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Resum

Aquest estudi va investigar si els antioxidants no enzimatics (mesurats en termes de concentracio total
de tiols, capacitat antioxidant reductora cuprica (CUPRAC), capacitat reductora férrica del plasma
(FRAP), capacitat antioxidant equivalent de Trolox (TEAC)) i I'index d’estrés oxidatiu (OSI)) del plasma
seminal (SP) de ruc estan relacionats amb la criotolerancia dels seus espermatozoides. Amb aquest
objectiu, es van recol-lectar 15 ejaculacions de diferents rucs i es van dividir en dues aliquotes. En la
primera es va avaluar l'activitat dels antioxidants no enzimatics i el SP-OSI, mentre que la segona es va
criopreservar. Abans de la congelacio, es van avaluar la motilitat i la viabilitat espermatiques. Després de
la descongelacid, es van determinar la motilitat i la integritat de la membrana plasmatica dels
espermatozoides mitjangant citometria de flux. En funcio dels percentatges de motilitat total (TM) i
espermatozoides amb la membrana plasmatica intacta a la descongelacio, les mostres es van classificar
com a ejaculacions amb “bona” (GFE) o “mala” congelabilitat (PFE) a través d’una analisi de
conglomerats. Els nivells d'activitat de CUPRAC, FRAP i TEAC van ser majors (p < 0,05) en les GFE
que en les PFE, mentre que el SP-OSI va ser major (p < 0,05) en les PFE que en les GFE. Per tant, es pot
concloure que els antioxidants no enzimatics i I'OSI del PS de ruc estan relacionats amb la criotolerancia
espermatica, i que les els antioxidants CUPRAC, FRAP, TEAC i SP-OSI es podrien utilitzar com a
marcadors de la criotolerancia dels espermatozoides d’aquesta especie.

Abstract

This study investigated whether non-enzymatic antioxidants (measured in terms of total thiol, cupric
reducing antioxidant capacity (CUPRAC), ferric plasma reducing capacity (FRAP) and Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC)) and oxidative stress index (OSI)) of donkey seminal plasma (SP) are related
to sperm cryotolerance. For this purpose, 15 ejaculates were collected from different donkeys and divided
into two aliquots. One aliquot was used to evaluate the activity of non-enzymatic antioxidants and SP-
OSI, whereas the other was cryopreserved. Before cryopreservation, sperm motility and viability were
assessed. After thawing, the motility and integrity of the sperm plasma membrane were evaluated by
CASA and flow cytometry. Depending on the percentages of total motility (TM) and sperm with an intact
plasma membrane upon thawing, samples were classified as “good” (GFE) or “poor” freezability
ejaculates (PFE) through cluster analysis. The activity levels of CUPRAC, FRAP and TEAC were higher
(p <0.05) in GFE than in PFE, whereas SP-OSI was higher (p <0.05) in PFE than in GFE. It can, therefore,
be concluded that non-enzymatic antioxidants and donkey SP-OSI are related to sperm cryotolerance, and
that antioxidants CUPRAC, FRAP, TEAC and SP-OSI could be used as markers of sperm cryotolerance
in this species.
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INTRODUCCIO

La criopreservacio del semen redueix la supervivéncia i la capacitat fecundant dels espermatozoides
de mamifers (Yeste et al., 2015). Aquesta reduccio es deu a l'impacte de la congelacio i la descongelaci6
en la integritat de la membrana plasmatica, que també afecta a la motilitat i la viabilitat espermatiques
(Watson, 2000). L'exposicié dels espermatozoides a un entorn estressant durant la criopreservacio
s'associa amb una sobreproducci6 d'espécies reactives d'oxigen (ROS) (Yeste ef al., 2015). Aquesta
situacié podria causar un desequilibri en el sistema de defensa antioxidant de la cél-lula i conduir a un
estrés oxidatiu (OS) a I’espermatozoide, amb la subsegiient peroxidacio lipidica (LPO) de la membrana
plasmatica (Amidi et al., 2016). En el cas dels équids, els espermatozoides son especialment sensibles a
aquests esdeveniments degut a la gran quantitat d'acids grassos poliinsaturats presents a la seva membrana
plasmatica (Papas ef al., 2020). A més, la baixa quantitat d'enzims antioxidants dins de la cél-lula
espermatica, juntament amb la gran quantitat de mitocondris, fa que els antioxidants (enzimatics i no
enzimatics) presents al SP siguin la principal defensa contra el dany induit per I'OS (Muifio-Blanco e7 al.,
2008; Papas ef al., 2019a). Per aquesta rad, I'eliminacio del SP abans de la congelacié pot augmentar la
susceptibilitat dels espermatozoides a aquest OS (Papas et al., 2020).

