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Titulo: Alternativas al uso de antibi6ticos en las dosis seminales de conejo.

Resumen TFG: Eluso indiscriminado de antibiéticos ha dado lugar a la aparicion de bacterias
multirresistentes, consideradas una de las principales amenazas para la salud publica por la
OMS. En inseminacion artificial (IA) en ganaderia es obligatorio la adicién de antibidticos a los
diluyentes seminales para prevenir la propagacion de enfermedades. La IA presenta
numerosas ventajas, ya que el semen es mucho mas fécil de transportar que los animales y
un semental puede engendrar un nimero casi ilimitado de crias en muchas hembras que se
encuentran a distancia. En mas del 99 % de los casos se usa semen fresco y no congelado
en IA. Sin embargo, el semen refrigerado requiere de la incorporacion de agentes
antimicrobianos para el control del crecimiento. Los gobiernos han manifestado que pronto el
uso de antibidticos en este ambito seré prohibido. Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo
determinar la capacidad antimicrobiana de varios aceites esenciales de origen vegetal:
Syzygium aromaticum (carvacrol), Origanum vulgare (eugenol) y dos derivados de la paja del
arroz (acido feltrico y metil ferulato) y evaluar su efecto sobre la calidad seminal en dosis
refrigeradas durante 48 horas en el modelo conejo. Para ello, se realizaron 2 experimentos:
(i) adicion de sustancias de origen vegetal con actividad antimicrobiana y (ii) evaluacién de
concentraciones decrecientes de carvacrol. En el primer experimento se determind el efecto
de 4 sustancias con actividad antibacteriana de origen vegetal sobre E. coli a una
concentracion de 10* UFC/mL: (i) &cido fellrico a concentraciones 0,2 mg/mL y 0,4 mg/mL,
(ii) metil ferulato a concentraciones 0,2 mg/mL y 0,4 mg/mL, (iii) eugenol a concentracion 0,25
mg/mL y (iv) carvacrol a concentracién 0,25 mg/mL; y su influencia en la calidad seminal in
vitro. En el experimento 2 se determiné el efecto de 3 concentraciones de carvacrol (0,125,
0,100y 0,050 mg/mL) tanto sobre E. coli como sobre la calidad seminal in vitro. Los resultados
demostraron que el eugenol, acido felarico y metil ferulato fueron ineficaces para controlar el
crecimiento de E. coli, pero no afectaron la calidad seminal durante el periodo de refrigeracion.
En cambio, el carvacrol a una concentracion de 0,250 mg/mL inhibié el crecimiento de E. coli
durante 48 horas, pero afecta a la calidad seminal in vitro. Sin embargo, una concentracion
reducida de carvacrol (0,125 mg/mL) logr6 controlar el crecimiento bacteriano a las 24 horas
sin afectar la viabilidad espermética. Aunque se observé una disminucién en la movilidad y
los parametros cinéticos de los espermatozoides, concentraciones mas bajas de carvacrol no
tuvieron un efecto inhibitorio en el crecimiento de E. coli. En base a estos resultados es
necesario llevar a cabo un nuevo estudio para determinar el efecto del carvacrol en
condiciones de campo (in vivo) con la finalidad de evaluar su impacto biolégico en términos
de fertilidad y prolificidad para determinar su potencial de uso. El presente trabajo se relaciona
con el tercer (salud y bienestar) y el décimo quinto (vida de ecosistemas terrestres) objetivos
para el desarrollo sostenible (ODS).
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Orégano; Clavo; Acido fellrico; Metil ferulato
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Title: Alternatives to the use of antibiotics in rabbit seminal doses.

Summary of bachelor’'s Thesis: The indiscriminate use of antibiotics has led to the
emergence of multidrug-resistant bacteria, considered one of the major threats to public health
by the WHO. In livestock artificial insemination (Al), the addition of antibiotics to semen
extenders is mandatory to prevent the spread of diseases. Al offers numerous advantages, as
semen is much easier to transport than animals, and a single male can father an almost
unlimited number of offspring in many distant females. In over 99% of cases, fresh semen is
used for Al rather than frozen semen. However, refrigerated semen requires the incorporation
of antimicrobial agents for growth control. Governments have expressed that the use of
antibiotics in this context will soon be prohibited. Therefore, this study aims to determine the
antimicrobial capacity of various essential oils of plant origin: Syzygium aromaticum
(carvacrol), Origanum vulgare (eugenol), and two derivatives from rice straw (ferulic acid and
methyl ferulate) and evaluate their effect on the seminal quality of refrigerated doses for 48
hours using a rabbit model. Two experiments were conducted: (i) addition of plant-origin
substances with antimicrobial activity, and (ii) evaluation of decreasing concentrations of
carvacrol. In the first experiment, the effect of four plant-origin substances with antibacterial
activity on E. coli at a concentration of 10* CFU/mL was determined: (i) ferulic acid at
concentrations of 0.2 mg/mL and 0.4 mg/mL, (ii) methyl ferulate at concentrations of 0.2 mg/mL
and 0.4 mg/mL, (iii) eugenol at a concentration of 0.25 mg/mL, and (iv) carvacrol at a
concentration of 0.25 mg/mL; and their influence on seminal quality in vitro. In the second
experiment, the effect of three concentrations of carvacrol (0.125, 0.100, and 0.050 mg/mL)
on both E. coli and seminal quality in vitro was determined. The results demonstrated that
eugenol, ferulic acid, and methyl ferulate were ineffective in controlling the growth of E. coli but
did not affect seminal quality during the refrigeration period. On the other hand, carvacrol at a
concentration of 0.250 mg/mL inhibited the growth of E. coli for 48 hours but affected seminal
quality in vitro. However, a reduced concentration of carvacrol (0.125 mg/mL) was able to
control bacterial growth at 24 hours without affecting sperm viability. Although a decrease in
sperm motility and kinetic parameters was observed, lower concentrations of carvacrol did not
have an inhibitory effect on the growth of E. coli. Based on these results, further studies are
needed to determine the effect of carvacrol under field conditions (in vivo) to evaluate its
biological impact in terms of fertility and prolificacy, thus determining its potential use. This
study relates to the third (good health and well-being) and fifteenth (life on land) Sustainable
Development Goals (SDGS).
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Clove; Ferulic acid; Methyl ferulate

Author of bachelor’s Thesis: Tania Sanchez Diaz
Location and Date: Valencia, July 3, 2023

Academic Supervisor: Prof. Francisco Marco Jiménez



Titol: Alternatives a I's d'antibiotics en les dosis seminals de conill.

Resum TFG: L'Gs indiscriminat d'antibidtics ha donat lloc a l'aparici6 de bacteris
multiresistents, considerades una de les principals amenaces per a la salut publica per I'OMS.
En inseminacié artificial (IA) en ramaderia és obligatori I'addicié d'antibiotics als diluents
seminals per a previndre la propagacié de malalties. La IA presenta nombrosos avantatges,
ja que el semen és molt més facil de transportar que els animals i un semental pot engendrar
un nimero quasi il-limitat de cries en moltes femelles que es troben a distancia. En més del
99% dels casos s'usa semen fresc i no congelat en IA. No obstant aix0, el semen refrigerat
requereix de la incorporacio d'agents antimicrobians per al control del creixement. Els governs
han manifestat que prompte I's d'antibiotics en aquest ambit sera prohibit. Per tant, aquest
estudi té com a objectiu determinar la capacitat antimicrobiana de diversos olis essencials
d'origen vegetal: Syzygium aromaticum (carvacrol), Origanum vulgare (eugenol) i dos derivats
de la palla de I'arros (acid felaric i metil ferulat) i avaluar el seu efecte sobre la qualitat seminal
en dosis refrigerades durant 48 hores en el model conill. Per a aixo, es van realitzar 2
experiments: (i) addici6 de substancies d'origen vegetal amb activitat antimicrobiana i (ii)
avaluacio de concentracions decreixents de carvacrol. En el primer experiment es va
determinar I'efecte de 4 substancies amb activitat antibacteriana d'origen vegetal sobre E. coli
a una concentracié de 10* UFC/ml: (i) acid feldric a concentracions 0,2 mg/ml i 0,4 mg/ml, (ii)
metil ferulat a concentracions 0,2 mg/ml i 0,4 mg/ml, (iii) eugenol a concentraci6 0,25 mg/ml i
(iv) carvacrol a concentracio 0,25 mg/ml; i la seua influéncia en la qualitat seminal in vitro. En
I'experiment 2 es va determinar I'efecte de 3 concentracions de carvacrol (0,125, 0,100 0,050
mg/ml) tant com E. coli com la qualitat seminal in vitro. Els resultats van demostrar que el
eugenol, acid feldric i metil ferulat van ser ineficagos per a controlar el creixement d'E. coli,
perd no van afectar la qualitat seminal durant el periode de refrigeracié. En canvi, el carvacrol
a una concentracié de 0,250 mg/ml va inhibir el creixement d'E. coli durant 48 hores, pero
afecta a la qualitat seminal in vitro. No obstant aix0, una concentracié reduida de carvacrol
(0,225 mg/ml) va aconseguir controlar el creixement bacteria a les 24 hores sense afectar la
viabilitat espermatica. Encara que es va observar una disminucié en la mobilitat i els
parametres cinétics dels espermatozoides, concentracions més baixes de carvacrol no van
tindre un efecte inhibitori en el creixement d'E. coli. En base a aquests resultats és necessari
dur a terme un nou estudi per a determinar I'efecte del carvacrol en condicions de camp (in
vivo) amb la finalitat d'avaluar el seu impacte biologic en termes de fertilitat i prolificitat per a
determinar el seu potencial d'Us. El present treball es relaciona amb el tercer (salut i benestar)
i el quinzé (vida d'ecosistemes terrestres) objectius per al desenvolupament sostenible (ODS).
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tiempos de refrigeracion (0, 24, 48 horas). El andlisis se llevdé a cabo con 10 mezclas
heterospérmicas. Los datos se expresan como promedio + error estandar de la media. Los
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valores con superindices distintos (a, b) son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG
(250 mM tris-hidroximetilaminometano, acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0)...23
Figura 19. Parametros cinéticos del experimento 2 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en medio Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de refrigeracion
(0, 24, 48 horas). VCL: velocidad curvilinea (um/s); VSL: velocidad en linea recta (um/s); VAP:
velocidad promedio de trayectoria (um/s); LIN: coeficiente de linealidad (%); STR: coeficiente
de rectitud (%); WOB: coeficiente de oscilacion (%); ALH: amplitud de desplazamiento lateral
de la cabeza (um); BCF: frecuencia de cruzamiento del latido (Hz). Los datos se expresan
como promedio + error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b, ¢)
son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano,
acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, PH 6,8-7,0). .......ceiiiiiriiiiiiiii e 24
Figura 20. Viabilidad espermatica del experimento 2 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en un medio compuesto por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes
tiempos de refrigeracién (0, 24, 48 horas). El andlisis se llevé a cabo con 10 mezclas
heterospérmicas. Los datos se expresan como promedio + error estandar de la media. Los
valores con superindices distintos (a, b) son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG
(250 mM tris-hidroximetilaminometano, acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0)...25
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1. INTRODUCCION

