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Resumen

Una amplia variedad de antioxidantes evaluados en la congelaciéon de semen equino no
ha arrojado resultados satisfactorios en el mantenimiento de su calidad y fertilidad. El
isoespintanol y el timol son moléculas de origen natural con una alta actividad antioxi-
dante, lo que las hace potencialmente utiles para reducir el estrés oxidativo del semen
durante la criopreservacion. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto del isoes-
pintanoly el timol en la actividad antioxidante total y enzimatica de semen equino dilui-
do con fines de congelacion. El semen de cinco caballos criollos colombianos se diluyé
enun medio de congelacion, se dividio en tres alicuotas que se asignaron aleatoriamente
alos tratamientos isoespintanol (40 pM), timol (S0 pM) o control (sin antioxidante). Se
evalud la capacidad antioxidante total (TAC) por los ensayos ORAC y FRAP. La acti-
vidad de catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx) se
evaluaron mediante pruebas enzimdticas. La evaluacion estadistica se realiz6 median-
te modelos mixtos, andlisis de correlacién y comparacion de medias por la prueba de
Tukey. Las actividades de SOD y GPx fueron menores para el isoespintanol (6,7 + 2,2 U/
mly 0,16+ 0,02 U/ml), comparadas con el timol (6,9 £ 2,2 U/mly 0,20 £ 0,02 U/ml) y el
control (7,2 £2,2 U/mly 0,22 £ 0,02 U/ml) (p < 0,05). No hubo diferencias parala TAC
ola CAT del semen (p > 0,05). El isoespintanol reduce la actividad de SOD y GPx en el
semen equino diluido con fines de congelacion.
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Effect of isoespintanol and thymol on the antioxidant
activity of equine semen diluted for freezing purposes

Abstract

A wide variety of antioxidants that were evaluated for freezing equine semen failed to
yield satisfactory results in maintaining their quality and fertility. Isoespintanol and thy-
mol are molecules of natural origin with a high antioxidant activity, which makes them
potentially useful for reducing semen oxidative stress during cryopreservation. This
study aimed to evaluate the effect of isoespintanol and thymol on total antioxidant and
enzymatic activity of equine semen diluted for freezing purposes. The semen of five Co-
lombian creole horses was diluted in a freezing medium, divided into three aliquots that
were randomly assigned to treatments with isoespintanol (40 pM), thymol (S0 uM), or
control (no antioxidant). Total antioxidant capacity (TAC) was evaluated using ORAC
and FRAP tests. Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione pero-
xidase (GPx) activity were evaluated by enzymatic assays. The statistical evaluation
was performed using mixed models, correlation analysis, and comparison of means by
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Tukey’s test. SOD and GPx activities were lower for isoespintanol (6.7 + 2.2 U/ml and
0.16 + 0.02 U/ml), compared to thymol (6.9 + 2.2 U/ml and 0.20 + 0.02 U/ml) and to
control (7.2 2.2 U/mland 0.22 + 0.02 U/ml) (p < 0.05). There were no differences for
TAC or CAT in semen (p > 0.05). Isoespintanol reduces SOD and GPxactivity in equine
semen diluted for freezing purposes.

Keywords: antioxidants, cryopreservation, enzymes.

Efeito do isoespintanol e o timol na atividade antioxidante
de sémen equino diluido para fins de congelagao

