine between d 393 

5 and 6 of IVC was not efficient in reducing cytoplasmic lipid content of bovine 394 

embryos. Additionally, IVC at a low oxygen tension without L-carnitine promotes 395 

better conditions for embryo development when there was higher NO concentration in 396 

the medium. 397 

 398 

Keywords: embryonic development, nile red, reactive nitrogen species, bovine. 399 

 400 

Introduction 401 

 Approximately one million embryos (992,289) were produced in vitro globally 402 

in 2017, which is a 48.9% increase compared to 2016 (Viana, 2018). However, embryos 403 

produced in vitro were more likely to be transferred fresh (66.1%) than those embryos 404 

produced in vivo (39.9%; Viana, 2018), likely resulting from the lower cryotolerance of 405 

in vitro produced embryos (IVEP). In order to improve commercial success, 406 

understanding the basic processes of embryo development is essential. Hence, many 407 

studies have examined some of these basic processes such as researching embryo 408 

metabolism and development under different conditions (Tesfaye et al., 2006; Rocha-409 

Frigoni et al, 2013; Zolini et al., 2019). 410 
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Intracellular lipid accumulation has been postulated to be an important factor 411 

influencing IVEP cryotolerance. L-carnitine, a small water-soluble molecule and 412 

cofactor of β-oxidation, is crucial for the translocation of fatty acidsinto the 413 

mitochondria, which are subsequently metabolized to acetyl-CoA through β-oxidation 414 

and potentiallyproduce ATP throughoxidative phosphorylation (Sutton-McDowall et 415 

al., 2012). L-carnitine also has an antioxidant activity that protects cells from DNA 416 

damage (Abdelrazik et al., 2009). Several beneficial effects of L-carnitine 417 

supplementation to culture media have previously been reported such as improved 418 

embryo development (Sutton-McDowall et al., 2012), lipid metabolism and 419 

cryotolerance of bovine embryos (Takahashi et al., 2013).  420 

In vitro conditions cannot mimic in vivo conditions, which can lead to increased 421 

levels of reactive oxygen species (ROS) or reactive nitrogen species (RNS; Agarwal et 422 

al., 2006), particularly when the culture is conducted under atmosphere oxygen tension 423 

(20%), which is higher than an in vivo environment (5-7%). Reactive oxygen species 424 

and RNS are free radicals generated as sub-products of oxygen consumption by the 425 

electron transport chain during cellular respiration in the mitochondria (Liu et al., 426 

2002). However, ROS are necessary for follicles to establish pregnancy (Pasqualotto et 427 

al., 2004), as potential markers in patients for predicting the success of in vitro 428 

fertilization (IVF; Attaran et al., 2000) and during the in vitro maturation of oocytes 429 

(Morado et al., 2009). Additionally, RNS are necessary for the development of large 430 

antral follicles (Zheng et al., 2015; Dubey et al., 2012), to stimulate meiotic maturation 431 

in oocytes (Bu et al., 2003; Viana et al., 2007), in the ovulatory process (Jablonka-432 

Shariff and Olson, 1998), in early folliculogenesis is up to the maturation step (Pires et 433 

al., 2009) and in preimplantation embryonic development (Tranguch et al., 2003; 434 

Tesfaye et al., 2006). Furthermore, Inoue et al. (2000) determined that a cross-talk of 435 

ROS and RNS can regulate circulation, energy metabolism, reproduction, embryonic 436 

development and remodeling of tissues through apoptotic mechanisms and acts as an 437 

important defense system against pathogens.Yet, excessive amounts of ROS and RNS 438 

can promote DNA and RNA damage as well as promote several processes that can 439 

impair embryo development (Finkel and Holbrook 2000). 440 

 Nitric oxide is an important representative of the RNS group and is produced 441 

from L-arginine by action of nitric oxide synthase (NOS) enzyme, which is present in 442 

three isoforms: neural (nNOS), endothelial (eNOS) and inducible (iNOS; Tesfaye et al., 443 
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2006). All NOS isoforms have been observed in bovine oocytes and embryos (Tesfaye 444 

et al., 2006). Additionally, Matta et al. (2009) showed that inhibition of NO derived 445 

from iNOS during maturation affects the in vitro maturation of bovine COC, harming 446 

meiosis development and cleavage and blastocyst development. To prevent 447 

oxidative/nitrosative stress, culture conditions under low and high oxygen tensions have 448 

been studied, however, these results tend to contradict each other (Rocha-Frigoni et al, 449 

