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Actividad antioxidante del isoespintanol y el timol en el
semen equino criopreservado

ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ISOESPINTANOL AND THYMOL IN CRYOPRESERVED STALLION SEMEN

Giovanni Restrepo B.'?, Benjamin A. Rojano’

RESUMEN

El isoespintanol proveniente de las hojas de Oxandra cf xylopioides y el timol
presente en los aceites esenciales del tomillo (Thymus vulgaris L) y el orégano (Origanum
vulgare L) son conocidos por su actividad antioxidante en diferentes medios. En este
estudio se evaluo la actividad antioxidante del isoespintanol y el timol en el semen
equino criopreservado. Se colecto el semen de cinco caballos criollos colombianos y se
sometid a un protocolo de congelacion, en un diluyente suplementado con isoespintanol
o timol. Se evalué la produccion de especies reactivas de oxigeno y la peroxidacion
lipidica del semen descongelado. Como resultado, se observéd una reduccion pos-des-
congelacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno del semen por efecto de
ambos antioxidantes, mientras no se encontrd diferencia entre los niveles de peroxidacion
lipidica del semen pos-descongelado. El isoespintanol y timol actiian como antioxidantes
en el semen equino sometido a la criopreservacion.

Palabras clave: antioxidante; congelacion; especies reactivas de oxigeno; peroxidacion
lipidica

Isoespintanol from the leaves of Oxandra cf xylopioides and thymol present in the
essential oils of thyme (Thymus vulgaris L) and oregano (Origanum vulgare L) is known
for their activity as antioxidants in different media. In this study, the antioxidant activity
of isoespintanol and thymol in cryopreserved stallion semen was evaluated. The semen
of five Colombian Creole horses was collected and subjected to a freezing protocol, in an
extender supplemented with isoespintanol or thymol. The production of reactive oxygen
species and the lipid peroxidation of the thawed semen were evaluated. As a result, a
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post-thawing reduction of the production of reactive oxygen species of semen was
observed due to the effect of both antioxidants, whereas no difference was found in the
lipid peroxidation levels of post-thawed semen. Isoespintanol and thymol act as
antioxidants in stallion semen subjected to cryopreservation.

Key words: antioxidant; freezing; reactive oxygen species; lipid peroxidation

INTRODUCCION

La criopreservacion de semen es uno
de los procedimientos mas importantes en el
desarrollo de las biotecnologias para la re-
produccion asistida en equinos. Sin embargo,
el semen equino es extremadamente sensi-
ble a las alteraciones celulares generadas por
la congelacion (Ball, 2008). Uno de los fac-
tores mas relacionados con la baja fertilidad
del semen equino criopreservado es el estrés
oxidativo (Ball y Baumber, 2001). Se conoce
que los procesos de congelacion producen un
incremento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), debido al des-
acoplamiento del metabolismo oxidativo nor-
mal de los espermatozoides (Ortega-Ferrusola
et al.,2009).

De igual forma, se sugiere que los pro-
cesos de congelacion conducen a la pérdida
de la actividad de defensa antioxidante, prin-
cipalmente a causa de la alteracion de las
enzimas antioxidantes (Isachenko et al.,
2004). La remocion del plasma seminal es
otro proceso que favorece el estrés oxidativo
del semen equino, toda vez que alli se en-
cuentra la mayor parte de su capacidad
antioxidante (Ball, 2008; Wnuk et al., 2010).
Otros fenomenos que contribuyen al incre-
mento de las ERO son: el aumento en el nu-
mero de células apoptoticas (Ortega-
Ferrusola et al., 2009), la presencia de
leucocitos y espermatozoides morfologica-
mente anormales (Baumber ef al., 2000) y el
estrés osmotico, el cual ha sido asociado con
el incremento del peroxido de hidrogeno
(H,0,) (Burnaugh et al., 2007), conocido
como la especie reactiva mas involucrada en
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el dafo de los espermatozoides equinos
(Baumber et al., 2000). El estrés oxidativo
desencadena la peroxidacion lipidica, un pro-
ceso complejo que altera los acidos grasos
poliinsaturados presentes en alta proporcion
en la membrana de los espermatozoides
equinos (Macias-Garcia et al., 2011) y que
ocasiona una reduccion de la movilidad, la
vitalidad y la capacidad de dichas células para
la fertilizacion (Baumber et al., 2002).