Los antibidticos son medicamentos que se usan para combatir infecciones causadas por
bacterias tanto en seres humanos, como en animales, actian mediante la muerte de las
bacterias (accion bactericida) o bien dificultando su crecimiento y multiplicacion (accion
bacteriostatica) (Nemeth et al., 2015). A pesar de que son una herramienta elemental para el
tratamiento y la prevencién de diseminacion de enfermedades, su uso desmesurado e
indiscriminado ha dado lugar a la aparicion y propagacion de bacterias farmacorresistentes lo
gue supone un alto riesgo para la salud publica. Esto ha llevado a la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) a declarar esta emergencia como uno de los diez principales desafios a los
gue se enfrenta la salud publica (World Health Organization: WHO, 2021).

En este sentido, la resistencia a los antibiéticos se ha convertido en uno de los grandes retos
del siglo XXI, lo que ha sumado a la escasez de antimicrobianos eficaces, siendo, una
preocupacién generalizada a lo largo de la comunidad cientifica. La compresion de la base
cientifica de la resistencia antimicrobiana es crucial para combatir esta amenaza. Dicha
comprension debe abarcar, por una parte, los mecanismos de resistencia, permitiendo asi el
desarrollo de nuevos métodos diagndsticos y terapéuticos y, por otra, entender los factores
gue provocan dicha resistencia, lo cual es fundamental para el desarrollo de politicas de
intervencion adecuadas (Holmes et al., 2016). Por lo tanto, ante esta situacion resulta
pertinente abordar la resistencia antimicrobiana teniendo en cuenta la complejidad y la
naturaleza ecoldgica de fenbmeno, a través de un enfoque coordinado y multisectorial, como
es el caso de “One Health” (una salud). One Health se define como “el esfuerzo cooperativo
de diversos profesionales del area de la salud, junto con otras areas de conocimiento
relacionadas, que intervienen a nivel local, nacional y global con la finalidad de lograr una
salud Optima para los seres humanos, fauna, flora y, en general, el entorno” (McEwen &
Collignon, 2018).

Las infecciones provocadas por patégenos farmacorresistentes como, por ejemplo,
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae o Stapylococcus aureus resistente a la
meticilina, conllevan estancias hospitalarias mayores, lo que implica una mayor carga
econdmica para los sistemas nacionales de salud y tasas incrementadas de morbimortalidad
(Christaki et al., 2020). Esto se ve aun mas agravado debido a la escasez de investigacion y
desarrollo de antibidticos, lo que ha resultado en la aparicién de infecciones practicamente
intratables. Es importante comprender la naturaleza de la resistencia antimicrobiana, que
surge de la interaccién de los organismos con su propio nicho ecolégico. Después de todo, la
resistencia es una respuesta adaptativa para la supervivencia bacteriana ante la presencia de
antibiéticos y, como consecuencia de la plasticidad genética que poseen las bacterias, estas
adquieren mecanismos de resistencia intrinseca (Munita & Arias, 2016).

Mediante el mecanismo de seleccion darwiniana, los microorganismos estan sujetos a
fendbmenos de presion de seleccion antimicrobiana, mejorando su aptitud biol6gica al adquirir
y expresar genes de resistencia, los cuales pueden ser transferidos a otras poblaciones
bacterianas. De esta manera, el uso excesivo y no adecuado de los antimicrobianos son
factores importantes en el impulso del fendmeno de resistencia, ya que las bacterias se
mueven en diferentes entornos, incluyendo humanos, animales y medio ambiente (McEwen
& Collignon, 2018).



Los mecanismos de resistencia a los antibiéticos se clasifican segun las rutas metabdlicas
implicadas en la resistencia, de esta manera: (i) modificacion de la molécula antimicrobiana,
(i) evitar que el compuesto alcance el objetivo del antibidtico (reduccién de la penetracion o
extrusion activa del compuesto), (iii) cambios y/o elusion del sitio dianay (iv) resistencia debida
a procesos globales de adaptacion celular (Munita & Arias, 2016).

La aparicion de la resistencia a los antibidticos ha llevado a la restriccién de algunas clases
de antimicrobianos, reservandolas exclusivamente en el ambito humano, como es el caso de
la isoniazida para el tratamiento de la tuberculosis. Por otro lado, otros antimicrobianos estan
limitados Unicamente al uso en veterinaria, como es el caso de los flavofosfolipidos o
ionoforos, debido a su efecto téxico en humanos. A pesar de esto, la mayoria de los
antimicrobianos se usan indistintamente en seres humanos y animales (McEwen & Collignon,
2018).

Un ejemplo del uso exclusivo y no terapéutico de antibidticos en animales es su adicion a
diluyentes seminales. Dado que la recoleccion de eyaculados no es un proceso estéril, al
trabajar con muestras seminales es imprescindible la adiccién de agentes antimicrobianos con
el fin de evitar una posible degradacion de la muestra de semen y prevenir una posible
aparicion de contaminacion bacteriana, pues las muestras pueden llegar a ser refrigeradas
hasta tres dias a temperaturas de 15-18°C en el caso de conejos. Dado que la eficacia de los
antimicrobianos que se emplean de forma habitual en dosis seminales se ha visto cuestionada
debido al auge de resistencia microbiana, es de gran relevancia el estudio de moléculas
bioactivas naturales con propiedades antibacterianas y antioxidantes como alternativa al uso
de antibidticos (Duracka et al., 2019).

Un ejemplo del uso exclusivo y no terapéutico de antibioticos en animales es su incorporacion
a los medios diluyentes para la preparacion de las dosis seminales. Actualmente, las dosis
seminales son tratadas con antibidticos, el uso y adicion de los cuales estan regulados por la
Directiva 90/429/EEC de la Comision Europea y por la legislacion estatal (RD 1148/1992;
106/2010 y 176/2012). El microbioma reproductivo es dinamico y exhibe variaciones en
diferentes secciones del tracto reproductivo, asi como diferencias entre especies. Ademas, el
microbioma va variando a lo largo de la vida del organismo. En mamiferos la exposicion al
microbioma materno es un momento crucial, pues determina el microbioma de la
descendencia (Contreras et al., 2023). La presencia de bacterias en estas dosis seminales
presenta diversos efectos perjudiciales que afectan no sélo a la calidad seminal, sino que
también ejercen un efecto negativo sobre la hembra y sobre los parametros reproductivos.
Los componentes de los diluyentes y la temperatura a la cual son almacenadas las dosis
refrigeradas favorecen el crecimiento bacteriano, de ahi que sea necesario el empleo de
antibiéticos. No obstante, el uso de los antibiéticos es cada dia mas cuestionado debido al
auge de resistencia microbiana, lo que implica la necesidad imperiosa de la busqueda de
moléculas bioactivas con propiedades antibacterianas como alternativa al uso de antibiéticos
(Duracka et al., 2019).

1.1. INSEMINACION ARTIFICIAL

En la década de 1920, la inseminacion artificial (IA) se convirti6 en la primera técnica de
reproduccion asistida (TRA) aplicada en ganado bovino. El desarrollo de la IA fue un hito
cientifico, en especial en la industria ganadera ya que permitié el aumento de la tasa de mejora
genética al utilizar sementales de alto valor genético. Hoy en dia, a nivel internacional se



someten aproximadamente 130 millones de bovinos a IA (Moore & Hasler, 2017), por lo que
se trata de una tecnologia fundamental e indispensable en el area de la reproduccion animal
(Wiebke et al., 2022).

