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RESUM

Les dosis seminals necessiten ser conservades en un diluent amb antibiotics per tal
d’evitar la contaminacio bacteriana, que pot causar infeccions en la femella, afectar la
fecundacio i els parametres de qualitat espermatica, tot i que la necessitat d’aquestes
dosis no és unicament per inseminacio artificial, siné6 també per veterinaria i medicina
humana. L’augment de les resisténcies als antibiotics és una problematica que ha
portat a I'increment de la investigaciéo de nous compostos antimicrobians que puguin
fer front als bacteris multiresistents. En un estudi previ, s’ha demostrat I'activitat
bactericida del metal-lacarbora 1>-COSAN in vitro. Amb [l'objectiu d’estudiar
I'aplicabilitat d’aquest compost com a preservant del semen porci, en aquest treball
s’ha estudiat I'efecte del 1>-COSAN en la qualitat espermatica de mostres no infectades
i mostres infectades amb Staphylococcus aureus MRSA i Escherichia coli BLEE, aixi
com la seva activitat antimicrobiana en aquestes mostres. Per a I'estudi de I'impacte
en el semen porci, s’ha estudiat I'efecte a nivell de motilitat, viabilitat i morfologia a
través de CASA (Computer-assisted sperm analysis). L’'estudi de [l'activitat
antimicrobiana s’ha realitzat quantificant les cél-lules viables a diferents temps (Oh,
24h i 48h). EI compost no afecta la viabilitat dels espermatozoides, pero si que afecta
la seva motilitat. També s’ha fet una posada a punt del protocol, descobrint que la
centrifugacio afecta molt la motilitat dels espermatozoides, la qual cosa sera aplicable
en futurs estudis realitzats amb altres compostos similars. En els assajos duts a terme
per testar 'efecte antimicrobia del 1>-COSAN en S. aureus, es veu un percentatge de
reduccio de la viabilitat bacteriana similar en tots els tractaments. Pel que fa a E. coli,
no es van obtenir resultats, a causa del fet que el bacteri es mor a les 24h en les
mostres seminals. Aixo indica que hi ha alguna cosa en les mostres seminals de porc
gue afecta els bacteris testats, essent E. coli més sensible que S. aureus. El fet que
el compost afecti greument la motilitat espermatica limita la seva aplicabilitat en la
preservacio d’aquestes mostres, aixi que caldria estudiar altres compostos similars,
per tal de refutar totalment I'aplicabilitat dels metalacarborans per a la preservacié de

mostres seminals.



RESUMEN

Las dosis seminales necesitan ser conservadas en un diluyente con antibiéticos para
evitar la contaminacién bacteriana, que puede causar infecciones en la hembra,
afectar la fecundacion y los pardmetros de cualidad espermatica, aunque la necesidad
de estas dosis no es Unicamente para inseminacion artificial, sino también para
veterinaria y medicina humana. El aumento de las resistencias a los antibidticos es
una problemética que ha llevado al incremento de la investigacion de nuevos
compuestos antimicrobianos que puedan hacer frente a las bacterias multiresistentes.
En un estudio previo, se ha demostrado la actividad bactericida del metalacarborano
[.-COSAN in vitro. Con el objetivo de estudiar la aplicabilidad de este compuesto como
preservante del semen de cerdo, en este trabajo se ha estudiado el efecto del I»-
COSAN en la calidad espermatica de muestras no infectadas y muestras infectadas
con Staphylococcus aureus MRSA y Escherichia coli BLEE, asi como su actividad
antimicrobiana en estas muestras. Para el estudio del impacto en el semen de cerdo,
se ha estudiado el efecto a nivel de motilidad, viabilidad y morfologia a través de CASA
(Computer-assisted sperm analysis). El estudio de la actividad antimicrobiana se ha
realizado cuantificando las células viables a diferentes tiempos (0Oh, 24h y 48h). El
compuesto no afecta la viabilidad de los espermatozoides, pero si que afecta su
motilidad. También se ha hecho una puesta a punto del protocolo, descubriendo que
la centrifugacion afecta mucho la motilidad de los espermatozoides, lo que sera
aplicable en futuros estudios realizados con otros compuestos similares. En los
ensayos efectuados para testar el efecto antimicrobiano del I1>-COSAN en S. aureus,
se ve un porcentaje de reduccidon de la viabilidad bacteriana similar en todos los
tratamientos. Por lo que refiere a E. coli, no se obtuvieron resultados, debido a que la
bacteria se muere a las 24h en las muestras seminales. Eso indica que hay alguna
cosa en las muestras seminales de cerdo que afecta las bacterias testadas, siendo E.
coli mas sensible que S. aureus. El hecho que el compuesto afecte gravemente la
motilidad espermatica limita su aplicabilidad en la preservacion de estas muestras, asi
gue haria falta estudiar otros compuestos similares, con la finalidad de refutar
totalmente la aplicabilidad de los metalacarboranos en la preservacion de muestras

seminales.



ABSTRACT

Seminal doses need to be preserved in a diluent with antibiotics to avoid bacterial
contamination, which can cause infections in the female, affect fertilization and sperm
quality parameters, although the need for these doses is not only for artificial
insemination, but also for veterinary and human medicine. The increase in antibiotic
resistance is a problem that has led to increased research into new antimicrobial
compounds that can deal with multiresistant bacteria. In a previous study, the
bactericidal activity of metalacarborane I>-COSAN in vitro has been demonstrated. In
order to study the applicability of this compound as a preservative for boar semen, the
effect of 1>-COSAN on the sperm quality of uninfected samples and samples infected
with Staphylococcus aureus MRSA and Escherichia coli BLEE, as well as its
antimicrobial activity in these samples, was studied in this work. For the study of the
impact on boar semen, the effect on motility, viability and morphology was studied
through CASA (Computer-assisted sperm analysis). The study of the antimicrobial
activity has been carried out by quantifying viable cells at different times (Oh, 24h and
48h). The compound does not affect the viability of spermatozoa, but it does affect
their motility. A fine-tuning of the protocol has also been done, finding that
centrifugation greatly affects sperm motility, which will be applicable in future studies
performed with other similar compounds. In the assays carried out to test the
antimicrobial effect of [--COSAN on S. aureus, a similar percentage reduction of
bacterial viability was observed in all treatments. As far as E. coli is concerned, no
results were obtained, because the bacterium die after 24h in the seminal samples.
This indicates that there is something in the boar seminal samples that affects the
tested bacteria, being E. coli more sensible than S. aureus. The fact that the compound
severely affects sperm motility limits its applicability in the preservation of these
samples, so it would be necessary to study other similar compounds, in order to
completely refute the applicability of metalacarboranes in the preservation of seminal

samples.
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1. INTRODUCCIO
1.1. ANTIBIOTICS | RESISTENCIA

Les malalties infeccioses continuen essent avui en dia una de les causes principals de
mortalitat humana, pero I'aparicio dels antibiotics el 1928 va permetre 'augment de la
taxa de vida [1] i va permetre lluitar contra els microorganismes causants d’aquestes

malalties.

Els antibidtics es defineixen com una substancia quimica natural (pero també pot ser
semisintéetica o sintética [2]) produida per microorganismes capac¢os d’inhibir o, fins i
tot, destruir altres microorganismes [3]. Es caracteritzen per tenir toxicitat selectiva,
capacitat que els hi permet afectar negativament els bacteris i altres microorganismes,
pero no afectar negativament les cél-lules hoste [4]. La majoria d’aquests presenten
espectres diferents d’activitat, essent efectius alguns només contra gramnegatius,

altres només contra grampositius, i d’altres contra els dos [5].