De acuerdo con lo anterior, los antioxi-
dantes se han convertido en una valiosa al-
ternativacon € findereducir € estrésoxidativo
en el semen equino criopreservado (Barros
et al.,2012; Cocchia et al., 2011; Lisboa et
al.,2012). Sin embargo, una variedad de mo-
léculas antioxidantes suplementadas en el
diluyente para la criopreservacion de semen
equino no ha mostrado una mejora sustancial
de la calidad seminal (Hussain et al., 2011;
Martins et al., 2012; Vasconcelos et al., 2013;
Martins et al., 2015). No obstante, en estu-
dios recientes se han identificado algunas
sustancias con efectos benéficos sobre los
espermatozoides criopreservados (Coyan et
al.,2011; Gibb et al., 2013; Stephens et al.,
2013), reportandose en algunos casos, efec-
tos deletéreos como el bloqueo meidtico de
los ovocitos (Blanes-Zamora et al., 2008).

En otros sistemas bioldgicos se conoce
la considerable capacidad antioxidante de di-
ferentes moléculas de origen natural. Entre
dichas moléculas esta el timol (2-isopropil-5-
metilfenol), presente en la naturaleza en acei-
tes esenciales de Thymus vulgaris L. (To-
millo) (fam. Lamiaceae) y Origanum vulgare
L. (orégano) (fam. Lamiaceae). Esta molé-
cula es conocida por una gran capacidad para
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inhibir la peroxidacion lipidica en diferentes
sistemas (Rojano et al., 2008c), al igual que
por su alta actividad anti-radical (Lagouri y
Boskou, 1995). El isoespintanol (2-isopropil-
3,6-dimetoxi-5-metilfenol) es un analogo
biosintético del timol, extraido de las hojas de
Oxandra cf xylopioides Diels (fam.
Annonaceae). Es considerado como mejor
captador de radicales y mejor reductor que
el timol en diferentes medios, siendo catalo-
gado como dos veces mejor antioxidante
(Rojano et al., 2008a). El isoespintanol inhibe
en alimentos la peroxidacion lipidica (Rojano
et al., 2008b) y en modelos animales se ha
observado su capacidad para disminuir la in-
flamacion (Rojano et al., 2007). Dado lo an-
terior, el timol, el isoespintanol e incluso otras
moléculas isopropil-fendlicas, podrian tener
un impacto positivo en la reduccion del estrés
oxidativo de células reproductivas. El objeti-
vo de esta investigacion fue evaluar la acti-
vidad antioxidante del isoespintanol y el timol
en el semen equino criopreservado.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con 21 muestras de semen
(eyaculados) provenientes de cinco caballos
criollos colombianos, las cuales fueron distri-
buidas en dos etapas. La primera etapa fue
la definicion de la concentracion de
isoespintanol y timol a utilizar en el proceso
de criopreservacion, para lo cual se utiliza-
ron seis muestras seminales. La segunda eta-
pa fue la criopreservacion del semen con las
concentraciones seleccionadas de los
antioxidantes y la evaluacion pos-desconge-
lacion, para lo cual se destinaron 15 mues-
tras seminales.

Obtencion de Muestras Seminales

Los animales del estudio estuvieron ubi-
cados en el norte del Valle de Aburra, depar-
tamento de Antioquia (Colombia), latitud
6°23°41.50"N y longitud 75°25°27.95"0O, con
una altitud promedio de 1475 msnm, una tem-
peratura promedio de 22 °C y una pluviosidad
cercana a los 2200 mm/afo.
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Los animales tenian entre 2 y 8 afios y
se encontraban en un régimen de minimo una
colecta semanal, con fertilidad comprobada
mediante crias nacidas vivas y con una con-
dicion corporal de 6 a 7 (escala entre 1 y 9).
Fueron sometidos a condiciones similares de
manejo en estabulacion, con alimentacion a
base de pasto estrella henificado (Cynodon
nlemfuensis) suministrado a voluntad. El se-
men se colectd mediante el método de la va-
gina artificial, con una vagina modelo Missouri
(Minitube, Tiefenbach, Alemania), lubricada
con gel no espermicida y sobre una yegua.
La fraccion en gel del eyaculado fue removi-
da por filtracion.