La IA se puede realizar utilizando semen refrigerado o crioconservado. Cada uno requiere
diferentes condiciones y, por ende, la composicion del diluyente varia en funcién de la forma
de conservacion del semen utilizado (Viudes-de-Castro & Vicente, 2023b). Uno de los
aspectos mas importantes en IA es la preservacion a largo plazo del eyaculado. La
criopreservacion depende de la tolerancia a los crioprotectores, lo cual varia de una especie
a otra. Actualmente, la refrigeracién del eyaculado es una tendencia a nivel global en la IA,
pero son necesarias medidas especificas para prevenir el envejecimiento prematuro de los
espermatozoides. Entre estas medidas se incluyen la reduccién del metabolismo, el
agotamiento del adenosin trisfosfato (ATP) y el uso de inhibidores quimicos que minimicen la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wiebke et al., 2022). Los principios de
la preservacion seminal seran discutidos mas adelante.

En el caso de conejos, el uso de IA es una practica comun en la Unién Europea, especialmente
en la produccién de carne de conejo (Viudes-de-Castro et al., 2014). Esto se debe a que la IA
desempefia un papel fundamental en la implementacion de programas de crias eficientes,
contribuyendo en la estabilidad de ciclos de produccién estables y facilitando un control de
manejo mas sencillo (Sakr et al., 2019). Ademas, la IA limita la necesidad de machos
reproductores en la explotacion ganadera. En comparacion con la monta natural, mediante un
solo eyaculado se puede llegar a inseminar hasta a 20 hembras en funcién de la dosis de
inseminacion requerida y la cantidad de eyaculado recuperada. Entre otros beneficios, la IA
permite el control de la diversidad genética, la posibilidad de un rapido aumento de la
poblacion, la capacidad de lograr embarazos en hembras que no permiten la cépula y evitan
la diseminacién de enfermedades infecciosas (Morrell, 1995).

El conejo es una especie de ovulaciéon inducida, lo que significa que la liberacién de 6vulos se
produce como respuesta a la estimulacion fisica durante la cépula. En el contexto de la IA en
conejos, se requiere del uso de analogos a la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH)
con la finalidad de desencadenar la ovulacién. Estos analogos pueden ser administrados de
forma intramuscular, subcutanea, intravenosa o intravaginal (Viudes-de-Castro et al., 2023a;
Viudes-de-Castro & Vicente, 2023b). Aungue, la administracién por via intramuscular es el
método mas comunmente empleado, se considera la via intravaginal como una alternativa
menos estresante, pues al no ser una via invasiva garantiza de esta forma el bienestar animal.

Sin embargo, la absorcion vaginal de analogos sintéticos de GnRH es significativamente
menos eficiente que la administracion por via parental. Esto puede atribuirse a que el 50% de
las proteinas identificadas del proteoma del plasma seminal (PS) del conejo poseen actividad
catalitica, como la aminopeptidasa B. Por lo tanto, la absorcién de los analogos a la GnRH a
través de la mucosa vaginal se ve influenciada por la presencia de inhibidores de proteasas
del PS, la composicién del diluyente empleado, el estado de la mucosa vaginal y el analogo
de GnRH utilizado (Viudes-de-Castro et al., 2023a; Viudes-de-Castro & Vicente, 2023b). Es
posible proteger a la hormona de la degradacion enzimética mediante la suplementacion del
diluyente con bestatina (un inhibidor de la actividad aminopeptidasa) y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) sin afectar la calidad seminal y el rendimiento reproductivo
(Viudes-de-Castro & Vicente, 2023b). De acuerdo con lo expuesto, la dosis habitual
administrada del analogo de GnRH utilizada en los diluyentes seminales es de 15 a 25 veces
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mayor que la concentracion en la inyeccion intramuscular, empleando acetato de buserelina
y acetato de alarelina, respectivamente.

En la actualidad, se estan investigando diversas estrategias que permiten la reduccién de la
concentracion de los analogos de GnRH administrados. Entre estas se incluyen el uso de
inhibidores de proteasas, agentes que mejoran la absorcién, polimeros mucoadhesivos y
sistemas de transporte de GnRH, como las nanoparticulas. Con respecto a los sistemas de
nanoparticulas, el polimero mas estudiado es el quitosano, que se usa como sistema de
liberacion de farmacos ya que es un polisacarido amino compatible, biodegradable y de baja
toxicidad. Cuando la induccion de la ovulacion mediante |A en conejos se produce por via
vaginal, la encapsulacién del analogo a la GnRH podria proteger la hormona de la degradacion
enzimética, lo que facilitaria una mayor absorcion en el organismo (Viudes-de-Castro et al.,
2023a).

1.2. CONSERVACION SEMINAL

1.2.1.Diluyentes seminales

El éxito de la IA esta estrechamente relacionado con la utilizacién de diluyentes seminales
que preserven la viabilidad espermatica. Es importante considerar que las dosis seminales
pueden ser almacenadas a temperaturas que oscilan entre los 4°C y 18°C, en funcién de la
especie (Suarez et al.,, 2020). Asi mismo, desde la recoleccion del eyaculado hasta su
inseminacioén, pueden trascurrir hasta un maximo de 72 horas (Di lorio et al., 2014).

En mamiferos, el PS es una mezcla de secreciones fisioldgicas de multiples glandulas del
tracto reproductivo del macho que contribuyen a la maduracion de los espermatozoides
mediante eventos hormonales, enzimaticos y la modificacion de la superficie. Esta mezcla
varia en funcién de la especie e incluso entre machos de la misma especie (Muifio-Blanco et
al., 2008). En carneros, la composicion proteica del PS se relaciona con la capacidad de
tolerancia a la refrigeracion, existiendo variabilidad intraespecie. Se ha observado que ciertas
proteinas, originadas a partir de los propios espermatozoides, muestran una correlacion
positiva con la preservacion del PS. Estas proteinas podrian ser rastreadas como
biomarcadores (Wiebke et al., 2022).

En conejos, durante la conservacion in vitro el PS contribuye en el mantenimiento de la
motilidad y viabilidad de los espermatozoides. En base a esto, la composicién del diluyente es
de gran relevancia debido a que debe compensar la dilucién de los constituyentes del PS 'y
proporcionar las condiciones necesarias para preservar la capacidad fertilizante del semen.

Existen diversas casas comerciales que suministran diluyentes seminales para el uso de IA
en conejos, aunque su composicion es desconocida. A pesar de esto, los componentes
bésicos de un diluyente son: un amortiguador organico como Tris, TES (Tris-EDTA-SDS) o
citrato de sodio, para mantener el pH entre 6,8-7,2; una fuente de nutricional que mantenga
el metabolismo del espermatozoide, normalmente se suelen usar glucosa o fructosa; solutos
para el ajuste del pH y presion osmoética en valores de 300 mOsm/kg; y agentes
antimicrobianos para prevenir el crecimiento bacteriano (Roca et al., 2000; Viudes-de-Castro
& Vicente, 2023).



1.2.2.Uso de antibidticos en dosis seminales

La IA es una TRA que se utiliza ampliamente en la cria de animales a nivel mundial debido a
su alta eficiencia (Viudes-De-castro et al., 2021). Una de las ventajas que presenta es que
permite la reduccién de la diseminacion de enfermedades infecciosas al evitar el contacto o
transporte de animales con fines reproductivos. Contradictoriamente, los patégenos pueden
ser propagados mediante esta técnica, es decir, una muestra seminal contaminada puede ser
una fuente potencial de transmision de enfermedades a hembras susceptibles (Morrell &
Wallgren, 2014). Hasta la fecha se ha considerado que, a pesar de extremar las condiciones
higiénicas durante la recoleccion del eyaculado, este proceso no lograba evitar la presencia
de microorganismos atribuidos a la flora normal de la piel y al tracto reproductor del macho, lo
que requiere obligatoriamente la adicion de agentes antimicrobianos en los diluyentes
seminales para prevenir posibles contaminaciones bacterianas (Duracka et al., 2019; Morrell
& Wallgren, 2014).

Un estudio reciente ha demostrado que presencia de bacterias en el semen, también conocida
como bacteriospermia, afecta negativamente a la calidad del esperma al competir las
bacterias con los espermatozoides por los nutrientes aportados en los diluyentes seminales
(Duracka et al., 2019). Ademas, se ha comprobado en varios estudios que el PS de diversas
especies contiene aminopeptidasas, cuya actividad se relaciona con la estimulacién de la
proliferacibn de muchas bacterias al actuar como factores de virulencia y sustento de
microorganismos. A pesar de que la mayoria de las bacterias presentes en el semen no son
patogénicas, si se presentan en grandes cantidades pueden afectar negativamente a calidad
espermatica (Viudes-De-castro et al., 2021) mediante la produccion de endotoxinas y
subproductos metabdlicos toxicos, comprometiendo de esta forma a la viabilidad y la motilidad
espermatica (Duracka et al., 2019; Morrell & Wallgren, 2014). Asi pues, es bien conocido el
efecto negativo de las bacterias sobre la fisiologia, la viabilidad, la movilidad y la fertilidad de
los espermatozoides (Reichart et al., 2000; Hosseinzadeh, 2001; Baud et al., 2019). Sin
embargo, la presencia de bacterias en el semen también se encuentra en individuos fértiles
con parametros espermaticos normales (Cottell et al., 2000; Rodin et al., 2003). Basandose
en estos hallazgos, investigaciones recientes han postulado que la presencia de un medio
bacteriano especifico podria ser necesaria para el funcionamiento normal de los
espermatozoides (Hou et al., 2013; Weng et al., 2014; Altméae et al., 2019). En este sentido,
varios autores han planteado la hipétesis de que un estado simbiético y disbi6tico de la
microbiota espermatica podria estar relacionado con la calidad del esperma (Baud et al., 2019;
Godia et al., 2020).