Aquests compostos duen a terme la seva funcié antimicrobiana a través de diversos
models d’accid, principalment: (1) inhibint la formacio de la paret cel-lular, com les
penicil-lines i cefalosporines, (2) desestabilitzant I'estructura i la funcié de les
membranes cel-lulars, com els lipopéeptids i polipeptids, (3) inhibint la sintesi de
proteines, com les tetraciclines i els macrolids o (4) prevenint la sintesi d’RNA o DNA,

com les quinolines [6].

Malgrat aix0, els efectes dels antibiotics es veuen compromesos pel fet que s’han estat
usant innecessariament i en excés, causant un gran augment de la resisténcia, la qual

€s superior en aquells paisos que els utilitzen en més quantitat [7].

Els bacteris poden ser resistents naturalment, perdo també pot ser que aquesta
resistencia hagi estat adquirida per mutacions cromosomiques o per transferencia
lateral de gens [8]. Per tant, la base genética d’aquesta resisténcia a antibiotics és la
plasticitat genética que presenten els bacteris, que els hi permet adaptar-se a una gran

quantitat d’ambients, incloent-hi un ambient on destaca la preséncia d’antibiotics [9].

Alguns dels antibiotics inhibeixen el creixement dels bacteris creuant la membrana

cel-lular i interaccionant amb el receptor a una concentracié prou elevada per a exercir



un efecte. En aquests passos €s on es basen els mecanismes per fer-los front, els
quals es poden agrupar, des del punt de vista bioquimic, en mecanismes que
modifiquen la diana, o mecanismes que modifiquen el mateix antibiotic o la seva
concentracid. La modificaci6 de la diana es pot aconseguir per mutacio,
reemplacament, modificacié enzimatica o proteccid, mentre que la reducci6 de la
concentracio d’antibidtic es pot aconseguir impedint I'entrada d’aquest o expulsant-lo
a travées de bombes deflux. També hi poden haver mecanismes que canviin
I'estructura de I'antibiotic, com mutacions en I'enzim que activa un preantibidtic o la

preséncia d’enzims inhibidors dels antibiotics [10].

Les diferents resisténcies que han anat sorgint han donat lloc a I'aparici6 dels bacteris
multiresistents, aquells que son resistents a tres o més classes de drogues i son
susceptibles a no més de dues classes [11]. El 2017, 'OMS va publicar una llista dels
patogens que estaven desenvolupant aquesta multiresistencia, on destaca el grup
ESKAPE, el qual va ser designat destat prioritarii Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter especies. Malgrat que
Escherichia coli no estigui present en aquest grup, és identificat com una de les
principals causes de les infeccions sanguinies i urinaries, essent un dels principals
problemes clinics que afecten la salut humana i animal [12]. A més, és un dels bacteris
més estudiats d’enca que la seva preséncia en el semen indueix I'aglutinacid i la baixa

motilitat espermatica, i pot tenir efectes espermicides sense un ambient acidic [13].

L’augment accelerat dels patdgens multiresistents, combinat amb el lent descobriment
de nous antibidtics, és causant d’'unes 25.000 morts anuals a Europa, i 700.000 a tot
el mon. Aixi que és necessari el desenvolupament de noves classes quimiques

d’antibidtics, amb nous métodes d’accio o interaccié amb les dianes [7].

1.2. COMPOSTOS ANTIMICROBIANS ALTERNATIUS ALS ANTIBIOTICS PER
PRESERVAR MOSTRES SEMINALS.

Els antibiotics tenen una gran importancia en la preservacié de mostres seminals de

porc procedents de granges per tal de garantir una vida llarga i util dels



espermatozoides, reduir la transmissié de patogens dins del tracte reproductor femeni

[14] 1 prevenir la dispersio d’epizodtics (com brucel-losis, clamidia o leptospirosis) [15].

Per preservar el semen, els antibiotics addicionats han de presentar les seglents
qualitats: activitat antimicrobiana amb un ampli espectre, abséncia de citotoxicitat, no
ha d’interferir amb la fertilitat, elevada estabilitat, facilitat d’aplicacio i baix cost de

produccié [15].

Els bacteris es troben frequentment en els ejaculats porcins acabats de recuperar,
sent perjudicials per a la qualitat espermatica. A més, sembla que la contaminacio
bacteriana pot tenir efectes sobre la fecunditat en condicions naturals d’aparellament
[16]. A banda del tipus i quantitat inicial de gérmens en el semen, hi ha factors de risc
que poden augmentar el contingut d’aquests en ejaculats diluits, com serien: una taxa
de refredament retardada de les mostres de semen acabat de processar, una
temperatura elevada durant el transport i emmagatzematge, durada amplia
d’emmagatzematge i la composicié dels extensors. La majoria d’aquests bacteris son
gramnegatius, de la familia de les enterobacteriacies. Son patdogens oportunistes
relacionats amb infeccions nosocomials en humans i animals, aixi que suposen un risc

en la propagacio de bacteris multiresistents en 'ambient [14].

Els antimicrobians sén un component de les extensions seminals que ajuden al control
de la contaminaci6 bacteriana i al seu creixement. Els més comuns utilitzats avui en
dia per preservar mostres seminals son els aminoglicosids, a més dels B-lactamics,

lincosamides i macrolids [17].

1.2.1. PEPTIDS ANTIMICROBIANS.

A causa de laugment de la resisténcia als antibidtics, ha augmentat I'estudi

d’alternatives que puguin fer front als bacteris multiresistents.

Un exemple sén els péptids antimicrobians (AMPS), els quals ja s’ha descobert la seva
acci6 antimicrobiana i la seva utilitat en la preservacio de mostres seminals. S6n unes
molecules naturals majoritariament cationiques i amfipatiques, la qual cosa afavoreix
la interaccié amb les membranes bacterianes [15]. La separacio espacial entre els
constituents cationics i hidrofobics és un prerequisit essencial per la seva interaccio

efectiva amb les membranes bacterianes. Les interaccions hidrofobiques permeten



als peptids introduir-se dins de les regions hidrofobiques de la bicapa lipidica i, en
contrast amb els antibiotics convencionals, desestabilitza la membrana bacteriana

directament [18].

Per a poder aplicar aquests péptids, €s important que tinguin un impacte menor en les
cel-lules eucariotes. La unié dels AMPs en les membranes plasmatiques eucariotes
no és possible d’enga que els lipids que suporten les carregues negatives estan
localitzats majoritariament en la cara citoplasmatica de les cél-lules eucariotes, en
contrast amb les cel-lules procariotes. A més, la preséncia de colesterol en les

membranes eucariotes limita la insercié a la membrana [18].

A més de l'activitat antimicrobiana, els péptids antimicrobians participen en la
proliferacié cel-lular, regeneracio cel-lular, angiogénesi i reaccions a les respostes
inflamatories agudes. Aix0 és possible gracies al fet que soOn sintetitzats en els
mamifers, particularment en el teixit epitelial de la pell, tracte digestiu, sistema

respiratori i sistema reproductor [15].

S’ha vist com els bacteris sbn menys propensos a desenvolupar resisténcia als AMPs
gue als antibiotics convencionals, perquée les vies toxiques dels AMPs normalment
provoquen lisis cel-lulars a través d’'una disrupcio inespecifica de la bicapa lipidica, en
lloc de través d’una interaccié amb la seva diana especifica [19]. D’altra banda, el fet
gue els bacteris no hagin estat exposats préviament a aquests compostos, facilita la

seva accio6 antimicrobiana.

1.2.2. COMPOSTOS METAL-LACARBORANS

Els compostos basats en bor s6n unes molecules molt estudiades avui en dia com a
antimicrobians prometedors que podrien fer front a 'augment de les resisténcies i ala

disminucié de I'efectivitat d’alguns antibiotics.