2013; Takahashi et al., 2000; Mingoti et al., 2009). Therefore, further research into this 450 

area is necessary. The aim of this study was to evaluate the production of bovine 451 

embryos in vitro when supplemented with 3.03 mM L-carnitine for 24 h beginning on d 452 

5 under 2 different oxygen tensions (20% or 5%) and the relationship of NO in the IVC 453 

medium with embryo development in vitro. 454 

 455 

Materials and methods 456 

Chemicals and medium  457 

Unless otherwise mentioned, the reagents used in this experiment were 458 

purchased from Sigma (St. Louis, MO, EUA). 459 

 460 

Oocyte recovery  461 

Bovine ovaries (n = 493) were collected from a local abattoir and immediately 462 

transported to the laboratory in 0.9% (w/v) saline solution supplemented with penicillin 463 

G (100 IU / mL) and streptomycin sulfate (100 μg / mL) at 33−35°C within 1 h. In the 464 

laboratory, 2 to 8 mm follicles were aspirated with syringes and needles (40x12). 465 

Follicular fluid was kept in a water bath (37 ºC) until sedimentation of contents and 466 

pellet formation. Pellet contents were screened in medium containing 10% FCS and 467 

DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline). The COC were then selected for IVM 468 

according to the number of cumulus cell layers and cytoplasm homogeneity (Stojkovic 469 

et al., 2001). 470 

 471 

In vitro maturation (IVM) 472 

Selected COC were washed three times in TCM-199 (Tissue Culture Medium 473 

199,Gibco, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% FCS (Gibco) medium, 474 

previously equilibrated for at least 1 h at 38.5°C under 5% CO2 in humidified air, then 475 

transferred to droplets of IVM medium containing TCM-199 plus 10% FCS, 0.011 476 
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g/mL sodium pyruvate, 1 μg/μL FSH, 5 μg/μL LH and 100 IU/mL penicillin/100 μg/mL 477 

streptomycin. Groups of 25 COCs were cultured in 100 μL IVM medium in Petri plates 478 

covered with mineral oil at 38.5°C, 5% CO2 in air for 24 h. 479 

 480 

In vitro fertilization (IVF) 481 

At the end of the maturation period, groups of 25 oocytes were transferred to 482 

100 μL drops of Fert-Talp supplemented with 5 mg/mL BSA, 0.2 mM pyruvate, 30 483 

μg/mL heparin, 18 μM penicillamine, 10 μM hypotaurine, 1.8 μM epinephrine, 100 484 

μg/mL streptomycin sulfate and 100 IU/mL penicillin and covered with mineral oil. The 485 

oocytes were submitted to IVF with frozen semen from a single Nelore bull match with 486 

proven fertility. Thawed sperm were washed in a discontinuous 45/90% Percoll gradient 487 

(Parrish et al., 1995), and the concentration was adjusted to 2x10
6
 sperm/mL. Sperm 488 

and COC were co-incubated under the same conditions as IVM for 18 - 22 hours. 489 

Fertilization day was set to d 0. 490 

 491 

In vitro culture 492 

Presumptive zygotes were stripped of cumulus cells and spermatozoa by gentle 493 

pipetting into embryonic culture medium and randomly distributed in systems with 494 

either high O2 (5% CO2 und atmosphere O2 tension) or low O2 (5% CO2, 5% O2 and 495 

90% N2). For both systems, the culture medium was SOFaa plus BSA, sodium pyruvate, 496 

penicillin/streptomycin, and supplemented with 5% FCS. Embryos were randomly 497 

assigned to 1 of 4 treatment groups at d 5: high O2 tension (High-Contr), high O2 tension 498 

+ L-carnitine (High-Lcar), low O2 tension (Low-Contr) or low O2 tension + L-carnitine 499 

(Low-Lcar). The High-Lcar and Low-Lcar treatments had 3.03 mM L-carnitine added 500 

for 24 hours from d 5 to d 6. After this period, all groups were transferred to a fresh 501 

SOF medium.  502 

Seventy-two hours post-fertilization (D 3) the cleavage rate was evaluated. The 503 

rate of blastocysts and their morphological classification (IETS, 1998) were performed 504 

7 days after IVF (D 7). Hatching rate was calculated on D 9. Since some embryos were 505 

removed on d 7 for staining, the hatching rate was calculated considering the embryos 506 

remained in IVC. Five repetitions were performed with an average of 25 COC per 507 

treatment. 508 

 509 



38 

 

 