Aparte de los efectos directos que pueden tener las bacterias sobre los espermatozoides hay
que tener en cuenta que los microorganismos pueden causar infertilidad en el macho a través
de diversos mecanismos. Estos incluyen la aglutinacion de espermatozoides, la inmovilizacién
de los espermatozoides mediante una union directa o mediante la produccion de factores
inmovilizadores, interacciones entre los microorganismos con el sistema inmunoldgico del
macho y la induccion de inflamacion crénica, defectos en la funcién espermatica y disminucion
de los espermatozoides con morfologia normal como consecuencia de que los metabolitos
producidos por los microorganismos afectan a la estructura e integridad de los
espermatozoides (Nabi et al., 2022).

No debe pasarse por alto que al hacer IA con dosis seminales contaminadas y de baja calidad
se produce un impacto negativo en la salud y la fertilidad de hembras receptoras, pues se
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puede producir una inflamacion sistémica y enfermedades en las hembras que podrian
resultar en un menor tamafio de la camada (Rouillon et al., 2022).

En base a todo lo mencionado, para limitar la posible contaminacién durante el procesamiento
del semen resulta obligatorio la adiccién de agentes antimicrobianos en dosis seminales, pero
la adiccion de estos y la dosificacion empleada en los diluyentes es limitada y esta regulada
por directivas gubernamentales y regionales. En un esfuerzo para reducir la toxicidad
espermatica se tiende a la administracién de combinaciones de antibacterianos de amplio
espectro y alta potencia, en concentraciones mas bajas de lo que se requeriria
individualmente. No obstante, a pesar de trabajar con cantidades bajas de antimicrobianos
puede tener lugar la aparicion de resistencia microbiana (Morrell & Wallgren, 2014).

1.2.3.Sustancias con actividad antibacteriana de origen vegetal: clavo,
orégano y acido felurico

Si bien es cierto que los agentes antimicrobianos son cominmente empleados como primera
opcidn ante la presencia de especies bacterianas o, incluso como uso no terapéutico como
en el caso de su uso en diluyentes seminales, es por esto por lo que resulta necesario explorar
alternativas a estas moléculas. El uso de estas alternativas podria retrasar el desarrollo de
resistencia antimicrobiana, evitando el efecto tdxico que presentan los agentes
antimicrobianos sobre los espermatozoides (Duracka et al., 2019). Ademas, hallar alternativas
a los antibioticos con el fin de controlar el crecimiento bacteriano de las dosis seminales
utilizadas en IA seria ventajoso para mejorar la calidad y viabilidad de los espermatozoides
(Morrell & Wallgren, 2014).

Actualmente, la mayoria de los antibi6ticos se obtienen de fuentes microbianas. No obstante,
como mecanismo evolutivo las plantas han desarrollado diversas estrategias quimicas para
protegerse de los ataques de los microorganismos, entre ellas la capacidad de producir
compuestos bactericidas (Borges et al., 2013). En la literatura se ha discutido ampliamente la
actividad antimicrobiana de los productos de origen vegetal, como los compuestos fendlicos
y los aceites esenciales (Efenberger-Szmechtyk et al., 2021).

Por su parte, las especias han sido tradicionalmente empleadas tanto como aditivos
alimentarios, como en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades infeccionas
debido a sus propiedades antimicrobianas contra hongos y bacterias patogénicas. Ademas,
se ha demostrado que los metabolitos producidos por especias como el clavo, orégano,
tomillo, canela, romero y comino son agentes antimicrobianos con insignificantes efectos
adversos (Liu et al., 2017). De los productos de origen vegetal se obtienen los aceites
esenciales que son complejas combinaciones de compuestos volatiles y semivolatiles que
desempefian un papel importante como mecanismos de defensa contra infecciones causadas
por bacterias, virus y hongos (Kachur & Suntres, 2020).

El aceite esencial de clavo (Syzygium aromaticum) presenta una concentracion rica en fenoles
de aproximadamente el 84-95%. Entre sus componentes principales se encuentran el eugenol
(BU, C10H1205) (Figura 1b), el acetato de eugenilo y el beta-cariofileno, entre otros. El EU se
caracteriza por sus propiedades antioxidantes, mientras que el beta-cariofileno estimula la
funcion del sistema inmunoldgico y reduce la inflamacion. El aceite de clavo muestra diversas
actividades biol6gicas como propiedades antimicrobianas, antifingicas, insecticidas y
antioxidantes (Anandhi et al., 2022). El clavo al penetrar en las membranas celulares de los
microorganismos inhibe la sintesis normal de DNA y proteinas, de esta forma se interrumpe
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también el metabolismo bacteriano (Mazurova et al., 2015; Liu et al., 2017). Por su lado el EU,
componente principal del clavo, puede inhibir la produccion de amilasa y proteasas en Bacillus
cereus, ademas de poseer la capacidad de deteriorar la pared celular, lo que conduce a la
lisis celular (Liu et al., 2017). Segun un estudio, se observé que el aceite esencial de clavo
presenta una mayor actividad antimicrobiana contra bacterias grampositivas en comparacion
con bacterias gramnegativas (Oyieng Angienda et al., 2010). En la bibliografia se ha discutido
el efecto del EU en la calidad espermética en el semen de verraco (Mazurova et al., 2015).

Los componentes principales del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) son los
fenoles isomeros carvacrol (CA, CioH140) (Figura 1a) y timol, asi como otros precursores
monoterpenos en proporciones mas bajas como son el y-terpineno y p-cimeno. El orégano
destaca por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas, antiproliferativas
y antimicrobianas (Leyva-Lopez et al., 2017). Diversos estudios han atribuido la actividad
antimicrobiana de la especie O. vulgare a su componente activo, el CA (Santoyo et al., 2006).
Sin embargo, los mecanismos de accion en algunas bacterias ain no se comprenden en su
totalidad. Se piensa que el CA podria interactuar con las membranas celulares, alterando su
permeabilidad a cationes pequefios (Liu et al., 2017) y como resultado se produce un aumento
de la permeabilidad al ATP vy liberacion de componentes celulares (Kachur & Suntres, 2020).
Ademas, debido a la naturaleza compleja del compuesto, se cree que el CA podria inhibir los
microorganismos a través de diferentes dianas moleculares (Liu et al., 2017). Por ejemplo, se
ha observado que el CA puede inhibir la actividad ATPasa en E. coli, asi como funcionar como
un intercambiador de protones. Esta alteracion en el gradiente de pH eventualmente
provocara el colapso de la fuerza motriz de protones y el agotamiento de la reserva de ATP
implicando la muerte celular (Kachur & Suntres, 2020). En la bibliografia se ha discutido el
efecto del CA en la calidad espermatica en el semen de verraco (Frydrychova S et al., 2012;
Mazurova et al., 2015; Restrepo et al., 2023).

Los productos fendlicos son metabolitos secundarios producidos por las plantas que se
encuentran en numerosos productos dietéticos, como verduras, frutas, chocolate y bebidas
(Borges et al., 2013). Un ejemplo de ello es el acido feltrico (FA, CioH1004) (Figura 1c)
presente en la paja del arroz (Wei et al., 2022) es un acido fendlico que tiene diversas
actividades biologicas que reducen el riesgo a enfermedades como la diabetes, colesterol,
enfermedades cardiacas y el cancer, ademas de poseer excelentes propiedades
antioxidantes y antibacterianas (Song et al., 2023). El metil ferulato (MF, C11H1204) (Figura 1d)
es un derivado del 4cido felarico, que presenta baja toxicidad y que se usa en productos para
el cuidado de la piel, cosméticos, productos de salud, aditivos alimentarios y como sustancia
con actividad antimicrobiana (Li et al., 2021). Entre los mecanismos de accién de los productos
fendlicos se encuentran la desestabilizacion y aumento de la permeabilidad de la membrana
citoplasmaética, la inhibicion enzimatica por reacciones de oxidacién que implican la interaccion
con grupos sulfhidrilo o formacion de quinonas reactivas. Asi mismo, la sintesis de &cidos
nucleicos de bacterias gramnegativas y grampositivas podria ser inhibida por los fenoles
(Borges et al., 2013).
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Figura 1. Estructuras quimicas 2D de las distintas sustancias con actividad antimicrobiana de origen
vegetal. (A) carvacrol, (B) eugenol, (C) é&cido feldrico y (D) metil ferulato. Obtenido de:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

2. OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivo determinar la capacidad antimicrobiana de varios
aceites esenciales de origen vegetal: Syzygium aromaticum (carvacrol), Origanum vulgare
(eugenol) y dos derivados de la paja del arroz (acido feldrico y metil ferulato) y evaluar su
efecto sobre la calidad seminal en el modelo conejo.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

Este estudio fue realizado en las instalaciones de la Universidad Politécnica de Valencia
(ES462500001091) bajo el soporte del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. La obtencién
de las muestras seminales de conejo se llevo a cabo bajo practicas zootécnicas, por lo que
no se requiere de la aprobacion por parte de un comité de ética. Todo el estudio se realizd
siguiendo los protocolos especificos que garantizan el bienestar animal.