El bor és un element quimic que, juntament amb el carboni, té la propietat
d’autoenllacar-se, formant els cllsters de bor. Aquests consisteixen en una estructura
poliedrica formada per diferents veértexs amb diversos atoms de bor i heteroatoms,
donant lloc a compostos amb diferents formes i simetries, dintre dels quals s’hi troben

els clusters de bor icosaedrics, que sén els més estables [20] i que presenten els



atoms de C i B connectats per enllagos covalents [21]. El més senzill d’aquests és

I'anio dodecarbora [B;, H;,]%, que consisteix en només atoms de B i H [20].

Dins dels clusters de bor s’hi troben els clusters hibrids, carborans i metal-lacarborans;
cap d’ells existeix naturalment i sé6n purament abiotics [6]. S6n molécules fetes pels
humans que tenen propietats importants: estabilitat termica, quimica i biologica, baixa
toxicitat i poden ser hidrofobics, hidrofilics o amfifilics [22], depenent de si s6n neutres
0 anionics i en aquests darrers, el seu caracter lipofilic depén del cati6. Aquests
clusters presenten aromaticitat 3D [23], elevada rigidesa esquelética i habilitat per
formar enllagos d’hidrogen i dihidrogen [24].

Els carborans sén un grup d’heteroatoms derivats de I'anié dodecarbora, on un 0 mes
vertexs BH son reemplacats per un grup CH+. Si presenten un vértex CH [CB;1H;2]~
son anions, mentre que els que tenen dos vertexs CH son electricament neutres i
existeixen en tres formes isomériques depenent de la posicio dels dos vertexs de C
del cluster dintre de la molecula: orto-, meta- i para-dodecarbora (Figura 1). En el cas
gue presenti els dotze vertexs, s'anomena closo- i si li falta un BH, nido-. Els segons
poden ser obtinguts a partir dels primers, fent-los reaccionar amb un nucleofil, la qual
cosa porta a l'eliminacié d’'un dels vertexs BH, donant lloc aixi a I'aparicié dels di-
carbollides, que es poden unir facilment a metalls, formant els metal-lacarborans [20]
(Figura 1).

Els metal-lacarborans son uns tipus de clusters inorganics poliedrics formats per C, B,
H i per diverses combinacions d’anions metal-lics, que estan essent molt estudiats a
causa de les seves propietats. Es caracteritzen pel seu moviment rotatori relatiu i
estabilitat quimica i térmica deguda a la deslocalitzacié de carrega [25], que consisteix
en el fet que presenten carrega negativa (1-) distribuida al llarg dels 45 atoms,
modulant la hidrofobicitat i fent que siguin amfifilics [6]. A més, també mostren activitat
superficial i auto-assemblatge en medis aquosos, formant vesicules, micel-les i fases
liotrofiques lamel-lars [22]. Poden ser vists com a complexos de sandvitxos metal-lics,

pel fet que I'i6 metal-lic es troba entre dos enllagos [20].
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1.2.3. COSAN | DERIVATS (1>-COSAN)

El metal-lacarbora millor caracteritzat quant a propietats fisicoquimiques i biologiques
és el [COSAN], cobalt bis (1, 2-dicarbollide) [3,3'-Co (1,2-C,BgH44),], que presenta
un i6 cobalt (I1) [20].

El COSAN és un anié (1-) que destaca per I'aromaticitat 3D, I'estabilitat quimica,
termica i biologica, la solubilitat en dissolvents polars i apolars, el comportament
amfifilic i la distribucio de la carrega negativa per tota la molécula. A més, s’ha vist que
pot travessar les membranes lipidiques sintétiques sense alterar la integritat de la
membrana, mostra baixa toxicitat in vitro i in vivo i una alta absorcié per cel-lules
canceroses rellevants, acumulant-se in vitro dins dels nuclis de les cel-lules vives [26].
Tot aix0 fa possible la capacitat d’autoassemblar-se formant membranes monocapa
en forma de vesicules en solucions aguoses a concentracions per sota de 13 mM, les
guals tenen dimensions similars a les membranes biologiques de les cél-lules, malgrat

gue en aquest cas, son vesicules amb monocapa [27].

D’altra banda, s’ha descobert que el derivat 1>-COSAN (Figura 2), que presenta dos
ions de iode en la posicio orto-, també té la capacitat d’autoassemblar-se i formar les
lamel-les a concentracions per sobre de 9 mM, creant vesicules tancades a més baixa
concentracio [22]. Aquesta molécula presenta més poténcia en comparacio amb el

COSAN, perquée s’acumula a l'interior de la cél-lula en més quantitat i perqué presenta



una major lipofilicitat, la qual cosa suggereix que té una major afinitat per I'ambient
lipidic [28].

- - - Figura 2: estructura quimica del compost metal-lacarbora COSAN i
I,-COSAN, on es veu la seva estructura de sandvitx caracteristica
amb un atom de cobalt (Co) al centre. Es pot diferenciar en el I-
COSAN la preséncia de dos atoms de iode que no estan presents
en el compost original. Figura extreta de l'article de (Tarrés et al.,
2014).
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Les propietats amfifiliques del COSAN i del 1>-COSAN en I'aigua son essencials i tenen
aplicacions importants en medicina, com a blocs constructors per drogues o en la
Boron-neutron capture theraphy (BCNT) [21]. La BCNT és una radioterapia
experimental contra el cancer que usa un feix de neutrons epidermic. El descobriment
dels clusters de bor ha permes aplicar-los com a eines moleculars i drogues potencials
en el disseny de nous sistemes bioactius i com a bastides rigides per a la sintesi de

nanoestructures 3D amb gran varietat de funcionalitats biologiques [29].

1.2.4. EFECTE ANTIMICROBIA DELS METAL-LACARBORANS

Hi ha una creenca creixent de que els compostos de bor sén agents antimicrobians
prometedors [26] i, de fet, en larticle de Fink & Uchman (2021) es fa una revisio

d’alguns d’aquests compostos i la seva activitat antimicrobiana.

En més d’un article, com el de Romero, et al. (2020), es va arribar a la conclusié que
el COSAN té efectes contra bacteris grampositius i contra fongs, perd no contra
bacteris gramnegatius, la qual cosa suggereix que aquests estan naturalment protegits
per la membrana externa. Recentment, s’ha demostrat que canvis en 'estructura de
la molécula de COSAN, com l'addicié de dos grups de iode formant el 1>-COSAN,
mostren un efecte millorat contra els bacteris gramnegatius, possiblement degut a
canvis en les seves propietats fisicoquimiques en medis aquosos que li permeten una
major permeabilitat per travessar la membrana [26]. En aquest estudi també es va
mirar la citotoxicitat del compost en cel-lules eucariotes, calculant la ICs, (concentracio
que causa el 50% d’inhibicié del creixement cel-lular). A partir d’'aquest valor i de la

MIC (Minimum Inhibitory Concentration), es va veure que aquests compostos



presenten un index de selectivitat (efecte antimicrobia i baixa toxicitat en cel-lules
humanes i animals) molt elevat, la qual cosa revela que poden ser tils per combatre

bacteris multiresistents als antibiotics.

El fet que aquestes petites molécules es puguin acumular a l'interior de les cél-lules
vives [30], creuin la membrana de les cel-lules dels mamifers i tinguin activitat
antimicrobiana (perd baixa toxicitat per les céel-lules) representa una promesa per a
tractar infeccions intracel-lulars bacterianes [26] i combatre 'augment preocupant de

les multiresisténcies.

1.3. MEMBRANA DELS BACTERIS GRAM POSITIUS | GRAMNEGATIUS

Totes les membranes biologiques estan formades per un auto-assemblatge de lipids
gue es disposen de manera que la seva part polar queda externament, en contacte
amb I'ambient aquatic, i la seva part apolar queda internament, donant lloc aixi a una
barrera hidrofobica. El manteniment de la integritat de la membrana és essencial pels
processos reguladors, com el manteniment de I’homeostasi [30], i essencial pel control
de la distribucié dels ions, biomolécules i metabolits i, quan es trenca, porta a la perdua
de la viabilitat de la cél-lula. Per tant, les membranes son les encarregades de

relacionar les cel-lules amb el medi extern [28].