Measurement of NO concentration 510 

The determination of NO release in the culture medium was based on the 511 

method of Ding et al. (1988). Two hundred µl were removed from the culture medium 512 

on d 5, 6 and 9 after IVF and stored at -20 °C until analysis. Fifty µl aliquots of culture 513 

medium were dispensed into a 96-well microplate, where an equal amount of Griess 514 

Reagent was added. Griess reagentis composed of 1% NEED (N-515 

naphthylethylenediamine in distilled water) and 1% sulfanylamide (1% in 516 

phosphoricacidsolution) solutions. The mixture was incubated at room temperature for 517 

10 minutes and the optical density was determined by an ELISA reader at 540 nm. The 518 

reading values were compared with the NaNO2 standard curve (1.2 to 160 µM). Results 519 

were expressed in µM of NO2
-
.The measurement of inorganic NO2

-
 is used for indirect 520 

quantification of NO production (Ricart-Jane´et al., 2002) 521 

 522 

Measurement of lipid content in blastocysts 523 

Blastocysts on d 7 (n=70) post-insemination were randomly selected during 524 

experimental replications and stained with Nile Red (Molecular Probes, Eugene, OR, 525 

USA), a fluorescent dye for intracellular lipid droplets as previously described by 526 

Sudano et al. (2016). The embryos were washed in a solution of 0.1% (wt/vol) 527 

polyvinylpyrrolidone in phosphate-buffered saline solution (PVP–PBS) and fixed in 4% 528 

(vol/vol) formaldehyde in PVP–PBS solution for 1 h. A stock solution was prepared by 529 

dissolving Nile Red in DMSO at a concentration of 1 mg/mL and stored at -20°C. 530 

Embryos were stained overnight with a work solution of 15 mg/mL of Nile Red in 531 

PVP–PBS solution and stored in a dark refrigerator. Stained structures were washed 532 

again in PVP–PBS, mounted on cover slips and examined under a fluorescence Zeiss 533 

axio microscope at x40 magnification. Fluorescence intensity (FI) was quantified using 534 

ImageJ 1.47 t software (version 1.60_65, Wayne Rasband; National Institutes of Health, 535 

Washington DC, USA). 536 

 537 

Statistical analysis  538 

Statistical analyses were performed using the program Sisvar 5.6. Data on 539 

cleavage rate, blastocyst production and embryonic development were submitted to 540 

analysis of variance in a 2x2 factorial arrangement (two treatments and two oxygen 541 

tensions).  542 
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For the processing of NO data, a completely randomized design was used in a 543 

split-time plot with a 2x2x3 structure, that means 2 treatments (L-carnitine and control) 544 

and two O2 tension as plots and three days of collection, as sub-plot. In the case of a 545 

statistically significant difference at 95% probability, the Tukey multiple comparison 546 

test.  547 

A P value of <0.05 was considered to be statistically different. 548 

 549 

Results 550 

 551 

The cleavage rate of zygotes did not differ (P> 0.05) when cultivated under high 552 

(84%) or low oxygen tension (84.8%). Treatment had no effect on the blastocyst rate 553 

(Table 1; P = 0.47), however, the hatching rate was higher for Low-Contr compared to 554 

the other treatments (P<0,01,Table 1). 555 

Embryos observed on d 7 were classified according to their developmental stage 556 

in order to verify if the cultivation conditions to which the probable zygotes were 557 

submitted interfered in their development kinetics. Neither low O2 tension nor L-558 

carnitine affected cultivation (P>0.05), however, High-Lcar generated a higher 559 

percentage of embryos in early stages of development (morula and early blastocyst) 560 

compared to the other studied culture conditions (P<0.05) and only around 2% of the 561 

blastocysts were expanded. 562 

 We did not observe any differences in the lipid content of d 7 blastocysts 563 

among groups after Nile Red staining (Figure 2). 564 

Figure 3 shows the NO2
-
 concentration of the IVC medium on d 5 (before 565 

supplementation of L-carnitine), 6 (after L-carnitine treatment) and 9 (the last day of 566 

culture) among groups. A triple correlation among variables could be observed. NO2
- 

567 

concentrations were similar across days for all treatments except for Low-Contr on d 9 568 

(P< 0.05). 569 

 570 

Discussion 571 

Recently, Sudano et al. (2016) showed that cytoplasm lipid content in embryos 572 

grown in vitro was highest at the morula stage and lowest at the blastocyst stage. 573 