Las muestras seminales fueron obtenidas de un total de 20 sementales de origen neozelandés
en edad adulta fértii (1-2 afios). Todos los animales se encontraban alojados en
compartimentos individuales, sujetos a un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad con
acceso libre ala comida y al agua. La alimentacion que se administré fue un pienso comercial
(Nanta, Nutreco S.A).
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3.2. EXPERIMENTO 1: ADICION DE SUSTANCIAS DE ORIGEN VEGETAL
CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

3.2.1.Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para llevar a cabo este experimento se empled la bacteria Escherichia coli (E. coli) la cual fue
expuesta a cinco sustancias con actividad antibacteriana: (i) &cido felarico a concentraciones
0,2 mg/mL y 0,4 mg/mL, (ii) metil ferulato a concentraciones 0,2 mg/mL y 0,4 mg/mL, (iv)
eugenol a concentracion 0,25 mg/mL y (vi) carvacrol a concentracion 0,25 mg/mL. Ademas,
como control se empled la combinacién convencional de antibiéticos (100 mg/mL penicilina +
100 mg/mL estreptomicina) y el medio diluyente sin antibiéticos (Tabla 1). Todas estas
concentraciones fueron elegidas en base a estudios previos con espermatozoides.

Tabla 1. Concentracién de los diferentes sustancias con actividad antibacteriana en un medio
compuesto por tampén fosfato sédico (PBS*) empleadas en el experimento 1.

Grupo Concentracién (mg/mL)
Carvacrol 0,250
Eugenol 0,250
) 0,200
Acido felarico
0,400
0,200
Metil ferulato
0,400

100 mg/mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina
Antibiético

0

*PBS (fosfato monopotésico 0,20 g/L, fosfato disédico 1,15 g/L, cloruro sodico 8 g/L, potasio cloruro 0,20
g/L).

3.2.1.1. Preparacion del in6culo bacteriano

La cepa de E. coli empleada fue obtenida del ciego de conejo de 61 dias de edad, conservada
a -80 °C hasta su empleo. Para su uso la cepa fue descongelada y revivida en Agar Nutritivo
(Scharlau, Barcelona, Espafia), tras su incubacién a 37 °C durante 24 horas.

Para la obtencion del in6culo se realiz6 una suspension bacteriana en solucién salina
tamponada (PBS por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline, Scharlau, Barcelona,
Espafia) con una densidad o6ptica (OD) de 0,2 (~10®8 UFC/mL) a 600 nm con el
espectrofotometro (Eppendorf BioPhotometer, Thermofisher Scientific, Madrid, Espafia). Se
realizaron diluciones seriadas (1:10 vol/vol) hasta la obtencién de la concentracién 10*
UFC/mL (Figura 2). La concentracion final bacteriana empleada en todas las sustancias con
actividad antimicrobiana fue de 102 UFC/mL, concentracién que fue elegida en base a estudios
previos que muestran que se trata de la concentraciébn de contaminacién en muestras
seminales (Moreira et al., 2013; Goldberg et al., 2017).
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Figura 2. Procedimiento experimental para la obtencién de 104 UFC/mL de E. coli. Creado con
BioRender.com

La comprobacién de la concentracion bacteriana (10* UFC/mL) se llevé a cabo mediante la
realizacion de diluciones seriadas (1:10 vol/vol) tal y como se muestra en la Figura 3.
Posteriormente, se sembraron 100 uL de cada dilucién en agar MacConkey (MK, Scharlau
Microbiology) asegurando su distribucién uniformemente mediante un asa de Digralsky. Las
muestras fueron sometidas a una incubacion a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se realizaron los recuentos de colonias, llevando a cabo Unicamente el recuento en
aguellas placas en las que el nUmero de bacterias estaba entre 30 y 300 unidades formadoras
de colonias (UFC). El célculo de la concentracién de las UFC se llevé a cabo siguiendo la
siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

Concentracion UFC = n® colonias - factor dilucién - 10 Ecuacién 1

500uL  500uL  500uL

N I I
Dilucién
origen

o oq 2o

4,5mL 4,5mL 4,5mL
PBS PBS PBS

l‘lODuL 11OOUL l‘IDDuL lwoom. &3700 T
>

X 24n =

Agar MacConkey

Figura 3. Protocolo de verificacion de la concentracion de la dilucion origen y el recuento de colonias de
E. coli en agar MacConkey. Creado con BioRender.com

3.2.1.2. Preparacion de las muestras

El estudio de la capacidad antimicrobiana de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana (Tabla 1) se realizé realizando una dilucién 1:5 siguiendo la forma de
preparacion de las dosis seminales (Figura 4).

Asi mismo, también se cont6 con un control positivo con antibiéticos y con un control negativo
sin la presencia de la bacteria. Una vez preparadas todas las muestras se procedié a su
refrigeracion a 17°C (Dometic Osaka OK51) durante 48 horas (Figura 4).
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Figura 4. Protocolo para la preparacion de muestras y controles para el ensayo microbioldgico. Creado

con BioRender.com

3.2.1.3. Cultivo y recuento microbiolégico

El recuento bacteriano se llevd a cabo a las 24 y 48 horas de refrigeracion. Para ello, se realizé
una dilucién 1:10 vol/vol, sembrando 100 uL de cada una de las muestras y de sus diluciones
en Agar MK. Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 24 horas, tal y como se ha
descrito previamente (Figura 5). Tras el periodo de incubacion, se procedi6 al recuento de las
colonias visibles. Los resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonias

por mililitro (UFC/mL).

Control negativo:

Control positivo: Tratamientos:

o} 0 0 0 ] 0 o
AB Free FEO2  FED4 E bacteria E AB Free
H +PBS H
o e o g : 9 e
MEO2 MED4  EU CA MEO2  MEO4
11UUUL 1100uL
Agar
MacConkey
@ 37°C —— ]
X 24 raT

(6]
FEO2

o
EU

1100 uL

o]

FEO4

9

> SDO_UI;

CA _)

-1

4,5mL PBS

1100 uL

Figura 5. Procedimiento experimental para el cultivo microbioldgico de sustancias con actividad
antibacteriana, control positivo y control negativo. Creado con BioRender.com
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3.2.2.Efecto sobre la calidad seminal

En esta prueba se evaluo el efecto de las diferentes sustancias con actividad antibacteriana
sobre la calidad seminal in vitro. Concretamente, esta determinacion se basé en el andlisis de
la motilidad (incluyendo la cinética del movimiento) y viabilidad espermatica, siendo estos
parametros importantes en la fertilidad del macho. En este estudio se emplearon un total de
10 grupos diferentes (Tabla 2), utilizando como solvente tris-citrico-glucosa o TCG (250 mM
tris-hidroximetilaminometano, acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, (Viudes-De-Castro &
Vicente, 1997)). Para descartar el efecto del uso de dimetilsulféxido (DMSO) se incluyeron 2
grupos control adicionales.

Tabla 2. Concentracion de los diferentes sustancias con actividad antibacteriana en un medio compuesto
por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) empleadas en el experimento 1.

Grupo Concentracién (mg/mL)
Carvacrol 0,250
Eugenol 0,250
) 0,200
Acido felurico
0,400
0,200
Metil ferulato
0,400
100 mg/mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina
Antibiotico
0
100 mg/mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina
Controles + 1% DMSO
1% DMSO

*TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, &cido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

3.2.2.1. Obtencion de eyaculados

El método empleado para la recogida de muestras seminales fue la vagina artificial. Los
machos comenzaron a ser entrenados para el uso de la vagina artificial a los cinco meses de
edad, coincidiendo con el inicio de la actividad sexual. Una vez obtenido el eyaculado, las
muestras fueron observadas descartando aquellas con presencia de orina (color amarillento)
0 en las que se hubiese producido ruptura de la vagina artificial (incremento en la osmolaridad
del agua). Ademas, en aquellas muestras en las que se observase la presencia de tapén de
gel este fue retirado. Tras este proceso, los eyaculados fueron mezclados (mezcla
heterospérmica) evitando de esta forma el factor individual.
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3.2.2.2. Preparacion muestras

Las dosis seminales fueron preparadas mediante una dilucién en una proporcion 1:5 (vol/vol)
con las diferentes sustancias con actividad antimicrobiana. Para la valoracién inmediata se
obtuvo una alicuota. Las muestras fueron sometidas a su refrigeracion a 17° (Dometic Osaka
OK51) para su posterior valoracion a las 24 y 48 horas (Figura 6).