Se avaluo la calidad del semen a través
de la medicion del volumen, la concentracion
de espermatozoides por espectrofotometria
(Spermacue®, Minitube, Tiefenbach, Alema-
nia), lamovilidad espermatica por microscopia
(Eclipse E200%, Nikon Inc., Mellville, EEUU)
y la morfologia y vitalidad de los
espermatozoides por la técnica de eosina-
nigrosina modificada (Gamboa y Ramalho-
Santos, 2005; Brito et al.,2011). Como crite-
rios de seleccion solo se procesaron los
eyaculados con parametros minimos de 70%
en la movilidad espermatica, concentracion
de 100x10° espermatozoides/ml y 70% de
morfologia normal y vitalidad (Pérez-Osorio
et al., 2008). El semen se diluyd en propor-
cion 1:1 en un diluyente a base de leche
semidescremada, caseinatos de sodio y azl-
cares, y luego se transport6 al laboratorio en
condiciones de refrigeracion (5 °C).

Definicion de la Concentracion Antioxi-
dante

Las muestras de semen fresco fueron
suplementadas de forma separada con
isoespintanol o timol a las concentraciones
de 20, 40, 50, 60, 80 y 100 uM, tomando como
referencia estudios de Rojano et al.(2008b,c).
La evaluacion de la produccion de ERO se
hizo mediante la metodologia de la 2,7-dicloro-
dihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA)
(Aitken et al., 2013). Cada muestra se pre-
pard con 30 pl de semen, 240 ul de solucion
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buffer (pH 7.4) y 30 ul de una solucion 40
mM de HDCFDA (Intervet International
BV, Boxmeer, Paises Bajos). Se emplearon
condiciones controladas (37 °C, pH 7.4) y
como referencia el antioxidante Trolox®
(Merck, Darmstadt, Alemania). Las lecturas
para cada eyaculado suplementado con las
concentraciones de isoespintanol o timol en
el semen fresco se realizaron por
cuadriplicado, cada 60 s durante 80 min me-
diante un espectrofluorimetro LS 55 (Perkin
Elmer, Massachusetts, EEUU).

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de
la produccion de ERO de acuerdo con la ex-
presion: Porcentaje de inhibicion = (m_-m/
m )x100, donde m_es la pendiente de cada
concentracion y m_es la pendiente de un con-
trol sin antioxidante (Rojano et al., 2008a).
Para el proceso de criopreservacion seminal
se selecciono la concentracion de cada
antioxidante con la maxima capacidad de in-
hibicion de la produccion de ERO.

Criopreservacion del Semen

La criopreservacion se realizé median-
te un protocolo de congelacion modificado
(Bustamante et al., 2009). El semen se
centrifugd por 15 mina 1200 g, el precipitado
se resuspendi6 en un diluyente de congelacion
a base de leche semidescremada, caseinatos
de sodio y azlcares, suplementado con 4% de
yema de huevo y 5% de N, N-dimetilformamida
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU), en cantidad
suficiente para una concentracion final de
100x10° espermatozoides/ml.

El semen diluido se dividio en tres
alicuotas, asignadas aleatoriamente a uno de
los tres tratamientos: timol, isoespintanol o
control (sin antioxidante). Posteriormente, el
semen se mantuvo a 5 °C por 15 min y luego
se empaco en pajillas para 0.5 ml. Las pajillas
se sometieron a vapores de nitrégeno liquido
por 15 min, para finalmente ser almacenadas
en un termo con nitrogeno liquido. Después
de un periodo de almacenamiento minimo de
dos semanas, las pajillas de semen se des-
congelaron en agua a 37 °C por 1 min.
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Evaluacion de la Actividad Antioxidante

La medicion de la produccion de ERO
del semen descongelado se hizo por
cuadriplicado, cada 60 s durante 80 min para
cada eyaculado y tratamiento, mediante la
metodologia previamente descrita de la
H,DCFDA. Se hall¢ la velocidad de produc-
cion de ERO del semen, mediante el calculo
de la pendiente (m = Ay/Ax), a partir de la
evaluacion de la cinética de produccion de
ERO (produccion de ERO vs. tiempo).