En rucs, com en altres espécies de mamifers, s'observa una alta variabilitat interindividual 1
intraindividual en la capacitat dels espermatozoides de mantenir la seva integritat durant la criopreservacio
(Neuhauser et al., 2019), fet que porta a la classificacio de les ejaculacions com a “bones™ (GFE) o
“males™ congeladores (PFE) (Brinsko er al., 2000; Papas et al., 2019b). Aquestes diferéncies podrien
explicar-se per la variabilitat en la composicio del SP entre individus i ejaculacions (Bromfield, 2016).
En aquest sentit, un estudi recent del nostre grup va investigar si les activitats de quatre enzims amb
propietats antioxidants presents al SP de ruc (superoxid dismutasa, catalasa, glutatié peroxidasa i glutatio
reductasa) estaven relacionades amb la resisténcia dels espermatozoides a la congelacié 1 descongelacio
(Papas et al., 2020). Fins on sabem, no hi ha informacié prévia sobre si altres components del SP amb
propietats antioxidants, més enlla d'aquests enzims, estan relacionats amb la congelabilitat dels
espermatozoides de ruc. Una investigacio recent en semen de porc va revelar que la capacitat antioxidant
no enzimatica total del SP estava involucrada positivament en la criotolerancia dels espermatozoides,
minimitzant 1'OS produida per la congelacié (Li et al., 2018). El present estudi va tenir com a objectiu
determinar si els antioxidants no enzimatics (mesurats en termes de tiol total, capacitat antioxidant
reductora del coure (CUPRAC), capacitat reductora ferrica del plasma (FRAP) i capacitat antioxidant
equivalent de Trolox (TEAC)) i I'index d'estrés oxidatiu (OSI) del plasma seminal (PS) de ruc estan
relacionats amb la criotolerancia dels espermatozoides.

MATERIAL I METODES

Animals i mostres de semen. Es van utilitzar un total de 15 ejaculacions procedents de 15 rucs catalans
diferents. Després de la recol-lecci6, el volum de cada ejaculaci6 es va dividir en dues aliquotes. La
primera aliquota es va centrifugar per obtenir les mostres de SP i mesurar els nivells d'activitat
d'antioxidants no enzimatics i I'SP-OSI. L'altra aliquota es va diluir amb diluent de Kenney (1:5; v:v)
préviament escalfat (38° C) per avaluar la motilitat (mitjangant analisi de semen assistit per ordinador,
CASA) i la viabilitat espermatiques (mitjangant tincié amb eosina-nigrosina) abans de la congelacié. Tots
les ejaculacions van complir els llindars estandard de qualitat del semen (> 60% d'espermatozoides vius i
> 70% d'espermatozoides morfologicament normals).

Aillament del plasma seminal. Cada aliquota de semen destinada a l'obtenci6 del SP es va centrifugar a
1500xg durant 10 min (JP Selecta SA, Barcelona, Espanya) a 4 °C, almenys cinc vegades fins a assegurar
I'abséncia d'espermatozoides. Posteriorment, les aliquotes de SP es van emmagatzemar a -80°C fins a
l'analisi dels antioxidants.

Mesura dels nivells d'activitat dels antioxidants no enzimatics i SP-OSI. La capacitat antioxidant no
enzimatica total del SP de ruc es va avaluar en termes de CUPRAC, FRAP i TEAC, seguint els protocols
descrits per Li et al. (2018), i el tiol total seguint el procediment descrit per Jocelyn (1987) i Da Costa et
al. (2006). Els resultats de TEAC, FRAP i CUPRAC estan expressats en mmol/L i els resultats de tiol
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total estan expressats en pmol/L. Per calcular el SP-OSI, I'estat oxidatiu total (TOS) del SP es va mesurar
préviament fent servir el métode descrit per Erel (2005) adaptat al SP de ruc. Els resultats de TOS estan
expressats en pmol H>O, equiv./L. Posteriorment, el valor del SP-OSI es va calcular utilitzant la férmula

segient, segons el que descriu Wu et al. (2017): OSI (unitat arbitraria) = TOS (umol H,0,
equiv./L)/TEAC (mmol Trolox equiv./L).

Tots aquests assaigs es van dur a terme utilitzant un analitzador quimic automatic Olympus AU400
(Olympus GmbH, Hamburg, Alemanya). Tots els analits es van mesurar per duplicat per a cada mostra

de SP. En tots els analits, cada prova va mostrar variacions de coeficient intrassai g 1 interassaig per sota
del 10%.