Resumo

Uma ampla variedade de antioxidantes avaliados na congelagao de sémen equino nio
tem mostrado resultados satisfatérios na manuten¢io de sua qualidade e fertilidade. O
isoespintanol e o timol sao moléculas de origem natural com uma alta atividade antioxi-
dante, fator que as faz potencialmente tteis para reduzir o estresse oxidativo do sémen
durante a criopreservagdo. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do isoespin-
tanol e do timol na atividade antioxidante total e enzimatica de sémen equino diluido
para fins de congelagdo. O sémen de cinco cavalos nativos da Colombia foi diluido em
um meio de congelagio, depois dividido em trés partes designadas aleatoriamente aos
tratamentos isoespintanol (40 pM), timol (SO uM) o controle (sem antioxidante). Ava-
liou-se a capacidade antioxidante total (TAC) pelos ensaios ORAC e FRAP. A atividade
de catalase, superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) se avaliaram
mediante provas enzimadticas. A avalia¢do estatistica realizou-se mediante modelos mis-
tos, andlise de correlagdo e comparagido de médias pela prova de Tukey. As atividades
de SOD e GPx foram menores para o isoespintanol (6,7 + 2,2 U/ml e 0,16 + 0,02 U/ml),
comparadas com o timol (6,9 £ 2,2 U/ml e 0,20 £ 0,02 U/ml) e o controle (7,2 + 2,2 U/
mle 0,22 +0,02 U/ml) (p <0,05). Nao houve diferencas paraa TAC oua CAT do sémen
(p > 0.05). O isoespintanol reduz a atividade de SOD e GPx no sémen equino diluido
para fins de congelagao.

Palavras chave: antioxidantes, criopreservagao, enzimas.

INTRODUCCION

Los procesos de congelacion de semen son conocidos
por producir un incremento en la generaciéon de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) (1), a causa del desaco-
plamiento del metabolismo oxidativo normal de los
espermatozoides (2). Se ha descrito que la criopreser-
vacion del semen conduce ala pérdida de la actividad de
defensa antioxidante, principalmente a causa de la alte-
racién de las enzimas antioxidantes (3).

El plasma seminal equino posee actividades conside-
rables de superéxido dismutasa (SOD) y de glutation-
peroxidasa (GPx) (4,5). Igualmente, la catalasa (CAT)
se encuentra en grandes cantidades en el semen de los
equinos, a excepcion de la primera fraccion del eyacu-
lado, conocida como fluido preespermatico, el cual se
origina como secrecion de las gldndulas bulbouretra-
les (6). Vitaminas como el a-tocoferol y el 4cido ascér-
bico, asi como otras moléculas presentes en el plasma
seminal equino como lactato, dcido drico, taurina,
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hipotaurina, piruvato, ergotioneina y albumina han
sido reconocidas por su funcionalidad como antioxi-
dantes (7,8). Sin embargo, es comun la extraccién del
plasma seminal durante los procesos de criopreserva-
ci6én del semen equino, por su posible relacién con la in-
capacidad de los espermatozoides para sufrir reaccién
acrosdémica y completar la fertilizacién (9,10). Adicio-
nalmente, esto podria favorecer el estrés oxidativo del
semen, ya que las moléculas antioxidantes presentes en
el plasma seminal son descartadas (11). Ademds, el pro-
ceso de centrifugacion por si mismo es deletéreo para
los espermatozoides, y se ha relacionado con un incre-
mento en la produccién de ERO (12,13).

Se conoce que los diluyentes para la congelacion de se-
men equino tienen un efecto compensatorio de la capa-
cidad antioxidante (14). Asi mismo, la adicién de SOD
y otras moléculas antioxidantes pueden reducir las al-
teraciones esperméticas generadas por el estrés oxida-
tivo (15,16). De tal forma, antioxidantes no evaluados
aun en la criopreservacién de semen equino podrian
potenciar su actividad antioxidante. El timol (2-isopro-
pil-S-metilfenol) es un antioxidante de origen natural,
presente en aceites esenciales de tomillo (Thymus vul-
gare) y orégano (Origanum vulgare), que es conocido por
su capacidad de inducir un incremento en la actividad
de enzimas como la glutation-S-transferasa y la alanina
aminotransferasa (ALT) (17,18).