S’han descrit dos tipus de bacteris diferents segons la composicié de la seva envolta
cel-lular: els gramnegatius i els grampositius (Figura 3). Les diferencies en I’envolta
suposen que els diferents composts interaccionin de manera diferent amb els
microorganismes. La resisténcia intrinseca d’alguns gramnegatius a molts compostos

és deguda a la inhabilitat d’aquests agents de creuar la membrana externa [8].

De fet, els bacteris gramnegatius es caracteritzen per presentar una membrana més
complexa que els grampositius, ja que presenten tres capes principals: la membrana
externa (composta principalment per lipopolisacarids), la paret cel-lular de peptidoglica
i la membrana citoplasmatica o interna. Les dues membranes concéntriques delimiten
un compartiment cel-lular agués anomenat periplasma [31]. S’ha vist com aquesta
membrana externa constitueix una barrera impermeable per a la majoria dels

compostos basats en bor [26].



D’altra banda, els bacteris grampositius es diferencien principalment dels
gramnegatius pel fet de no presentar una membrana externa amb lipopolisacarids
(LPS). Aixo suposa que no tinguin la proteccié que aquesta confereix, ja que elimina
les molecules toxiques i proveeixen una estabilitat addicional a la cél-lula. També cal
destacar, que la paret de peptidoglica que esta per sota de la membrana externa en
gramnegatius és molt prima, perd en grampositius €s molt gruixuda, aportant la

proteccié que no obté a través de la membrana externa [31].
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Yo axe T

T o

membrane
[ ¢ (e (e ]
Peptidoglycan W ’i
| Tl O} Ty |Periplasm
Cell
membrane

Gram-positive Cytoplasm Gram-negative

2. OBJECTIVES

There is a need to find new compounds with antimicrobial potential. Since it has been
shown that 1>-COSAN has an antimicrobial effect in vitro, and low cytotoxicity, the aim
of this work was to investigate whether 1>-COSAN would be applicable as an
antimicrobial agent in the preservation of seminal doses from boars. The specific

objectives were:

OBJECTIVE 1: To analyse the effects of [.-COSAN at different concentrations on
bacterial growth present in seminal doses infected with multiresistant strains of

Escherichia coli BLEE and Staphylococcus aureus MRSA.

OBJECTIVE 2: To check possible cytotoxic effects of different concentrations of I»-

COSAN on boar spermatozoa, looking at different parameters of sperm quality.



3. MATERIALS | METODES

3.1. MOSTRES SEMINALS

Es treballa amb mostres seminals de porc de la raca Piétrain, sexualment madurs i
gue tenen entre 9 i 12 mesos d’edat, procedents de I'empresa Batallé SL (Girona,

Catalunya). Es diferencia entre dos tipus de mostra:

- Dosis seminals: es troben en un diluent que conté antibiotics anomenat

Duragen (Batallé SL, Girona, Catalunya), la composicio del qual esta protegida
per patent.

- Ejaculat: es diferencia de les dosis seminals pel fet que el semen,
immediatament després de ser recuperat del porc, no es dilueix en Duragen,
siné en Beltsville Thawing Solution (BTS), el qual segueix la formulacié de
Pursel and Johnson (1975) [32]. Aquest no conté antibiotic, tot i que

opcionalment se li pot afegir kanamicina.

Aquestes mostres son aptes per a la comercialitzacio, presentant un minim de qualitat
espermatica: viabilitat i motilitat total per sobre del 80% i morfologia espermatica

normal per sobre del 85% [33].

Tant les dosis seminals com els ejaculats, s’han fet servir en els diferents assajos duts

a terme en aquest estudi (Taula 1).

Taula 1: Representacié dels assajos fets en aquest estudi. Cada cercle fa referéncia a un assaig, i els
diferents colors indiquen el tipus de mostra emprada. Els negres representen un pool fet a partir de les
tres dosis seminals procedents de tres mascles diferents i les grises representen un ejaculat. S’ha testat
4 tractaments: mostra sense tractar (@), dues concentracions d’l>-COSAN, i la mostra tractada amb
kanamicina (K+) com a antibiotic de referencia. Aquestes condicions s’han testat a la vegada en mostres
contaminades amb un bacteri grampositiu (Staphylococcus aureus MRSA soca 182851) i un
gramnegatiu (Escherichia coli BLEE soca 192348). També s’inclou una mostra sense infectar.

@ 12-COSAN 4 pg/mL 12-COSAN | & pg/mL [2-COSAN | @ 12-COSAN / K+
Escherichiacoll |@ O @ @ - XX X ] C XX X ] - EON X |
BLEE
Staphylococcus | @) @ © @ CY X o000 L X IO
aureus MRSA
Obactera (@ © @ e0e® e0e® o0 e

10



3.2. PREPARACIO DELS TRACTAMENTS

El protocol per a la preparacio dels tractaments varia en funcié del tipus de mostra que

arribi de la granja:

- Dosis seminals: cal centrifugar 15 mL de cada dosi per eliminar el Duragen

(1500 rpm, 10’), descartar el sobrenedant, resuspendre en 15 mL BTS sense
kanamicina i realitzar un pool de les diferents dosis seminals de les quals
disposem, amb la finalitat d’eliminar I'efecte mascle. Es repeteix el procediment,
resuspenent en BTS amb kanamicina. Aixi es tindran uns tractaments amb
kanamicina i d’altres sense.
En el cas que es treballi amb dosis seminals, es fa un pool de les tres dosis
comprades, procedents de mascles diferents i que es compren de nou en cada
assaig.

- Ejaculat: es caracteritza perqué ja esta diluit en BTS i no en Duragen, de
manera que no €s necessaria la centrifugacio.
Amb aquest tipus de mostra no es realitza un pool, ja que homés es compra

I’ejaculat d’un unic mascle.

Llavors, es preparen els segients tractaments amb 5 mL de semen diluit en BTS (en

alguns casos amb kanamicina i en altres sense kanamicina):

- Tractament 1: sense kanamicina (K-) i amb [4 pg/mL I>-COSAN].
- Tractament 2: sense kanamicina (K-) i amb [8 pg/mL I>-COSAN].
- Tractament 3: sense kanamicina (K-) i sense 1>-COSAN.

- Tractament 4: amb kanamicina (50 pg/mL) (K+) i sense lI,-COSAN.

En els tractaments en qué s’hagi d’afegir [>-COSAN [1 pg/mL], el volum a addicionar
s’ha calculat a partir de la formula: Co x Vo = Cf x Vf. Aixi que, si el volum final és 5
mL i es vol el 1>-COSAN a [4 pg/mL], el volum a afegir sera de 20 pL, mentre que si la

concentracio final és de [8 pg/mL], el volum sera 40 pL.

Els tractaments s’analitzen sense infectar (tractaments C1 a C4) i infectant amb
Escherichia coli BLEE soca 192348 (tractaments E1 a E4) i amb Staphylococcus

aureus MRSA soca 182851 (tractaments S1 a S4), dos bacteris que es troben
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comunament en el semen i que a més, sén multiresistents. Les MIC per cada una son,

respectivament: 32 i 4 pg/mL [26].

A banda d’aquests tractaments, també es fa una preparacié sense tractar (com en el
cas del tractament 3) pero que no se centrifuga, ja que es vol comprovar I'efecte de la

centrifugacio en la preparacié de les mostres.