Criopreservaci6 espermatica. Abans de la criopreservacio, el semen diluit es va centrifugar a 600 g
durant 15 minuts a 20° C (Medifriger BL-S, JP Selecta SA; Barcelona, Espanya). Seguidament, es va
eliminar el sobrenedant i el pél-let resultant es va resuspendre en un diluent de congelacié comercial
(Botucrio®, Botupharma Animal Biotechnology; Botucatu, Brasil). Posteriorment, es va revaluar la
concentracié espermatica, la motilitat i la integritat de la membrana plasmatica, i es va afegir el medi de
congelacié (Botucrio®) fins a assolir una concentraci6 final de 200 x 10° espermatozoides viables per
mL. Posteriorment, les mostres es van envasar en palletes de 0,5 mL i es van criopreservar amb un
congelador de velocitat controlada (Ice-Cube 14S; Minitiib). El protocol de descongelaci6 va consistir a
incubar les palles durant 30 s a un bany Maria a 38° C, seguit de la diluci6 (1:3) de diluent Kenney, també
previament escalfat a 38° C (concentraci6 final: 50 x 10° espermatozoides/mL).

Avaluacio de la qualitat espermatica. Abans i després de la criopreservacid, es va avaluar la motilitat
espermatica mitjangant un sistema CASA. Es van comptar un minim de 1000 espermatozoides per analisi.
Els percentatges de motilitat total (TM, %) i progressiva (PM, %) es van registrar a cada avaluacié. D'altra
banda, mitjangant citometria de flux es va avaluar la integritat de la membrana plasmatica després de la
descongelaci6, utilitzant el LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (SYBR14, espermatozoides viables i PI,
espermatozoides no viables), seguint un protocol modificat per espermatozoides de ruc, adaptat de Garner
and Johnson (1995).

Analisi estadistica. Les analisis de dades es van dur a terme amb el paquet estadistic R (V 4.0.3, R Core
Team; Viena, Austria). Es van realitzar les proves de Shapiro-Wilk i Levene per verificar la distribucié
normal 1 la homogeneitat de les variancies, respectivament. Quan fou necessari, les dades es van
transformar utilitzant I'arrel quadrada de I’arcsinus (arcsin \x) per complir els supdsits paramétrics.

El nivell minim de significacié estadistica per a totes les analisis es va fixar en P < 0,05. Els resultats es
mostren com a mitjana =+ error estandard de la mitjana (SEM). La classificacio de les 15 ejaculacions en
grups de GFE i PFE es va realitzar mitjangant una analisi de conglomerats jerarquic de lligament complet
utilitzant les distancies euclidianes dels percentatges de TM i espermatozoides viables (SYBR14/PI")
obtinguts a cada mostra després de la descongelacid, com es descriu a Moraté et al. (2018). Els nivells
d'activitat d'antioxidants no enzimatics (tiols totals, CUPRAC, FRAP i TEAC), aixi com I'SP-OSI entre
GFE i PFE, es van comparar mitjangant una prova ¢ per a mostres independents. Quan, fins i tot després
de ser transformats linealment, aquestes dades no coincidien amb els suposits paramétrics, es va utilitzar
com a alternativa la prova de Mann-Whitney.

RESULTATS I DISCUSSIO
Classificacio dels ejaculacions de ruc en els grups GFE i PFE després de la descongelacio

D’acord amb la TM i la viabilitat dels espermatozoides (SYBR14"/PI") obtingudes després de la
descongelacid, les 15 ejaculacions es van classificar (per agrupament jerarquic, P < 0,01) en GFI:: (n=28)
i PFE (n = 7). Els percentatges de TM i espermatozoides viables (SYBR14+IP!‘) després de la
descongelaci6 foren significativament més alts (P < 0,011 P <0,001, respectivament; Figura 1) en el grup
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GFE (48,76 + 1,58 i 48,85 + 1,23%, respectivament) comparats amb el grup PFE (32,29 + 3,17130,43 +
2,64%, respectivament).
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Figura 1. Mitjana + SEM dels percentatges de espermatozoides amb motilitat total (TM) i membrana
plasmatica intacta (SYBR14"/PI") després de la descongelacié en ejaculacions de ruc (n = 15)
classificades como a bones (GFE) o males congeladores (PFE). Els punts representen els valores
individuals de TM i SYBR14"/PI" en GFE i PFE. El simbol * indica P < 0,05, ** indica P < 0,01; 1 ***
indica P < 0,001.