El isoespintanol (2-isopropil-3,6-dimetoxi-S-metilfe-
nol) es un anélogo biosintético del timol, extraido de
las hojas de Oxandra cf xylopioides (Annonaceae), y es
considerado mejor antioxidante que el timol, por su
mayor capacidad de neutralizacion de radicales libres,
evaluada experimentalmente mediante los ensayos
FRAP (poder antioxidante reductor férrico) y DPPH
(1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo), al igual que por su mayor
capacidad de transferencia de electrones y 4tomos de hi-
drégeno. Esta se evalud tedricamente a través del poten-
cial de ionizacidn y la entalpia de disociacion del enlace
O-H, respectivamente (19). El objetivo de esta investi-
gacion fue evaluar el efecto del isoespintanol y el timol
enlaactividad antioxidante total y enzimatica de semen
equino diluido con fines de congelacion.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion y obtencion de muestras

Se emple6 el semen proveniente de cinco caballos crio-
llos colombianos (Equus caballus), ubicados en el muni-
cipio de Girardota (Antioquia, Colombia), 6° 23’ 41,50"
latitud norte y 75° 25 27,95" longitud oeste, con una al-
titud promedio de 1475 m s. n. m., una temperatura pro-
medio de 22 °C y una pluviosidad cercana a los 2200
mm/ano. Los animales estuvieron entre los 2 y 8 afios
de edad, todos en un régimen minimo de una colecta
semanal, con fertilidad comprobada con crias nacidas
vivas y con una condicién corporal entre 6 y 7 (escala
1a9). Se realiz6 la evaluacién fisica de los genitales ex-
ternos de cada reproductor, para descartar alteraciones
anatémicas. Se sometieron a condiciones iguales de ma-
nejo en estabulacién y alimentacion a base de pasto es-
trella henificado (Cynodon nlemfuensis) suministrado
a voluntad. Se colectaron dos eyaculados por animal,
mediante una vagina artificial modelo Missouri (Mi-
nitube, Tiefenbach, Alemania), lubricada con gel no
espermicida y sobre una yegua. La fraccion en gel del
eyaculado se removio por filtracién. El semen se dilu-
y6 en proporcién 1:1 en diluyente EquiPlus® (Minitube,
Tiefenbach, Alemania), y se transporté a S °C en una
caja de transporte aislante durante 2 h.

Evaluacion seminal

La concentracién de espermatozoides se evalud por es-
pectrofotometria (Spermacue®, Minitube, Tiefenbach,
Alemania) con una gota de semen fresco. La movilidad
espermadtica se evalu6 por microscopia de contraste de
fase (Eclipse E200¢, Nikon Inc., Tokio, Japén), en mi-
nimo cinco campos de observacién (20). La morfolo-
gia normal y la vitalidad espermatica se evaluaron por
la técnica de eosina-nigrosina modificada, paralo cual,
sobre un portaobjetos, se mezclaron una gota de se-
men y una gota de eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), y se realiz6 un extendido. En un microsco-
pio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc., To-
kio, Japén), se realizé la evaluacién individual de 200
espermatozoides (21). La integridad de la membrana
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plasmética de los espermatozoides se evalué porla prue-
ba hipoosmética (HOS), de acuerdo con lo descrito por
Neild y colaboradores (22). En un tubo se mezclaron
100 pl de semen con 500 pl de solucién hipoosmética de
sacarosa 5,4 % (100 mOsmol/L). Dicha mezcla se incu-
bé a 38,5 °C por 30 min, y luego se evalué la integridad
de membrana de 200 espermatozoides, mediante un
microscopio de contraste de fase Eclipse E200 (Nikon
Inc. Tokio, Japén).

Preparacion de muestras

Con la finalidad de retirar la mayor proporcién de plas-
ma seminal, como se realiza de forma convencional, una
muestra de semen diluido de 30 ml, se centrifugé por 15
min a 1200 x g, y se descart6 un 90 % del sobrenadan-
te. La muestra se resuspendio en un diluyente a base de
leche semidescremada, caseinatos de sodio y azucares,
suplementado con 4 % de yema de huevo y 5% de N,N-
dimetilformamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
en cantidad suficiente para una concentracion final de
100 x 10° espermatozoides/ml. Luego se dividi6 en tres
alicuotas, las cuales se asignaron aleatoriamente a los
tratamientos: isoespintanol (40 uM), timol (S0 uM) o
control (sin antioxidante), tomando como referencia
un andlisis preliminar de inhibicién de la produccién
de ERO en semen equino. Con la finalidad de realizar
la medicién de la actividad antioxidante, se recuperd la
fraccion soluble de la muestra, para lo cual cada alicuo-
ta se centrifugd a 1200 x g durante 10 min. Se descar-
t6 el precipitado (células espermiticas) y se recuper el
sobrenadante (minimo S ml), el cual se mantuvo en re-
frigeracién a S °C durante méximo 1 h antes de su eva-
luacién.

