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RESUMEN

La contaminacion bacteriana puede afectar la calidad del semen, ademéas de que el uso de
antibioticos contribuye al desarrollo de resistencia bacteriana. El objetivo fue evaluar el efecto de
la adicion de extracto de semilla de Moringa oleifera sobre la actividad antimicrobiana, la
capacidad antioxidante y de fecundacion en el semen criopreservado de ovino. Se utilizaron seis
sementales de razas de pelo (Kathadin, Pelibuey, Blackbelly). EI semen se recolectd utilizando la
técnica de vagina artificial. Se fracciond el total del semen diluido en cinco tratamientos (T): T1,
control, sin antibidtico; T2, antibi6tico convencional; y tres tratamientos con concentraciones de
M. oleifera de: T3, 1.0 mg mL?*; T4, 10.0 mg mL?%; y T5, 50.0 mg mL™. Se evaluaron
caracteristicas espermaéticas post-criopreservacion, actividad antimicrobiana y capacidad
antioxidante. Se realizé la técnica de fertilizacion in vitro heter6loga para medir la capacidad
fecundante. Se realiz6 un ANOVA y la comparacion de las medias se realizé mediante la prueba
de Duncan. Los tratamientos que incluian extracto de semilla de M. oleifera, mostraron una
inhibicion de UFC similar a la obtenida en el T2. La capacidad antioxidante del extracto de semilla
de M. oleifera, mostro diferencia (p < 0.05) en los tratamientos T4 y T5 en relacion al T2. En las
caracteristicas motilidad progresiva y rapida, el T4 mostré diferencia (p < 0.05) con respecto al
T2. La tasa de fecundacion fue menor en el T2 (p < 0.05) en comparacion con T1 y T4. En
conclusion, el nivel de inclusion de 10.0 mg mL™* del extracto de semilla de Moringa oleifera
podria ser un buen sustituto del antibiético convencional en el diluyente del semen de ovino, ya
que por sus propiedades antimicrobianas como antioxidantes inhibe la formacién de UFC vy
preserva las diferentes caracteristicas espermaticas del semen criopreservado de ovino.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, criopreservacion, Moringa oleifera, ovino.
ABSTRACT

Bacterial contamination can affect semen quality, in addition, the use of antibiotics for the
development of bacterial resistance. The objective was to evaluate the effect of the addition of
Moringa oleifera seed extract on antimicrobial activity, antioxidant capacity and fertilization in
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ram cryopreserved semen. Six rams of hair breeds were used (Kathadin, Pelibuey, Blackbelly).
The semen was recollected using the technique of the artificial vagina. The total of the diluted
semen was divided into five treatments (T): T1, control, without antibiotic; T2, conventional
antibiotic; and three treatments with concentrations of M. oleifera of: T3, 1.0 mg mL%; T4, 10.0
mg mL* and T5, 50.0 mg mL™. Spermatic characteristics post-cryopreservation, antimicrobial
activity and antioxidant capacity were evaluated. The heterologous in vitro fertilization technique
was used to measure fertilizing capacity. An ANOVA was performed and the comparison of the
means was made by the Duncan test. Treatments that included M. oleifera seed extract showed
an inhibition of CFU similar to that obtained in the T2. The antioxidant capacity of the seed extract
of M. oleifera, showed difference (p < 0.05) in T4 and T5 in relation to the T2. In the
characteristics progressive and rapid motility, T4 showed a statistically significant difference (p
< 0.05) with respect to the T2. The fertilization rate was lower in the T2 showing a significant
statistical effect (p < 0.05) compared to T1 and T4. In conclusion, the inclusion level of 10.0 mg
mLof the Moringa oleifera seed extract could be a good substitute for the conventional antibiotic
in the ram semen diluent, since by its antimicrobial properties as antioxidants it inhibits the
formation of CFU and preserves the different sperm characteristics of the cryopreserved ram
semen.