3.3. RESUSPENSIO DE BACTERIS | INFECCIO

A partir d’'una placa amb cultiu pur dels bacteris amb els quals s’ha d’infectar es fa una
resuspensio d’algunes colonies amb una nansa de Kole en 2 mL de BTS K-. Llavors,
es mira I'absorbancia a través d’'un espectrofotdmetre i es calcula el volum de bacteris
necessari per infectar els tractaments a una concentracié aproximada de 106 ufc/mL,

seguint el protocol d’Althouse et. al (2008), a partir de la formula C, x V, = Crx Vg, i

basant-se en la premissa que: 0.2 D.O. ~ 108 ufc/mL.

Aquests tractaments (infectats o sense infectar), es mantenen en la nevera a 16-17°C
durant tot 'experiment, amb la finalitat de mantenir la viabilitat espermatica, la qual es
pot preservar de dies a setmanes a aquesta temperatura [17] i per tal d’evitar el

creixement de bacteris contaminants.

3.4. ANALISI DE LA QUALITAT ESPERMATICA

Tots els tractaments amb els quals s’ha treballat se sotmeten a una analisi de la
gualitat espermatica. Els parametres que s’analitzen son la morfologia, la motilitat i la
viabilitat, toti que la morfologia només es mesura el primer dia, ja que €s un parametre
gue no sol variar gaire i la majoria de canvis sén a nivell ultraestructural, de manera
que s’hauria de mirar en un microscopi electronic, del qual no disposem. La resta de

parametres es mesuren at =0, 24, 481, si cal, at =72h.
Analisi dels parametres:

e MORFOLOGIA: s'utilitza el programa d'ordinador SCA2002 (Microptic,

Barcelona, Catalunya). Es basa en col-locar 10 pL de mostra en un

portaobjectes i cobrir amb un cobreobjectes. Es recompten 100
espermatozoides (3 répliqgues) amb un microscopi optic (MO) de contrast de

fases a 200x. Llavors, es classifiquen els espermatozoides segons:
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o Espermatozoides normals.

o Anomalies en el cap.

o Anomalies en la cua.

o Preséncia de gota citoplasmatica.
MOTILITAT: es fa servir el programa dordinador SCA2002 (Microptic,
Barcelona, Catalunya). S’agafa el semen (conservat a 16-17°C) i es posa en
una estufa a 37°C durant 20 minuts per tal d’activar la motilitat. S’agafen 20 pL
de mostra i es posen en una cambra de Makler, la qual es diposita en una placa
calefactada a 37°C i s’observa al MO de contrast de fases a 100x. Es duen a
terme dos recomptes de 1000 espermatozoides (canviant la gota per evitar
repetir camps). Llavors, es classifiguen segons:

o Motilitat total.

o Motilitat progressiva: rapid progressiu, mitja progressiu i no progressiu.

o Immobils.
També es mesura la concentracié i si hi ha aglutinacio.
VIABILITAT: s’utilitza la técnica classica eosina-nigrosina [34]. Consisteix en
posar 10 uL de mostra en un portaobjectes, afegir 10 yL d’eosina i barrejar amb
la punta de la micropipeta. Afegir 5 uL de nigrosina (que actua com a contrast)
i barrejar. Amb ajuda d’un altre portaobjectes, realitzar una extensid, deixar
assecar i mirar en un MO de camp clar a 400x. Llavors, es classifiquen segons:

o Viable: color blanc perque la membrana esta intacta i 'eosina no ha

penetrat.
o No viable: color violeta perqué la membrana esta alterada i I'eosina ha

penetrat.

EFECTE ANTIMICROBIA DEL I,-COSAN EN MOSTRES SEMINALS

Un cop es tenen tots els tractaments infectats (E1...E4 per E. coli i S1...S4 per S.

aureus), es realitza un banc de dilucions 1/10 amb Ringer fins a arribar a una

concentracié de 1077 i es plaquegen 100 pL de cada dilucié i de la mostra directa (10°)

en medi BHA. En un dels assajos, la diluci6 es fa en PBS - Phosphate Buffer Solution,

perd aixd no suposa cap canvi en els resultats. Es fa una sembra homogénia i per

duplicat de cada mostra. També es fa una sembra dels controls (C1...C4), que no es
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dilueixen perqué no s’hi espera preséncia de bacteris. Les plaques es guarden a
I'incubador a 37°C durant 24h.

Després de 24h, es duu a terme una nova sembra dels tractaments, els quals s’hauran
diluit fins a una diluci6 més de la que s’hagi obtingut creixement en les plaques

sembrades a t = Oh. El mateix per at =481 72h.

A partir del nombre de colonies de cada placa, es fa el calcul d’'ufc/mL per cada

tractament a cada temps diferent, seguint la férmula de:

ufc X colonies
mL~ Vs(n1+0'1*n2)d

Vs = volum de sembra.

ni = n° de plaques recomptades de la diluci6 més concentrada, que es trobin dins del rang de
15-300 colonies.

n2 = n° de plaques recomptades de la segona dilucié més concentrada, que es trobin dins del
rang de 15-300 colonies.

d = dilucié més concentrada en la que s’ha obtingut recompte. Correspon a ni.

S’acaba tenint un recompte de bacteris i unes dades de qualitat espermatica at = 0,

24, 48 i, en alguns casos, a 72 h.

4. RESULTATS I DISCUSSIO

Tot i analitzar els parametres de morfologia espermatica i pH, no es parla d’ells en els
resultats, ja que no s’han observat variacions significatives en ells. Aixd ens informa
gue aquests dos parametres no es veuen afectats ni per la presencia de 1,-COSAN ni

pels bacteris.

4.1. EFECTE DE LA CENTRIFUGACIO DE LES DOSIS SEMINALS EN LA
QUALITAT ESPERMATICA

Es vol estudiar I'efecte de la centrifugacié en la qualitat espermatica per tal de veure
si causa canvis en els diferents parametres, fet que es vol evitar, ja que nomeés
interessa veure els efectes de I'addicié del [--COSAN i/o la infeccio en la qualitat

espermatica del semen porci.
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Es compara la viabilitat, morfologia i motilitat dels espermatozoides entre un pool de
tres dosis seminals, les quals han estat centrifugades per treure el medi que conté
antibiotics (pas necessari si es vol treballar amb dosis seminals), i una mostra

d’ejaculat (no centrifugada).

Per a aquesta analisi, s’utilitzen mostres sense infectar, pero afegint 1>-COSAN, de
manera que s’han preparat els 5 tractaments diferents esmentats en I'apartat 3.2. per
a les dosis, i només els 4 primers per a I'’ejaculat. Aixi que la preparacié 5 per a les
dosis seria una mostra sense tractar, a la qual no se li afegeix [>-COSAN ni kanamicina

i que tampoc se centrifuga.

Tal com es veu en la Figura 4, hi ha un clar efecte de la centrifugacio en la motilitat
espermatica degut al fet que, en el pool centrifugat, hi ha un menor % de motilitat
comparat amb el pool sense centrifugar i amb I'ejaculat. Es important comentar que
durant els experiments, s’ha estat utilitzant una centrifuga vella i brusca, que accelera
i frena molt rapidament, la qual cosa pot explicar el gran impacte en la motilitat

espermatica [35].

En canvi, pel que fa a la viabilitat espermatica, no es considera que la centrifugacio
afecti aquest parametre, tot i que si que es veu que en el cas del pool centrifugat, la

viabilitat €s menor que en els altres dos casos.