Therefore, we added 3.03 mM L-carnitine on d 5 when most embryos develop into the 574 

morula stage.  However, this treatment was removed on d 6 in order to decrease the risk 575 
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of further lowering the amount of lipids in blastocysts. Additionally, we evaluated the 576 

incubation of IVC with and without L-carnitine under high or low oxygen tension. We 577 

hypothesized that IVC supplemented with L-carnitine for 24 h in low oxygen tension 578 

should produce more and better quality blastocysts and that the NO concentrations in 579 

IVC medium would vary among groups. 580 

Controversies regarding the production and quality of embryos produced in vitro 581 

in low (Takahashi et al., 2000; Guerin et al., 2001; Kitagawa et al., 2004) and high O2 582 

tensions (Corrêa et al. 2008; Mingoti et al., 2009) have been observed. Because low 583 

oxygen tension implies additional cost associated with reducing the oxygen 584 

concentration, using atmospheric oxygen tension as a permanent IVEP condition would 585 

reduce embryo production costs. In the present study, the blastocyst rate was similar in 586 

all studied conditions; however, the highest rate of hatching was observed when IVC 587 

was performed at low O2 tension and in the absence of L-carnitine, which suggests that 588 

this condition produces better quality embryos. Moreover, low O2 tension has been 589 

shown to improve quality and invasion ability of mice blastocysts, potentially 590 

improving the implantation rate (Ma et al., 2017; Bagheri et al., 2018).We also 591 

observed that when IVC was performed at a high O2 tension in the absence of L-592 

carnitine the embryo development was slower, so that at d 7 a significantly lower 593 

amount of expanded blastocysts was observed. Embryos transferred at the morula and 594 

early blastocyst stages have been shown to have lower pregnancy rates than those 595 

transferred at the blastocyst, expanded and hatched blastocyst stages (Zolini et al., 596 

2019), what allows us to associate the cultivation at high O2 tension producing embryos 597 

of lower quality.  598 

A reduction of lipid content after culturing with L-carnitine was observed by 599 

Takahashi et al. (2013) but not by Held-Hoelker (2017), probably because of 600 

differences in IVP conditions. Additionally, the improvement of blastocyst rate in L-601 

carnitine supplemented IVC medium is controversial and may be related to O2 tension 602 

since embryos cultivated at high O2 tensions showed improvement of blastocyst rate 603 

(Takahashi et al., 2013; Ghanem et al., 2014) but not when cultivated at low O2 tensions 604 

(Held-Hoelker et al., 2017; Zolini et al., 2019). In the present study we could see any 605 

benefit of L-carnitine addition on IVC, neither lipid content reduction nor improvement 606 

of blastocyst and hatching rate. Most studies used L-carnitine for at least 3 days 607 

(Takahashi et al., 2013; Ghanem et al., 2014; Held-Hoelker et al., 2017; Zolini et al., 608 
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2019), and as such, we believe that the supplementation of IVC medium for just 24 h 609 

may not have been enough time to induce the expected results. Regardless, the role of 610 

L-carnitine and lipid content in embryo development needs to be better understood 611 

because supplementation showed better re-expansion rate after vitrification/warming 612 

(Held-Hoelker et al., 2017; Zolini et al., 2019), but did not improve pregnancy rate of 613 

vitrificated/warmed embryos (Zolini et al., 2019). Surprisingly, the embryos showing 614 

the highest cryotolerance were not those bearing the lowest amounts of lipids, even after 615 

cultivation in the presence of L-carnitine (Held-Hoelker et al., 2017). 616 

Nitric oxide is required for normal preimplantation embryo development but it 617 

must be produced within a limited range of concentrations (Tranguch et al., 2003; 618 

Tesfaye et al, 2006). Therefore, we evaluated in this study if NO concentrations in IVC 619 

medium could be related to embryo development in vitro when supplemented with 620 

antioxidant (L-carnitine) in different oxygen tensions (20% or 5%). Nitric oxide and 621 

ROS can be generated by distinct enzymes or by the same enzyme through alternate 622 

reduction and oxidation processes. Enzymatic uncoupling, changes in oxygen tension, 623 

and the concentration of coenzymes and reductants can modulate the NO/ROS 624 

production from these oxidoreductases and determine the redox balance in health and 625 

disease (reviewed by Tejero et al., 2019). It is known that lowering oxygen tensions 626 

increases the biological activities of NO (reviewed by Inoue et al., 2003) and that NO 627 

protects many cell types against ROS toxicity, probably through the Nrf2/Srx pathway 628 