Index words: Moringa oleifera, cryopreserved, antimicrobial, CASA, ram
INTRODUCCION

Aun con la adicion del diluyente, el proceso de congelacion y descongelacion del semen afecta
negativamente la calidad de los espermatozoides. El congelamiento induce estrés osmético, alta
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio al ADN del espermatozoide,
desestabilizacién de la membrana espermatica y disfuncién de mitocondrias espermaticas (Vichas
etal., 2017). Otra problematica que afecta la calidad y vialidad del semen es la contaminacion que
tiene efectos nocivos en los espermatozoides. Una variedad de bacterias de diferente género ha sido
identificada después del cultivo aerobico prolongado de muestras de semen, y ciertas bacterias
tienen efectos perjudiciales sobre su calidad. Para minimizar estos efectos adversos, se han incluido
antibioticos en la composicion de los diluyentes de semen de carneros para evitar la proliferacion
de bacterias (Yaniz et al., 2010). Sin embargo, para contrarrestar la posible resistencia bacteriana
a los antibidticos convencionales, se deben desarrollar agentes antimicrobianos con diferentes
mecanismos (Schulze et al., 2016). Una opcion ante la problemética causada por estrés oxidativo,
resistencia y contaminacion bacteriana son las plantas que cuentan con actividad antioxidante y
antibacteriana. Por ejemplo, Moringa oleifera tiene gran actividad antibacteriana y antioxidante
(Vieira et al., 2010; Sokunbi et al., 2015). Por lo anterior, el objetivo fue evaluar el efecto de la
adicion del extracto de semilla de Moringa oleifera sobre la actividad antimicrobiana, la capacidad
antioxidante y de fecundacion en el semen criopreservado de ovino.
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MATERIALES Y METODOS

Este estudio se desarrollé en el Departamento de Ciencias Veterinarias del Instituto de Ciencias
Biomédicas de la Universidad Auténoma de Ciudad Juarez. Se utilizaron seis sementales de razas
de pelo (Katahdin, Black Belly, Pelibuey) (dos a cinco afios de edad).

Se seleccionaron tres sementales por sesidn para la toma de muestras, las cuales se colectaron
dos veces por semana durante cuatro semanas utilizando la técnica de vagina artificial. EI semen
se evalu6 microscopicamente con el sistema de andlisis de semen asistido por computadora
(CASA; AndroVision®, Minitube, Alemania). Se evalué concentracion, motilidad progresiva y
motilidad rapida. Después de la evaluacion del semen, se mezclaron las tres muestras obtenidas,
esto para eliminar las diferencias individuales de cada una. La dilucién del semen se llev a cabo
utilizando un diluyente comercial (Two step®, Continental Plastic Corp, U.S.A.) mas agua
bidestilada y yema de huevo. Se fracciono el total del semen diluido en cinco tratamientos (T): T1,
control, sin antibiético (solo se adiciono solucion salina fisioldgica); T2, antibi6tico convencional
(gentamicina 300 mg mL™, espectinomicina 360 mg mL?, lincomicina 180 mg mL™); T3, se
adicion6 1.0 mg mL™ de extracto de semilla de Moringa oleifera; T4, se adicion6 10.0 mg mL™ de
extracto de semilla de Moringa oleifera; y T5, se adicioné 50.0 mg mL™ de extracto de semilla de
Moringa oleifera. Para la obtencion del extracto de Moringa oleifera se utilizaron semillas
desengrasadas y liofilizadas, procesadas segun el método descrito por Nufiez-Gastélum et al.
(2015).

Las muestras se colocaron en pajillas de pléstico de 0.25 mL (40x10° de espermatozoides/mL"
1y 'y se congelaron (Cryobath®CL-8800, CryolLogic, Australia). Después del proceso de
congelacion, las pajillas se colocaron en un termo con nitrogeno liquido. Las pajillas se
descongelaron durante 30 s a 37 °C y se evaluo la concentracion, la motilidad progresiva y la
motilidad utilizando el sistema CASA.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se preparé una dilucion 1:100 del semen 'y se
colocd la muestra en agar nutritivo (BD Mueller Hinton Agar, Becton Dickinson GmbH,
Alemania). Las placas se incubaron a 24 h a 37 °C y se contaron las unidades formadoras de
colonias (UFC). La evaluacion de la actividad antioxidante se realizé6 mediante el ensayo FRAP
(Benzie y Strain, 1996). Se descongelo el semen y se centrifug6 a 800 x g por 10 min a 4 °C, se
tomaron 24 L del sobrenadante (plasma seminal) y se afiadieron 180 pL del reactivo FRAP para
su posterior lectura a 595 nma 37 °C, los resultados se compararon con una curva patrén de Trolox.