Evaluacion de la capacidad antioxidante
total (TAC)

La TAC se evalu6é mediante los ensayos de la capacidad
atrapadora de radical oxigeno (ORAC) y de la capaci-
dad reductora férrica (FRAP). El método ORAC estu-
vo basado en estudios previos de Ou y colaboradores
(23). Se utilizaron soluciones de fluoresceina 1 x 10-°
M en PBS (75 mM, pH 7,4) y de AAPH 0,6 M en PBS

(75 mM, pH 7,4). Cada tubo de reaccién se preparé con
21 plde fluoresceina, 2,899 ul de PBS, 30 ul de muestray
50 ul de AAPH. Se emplearon condiciones controladas
de temperatura 37 °C, pH 7,4 y Trolox® (Merck, Darm-
stadt, Alemania) como antioxidante de referencia. Las
lecturas se realizaron por duplicado en un espectrofluo-
rimetro LS 5SS (Perkin Elmer, Waltham, USA) a longi-
tudes de excitacion/emisién de 493/515 nm. El valor
ORAC se calcul6 usando las diferencias de dreas bajo la
curva de decaimiento de la fluoresceina entre un blanco
ylamuestra, lo cual se comparé contra una curva patrén
con Trolox®. Para el método FRAP se adicionaron 50 pl
de muestra a 900 pl de solucién FRAP compuesta por
buffer 4cido acético-acetato de sodio (pH 3,4), TPTZy
FeCl,, en relacién 10:1:1. Luego de 30 min de reaccién,
se midi6 por cuadriplicado la absorbancia a una longi-
tud de onda de 593 nm en un espectrofotémetro 6405
UV/Vis (Jenway, Burlington, USA). El valor encontra-
do se compard con una curva de referencia construida
con 4cido ascoérbico (24).

Evaluacion de la actividad antioxidante
enzimatica

Laactividad dela GPxyla superéxido dismutasa (SOD)
provenientes de la fraccion conservada de plasma semi-
nal se midieron mediante los kits Ransel® y Ransod®
(Randox Laboratories, Crumlin, UK), respectivamente,
de acuerdo conlos procedimientos descritos por Tavila-
ni y colaboradores (25). Para la GPx se preparé una so-
lucién de reaccién con glutation (4 mmol/L), NADPH
(0,34 mmol/L) y glutatién reductasa (0,5 U/L). Dicha
solucién se mezclé con hidroperdxido de cumeno (0,18
mmol/L) y 0,05 mL de muestra. Se midié por cuadri-
plicado el descenso en la absorbancia por espectrofoto-
metria a 340 nm. Para la SOD la muestra se diluyé en
proporcién 1:31 en buffer fosfato (10 mM, pH 7). Se em-
pled xantina (0,05 mmol/L) y la enzima xantina oxidasa
(80 U/L) para generar radical superéxido, el cual reac-
ciond con INT (2-(4-yodofenol)-3-(4-nitrofenol)-5-fe-
nil tetrazolium cloruro) (0,025 mmol/L), para generar
formazdn. Se defini6 una unidad de SOD como aque-
lla que inhibi6 el 50% de la produccién de formazén.
Las lecturas se realizaron por cuadriplicado mediante

152 Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogot4 (Colombia) N° 35: 149-158, julio-diciembre del 2017