(Abbas et al., 2011). The addition of a NO inhibitor (10mM L-Name) in the IVC 629 

impaired bovine blastocyst production (Tesfaye et al, 2006), highlighting the 630 

importance of this substrate during bovine embryogenesis. In the present study NO was 631 

measured in the IVC medium on d 5 (after L-carnitine addition), d 6 (after L-carnitine 632 

remove) and d 9 (last day of IVC) and we could see that the amount of NO was greater 633 

9 d post-insemination just in the group where zygotes were cultured under low O2 634 

tension and without L-carnitine. The same group showed a significantly higher hatching 635 

rate on d 9, therefore we hypothesize that NO biologically activity induced by low O2 636 

tension during IVC is related to the better development pattern of the embryos. In the 637 

group LOW-LCAR, although IVC was performed under low O2 tension, the LOW-638 

LCAR group unexpectedly had a lower NO concentration than LOW-CONTR. 639 

However, it is possible that L-carnitine mediated a reduction of NO concentrations, 640 

since a reduction of NO concentrations in testicular rats cells treated with L-carnitine 641 
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has been observed (Abd-Allah et al., 2009). We did not find any description of the 642 

mechanisms that lead L-carnitine to reduce NO concentrations in the literature, 643 

however, the relationship between these two substances may possibly occur in the same 644 

pathway, as the antioxidant mechanism of L-carnitine (Cao et al., 2015) and NO (Abbas 645 

et al., 2011) occurs via the Nrf2 pathway. However, further research is needed to 646 

elucidate these mechanisms in bovine embryos. 647 

 648 

Conclusion 649 

 650 

The addition of 3.03 mM L-carnitine between d 5 and 6 of IVC was not efficient 651 

in reducing cytoplasmic lipid content of bovine embryos independent of incubation 652 

oxygen tension. Additionally, IVC at low oxygen tension without L-carnitine promotes 653 

better conditions for embryo development and is probably related to the NO 654 

concentration in the medium. 655 
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Table 1: In vitro production of bovine embryos cultivated at high (20%) and low (5%) 817 

O2 tension supplemented or not with 3.3 mM L-carnitine on IVC. 818 

Group
1 

Blastocyst Rate
2
 % Hatching rate % (D9) 

High-Cont 29,4% (73/196)
a 

16,3% (6/37)
b
 

High-Lcar 25% (56/221)
a 

2,4% 1 (1/28)
b
 

Low-Cont 35% (73/201)
a 

35,3% (12/34) 
a
 

Low-Lcar 30,6% (69/219)
a 

16,3% (4/30) 
b
 

P-value 0.47 <0.01 
a-b

 Different letters within columns represent significant differences (P < 0.05). 819 
1
High-Cont: O2 high tension without L-carnitine; High-Lcar: O2 high tension + L-carnitine; 820 

Low-Cont: O2 low tension without L-carnitine; Low-Lcar: O2 low tension + L-carnitine 821 
2
Blastocyst production rates were estimated considering the total number of oocytes in each 822 

maturation drop (IVF: d 0) 823 

 824 

 825 

 826 

Figure 1 - Developmental stage of bovine embryos cultivated for 7 days in medium under high 827 
(20%) or low (5%) O2 tension supplemented or not with 3.03 mM L-carnitine. CM: compact 828 
morula; EB: early blastocyst; Bl: blastocyst; HB: hatched blastocyst. Different letters (a,b) 829 
above the bars indicate differences between treatments for each embryo developmental stage 830 
(P<0.05). 831 

 832 

 833 
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 834 

Figure 2: (A) Representative images of cytoplasmic lipid droplets labeled with Nile Red on 835 

blastocysts cultured in low or high O2, supplemented with L-carnitine. (B) Lipid content in 836 

blastocysts (d 7) expressed by mean fluorescence intensity per area (least-squares mean ± 837 

SEM). Values with common letters do not differ significantly (P>0.05; n=13-20 per group). 838 

 839 
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 840 

Figure3: The NO2
-
concentration (uM) present in the medium on d 5, 6 and 9 of the in vitro 841 

culture of bovine embryos, with or without L-carnitine in high tension(A) and low O2 842 

tension(B). The graph is presented so that at each point the interaction of the 3 variables can be 843 

observed, i.e. the NO concentration in a given oxygen tension and treatment. NO2
-
 concentration 844 

is higher on d9 in the control group under low O2 tension (p< 0,05). The first uppercase letter 845 

differentiates the days (5, 6 and 9 as sub-parcel), lowercase letter differentiates the group (with 846 

and without L-carnitine) and second uppercase letter differentiates O2tension (high or low). 847 
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