Los ovarios que se utilizaron para la fertilizacion in vitro heteréloga se obtuvieron de ovarios
de vacas proporcionados por el Rastro Municipal de Ciudad Juérez y se transportaron a 37 °C al
laboratorio. Se aspiraron los foliculos de 2 a 8 mm de diametro. Se seleccionaron ovocitos provistos
de un citoplasma oscuro y homogéneo, con un complejo de células del cimulus de tres o0 mas capas.
La maduracion in vitro de los ovocitos se realizé en medio BO-1IVM (IVF Bioscience®, Bickland
Industrial Park, Reino Unido) a 38.8 °C y 6.5 % CO- en aire atmosférico humidificado (21 % O5)
por un periodo de 21 h. La fertilizacidn in vitro se realizé utilizando BO-IVF a 38.8 °C y 6.5 % de
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CO- con aire atmosférico humidificado. El semen descongelado se prepard medio BO-SemenPrep,
calculando 2.0 x108/mL espermatozoides para la fertilizacion. El cultivo de los presuntos cigotos
se realizé en un medio BO-1VC a 38.8 °C, en una atmosfera humidificada de 6 % de O, 6.5 % de
CO.y 88 % de N2. Los ovocitos se observaron con un microscopio a las 40 h para evaluar la divisiéon
(Garcia-Alvarez et al., 2009).

Los datos porcentuales se transformaron en arcoseno antes del analisis estadistico. Se realizé un
ANOVA vy la comparacién de las medias entre los tratamientos se realiz6 mediante la prueba de
Duncan (SAS 9.0, Inst. Cary, NC, USA). El nivel de significancia considerado para todas las
evaluaciones fue p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se observan los resultados de los cultivos microbianos a partir de las muestras de
semen, que indican que todos los tratamientos que incluian extracto de semilla de M. oleifera,
mostraron una inhibicién de UFC mayor en comparacion con el tratamiento control. Existen
reportes que la contaminacion bacteriana del eyaculado en animales clinicamente sanos puede ser
debida a la flora microbiana normal de la uretra y el prepucio (Varner et al., 1998). Bacterias
potencialmente patdgenas como Pseudomona aeruginosa y Klebsella pneumonie pueden colonizar
el pene y el prepucio (Trujillo y Rivera, 2002) y producir toxinas y productos metabdlicos nocivos
para la viabilidad del semen. Yaniz et al. (2010) mencionan que las bacterias tienen efecto negativo
en los espermatozoides, reduciendo la motilidad a través de la adhesion y aglutinacion del
espermatozoide y causando alteraciones morfolégicas como cambios en el nivel de la pieza
intermedia, la membrana, acrosoma y alterando la funcién espermatica. Ademas, Trujillo y Rivera
(2002) indican que a medida que se aumenta el niamero de microorganismos en la muestra se
incrementa la demanda sobre los nutrientes presentes en el semen, en una via metabdlica que
conduce a la formacion y liberacion de é&cidos que bajan el pH del medio, afectando
desfavorablemente la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides, quienes a su vez compiten
con las bacterias por los nutrientes presentes en un medio cada vez mas escaso. Asimismo, esto
conduce a la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que son perjudiciales para la
motilidad y la viabilidad de los espermatozoides. Ademas, la presencia de microorganismos,
especialmente bacterias, puede afectar la fertilizacion directamente, o puede hacerlo por la
induccion de la reaccion del acrosoma (Gloria et al., 2014).

En este estudio, la adicion de 1.0, 10.0 y 50.0 mg mL™ de extracto de semilla de M. oleifera
tuvo un efecto antimicrobiano similar al antibidtico convencional. Estudios in vitro han
comprobado la actividad de diferentes partes de la planta sobre los microorganismos patgenos
(Martin et al., 2013). Su accion bacteriostatica y bactericida consiste en la disrupciéon de la
membrana celular por inhibicion de enzimas esenciales. El principal ingrediente responsable de
dicha actividad es el 4-(4’-O-acetil-a-L-ramnopiranosiloxi)-isotiocionato de bencilo, el cual tiene
accion bactericida sobre varias especies patdgenas (Martin et al., 2013).
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Cuadro 1. Efecto del extracto de la semilla de Moringa oleifera sobre la contaminacién bacteriana y la capacidad
antioxidante en el semen criopreservado de ovino.