Figura 4: % de maotilitat i
100 de viabilitat observat en el
90 pool centrifugat (n=3), el
80 pool sense centrifugar
70 (n=3) i l'ejaculat (n=1). EI
60 primer i el segon s’han
50 obtingut fent la mitjana de
40 les dosis dels tres
mascles per separat.
30 "

0 Tanten el p(_JoI centrifugat
com en l'ejaculat, s’han
10 agafat els tractaments
0 n°3, ja que no porten ni
Pool centrifugated Pool without Ejaculate kanamicina ni I,-COSAN,
centrifugation fent-los aixi comparables
Treatments amb els tractaments n°5
escollits en el pool sense
B motility Mviability centrifugar. En tots els
casos s’han agafat les

mostres sense infectar.
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Cal destacar que en cap dels assajos realitzats en aquest TFG, s’ha utilitzat una
mostra prou gran per a poder fer analisis estadistiques que ens permetin comprovar
la significanca de les dades. Com a molt, s’ha treballat amb dues mesures de motilitat
o de viabilitat, pero al ser pseudorépliques i al tenir només dos valors, a I’hora de fer
una ANOVA, no es compleix el supdsit d’homoscedasticitat ni de normalitat. Amb un
minim de tres repliques, ja seria suficient per a realitzar analisis estadistiques, toti que
qguan més mostres es tinguessin, millor. Per tenir les tres repliques, es podrien utilitzar
les tres dosis dels tres mascles per separat, pero llavors hi hauria el problema de
I'efecte mascle, el qual suposaria una gran variabilitat en les dades. Si es volgués

treballar amb mascles per separat, s’haurien d’aconseguir més quantitat de dosis.

De fet, ja s’havia confirmat que la centrifugacio té un efecte en els espermatozoides
porcins, pero encara no hi ha una explicacié acceptada sobre com es produeix el dany
espermatic, tot i que hi ha algunes hipotesis: pot ser a causa d’'un efecte mecanic
directe a les membranes dels espermatozoides, o a un efecte indirecte causat per la
formacio dels ROS (Radicals Reactius d’Oxigen), associats a danys a la membrana a
través de la peroxidacio de lipids [35]. S’ha vist que quan es centrifuga, s’eliminen els
antioxidants del plasma seminal, causant aixi 'augment de la produccié de ROS i
I'estrés oxidatiu [36]. Tot aix0 pot acabar conduint a la perdua de la viabilitat, motilitat

i reduccié de la fertilitat dels espermatozoides [35].

4.2. EFECTE DEL I,-COSAN EN LA QUALITAT ESPERMATICA

En aquest apartat del treball, es vol veure com afecta el 1>-COSAN als diferents
parametres de qualitat espermatica: motilitat, viabilitat i morfologia. Per veure aixo, no
s’ha realitzat infeccid, ja que la presencia dels bacteris per si sols ja implica un efecte

en la qualitat espermatica dels espermatozoides porcins.

Un cop mesurats els parametres, es pot veure en la Figura 5 com hi ha un clar efecte
del 1>-COSAN sobre la motilitat, degut al fet que hi ha una reduccio6 del percentatge de
motilitat en els tractaments que contenen 4 i 8 ug/mL del compost a t = 24h (reduccio
del 92,40% a 4 pg/mL i del 94,09% a 8 pg/mL), que es manté at= 481 72h. No es veu

una clara diferencia entre els tractaments a 4 i a 8 pg/mL del metal-lacarbora.
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D’altra banda, en els que no contenen I>-COSAN ni kanamicina (0 pg/mL), la motilitat
espermatica es manté en el temps, tot i que a partir de t = 72h, comenca a disminuir
(reduccio del 26,22% a t = 72h). Aix0 podria ser causat per la dilucié en BTS, la qual
ja s’ha vist anteriorment que causa una disminucié significativa de la motilitat a partir
de les 48 h [37].

Per acabar, pel que fa als tractaments amb kanamicina (0 pg/mL + K), es veu una
reduccié a t = 72h (reduccié del 36,16%), per la qual cosa es podria dir que aquest

antibiotic afecta la motilitat espermatica a partir de les 72h.

100 Figura 5:__%
90 de motilitat
80 B T pels
z 70 tractaments
z 9 amb  diferent
S 10 concentracio
X 30 de [»-COSAN
20 at=0,24,48i
18 ep— — - = 72h.  Valors
_El _El _El ~ _El _El _El ~ _El _El _El ~ _El _El _El ~ obtinguts de
O & 0 P O & 0 P O & 0 FHF O & 0 » amb | _eja_CUIat'
5 5 S S La K indica la

o o o o

preséncia de
0 24 48 72 kanamicina.
Treatmentsatt =0, 24, 48 and 72h

En relacié amb la viabilitat espermatica (Figura 6), aquesta es manté prou bé al llarg

del temps, indicant aixi que el 1>-COSAN no té efectes sobre aquest parametre.
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4.3. EFECTE DEL I,-COSAN EN LA QUALITAT ESPERMATICA DE MOSTRES
INFECTADES

Un dels principals objectius d’aquest treball ha estat coneixer si el 1>-COSAN té algun
efecte negatiu en la qualitat espermatica en mostres naturals de semen de porc. En
’'apartat anterior, fet amb mostres no infectades, s’observa que hi ha un impacte a
nivell de motilitat, perd no de viabilitat. Les mostres seminals, pero, poden estar
contaminades 0 no, i podria ser que la presencia de microorganismes per si sol, ja
tingués un efecte en la qualitat dels espermatozoides. Per aquest motiu, s’ha estudiat
I'efecte de la preséncia del compost també en mostres infectades amb Staplylococcus
aureus MRSA soca 182851 i Escherichia coli BLEE soca 192348.

Malgrat que es van fer diversos experiments per determinar I'efecte del compost en el
semen porci infectat (Taula 1), només es mostren els resultats obtinguts a partir
mostres procedents de I'ejaculat, per tal d’evitar I'efecte de la centrifugacio, parametre

que s’ha vist anteriorment que afecta la motilitat espermatica.

Es torna a veure (Figura 7) una gran reduccio de la motilitat en aquells tractaments
gue contenen [>-COSAN a 4 i 8 pg/mL i que han estat infectats amb E. coli BLEE
(192348) (reduccio del 77,41% a 4 pg/mL i del 83,17% a 8 pg/mL) i S. aureus MRSA
(182851) (87,96% i 89,03%). Cal destacar que el percentatge de reduccio és major en
mostres no infectades que en infectades (entre el 1,99% i el 14.99% de diferencia), la
gual cosa es relaciona amb errors metodologics, de manera que la diferéncia no és
significativa. El fet que aquesta reduccié no es vegi Unicament en els tractaments
infectats, sin6 també en els controls sense infectar (Figura 5), fa pensar que el
compost afecta amb molta evidéncia la motilitat espermatica i que la reduccié d’aquest

parametre no és deguda només a la presencia de bacteris.

Anteriorment, ja s’ha vist com S. aureus juga un paper central en la motilitat
espermatica, causant una reduccié d’aquesta gracies a lalliberacid6 de factors
espermicides solubles com el sperm immobilization factor [38]. Aixi que una de les
causes dels efectes en aquest parametre en els tractaments inoculats amb S. aureus,
podria ser I'alliberacié d’aquest factor d'immobilitzacid, tot i que aixd encara esta per

confirmar.

18



D’altra banda, els tractaments que no contenen [>-COSAN mostren també una
tendencia a la reduccio6 de la motilitat que pot ser causada, com ja s’ha contemplat en
altres estudis, per la dilucié en BTS [37]. En el cas dels tractaments sense 1,-COSAN
ni kanamicina (0 pg/mL), la motilitat es manté a t = 24h i comenca a disminuir a partir
de les 48h (reduccié del 8,88% per E. coli i del 1,02% per S. aureus), mentre que en
els tractaments a 0 pg/mL amb kanamicina, la reduccio ja es veu a t = 24h (6,73% per

E. colii 3,53% per S. aureus).
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En relacié amb la viabilitat espermatica, hi ha una reduccié d’aquesta en preséncia
conjunta de I1>-COSAN i bacteris (Figura 8) (reduccio del 14,94% i 36,78% a 4 i 8 pg/mL
amb E. coliidel 29,89% i 34,48% amb S. aureus), pero no es veu una gran disminucié
en el cas que hi hagi anicament el compost (Figura 6) (reduccio del 2,30% i 4,60% a
4 i 8 pg/mL). Aixo es relaciona amb que els bacteris solen causar una reduccio de la
viabilitat dels espermatozoides, depenent de la concentracié i del temps [39], aixi que
no es considera que el compost afecti la viabilitat espermatica. També s’ha pensat que
hi podria haver un efecte sinérgic del metal-lacarbora amb E. coli BLEE (192348) i S.

aureus MRSA (182851), pero aixo encara esta per confirmar.