Efecto del isoespintanol y el timol en la actividad antioxidante de semen equino diluido con fines de congelacién

espectrofotometria a 505 nm. La actividad catalasa
(CAT) se evalué mediante la medicién de la desapari-
cién de perdxido de hidrégeno, de acuerdo con el pro-
cedimiento descrito por Aebi (26). Se mezclaron 30 yl
de muestra con 720 pl de una solucién de peréxido com-
puesta por buffer PBS (10 mM, pH 7,0), Tritén X-100
(0,1%) y peréxido de hidrégeno (20 mM). Luego se mi-
dié por cuadriplicado el descenso de la absorbancia por
espectrofotometria a 240 nm, durante 3 min. Una uni-
dad de TAC se definié como 1 pmol de perdxido de hi-
drégeno consumido por minuto. Las lecturas para las
tres enzimas se realizaron mediante un espectrofotome-
tro 6405 UV/Vis (Jenway, Burlington, Estados Unidos).

Andlisis estadistico

Se realizé el ajuste de modelos mixtos completamente
aleatorizados. En cada modelo se incluyé el efecto fijo

del tratamiento y el efecto aleatorio anidado del eyacula-
do dentro del equino. Las covariables incluidas en cada
modelo se definieron mediante un analisis de correla-
cién de Pearson. Dado el uso de pruebas paramétricas,
se evalud la normalidad de los datos por la prueba de
Shapiro-Wilk. La comparacién de las medias entre los
tratamientos se realiz6 mediante la prueba de Tukey. El
nivel de significancia considerado para todas las evalua-
ciones fue p < 0,05. Todos los analisis se realizaron me-
diante el programa SAS 9.2 (SAS Inst. Inc., Cary, USA).

RESULTADOS

Un total de 10 muestras de semen (eyaculados) se pro-
cesaron bajo los diferentes tratamientos. Los resultados
para los pardmetros de calidad del semen fresco se pre-
sentan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de la evaluacidn del semen fresco

Variable n Media DE CV (%)
Volumen (ml) 10 24,7 14,4 58,2
Concentracion (10°/ml) 10 194,0 121,8 62,7
Movilidad espermatica (%) 10 72,2 11,1 15,3
Vitalidad espermatica (%) 10 83,7 7,0 8,3
Morfologia normal (%) 10 80,5 58 772
Integridad de membrana (%) 10 77,3 73 9,4

DE: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacion.

Los resultados de los modelos estadisticos ajustados
para la TAC y la actividad de enzimas antioxidantes se
presentan en la tabla 2. El efecto aleatorio anidado del
eyaculado dentro del equino fue significativo para to-

das las variables (p < 0,05). Los resultados de la com-
paracion de medias por tratamiento, para la TAC y la
actividad de las enzimas antioxidantes se presentan en

la tabla 3.
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Tabla 2. Resultados para los modelos de actividad antioxidante

Variable n Media DE CV (%) R? Valor de p
ORAC 60 8160 1605,80 19,68 0,74 <0,0001
FRAP 120 25,99 3,92 15,10 0,93 <0,0001
SOD 120 6,90 0,74 10,69 0,99 <0,0001
GPX 120 0,17 0,08 46,76 0,49 <0,0001
TAC 120 76,15 17,24 23,57 0,89 <0,0001
n: nimero de repeticiones; R*: coeficiente de determinacion; DE: desviacion estdndar; CV: coeficiente de variacién; ORAC: pmol trolox
equivalente/L; FRAP: mg de 4cido ascorbico equivalente/L; SOD, GPxy TAC: unidades de enzima/ml.
Tabla 3. Capacidad antioxidante total y actividad enzimatica por tratamiento
Tratamiento ORAC FRAP SOD GPx TAC
Control 8560,6 +0,8° 24,2 +4.4° 1,2+2,2° 0,22+0,02° 749+ 17,2°
Timol 7800,0+0,8° 27,0 £4,4° 6,9+2,2% 0,20+ 0,02% T4,1+£17,2%
Isoespintanol 8270,7+0,8 25,8+4.4° 6,7+2,2° 0,16 +0,02° 749+ 17,2°

Nota. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0,05). Los resultados se expresan como media * error estdndar.
ORAC = pmol trolox equivalente/L; FRAP = miligramos de 4cido ascorbico equivalente/L; SOD, GPxy TAC = unidades de enzima/ml.