Tratamiento Unidades formadoras de Efecto Antioxidante
colonias (UFC)

Control (T1) 65.25+ 67.67 2 3325.0 £552.9%®
Antibidtico convencional (T2) 475+ 3.44° 2898.1 +979.0°
1 mgmL* (T3) 6.87 +6.38" 33225 +477.2%
10 mg mL™ (T4) 9.70+6.30° 3364.3 £2425°
50 mg mL™* (T5) 5.50+ 4.53° 35375 +249.432

*Letras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadistica (p < 0.05).

En el Cuadro 1 se muestra la capacidad antioxidante del extracto de semilla de M. oleifera, lo
cual mostro una diferencia (p < 0.05) en el efecto reductor en el plasma del semen criopreservado
de ovino en los tratamientos de concentraciones de 10.0 y 50.0 mg mL™ en relacion al tratamiento
control. En relacion a la actividad antioxidante, las diferentes partes de M. oleifera contienen mas
de 40 compuestos con actividad antioxidante (Martin et al., 2013). Entre los compuestos con este
potencial, ya sea por actividad de captacion de radicales libres o por capacidad de formacion de
quelatos de iones metalicos identificados en las semillas de M. oleifera, se encuentran compuestos
fenolicos como el kaempferol y los acidos géalico y elagico. También se ha indicado que dichos
extractos inhiben la peroxidacion lipidica por accion de antioxidantes como las vitaminas CYy E, y
[-caroteno, responsables de la remediacion del estrés oxidativo (Martin et al., 2013). El
espermatozoide esta protegido por un sistema antioxidante en el plasma seminal, en las membranas
y en el citoplasma, pero este sistema se elimina parcialmente y se altera severamente durante la
crioconservacion. La criopreservacion también produce productos fisicos, quimicos, estrés en la
membrana espermatica, asociado a estrés oxidativo y ROS generados por espermatozoides muertos
y por el oxigeno atmosférico o molecular del medio ambiente, induciendo disminuciones en la
motilidad, integridad de la membrana y potencial de fertilizacion de los espermatozoides. La
liberacion de oxigeno molecular, formando bajo concentraciones de ROS, se requiere para el
mantenimiento la de fertilizacion y capacitacion / reaccion acrosomal de los espermatozoides. Un
exceso de ROS perjudica la motilidad y capacidad de fertilizacion (Bucak et al., 2007).

Los resultados del presente trabajo indican un efecto antioxidante de la adicion de M. oleifera
en las concentraciones de 1.0, 10.0 y 50.0 mg mL™, lo cual mejora las diferentes caracteristicas
espermaticas evaluadas en este estudio (Cuadro 2). Mara et al. (2007) mencionan que un factor
limitante en la preservacion del semen es su exposicion a la luz durante la manipulacion antes del
almacenamiento, dando lugar a la formacion de ROS con dafio al espermatozoide, a la motilidad
celular y la integridad genémica.

En relacién a la evaluacion post-criopreservacién de las caracteristicas espermaticas con
diferentes concentraciones de M. oleifera, en el Cuadro 2 se observa que, en la motilidad progresiva
y rapida, el tratamiento de 10.0 mg mL? (T4) mostré una diferencia (P<0.05), con respecto al
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tratamiento con antibidtico convencional (T2). Peixoto et al. (2011) y El-Harairy et al. (2016)
indican que tanto el extracto de la hoja como la semilla contienen compuestos con amplio espectro
de actividad antimicrobiana, capaz de inhibir el crecimiento de bacterias G+ y G-. En este estudio
se encontrd un efecto positivo de la adicion del extracto de semilla de M. oleifera al semen
criopreservado de ovino, ya que existio un grado de mejora en cuanto a la motilidad progresiva
usando una concentracion de 10.0 mg mL™, lo que quizé se debid a la capacidad antimicrobiana y
antioxidante del extracto de M. oleifera. Sokunbi et al. (2015) encontraron un efecto positivo de la
adicion del extracto de M. oleifera en cuanto a la motilidad progresiva, ya que incremento
significativamente en semen de toro que contenia 12 mL de extracto crudo de M. oleifera en
comparacién cuando utilizaron 0. 8 y 16 mL de extracto crudo de M. oleifera. El-Harairy et al.
(2016) mencionan que el extracto de M. oleifera puede tener impacto en la funcién del
espermatozoide durante la crioconservacion y reportan una motilidad progresiva 73.33% de semen
de carnero con una concentracion de 1000 pg de M. oleifera.