També s’observa que la viabilitat baixa en un principi, perd després s’estabilitza, la
gual cosa pot ser deguda al fet que els espermatozoides necessiten un temps per

adaptar-se al canvi de diluent [17].
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Per acabar, destacar que segons l'estudi de Bennour et al. (2022), el compost
presenta una MIC de 0,006 uM (4 pg/mL) per S. aureus MRSA (182851) i de 0,050
MM (32 pug/mL) per E. coli BLEE (192348), a més d’un index de selectivitat (ICso/MIC)
de 1880, indicant que aquest compost no mostra un efecte citotoxic contra les cél-lules
eucariotes. Amb els resultats obtinguts, es confirma que no té efecte citotoxic contra
els espermatozoides porcins, la qual cosa ja s’ha vist préviament en les cel-lules T98G
(ICs0 = 102 uM/MIC) i V79 (ICs0 = 102 uM/MIC).

4.4. EFECTE ANTIMICROBIA DEL I,-COSAN EN MOSTRES SEMINALS

En un primer assaig per determinar I'efecte antimicrobia del 1>-COSAN, es va treballar
amb un pool de tres dosis seminals. Es va veure una gran reduccio de la motilitat i
molt poc creixement bacteria respecte al que s’esperava. Aixo es va relacionar amb el
fet que un dels mascles va venir contaminat de la granja per bacteris semblants a
Proteus, ja que Proteus mirabilis €s un dels microorganismes més comuns que es
troben contaminant el semen de porc, causant una reduccio en la seva motilitat, tot i
gue aquesta no és tant significativa com la que causa S. aureus o E. coli [39]. La
contaminacié bacteriana en mostres de semen facilita I'aglutinacié d’espermatozoides,
baixa la motilitat i promou canvis en el pH seminal. Alguns dels microorganismes
patdogens més comuns en la contaminacio del semen porci, a més de Proteus mirabilis
[39], s6n Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella spp., Pseudomonas

aeruginosa i Staphylococcus aureus [40].
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En un segon assaig realitzat, també a partir d’'un pool de tres dosis seminals, s’ha
obtingut una elevada contaminacié per uns bacteris semblants a Micrococcus luteus,
sobretot en les plagues de S. aureus. Probablement, aguesta contaminacio és deguda
a un error de manipulacié de les mostres o a la contaminacié d’algun dels diluents i/o
material emprat en I'assaig. Aquest tipus de bacteri es pot trobar, tot i que rarament,
en el semen porci [17]. Al ser els dos bacteris grampositius, han respost de la mateixa
manera al compost i tots van ser comptats com a S. aureus, aixi que els resultats

assolits no es poden tenir en compte.

Es mostren els resultats dels Ultims tres assajos, realitzats a partir d’'un pool de tres
dosis seminals, en els quals es va infectar un cop amb S. aureus MRSA (182851) i
tres cops amb E. coli BLEE (192348).

Pel que fa als resultats de les mostres infectades amb S. aureus MRSA (182851)
(Figura 9), es va veure gue tots els tractaments presenten una reduccié del nombre
de ufc/mL en el temps. La disminucié en el cas del 1>-COSAN a 8 pg/mL és superior
qgue a 4 pug/mL at = 24h (reduccio del 99,70% a 4 pg/mL i del 99,94% a 8 pg/mL), pero
la diferencia no és significativa. També es veu que els tractaments sense I,-COSAN
mostren un % de reduccio semblant als que contenen el compost (reduccié del 98,41%
a 0 pg/mL i del 99,70% a 0 pg/mL + K), quan la preparacié sense kanamicina ni sense
[>-COSAN hauria de mantenir-se en el temps, a causa del fet que I'abséncia
d’antibidtics hauria de permetre el manteniment de S. aureus. La reduccié en aquest
tractament (O pg/mL) podria ser deguda a la preséncia de restes d’antibidtics en el
medi. Caldria repetir 'experiment amb un ejaculat, ja que aquest no es compra amb

el diluent amb antibiotics de la granja.

La reducci6 de la viabilitat de S. aureus MRSA (182851), tant en les mostres tractades
com en les no tractades, indica que el 1>-COSAN no té efecte en aquest bacteri, sind
gue aquests no resisteixen en les mostres seminals de porc. Tot i aix0, només es té
una replica d’aquests resultats, de manera que caldria repetir-ho almenys dues

vegades més per confirmar-los.
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Pel que fa als resultats de les mostres infectades amb E. coli BLEE (192348) (Figura

10), s’ha observat pels tres assajos realitzats que el bacteri mor a les 24h. No se sap

el motiu pel qual aixd succeeix, perd s’ha comprovat que no és degut a un error

metodoldgic i que tampoc és causat per la mala retirada del diluent amb I'antibiotic de

la granja, el qual podria interferir en la viabilitat del bacteri. Aixo fa pensar que realment

hi ha alguna cosa en les mostres seminals de semen porci que mata els bacteris,
essent E. coli BLEE (192348) més sensible que S. aureus MRSA (182851). Tal

vegada, es podria utilitzar un altre bacteri gramnegatiu 0 una altra soca de E. coli per

tal de veure si aquest nou bacteri també es mor en aquestes condicions.
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5. CONCLUSIONS

The protocol has been optimized, making a fine-tuning of it: the centrifuge used until
now can no longer be employed, from the moment that it has been seen it damages
the spermatozoa, decreasing their motility. However, it has been seen that
centrifugation do not affect sperm viability. Because ejaculates are very expensive
samples, centrifugation cannot be ruled out, but perhaps the use of a centrifuge that

accelerates and slows down more slowly and is refrigerated could be considered.

After analysing the different parameters of sperm quality, it is concluded that motility is
greatly affected by the presence of [>-COSAN in all the assays performed, suggesting
that this compound would not be a promising antibiotic, as we are looking for a
compound that affects the contaminating bacteria, but not the spermatozoa. On the
other hand, viability and morphology are not altered by the presence of the

metallacarborane.

Moreover, a decrease in sperm motility in the samples infected with S. aureus MRSA
(182851) and E. coli BLEE (192348) has been seen, and the percentage of non-viable
spermatozoa is higher in those infected samples than in non-infected samples, due to

bacteria also affect this parameter.

Preparations that are not centrifugated and do not contain [>-COSAN also shows a
reduction in sperm motility after 48h. Some studies defend that this is due to dilution in
BTS.

Kanamycin is a known antibiotic used for the preservation of seminal samples and, in
this study, its antimicrobial effect and its innocuity, regarding the different parameters
of sperm quality, have been confirmed. Despite this, it has been seen that kanamycin

influences sperm motility from 72h.

As regards the analysis of the antimicrobial effect of 1.-COSAN, a reduction in the
number of colonies was observed in the treatments infected with S. aureus. No
differences in the percentage of reduction are shown between the different treatments,
which indicates that the compound would not influence the viability of the bacteria, but

that the bacteria die in the porcine semen samples.
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Regarding E. coli, this bacterium died 24h after infections in the three tests performed,
and the reason for this is not known. Thus, there is something in the seminal doses

that kills the bacteria, with E. coli BLEE being less resistant to it than S. aureus MRSA.

