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ABSTRACT

Epinephrine is a catecholamine that plays a vital role
during cellular stress by scavenging free radicals. During in
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RESUMEN

La epinefrina es una catecolamina que desempefia un
papel vital durante el estrés celular al eliminar los radicales li-
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vitro maturation, oocytes experience stressful conditions that
likely compromise their development. The objective of the ex-
periment was to investigate the effect of the addition of epi-
nephrine in IVM media on nuclear maturation and in vitro
developmental competence of oocytes. Buffalo oocytes were
harvested from slaughterhouse ovaries. Oocytes of A and B
grade were matured for 24 hours in IVM media supplemented
with increasing concentrations of epinephrine 0, 0.01, 1.0, and
100 pM. The maturation of oocytes was examined based on the
nuclear maturation after staining with Hoechst 33342 (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA). After maturing with epinephrine,
oocytes were fertilized for 6 hours with post-thawed semen
from a single bull. Presumptive zygotes were cultured in com-
mercial media (IVF Bioscience, Falmouth, UK), and cleavage
was observed 48 hours after fertilization. The blastocyst rate
was assessed on day 7 of the culture. Maturation and fertiliza-
tion media were prepared in-house. Blastomere was counted
from the hatched blastocyst after staining with Hoechst 33342
using an inverted microscope equipped with Cellsens software.
The data was analyzed using the GLIMMIX procedures of SAS.
The statistical model included the fixed effect of treatment and
random replication. Orthogonal polynomial contrasts were built
to assess the dose-response of epinephrine. Results repre-
sented as least square means and respective standard error
of means (LSM = SEM). Adding epinephrine to the maturation
media did not affect the nuclear maturation and cleavage. Me-
dia supplemented with epinephrine at 0, 0.01, 1.0, and 100 uM
concentrations had a proportion of meiotic | and Il oocytes of
83.1+6.0,85.5+6.3,75.3+5.9,and 70.9 + 6.4%) and cleav-
age rate of 58.2 + 4.6, 60.5 + 4.6, 54.7 + 4.5, and 47.8 + 4.4%)
respectively. However, the proportion of blastocyst out of ma-
tured oocytes was increased (p=0.01; 35.9 £ 4.5, 43.2 + 4.8,
36.0 £ 4.3, and 25.8 + 3.8%) with epinephrine supplementation
and the response was maximized (Quadratic effect; p=0.01) at
0.01 uM concentration. Consistently, the proportion of blasto-
cyst out of cleaved embryos tended to increase (p=0.13; 62.1 +
5.0,72.4 +4.6,66.7 £+ 4.7, and 55.3 £ 5.3%) with epinephrine
and the response was maximized (Quadratic effect; p=0.04) at
0.01 uM concentration. Supplementation of epinephrine in mat-
uration media increased (p<0.01) the blastomere number, and
response was maximized (Quadratic effect; p<0.01) at 1.0 yM
concentration. It is concluded that supplementing epinephrine
in maturation media had a favorable effect on the blastocyst
formation, and significant benefits were observed at 0.01 uyM
concentration.

Keywords: epinephrine, oocyte, maturation, cleavage rate,
blastocyst.
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bres. Durante la maduracion in vitro, los ovocitos experimentan
condiciones estresantes que probablemente comprometan su
desarrollo. El objetivo del experimento fue investigar el efecto
de la adicién de epinefrina en medios de maduracion in vitro
(IVM) sobre la maduracion nuclear y la competencia de de-
sarrollo in vitro de los ovocitos. Los ovocitos de bufalas se
recolectaron de ovarios de matadero. Se maduraron ovocitos
de grado Ay B durante 24 horas en medio IVM suplementa-
do con concentraciones crecientes de epinefrina 0, 0,01, 1,0y
100 pM. La maduracioén de los ovocitos se examind en funcion
de la maduracion nuclear después de la tincion con Hoechst
33342 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Después de
madurar con epinefrina, los ovocitos fueron fertilizados durante
6 horas con semen postdescongelado de un solo toro. Se culti-
varon presuntos cigotos en medios comerciales (IVF Bioscien-
ce, Falmouth, Reino Unido) y se observé la escision 48 horas
después de la fertilizacion. La tasa de blastocistos se evalué
el dia 7 del cultivo. Los medios de maduracion y fertilizacion
se prepararon internamente. Se contd el numero de blastéme-
ras a partir del blastocisto eclosionado después de tefir con
Hoechst 33342 utilizando un microscopio invertido equipado
con el software Cellsens. Los datos se analizaron utilizando
los procedimientos GLIMMIX de SAS. El modelo estadistico in-
cluyo el efecto fijo del tratamiento y la replicacién aleatoria. Se
construyeron contrastes polinomiales ortogonales para evaluar
la dosis-respuesta de epinefrina. Los resultados se represen-
tan como medias de minimos cuadrados y el respectivo error
estandar de medias (LSM + SEM). La adicion de epinefrina a
los medios de maduracion no afectd la maduracion y escision
nuclear. Los medios suplementados con epinefrina a concen-
traciones de 0, 0,01, 1,0 y 100 yM tuvieron una proporcion
de ovocitos meidticos | y Il de 83,1+6,0, 85,546,3, 75,3+5,9
y 70,916,4%) y una tasa de escision de 58,2+4,6. , 60,5+4,6,
54,7+4,5 y 47,8+4,4%), respectivamente. Sin embargo, la pro-
porcion de blastocistos a partir de los ovocitos maduros au-
mento (p=0,01; 35,944,5, 43,2+4,8, 36,0+4,3 y 25,8+3,8%) con
la suplementacion con epinefrina y la respuesta se maximi-
z6 (efecto cuadratico; p=0,01 ) a una concentracion de 0,01
M. Consistentemente, la proporcion de blastocistos de los
embriones escindidos tendié a aumentar (p=0,13; 62,1+5,0,
72,4146, 66,7+4,7 y 55,315,3%) con epinefrina y la respuesta
se maximizé (efecto cuadratico; p=0,04) a una concentracion
de 0,01 pM. La suplementacion con epinefrina en los medios
de maduracién aumenté (p<0,01) el numero de blastémeros
y la respuesta se maximizé (efecto cuadratico; p<0,01) a una
concentracion de 1,0 uM. Se concluye que la suplementacion
con epinefrina en los medios de maduracion tuvo un efecto
favorable sobre la formacion de blastocistos y se observaron
beneficios significativos a una concentraciéon de 0,01 uM.

Palabras clave: epinefrina, ovocito, maduracion, tasa de esci-
sion, blastocisto.