Cuadro 2. Efecto del extracto de semilla de Moringa oleifera sobre las caracteristicas espermaticas y capacidad de
fecundacion de semen criopreservado de ovino.

Tratamiento Concentracion Motilidad Motilidad Porcentaje de
10°/mL Progresiva % Répida % fecundacion (n)
Control (T1) 0.102 £0.012  2952+6.94%  7.15+1.94%® 79.99 + 11.032
(162/201)
Antibidtico convencional 0.098 £0.012 27.10+17.60°® 6.82+6.29" 69.96 +7.28°

(T2) (142/202)

1 mg mL™ (T5) 0.100 £0.022 31.55+559% 6.15+1.94%  74.65+14.31%
(157/210)
10 mg mL* (T4) 0.108 £0.012  40.75+16.12% 12.80+ 10.90 80.63 +9.91°
2 (170/212)
50 mg mL! (T3) 0.099 +0.012 33.00+14.90% 8.70+7.49%  79.17 +14.20%
(163/206)

*Letras diferentes (entre columnas) indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

En el Cuadro 2 se muestra la capacidad de fecundacion de espermatozoides de borrego en
ovocitos de vaca mediante la FIV heteordloga. La tasa de fecundacion en el tratamiento control
mostr6 una disminucion en la fecundacién mostrando un efecto estadistico significativo (p < 0.05)
en comparacion con los tratamientos testigo y con el tratamiento de 10.0 mg mL™. Los resultados
positivos del presente estudio se deben a que los tratamientos adicionados con extracto de semilla
de M. oleifera mostraron un efecto positivo, debido a la inhibicidn de bacterias y a la actividad
antioxidante, lo que ayudo a preservar las diferentes caracteristicas espermaticas, obteniendo altas
tasas de fertilizacion. Sessions-Bresnahan et al. (2014) indican que, para una fertilizacion exitosa,
los espermatozoides deben someterse a una capacitacion y reaccion acrosomal (RA) en el momento
correcto. Después de estos cambios, el espermatozoide puede adquirir motilidad hiperactiva, y es
capaz de unirse a la zona pelucida (ZP) del ovocito, donde sufre la reaccion acrosomal, penetra la
ZP y finalmente se fusione con el oolemma. De Vasconcelos et al. (2016) informaron que la
sobreproduccion de ROS y estrés oxidativo, podria alterar la fluidez de la membrana plasmatica
del espermatozoide necesaria para la RA y procesos de penetracion de ovocitos. El a-tocoferol es
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un lipidsoluble antioxidante que suprime la peroxidacion de lipidos de la membrana, mejorando
asi la motilidad del espermatozoide, un requisito esencial para la fertilizacion de ovocitos. Los
datos obtenidos para las caracteristicas espermaticas, previamente discutidos, se complementan
con los datos de la prueba de fecundacion in vitro heterdloga obtenidos en este estudio.

CONCLUSIONES

Los valores obtenidos en este estudio tanto para la inhibicién de UFC, la capacidad antioxidante,
la motilidad progresiva y rapida, asi como la capacidad de fecundacion de semen criopreservado
de ovino mediante la fertilizacion in vitro heter6loga, indican que el nivel de inclusion de 10.0 mg
mL! del extracto de semilla de Moringa oleifera podria ser un buen sustituto del componente del
antibidtico convencional en el diluyente del semen de ovino, preservando las diferentes
caracteristicas espermaticas del semen criopreservado de ovino.
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