Therefore, it can be concluded that 1>-COSAN has a negative effect on sperm motility
that makes it not a promising compound for boar sperm preservation. So, it would be
necessary to test other gramnegative bacteria and continue investigating other
promising compounds that could show antimicrobial activity and that do not have a
negative effect on spermatozoa. Other types of metallacarboranes, such as other
COSAN derivatives, might be tested to see if they could be used as future
antimicrobials. In addition, itis necessary to study whether there is anything in the boar
seminal samples that has an effect on the viability of the bacteria.

6. REFLEXIO ETICA

L’experimentacié animal és una activitat necessaria per a aconseguir grans avangos
que haurien estatimpossibles a partir d’altres mitjans. Avui en dia, no només s’utilitzen
en I'ambit de la medicina, sind6 també en psicologia, industria militar, cosmetica,

educacio i formacio d’investigadors [41].

El porc és un animal molt utilitzat en la investigacio, per la seva similitud fisiologica i
anatomica amb els humans. A més, é€s un animal domesticable, de creixement rapid i
de reproduccié nombrosa, perd és molt sensible a situacions d’estrés, aixi que el seu
tractament s’ha de realitzar de manera curiosa per tal d’evitar la seva mort [42]. Per
aquest motiu, la utilitzaci6 de porcs, entre altres animals, per obtenir mostres
biologiques i per a dur a terme practiques investigadores €s una realitat en el mén en

gue vivim actualment.

L’obtencié de mostres seminals és una practica duta a terme diariament, per tal de
llavors ser emprades en tecniques de reproduccio assistida i per a realitzar diferents
tipus d’estudis [18]. EI semen extret de porcs de granja segueix una serie de
normatives per la recollida, emmagatzematge, distribucié i comercialitzacié que es
troben recollides en el Reial Decret 841/2011, de 17 de juny. També s’ha de considerar
la Llei 8/2003 de sanitat animal i la llei 32/2007 per a la cura dels animals en la seva

explotacio, transport, experimentacio i sacrifici.
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El tema de la utilitzacié d’animals per a la investigacio ha fet que sorgeixin dos grups
en la societat: els defensors de la practica i els que estan en contra. Els defensors
al-leguen que practicament tots els protocols actuals per a la prevencio, curacié i
control de les malalties, dels antibiotics, les transfusions de sang, les vacunes, etc., es
basen en coneixements obtinguts mitjancant investigacio en animals de laboratori, de
manera que és necessaria aquesta utilitzacio. A més, també defensen que el nombre

d’animals utilitzat en investigacié cientifica és relativament baix [43].

D’altra banda, s’hi troben benestaristes (que defensen continuar usant animals sempre
gue se’ls garanteixi una certa qualitat de vida) i els abolicionistes (que pretenen
rebutjar els estatus de propietat de I'animal i, per tant, totes les practiques en les quals
intervinguin aquests). De fet, han sorgit certes organitzacions en la societat que
defensen el dret legitim dels animals a la vida, busquen métodes alternatius i/o fan

campanyes i accions de protesta, intentant posicionar la societat a favor seu [41].

Amb tot aix0, en el laboratori no s’ha treballat amb cap animal, Unicament destacar la
compra de mostres seminals a I’empresa Batallé S.L., la qual es responsabilitza de

complir amb totes les normes esmentades anteriorment.

En I'ambit de sostenibilitat, tots els residus generats en utilitzar bacteris van ser
llancgats a un contenidor de residus bioldgics, i es va minimitzar I'is de material per tal
de reduir la quantitat de residus. De totes maneres, la Universitat de Girona presenta
un pla d’ambientalitzacié del 2021 en el que s’observa com la jerarquia d’aquesta
institucié tendeix a la prevencioé (evitar-ne la generacio), seguida de la reutilitzacio i la
preparacio per a la reutilitzacid, el reciclatge i, finalment, la valoritzacio. La recollida,

transport i tractament dels residus és duta a terme per gestors autoritzats.

Finalment, els articles consultats han estat citats segons I'estii APA a través del
programa Mendeley i s’ha evitat el plagi, un delicte relatiu a la propietat intel-lectual
recollit en l'article 270 del codi penal (Ley Organica 10/1995, de 23 de Noviembre,
Cabdigo Penal).

7. REFLEXIO PERSPECTIVA DE GENERE

L’escassa preséncia de les dones en la ciéncia i la investigacié es diu que és deguda

ala manca d’interés d’aquestes per aquesta materia, pero aixo no és aixi. Un problema
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d’equitat i justicia social fa que les dones accedeixin en menor mesura a llocs de treball

creatius i vocacionals, concentrant-se en llocs de treball amb poca remuneracio [44].

De fet, les dones sempre han viscut a 'ombra dels homes, i clars exemples d’aixo
poden ser la Isabella Helen Lugski, qui va desenvolupar técniques per determinar
I'estructura tridimensional de les molécules per cristal-lografia de rajos X, pero el Premi
Nobel de Quimica el van donar al seu home Jerome Karle, o la coneguda Rosalind
Franklin, que va descobrir I'estructura de la doble hélix del DNA i va haver de sofrir
comentaris discriminatoris per part dels seus col-laboradors. Destaguen comentaris
com: “Estava decidida a no mostrar els seus atributs femenins”, “Hauria pogut resultar
més guapa si hagués mostrat interes per vestir-se bé”, etc. Els van concedir el premi
Nobel quan ella ja era morta, i no s’atorga a titol postum [45]. Tristament, aquests
comentaris continuen existint en la nostra societat i continuen estant presents en

I’entorn de treball.

La diferéncia entre homes i dones en I'ambit cientific pot descriure’s amb dades: I'any
2010 en la Unié Europea, per cada 100 homes amb titol universitari, hi havia 151
dones, i en Espanya 137. Tot i aixd, no s’ha traduit en una preséncia equitativa, ja que
nomeés el 32% d’elles treballaven com a cientifiques i enginyeres (per aquell mateix
any) [44].

En els ultims 15 anys, hi ha hagut una evolucio en les politiques d’igualtat en |+D+] a
Espanya, influenciada per I'aparicio de la Llei Organica 3/2007, del 22 de marg, per la
igualtat efectiva de dones i homes, i també per les directives, iniciatives i
recomanacions en el marc de la Uni6 Europea. Aix0 ha portat a un augment en la
preséncia d’investigadores (41%), en la presencia de dones en els treballs de presa

de decisions i en la presencia de dones segons avanca la carrera investigadora [46].

Avui en dia, les dones, tot i fer una carrera en ciencies, no progressen al mateix ritme
gue els seus companys, no participen de manera plena i igualitaria en la presa de
decisions en el sistema de la ciéncia, continuen tenint menors taxes d’éxit i reben
proporcionalment menys financament que els homes [46]. D’aquesta manera, cal

destacar que la bretxa de genere encara esta present i és significativa.
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El meu TFG sobre els efectes del péptid antimicrobia 1.-COSAN sobre els
espermatozoides porcins I'he realitzat en el grup de recerca de la Microbiologia de la
Malaltia Intestinal. Aquest grup €s una clara mostra de lluita per la igualtat, ja que la
seva majoria esta formada per dones. El seu treball, esforg i talent ha portat a la
publicacié d’'una gran quantitat d’articles cientifics, reviews i capitols de llibres, entre
altres coses, on la majoria d’ells han tingut una autoria majoritariament femenina. Un
exemple d’aquests seria “Una estratégia innovadora per estudiar la capacitat invasiva
d’Escherichia coli adherent-invasiva mitjancant la utilitzacié de monocapes epitelials

derivades d’organoide primari huma”, que té un factor d'impacte de 7561 (2020).

L’experiéncia viscuda durant el TFG en aquest grup de recerca m’ha animat a seguir
la meva carrera i a pensar que puc tenir, com a dona, un futur en ella. Tot i aixo, cal
continuar lluitant per la igualtat entre homes i dones, no nomeés en el mon de la ciéncia,

sind en la vida sencera.
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