1
\/ : ’ & 175
. 10 mL 500 ul A.B Frie FEEZ FEEd ME.OZ
—_— — 7l i il 7l el '
; W .
Eyaculado —
y MEO04 EU CA  Control + Control -
L )
v
2mL Tto

Figura 6. Procedimiento experimental para la recogida de muestras seminales y su posterior
preparacion para valoraciéon seminal. Creado con BioRender.com

3.2.2.3. Analisis espermatico

3.2.2.3.1. Preparacion muestras analisis espermatico

Para la valoracién de la calidad espermética, las muestras fueron diluidas 1:4 vol/vol con el
diluyente previamente atemperado a 37°C, obteniendo una dilucion final del eyaculado de 1:20
vol/vol (Figura 7).

— —— - - —

|._ 0
AB  Free FE02 FEO4 MEo2 25ul
—

[T il [ I [ | \

l l 75uL TCG

MEO4 EU CA Control + Control -

Figura 7. Protocolo de preparacion de muestras para el analisis espermético. Creado con
BioRender.com

3.2.2.3.2. Motilidad espermatica

La motilidad espermatica, referida a la capacidad de los espermatozoides para moverse
activamente (Mortimer, 1997), fue evaluada a 37° en microscopia de contraste de fases (Nikon
eclipse E200) a 100X utilizando un programa de andlisis de imagen (ISAS versién 1.0.17,
Integrated Semen Analysis Software). Para ello, se sigui6 el protocolo descrito en la Figura 8.
Para cada muestra se evalué un minimo de 400 espermatozoides, estudiando los siguientes
pardmetros de actividad espermética: motilidad espermética (%), velocidad curvilinea (VCL,
pm/s), velocidad en linea recta (VSL, ym/s), velocidad promedio de trayectoria (VAP, pm/s),
coeficiente de linealidad (LIN; calculado como (VSL/VCL) x 100; %), coeficiente de rectitud
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(STR, %), coeficiente de oscilacion (WOB; VSL/VAP x 100; %), amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, um) y frecuencia de cruzamiento del latido (BCF, Hz) (Marco-
Jiménez et al., 2020).

‘ ok CEAoe, & 37°C
L 10uL

Tto +
eyaculado

Figura 8. Procedimiento experimental para el estudio de la motilidad espermética. Creado con
BioRender.com

3.2.2.3.3. Viabilidad espermética

La viabilidad espermética se determind mediante la valoracion de la integridad de la
membrana de la cabeza de los espermatozoides, clasificandolos como espermatozoides vivos
y muertos (Agarwal et al., 2022). Para ello, se empled el kit comercial LIVE/DEAD® Sperm
Viability (L-7011, Invitrogen). Este kit consiste en la combinacion de dos tinciones
fluorescentes con afinidad de unién al 4cido desoxirribonucleico (DNA), una tincion permeable
a todas las membranas denominada SYBR-14 (solucién 2,4mM en agua) que emite color
verde (Figura 9b) y una tincién permeable solo a las membranas celulares no funcionales,
ioduro de propidio (IP, solucibn 1mM en DMSO) que emite color naranja/rojo (Figura 9a)
(Marco-Jiménez et al., 2020).

Para llevar a cabo este proceso, se realizd una co-incubacién de los fluor6foros en oscuridad
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de la incubacién, se agregé
glutaraldehido (0,5%) como fijador quimico. Seguidamente, se procedié a contabilizar un
minimo de 100 espermatozoides en un microscopio de fluorescencia (ZEISS Axioscope 5) a
400X de aumento (Figura 10). Para concluir, la viabilidad espermatica se determiné mediante
la ecuacion 2, donde se calcula como el cociente del nimero de espermatozoides viables
entre el nUmero total de espermatozoides contabilizados y se multiplicé el resultado por 100
(Ecuacion 2). Esto, permitio obtener el porcentaje de espermatozoides en relacién con el total
de espermatozoides evaluados.

A

Figura 9. Detalle de viabilidad espermatica. (A) Espermatozoides visualizados en contraste de fases a
400X. (B) Espermatozoides visualizados en fluorescencia a 400X, donde verde: SYBR-14 — viable; rojo:
IP - no viable.

viables

Viabilidad = -100 Ecuacioén 2

viables+no viables
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Figura 10. Procedimiento experimental para el estudio de la viabilidad espermatica. Creado con
BioRender.com

3.3. EXPERIMENTO 2: EVALUACION DE CONCENTRACIONES
DECRECIENTES DE CARVACROL

3.3.1.Evaluacioén actividad antimicrobiana

Este estudio se basé nuevamente en la valoracion de la capacidad antimicrobiana de 3
concentraciones decrecientes de CA frente a E. coli. Las concentraciones empleadas fueron;
(i) 0,125 mg/mL, (ii) 0,100 mg/mL y (iii) 0,050 mg/mL. Asi mismo, a modo control se empled
la combinacién de antibiéticos convencionales (100 mg/mL penicilina + 100 mg/mL
estreptomicina) y diluyente sin antibiéticos (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de los diferentes sustancias con actividad antibacteriana en un medio compuesto
por tampdn fosfato sédico (PBS*) empleadas en el experimento 2.

Grupo Concentracion (mg/mL)
0,125
Carvacrol 0,100
0,050

100 mg/mL penicilina + 100 mg/mL estreptomicina
Antibidtico

0

*PBS (fosfato monopotésico 0,20 g/L, fosfato disédico 1,15 g/L, cloruro sédico 8 g/L, potasio cloruro
0,20 g/L).

La metodologia, asi como el procedimiento experimental que se siguio fue similar al descrito
en las secciones 3.2.1.1. a 3.2.1.4.
3.3.2.Efecto sobre la calidad seminal

Nuevamente se procedio al estudio del efecto de las diferentes concentraciones de CA sobre
la calidad seminal siguiendo la metodologia anteriormente descrita en el apartado 3.2.2.
empleando las concentraciones descritas en la Tabla 3 en un medio compuesto por TCG.
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3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos relativos al recuento de colonias y a los rasgos espermaticos se analizaron mediante
un andlisis de la varianza (ANOVA) con la sustancia con capacidad antimicrobiana como
factor. EI numero de colonias fueron expresadas como log 10 de unidades formadoras de
colonias por mililitro de muestra. Los datos se expresaron en medias de minimos cuadrados
=+ error estandar de las medias. El nivel de significacion se fij6 en p < 0,05. Los analisis
estadisticos se realizaron con el paquete informatico SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
EE.UU., 2002).

4. RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. EXPERIMENTO 1: ADICION DE SUSTANCIAS DE ORIGEN
VEGETALCON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

4.1.1.Actividad antimicrobiana

En un primer lugar, se llevé a cabo la evaluacion de la actividad antimicrobiana de las 5
sustancias con actividad antibacteriana frente a E. coli. Para ello se realizaron 5 réplicas. Los
resultados mostraron que Unicamente el CA fue capaz de inhibir completamente el crecimiento
bacteriano tras 24 horas de incubacion (Figura 11y 12). Ninguna de las otras sustancias con
actividad antibacteriana (EU, FA y MF) evaluadas fueron capaz de controlar el crecimiento,
mostrando todas ellas un numero de colonias similar tanto al grupo con y sin antibiéticos
(Figura 11y 12).

Tiempo de incubacion 24 horas
 antibiéticos Con antibiéticos Carvacrol

et

Figura 11. Placas agar MacConkey incubadas con distintas sustancias con actividad antibacteriana
mostrando crecimiento de E. coli después de 24 horas de incubacién a 37°. Donde (A) grupo sin
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antibidticos, (B) grupo con antibiéticos, (C) carvacrol a concentracién 0,25 mg/mL, (D) acido feldrico a
concentracion 0,200 mg/mL, (E) é&cido felirico a concentracién 0,400 mg/mL, (F) eugenol a
concentracion 0,250 mg/mL, (G) metil ferulato a concentracion 0,200 mg/mL, (H) metil ferulato a
concentracion 0,400 mg/mL e (I) control diluido.

Estos mismos resultados fueron observados al cabo de las 48 horas de refrigeracion.
Nuevamente, se observé como la adicion de CA lograba inhibir totalmente el crecimiento de
E. coli (Figura 12). Tanto el EU, el FA y el MF presentaron un nimero de colonias similar al
medio sin antibiéticos (Figura 12), con valores significativamente superiores al grupo con
presencia de antibiéticos (Figura 12).

5= mmm A Fellrico (0.2) === Metil ferulato (0.2) Antibidticos
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Figura 12. Actividad antimicrobiana de diferentes sustancias con actividad antibacteriana frente a E. coli
en un medio compuesto por solucidn salina tamponada (PBS*). Los datos se expresan como promedio +
error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b) son significativamente diferentes
(p < 0,050). *PBS (fosfato monopotasico 0,20 g/L, fosfato disddico 1,15 g/L, cloruro sédico 8 g/L, potasio
cloruro 0,20 g/L).