Di1scUSION

Los resultados de la evaluacién seminal realizada en el
presente estudio (tabla 1) permiten considerar las mues-
tras obtenidas como de buena calidad, si se toman como
referencia otras investigaciones en las que se ha eva-
luado el semen de caballos criollos colombianos. Mesa
(27) hall resultados de concentracién, movilidad total
y vitalidad de 209,2 + 49,1 x 10° espermatozoides/ml,
71,2+ 11,2%y 73,3 + 6,0 %, respectivamente; mientras
Ospitia y Gonzales (28) encontraron resultados de vo-
lumen, movilidad total y morfologia normal de 25,6 +
9,53 ml, 63 +7,8% y 59,8 £ 7,7 %, respectivamente.

La criopreservacion incrementa la produccion de ERO
y a su vez ocasiona un descenso en la actividad antio-
xidante del semen (29). Adicionalmente, la remocién
del plasma seminal, produce la pérdida de diversos an-
tioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, que tendrian
como funcién proteger los espermatozoides de los efec-
tos nocivos de las ERO (8).

En algunas investigaciones se ha evaluado la TAC del
plasma seminal equino (11,30); sin embargo, poco se
conoce de dicha propiedad, en el semen diluido con fi-
nes de criopreservacion. La evaluacion de la TAC cobra
mayor importancia cuando se pretende evaluar el apor-
te antioxidante de diferentes moléculas suplementadas
alos diluyentes para semen. Yildiz y colaboradores (31)
hallaron un incremento de la TAC del semen de carne-
ros suplementado con ergotioneina.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion (ta-
bla 2), FRAP y ORAC forman parte de los mecanismos
antioxidantes del semen equino procesado con fines de
criopreservacion. El método FRAP se basa en la reduc-
cién de iones férricos (Fe?*) a iones ferrosos (Fe**), por
efecto del poder reductor de la muestra (32). Se ha ob-
servado la presencia de iones ferrosos en el semen, que
podrian actuar como catalizadores (metales de transi-
cién) (33) y reaccionar con el peréxido de hidrégeno
del semen equino (34), para producir el radical hidroxi-
lo (OHe.), capaz de desencadenar la peroxidacién de los
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lipidos y otras alteraciones celulares (35,36). Por otro
lado, el ensayo ORAC mide de la reaccién de oxidacién
en cadena inducida por los radicales peroxilo (ROOs),
los cuales son producidos por la peroxidacion de los 4ci-
dos grasos poli-insaturados, presentes en la membrana
plasmatica de los espermatozoides (23,37).

En el plasma seminal equino se han encontrado valo-
res FRAP y ORAC, cercanos o incluso inferiores a los
hallados en este trabajo (30), lo cual podria indicar un
efecto compensatorio de la capacidad antioxidante del
semen, por la adicion de los diluyentes de criopreserva-
cién (14). Otros estudios han encontrado valores FRAP
y ORAC en plasma seminal y plasma sanguineo huma-
no, respectivamente (38,39).

El ensayo ORAC se basa en la deteccién de la actividad
antioxidante debida ala transferencia de dtomo de hidro-
geno (HAT), igual mecanismo de accién antioxidante
del timol y el isoespintanol (19). Por otro lado, mediante
elmétodo FRAP se ha demostrado la capacidad reducto-
ra férrica del timol (40). Sin embargo, la suplementacién
con timol e isoespintanol no generé diferencias estadis-
ticas (p > 0,05) en la TAC del semen equino, evaluada
por los métodos FRAP y ORAC (tabla 2). Lo anterior
es contrario a lo observado por Rojano y colaboradores
(41), quienes comprobaron la capacidad del isoespinta-
nol para reducir el Fe3* hasta Fe2* en el ensayo FRAP,
siendo considerado mejor reductor que el antioxidante
sintético butilhidroxitolueno (BHT). Asi mismo, se ha
encontrado que la actividad antioxidante del isoespin-
tanol se manifiesta en su capacidad para interactuar con
radicales peroxilo y controlar la formacién de hidrope-
réxidos, en modelos ricos en lipidos (42). Es probable
que el semen diluido, por tratarse de un medio predo-
minantemente acuoso y con una baja proporcién de li-
pidos, no permita evidenciar dicho efecto.