Nivells d’activitat d’antioxidants no enzimatics en el SP de ruc

No es van trobar diferéncies en els nivells de tiols totals entre els grups GFE i PFE (Figura 2a). Aixo
no obstant, els nivells d’activitat d¢ CUPRAC, FRAP y TEAC en el SP foren majors (P < 0,05) en les
ejaculacions de ruc classificades com a GFE que en les classificades com a PFE (Figura 2b-d). Els valors
de CUPRAC foren 1,93 = 0,15 i 1,37 = 0,19 mmol/L, respectivament. Els valors de FRAP foren 2,09 +
0,18 1 1,27 £ 0,25 mmol/L, respectivament. Per la seva part, els valors de TEAC foren 2,59+ 0,12y 1,97
+ 0,26 mmol/L, respectivament.

Aquests nivells d’activitat coincideixen amb els observats préviament en semen de porc en el cas de
FRAP i TEAC (Li et al., 2018), que van ser més alts als GFE que als PFE, i difereixen en el cas dels
nivells de CUPRAC, que van ser més baixos en els GFE que en els PFE (Li ef al., 2018). Aquesta
diferéncia es podria deure a la composici6 diferent del SP i al distint efecte dels antioxidants segons
’espécie (Papas et al., 2019b), la temporada reproductiva (Waheed et al., 2013; Papas et al., 2019a) i la
edat de I’animal (Waheed ef al., 2013).

En linia amb aquesta consideracid, és raonable suggerir que la resisténcia dels espermatozoides de ruc
a la criopreservaci6 podria estar determinada pels nivells d’activitat dels antioxidants enzimatics i no
enzimatics totals (mesurats en termes de CUPRAC, FRAP i TEAC) en el SP. El breu contacte dels
espermatozoides amb el SP abans de la seva eliminacié podria ser suficient perqué els antioxidants
exercissin un efecte beneficios sobre la criotolerancia dels espermatozoides de ruc, tal i com s’ha observat
en cavalls (Papas ef al., 2019b; Papas et al., 2020).

66




200 3= 5
2 150 : 2 - \
E * E - __._..._
= —
TR T = TR S il
= % oo e é 1-
L ] . JE—
5 oo a8 S
0 T T 0 T I
(a) (b)
B L
P *
3- L ] |
: ~ 34 o3
g o T = 1—_;
= e =i E e%aer _
E :. .,_E, 2= —_—
E 5 = @) S
By ——— <
B T i
0 - - 0 T T
GFE PFE GFE PFE
(¢) (d)

Figura 2. Mitjana = SEM dels nivells d’activitat dels antioxidants no enzimatics (tiols totals (a), capacitat
antioxidant reductora ctprica (CUPRAC, b), capacitat reductora feérrica del plasma (FRAP, c) i capacitat
antioxidant equivalent de Trolox (TEAC, d)) en el plasma seminal (SP) d’ejaculacions de rucs
classificades com a bones (GFE, n = 8) o males congeladores (PFE, n = 7). *P < 0,05.

Nivells d’OSI en el SP de ruc

Els nivells d’OSI en el SP d’ejaculacions de ruc foren significativament més baixos (p < 0,01) en les
GFE que en les PFE (Figura 3). Els valors foren 2,65 + 0,36 i 4,68 = 0,87, respectivament. Aquests
resultats concorden amb un estudi previ realitzat en porci, on es va trobar que els nivells de SP-OSI
estaven relacionats amb la resisténcia dels espermatozoides emmagatzemats a 17°C (Barranco et al.,
2021). Aixo indicaria la gran rellevancia de I’equilibri entre el sistema de defensa antioxidant cel-lular i
els agents oxidants presents en els espermatozoides, i també recolzaria la importancia que la determinaci6
de SP-OSI podria tenir en la predicci6 de la criotolerancia del semen de ruc.
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Figura 3. Mitjana =+ SEM dels nivells de I’index d’estrés oxidatiu (OSI) d’ejaculacions de ruc
classificades com a bones (GFE, n = 8) o males congeladores (PFE, n = 7). El simbol ** indica P <0,01.

CONCLUSIO

El present estudi ha demostrat, per primera vegada en rucs, que els components no enzimatics del SP
mesurats en termes de CUPRAC, FRAP i TEAC son més alts en el SP de les GFE que en el de les PFE i
el SP-OSI fou més baix en el SP dels GFE que en els PFE. Aquests resultats suggereixen que els
antioxidants no enzimatics del SP de ruc CUPRAC, FRAP i TEAC, aixi com el SP-OSI estan directament
relacionats amb la resisténcia dels espermatozoides a la criopreservacid en aquesta espécie i podrien usar-
se com a marcadors de criotolerancia espermatica. Aixi, es justifica la necessitat d’investigaci6 addicional
que abordi la relacié d’aquests antioxidants i del SP-OSI amb la criotolerancia del semen en altres
especies.
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