4.1.2.Motilidad y pardmetros cinéticos

La valoracion de la calidad seminal se realizd empleando 10 réplicas. El estudio de las
diferentes sustancias antimicrobianas sobre la calidad seminal demostré que la presencia de
CA (inmediata tras su incorporacion, tiempo 0) fue la Unica sustancia que produjo una
reduccion significativa del porcentaje de espermatozoides motiles (Figura 13). Este mismo
efecto se mantuvo después de la refrigeracion tanto a 24 como a 48 horas. No se observaron
diferencias entre EU y compuestos derivados del FA, presentando estos unos valores
similares tanto al grupo con y sin antibiéticos (Figura 13).
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Figura 13. Motilidad espermatica del experimento 1 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en un medio compuesto por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de
refrigeracion (0, 24, 48 horas). El andlisis se llevd a cabo con 10 mezclas heterospérmicas. Los datos se
expresan como promedio + error estdndar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b, ¢)
son significativamente diferentes (p < 0,05). *TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, &cido citrico 83
mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

No sdlo se observo un efecto sobre la motilidad, sino que el CA generé modificaciones en la
mayoria de los pardmetros cinéticos. Es resaltable que inmediatamente tras la adicion del CA
(tiempo 0) se observé un impacto directo con una disminucién significativa de los parametros
cinéticos VCL, VSL y VAP. Ademas, dicha disminucién se mantuvo e incluso se intensificd a
lo largo del periodo de refrigeracion (24 y 48 horas) (Figura 14). Adicionalmente, se observo
que otros parametros cinéticos variaban a lo largo del periodo de refrigeracion.
Especificamente, los indices LIN, STR y WOB se vieron aumentados, mientras que los
parametros relacionados con el movimiento de la cabeza, ALH y BCF disminuian de manera
progresiva (Figura 14). El andlisis del impacto de EU y los derivados del FA presentan ligeras
variaciones con respecto a los grupos con y sin antibiéticos, y estas diferencias no parecen
tener relevancia bioldgica (Figura 14).
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Figura 14. Parametros cinéticos del experimento 1 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en medio Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de refrigeracion (0, 24, 48
horas). VCL: velocidad curvilinea (um/s); VSL: velocidad en linea recta (um/s); VAP: velocidad promedio
de trayectoria (um/s); LIN: coeficiente de linealidad (%); STR: coeficiente de rectitud (%); WOB:
coeficiente de oscilacion (%); ALH: amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF: frecuencia
de cruzamiento del latido (Hz). Los datos se expresan como promedio * error estandar de la media. Los



valores con superindices distintos (a, b, c) son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG (250 mM
tris-hidroximetilaminometano, acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

4.1.3.Viabilidad espermética

El estudio sobre la viabilidad de los espermatozoides revelé que ninguna de las sustancias
antimicrobianas estudiadas presentd efecto alguno tras la inmediata adicidén o tras 24 horas
de refrigeracion (Figura 15). Sin embargo, la presencia de CA (0,250 mg/mL) tras 48 horas de
refrigeracion generd una reduccién en la viabilidad de los espermatozoides frente al resto de
las sustancias con actividad antibacteriana (EU, FA y MF), las cuales exhibieron un
comportamiento similar a los grupos con y sin antibidticos (Figura 15).
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Figura 15. Viabilidad espermética del experimento 1 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en un medio compuesto por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de
refrigeracion (0, 24, 48 horas). El analisis se llevo a cabo con 10 mezclas heterospérmicas. Los datos
se expresan como promedio + error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b)
son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, &cido
citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

4.2. EXPERIMENTO 2: EVALUACION DE CONCENTRACIONES
DECRECIENTES DE CARVACROL

4.2.1.Actividad antimicrobiana

Inicialmente, se procedio a la evaluacion de la actividad antibacteriana de 3 concentraciones
decrecientes de CA frente a E. coli. En este experimento se realizaron 3 réplicas. Los
resultados evidenciaron que, tras un periodo de refrigeracion de 24 horas, la concentracion
de 0,125 mg/mL fue la Unica que logré reducir el crecimiento bacteriano (Figura 16y 17). La
concentracion de 0,100 mg/mL present6 un crecimiento bacteriano similar al grupo con y sin
antibiéticos. Cuando la concentracion se redujo a 0,050 mg/mL el crecimiento bacteriano fue
significativamente mayor en comparacion al grupo con antibiéticos (Figura 16 y 17).
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B e

Figura 16. Placas agar MacConkey incubadas con distintas sustancias con actividad antibacteriana
mostrando crecimiento de E. coli después de 24 horas (A) y 48 horas (B) de incubacién a 37°. Donde
(i) grupo sin antibiéticos, (ii) grupo con antibiéticos, (iii) carvacrol a concentracion 0,100 mg/mL, (iv)
control diluido, (v) carvacrol a concentracion 0,050 mg/mL y (vi) carvacrol a concentracién 0,125 mg/mL.

Este mismo efecto fue observado tras 48 horas de refrigeracion. Cabe destacar que el uso de
una concentracion de 0,125 mg/mL de CA provocaba una inhibicion completa del crecimiento
bacteriano (Figura 15y 16). A diferencia de lo ocurrido previamente, se observaron diferencias
significativas entre los distintos grupos, especialmente en las concentraciones de 0,100
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mg/mL y 0,050 mg/mL, donde se observd un mayor crecimiento en comparacién con el grupo
antibiético. Nuevamente se confirma que el uso de CA a una concentracién de 0,050 mg/mL

no controla el crecimiento de E. coli (Figura 17).
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Figura 17. Actividad antimicrobiana de diferentes sustancias con actividad antibacteriana frente a E.
coli en un medio compuesto por solucién salina tamponada (PBS*) en el experimento 2. Los datos se
expresan como promedio * error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b, c)
son significativamente diferentes (p < 0,05). *PBS (fosfato monopotésico 0,20 g/L, fosfato disddico 1,15
g/L, cloruro sddico 8 g/L, potasio cloruro 0,20 g/L).

4.2.2.Motilidad y pardmetros cinéticos

La valoracién de la calidad seminal se realiz6 empleando 5 réplicas. La evaluacion de la
calidad espermética a concentraciones decrecientes de CA demostré que, inmediatamente
tras su adicién (tiempo 0), no hubo ninguna diferencia en la motilidad en comparacion con el
grupo antibiético (Figura 18). Sin embargo, tras un periodo de refrigeracién de 24 horas, se
observé una reduccion significativa de la motilidad espermatica en aquellas dosis con
concentraciones mas elevadas (0,125 mg/mL y 0,100 mg/mL) en comparacién con el grupo
con antibidticos y sin antibiéticos. Resultados similares fueron observados tras 48 horas de

refrigeracion (Figura 18).
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Figura 18. Motilidad espermatica del experimento 2 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en un medio compuesto por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de
refrigeracion (0, 24, 48 horas). El andlisis se llevo a cabo con 10 mezclas heterospérmicas. Los datos
se expresan como promedio + error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b)
son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, &cido
citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

En linea con lo observado en moatilidad, las concentraciones mas elevadas de CA (0,125
mg/mL y 0,100 mg/mL) generaron modificaciones en algunos de los parametros cinéticos
determinados mediante el programa CASA. Tras la inmediata incorporacion del CA (tiempo 0)
se observé una disminucién de las velocidades (VCL, VSL, VAP) y de los diferentes indices
(LIN, STR, WOB) en comparacion con el grupo con antibidticos. No obstante, no se
observaron diferencias en los parametros que determinan el movimiento de la cabeza (ALHy
BCF) en comparacién con el grupo antibiético. Tampoco se observaron diferencias en los
pardmetros cinéticos con respecto al uso de una concentracién de 0,125 y 0,100 mg/mL
(Figura 19). A las 24 horas de refrigeraciéon estas diferencias fueron menos evidentes (Figura
19). Sin embargo, a las 48 horas de refrigeracion las diferencias fueron nuevamente evidentes
(Figura 19). Es resaltable que cuando se emple6 una concentracion de 0,050 mg/mL de CA,
no se observaron diferencias en ninguno de los parametros con respecto al grupo tratado con
antibiéticos (Figura 19).
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Figura 19. Parametros cinéticos del experimento 2 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en medio Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de refrigeracion (0, 24,
48 horas). VCL: velocidad curvilinea (um/s); VSL: velocidad en linea recta (um/s); VAP: velocidad
promedio de trayectoria (um/s); LIN: coeficiente de linealidad (%); STR: coeficiente de rectitud (%);
WOB: coeficiente de oscilacion (%); ALH: amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (um); BCF:
frecuencia de cruzamiento del latido (Hz). Los datos se expresan como promedio + error estandar de
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la media. Los valores con superindices distintos (a, b, c) son significativamente diferentes (p < 0,0500).
*TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, acido citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

4.2.3.Viabilidad espermética

El estudio de la viabilidad demostré qué la adicién de CA en concentraciones decrecientes a
partir de 0,125 mg/mL presentaron unos resultados similares que los grupos con y sin
antibioticos a lo largo del periodo de refrigeracion hasta las 48 horas (Figura 20).
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Figura 20. Viabilidad espermética del experimento 2 de las diferentes sustancias con actividad
antibacteriana en un medio compuesto por Tris-Citrico-Glucosa (TCG*) a los diferentes tiempos de
refrigeracion (0, 24, 48 horas). El andlisis se llevo a cabo con 10 mezclas heterospérmicas. Los datos
se expresan como promedio + error estandar de la media. Los valores con superindices distintos (a, b)
son significativamente diferentes (p < 0,0500). *TCG (250 mM tris-hidroximetilaminometano, &cido
citrico 83 mM, 50 mM glucosa, pH 6,8-7,0).

5. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la adicion de sustancias de origen vegetal con
actividad antibacteriana como alternativas al uso de antibiéticos para la conservacion de dosis
seminales refrigeradas en conejo. Nuestros resultados evidenciaron que, de todos los agentes
evaluados, Unicamente el CA tuvo la capacidad de inhibir el crecimiento de la bacteria
comensal E. coli. La adicién de EU o de FA, asi como su derivado, el MF, no fueron eficaces
frente a E. coli. La actividad antibacteriana del CA ha sido descrita previamente (Liu et al.,
2017; Kachur & Suntres, 2020), incluyendo su uso en semen de verraco (Frydrychova S et al.,
2012; Mazurova et al.,, 2015). Asimismo, también existe bibliografia con la actividad
antimicrobiana del EU (Oyieng Angienda et al., 2010; Liu et al., 2017), FA y sus derivados
(Borges et al., 2013). Si bien la adicién de EU, FA'y MF no demostraron ser capaces de inhibir
el crecimiento, su comportamiento fue similar a los antibidticos frente a E. coli durante 24
horas de refrigeracion, pero no asi tras 48 horas de refrigeracion.
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Cuando se procedié a la determinacion de la calidad espermatica, nuestros resultados
demostraron que la adicion de 0,250 mg/mL de CA afectd negativamente tanto a la motilidad
(y a sus pardmetros cinéticos), como a la viabilidad. Hasta la fecha, el uso del CA en dosis
seminales de conejo no ha sido descrito por lo que la discusion de nuestros resultados es algo
limitada. No obstante, nuestros resultados en conejo estarian alineados con lo descrito en
diferentes estudios en otras especies ganaderas. Asi, Frydrychova et al. (2012) determiné que
el uso de 300 mg/mL de CA produce un efecto negativo en la viabilidad durante periodos de
almacenamiento cortos, asi como una reduccién en motilidad del 70% a tiempo O hasta el
40% tras un periodo de refrigeracion de 24 horas en semen de verraco. Resultados también
corroborados por Mazurova et al. (2015), observando una reduccion en motilidad del 60% a
tiempo 0 hasta el 20% tras un periodo de refrigeracion de 48 horas. Estos resultados sugieren
que el CA, a elevadas concentraciones, presenta un efecto negativo sobre los
espermatozoides. El CA despolariza el potencial de membrana, resultando en la pérdida de
iones y nutrientes importantes y, provocando la muerte de las bacterias (Mazurova et al.,
2015). Este mecanismo podria, en parte, ser responsable de la perdida de funcionalidad de
los espermatozoides. EI mecanismo de accién del EU también parece actuar sobre la
membrana externa bacteriana, interrumpiendo su metabolismo y la proteosintesis (Mazurova
et al., 2015). A pesar de que tanto el CA como el EU acttian a nivel de membrana, nuestros
resultados demostrarian que ambos agentes no presentan la misma capacidad antibacteriana
contra E. coli, lo que también es extensible a sus efectos sobre la membrana de los
espermatozoides. Esto podria atribuirse, en parte, a las diferencias en sus estructuras
quimicas, siendo el EU mas complejo estructuralmente debido a la presencia del grupo metoxi
(-OCHg). Estas variaciones estructurales implican afinidades y capacidades de interaccion
diferentes, lo explica las discrepancias en la potencia y actividad antimicrobiana. Ademas,
investigaciones previas han determinado que el CA es el aceite esencial que mas actividad
antibacteriana presenta (Burt, 2004). Hasta la fecha no se ha descrito el uso de acido feldrico
y su derivado el metil ferulato en el control microbiano presente en las dosis seminales, asi
como su actividad sobre la calidad seminal impidiendo asi profundizar més en la discusion de
los resultados obtenidos en este estudio.

En base a los resultados obtenidos en el primer experimento, se trato de estudiar la capacidad
antimicrobiana del CA a concentraciones mas bajas. Asi, el uso de CA a 0,050 mg/mL no
presentaba diferencias significativas en porcentaje de motilidad, cinética del movimiento
espermatico y de viabilidad, en comparacién con el grupo con antibiéticos. Sin embargo, esta
concentracion de CA present6 un crecimiento de E. coli significativamente superior tanto a 24
como a 48 horas de refrigeracion en comparacion con el grupo con antibiéticos. En cambio,
concentraciones mas elevadas (0,125 mg/mL y 0,100 mg/mL) nuevamente afectaban
negativamente a las caracteristicas seminales, disminuyendo asi el porcentaje de células
motiles, tanto a las 24 como a las 48 horas de refrigeracién. Resultado acorde con lo descrito
por otros autores quienes indicaron que los compuestos fendélicos pueden alterar la motilidad
de los espermatozoides (Pasquariello et al., 2020). No obstante, la adiccion de CA a
concentraciones entre 0,125 y 0,050 mg/mL no generaron ningun efecto sobre la viabilidad
espermatica ni a 24, ni a 48 horas de refrigeracion. Ademas, la concentracion de 0,125 mg/mL
de CA fue la Unica que inhibié el crecimiento a las 48 horas de refrigeracion. En base a estos
resultados, seria necesario abordar un nuevo experimento en el que se evalle el efecto de
0,125 mg/mL de CA durante la refrigeracion de las dosis seminales de conejo sobre la
capacidad fecundante (inseminaciones en condiciones de campo) para asi conocer la
aplicabilidad del CA como sustituto a los antibiéticos.
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6. CONCLUSIONES

El presente estudio demostré que el uso de Origanum vulgare (eugenol a 0,250 mg/mL) y dos
derivados de la paja del arroz (4cido feldrico y metil ferulato a concentraciones de 0,200 y
0,400 mg/mL) mantiene la calidad seminal durante un periodo de refrigeracién de hasta 48
horas, pero se muestran ineficaces en el control del crecimiento de la bacteria comensal E.
coli. Sin embargo, la adicion de Syzygium aromaticum (carvacrol a 0,250 mg/mL) a las dosis
seminales inhibe el crecimiento de E. coli durante 48 horas de refrigeracién, pero altera la
calidad seminal in vitro. La reduccion de CA a la concentracion de 0,125 mg/mL permite
controlar el crecimiento de E. coli a 24 horas, e inhibir su crecimiento a las 48 horas de
refrigeracion sin alterar la viabilidad espermatica, no asi la motilidad. Como proyeccion futura,
es necesario llevar a cabo un estudio adicional sobre la adicion de 0,125 mg/mL de carvacrol
en condiciones de inseminacion (in vivo) con la finalidad de evaluar su impacto biolégico en
términos de fertilidad y prolificidad para determinar su potencial uso.
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8. ANEXOS
ANEXO |

RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DEL
DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030.

Este trabajo se relaciona con los objetivos del desarrollo sostenible (ODS) salud y bienestar
(ODS 3) y vida de ecosistemas terrestres (ODS 15).

El presente trabajo pretende abordar las crecientes preocupaciones sobre la salud y el
bienestar, en linea con el ODS numero 3. El uso indiscriminado y excesivo de antibiéticos ha
llevado a la aparicion de bacterias multirresistentes, lo que ha sido declarado por la OMS
como una de las diez principales amenazas publicas a las que se enfrenta la salud publica
(World Health Organization: WHO, 2021). En este contexto, la investigacion se centra en
encontrar alternativas eficaces al uso de antibiéticos en las dosis seminales de conejos
utilizadas en IA, con el propédsito de prevenir la diseminacion de enfermedades y fomentar
practicas mas seguras y sostenibles en la ganaderia. A través de la exploracion de sustancias
de origen vegetal con propiedades antimicrobianas, se busca garantizar la salud y el bienestar
tanto de los animales como de las seres humanos involucrados en la producciéon y consumo
de productos ganaderos, contribuyendo asi a la consecucion del objetivo global de mejorar la
salud y el bienestar de todos (Tabla 4).

Asi mismo, el presente trabajo esta relacionado con el ODS numero 15, centrado en la
preservacion y la proteccion de la vida de los ecosistema terrestres. El uso indiscriminado de
antibidticos en la ganaderia ha demostrado ser perjudicial para la salud de los animales y el
medio ambiente, al contribuir a la aparicidon de bacterias resistentes y a la contaminacion de
los suelos y las aguas. Mediante la busqueda de alternativas a los antibidticos en las dosis
seminales de conejos, este trabajo busca promover practicas mas sostenibles que no
comprometan la salud de los ecosistemas terrestres. Al encontrar métodos y sustancias
efectivas para la conservacion de las dosis seminales sin recurrir a antibiéticos, se contribuye
a la proteccion de la biodiversidad y la preservacion de los ecosistemas terrestres, lo que
resulta fundamental para asegurar la salud y el bienestar de las generaciones futuras (Tabla
4).

Tabla 4. Relacion del trabajo con los Objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS) de la agenda 2030.

Objetivos del Desarrollo Sostenible Alto | Medio | Bajo No
procede

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educacion de calidad. X
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ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpiay saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decentey crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras.

ODS 10. Reduccion de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccién y consumo responsables.

ODS 13. Accion por el clima.

ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.
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