Dado que no se tienen antecedentes de evaluacion de
la TAC del semen equino suplementado con timol e
isoespintanol, es probable que otros métodos, como el
de total de captura de radicales peroxilo (TRAP), el
de la capacidad antioxidante reductora del ion ctprico
(CUPRAC), el del radical libre DPPH., o el de la deco-

loracién del radical catiénico ABTS.*, puedan ser mds
adecuados para la evaluacién de su actividad antioxi-
dante en este medio. El método ABTS se ha utilizado
para evaluar la TAC del plasma seminal equino (11),
mientras que frente al radical DPPHe. se conoce que
el isoespintanol reacciona con una velocidad similar al
BHT (42). Por otro lado, el estudio de la propiedad de
solubilidad del timol y el isoespintanol podria dirigir
de mejor forma el analisis de su aporte a la TAC del se-
men. Esto mediante el uso de técnicas especificas como
ORAC hidrofilico y ORAC lipofilico (43).

La actividad de enzimas antioxidantes como la CAT
y la SOD se ha relacionado con la disminucién del es-
trés oxidativo y el mejoramiento de la calidad del semen
equino (15,35). Como se realiza convencionalmente, en
este estudio se removid la mayor proporcion del plasma
seminal, antes de la dilucién del semen en el medio de
congelacién. Sin embargo, dado que no se realizé la adi-
cion de enzimas antioxidantes en el diluyente utilizado,
la actividad enzimatica encontrada corresponderia a la
proporcién conservada de plasma seminal. En conse-
cuencia, la concentracién encontrada para SOD, GPxy
TAC (tabla 1) fue bastante inferior a los registros de en-
zimas en el plasma seminal completo (5,44).

Se encontraron concentraciones menores de actividad
de SOD y GPx en el semen suplementado con isoes-
pintanol (p < 0,05) (tabla 3). Como una hipétesis, este
efecto podria ser explicado por la competencia por los
sustratos entre el isoespintanol y las enzimas evaluadas.
En un estudio se observo que el isoespintanol tiene ca-
pacidad de captura del radical superéxido (sustrato para
la SOD). No obstante, lo hace en una baja proporcién
(19). Otra posible explicacion estaria en la inhibicién no
competitiva de la SOD o la GPx por parte del isoespin-
tanol, o en una interferencia de este en las reacciones de
deteccion de dichas enzimas. Sin embargo, no se tienen
antecedentes al respecto, por lo cual serfan necesarios
estudios mas detallados. Por otro lado, no se observé
efecto del timol sobre ninguna de las enzimas evaluadas
(p > 0,05) (tabla 3), o cual coincide con Al-Malki (18),
quien no encontré efecto del timol sobre la actividad de
SOD y GPx en tejido hepético normal de ratones. Sin
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embargo, en ratones intoxicados con cloruro de carbo-
no (CCl,) y previamente tratados con timol, mejor¢ la
actividad de ambas enzimas antioxidantes, en compa-
racion con los ratones no tratados, lo cual fue atribuido
ala capacidad del timol para reducir la formacién de ra-
dicaleslibres, y por ende la iniciacién de la peroxidacion
lipidica. Es probable que bajo condiciones de mayor es-
trés oxidativo pueda observarse el efecto del timol sobre
la actividad de SOD y GPx del semen equino.

CONCLUSIONES

Elisoespintanol reduce la actividad de las enzimas SOD
y GPx en el semen equino diluido con fines de congela-
cion. No se observé efecto del timol y el isoespintanol
sobre la capacidad antioxidante ORAC y FRAP del se-
men diluido.
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