También se realizo la evaluacion pos-
descongelacion de la peroxidacion lipidica del
semen mediante la metodologia modificada
de las sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico TBARS (Morte et al., 2008).
Muestras de 50 ul de semen se incubaron
por 1 ha 37 °Cy luego fueron enfriadas en
agua con hielo durante 10 min. Posteriormen-
te, se adicionaron 40 pl de acido tricloroacético
(TCA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) al
15% y 80 pl de acido tiobarbittrico al 0.67%
(TBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU). La
mezcla fue agitada e incubada por 20 min a
90 °Cy luego enfriada en agua con hielo du-
rante 10 min. Se adicionaron 300 pl de butanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU), para lue-
go agitar cada muestra por inversion durante
1 min. Finalmente se tomaron 300 pl de la
capa superior de la muestra, los cuales se
sirvieron en una placa multipozo. El complejo
fluorescente formado fue leido por
cuadriplicado a partir del semen descon-
gelado proveniente de cada eyaculado y
tratamiento, mediante en un espectro-
fluorimetro LS 55 (Perkin Elmer,
Massachusetts, EEUU).

Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto de los antioxi-
dantes sobre la produccion de ERO y la
peroxidacion lipidica del semen se ajust6 un
modelo mixto de medidas repetidas en el tiem-
po y un modelo mixto completamente
aleatorizado, respectivamente. En ambos
modelos se incluyo6 el efecto fijo del trata-
miento y el efecto aleatorio anidado del
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eyaculado dentro del equino. Las covariables
incluidas en cada modelo, se definieron me-
diante un analisis de correlacion de Pearson.
Para evaluar la influencia de los factores tiem-
po y edad del animal sobre la produccion de
ERO del semen se realizé un analisis de re-
gresion lineal multiple.

Dado el uso de pruebas paramétricas
se comprobo la normalidad de los datos por
la prueba de Shapiro-Wilk. La comparacion
de las medias entre los tratamientos se reali-
z6 mediante la prueba de Tukey. El nivel de
significancia considerado para todas las eva-
luaciones fue p<0.05. Los resultados se ex-
presaron como media + error estandar. To-
dos los analisis se realizaron mediante el pro-
grama SAS 9.2. (SAS Inst. Inc., Cary, NC).

RESULTADOS

Los resultados para los parametros de
calidad del semen fresco fueron (media +
error estandar): volumen 36.7 = 5.3 ml; con-
centracion 223.42 + 26.9 x10°¢
espermatozoides/ml; movilidad espermatica
77.5 £ 3.3%; vitalidad 79.9 + 2.7% y morfo-
logia normal 83.6 + 2.1%. A partir de 2594
registros de produccion de ERO en semen
fresco suplementado con isoespintanol o timol
en seis concentraciones (20, 40, 50, 60, 80,
100 uM), se hallo el valor promedio de 24.29
+ 0.34 Unidades Relativas de Fluorescencia
(URF). Las concentraciones con mayor in-
hibicién de ERO para cada antioxidante fue-
ron: timol 50 uM con 61.3% + 0.7 (Figura 1)
e isoespintanol 40 uM con 44.5% = 1.2 (Fi-
gura 2). Dichas concentraciones fueron utili-
zadas para la criopreservacion seminal.

A partir de 2653 registros de produc-
cion de ERO de semen fresco y criopreser-
vado se hallo un promedio de 15.96 + 0.23
URF, con un coeficiente de variacion de
28.7%. El coeficiente de determinacion (R?)
del modelo para ERO fue de 0.86. En el mo-
delo mixto ajustado fueron significativos los
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efectos fijos del tiempo y el tratamiento
(p<0.05). Los coeficientes de regresion para
la producciéon de ERO se presentan en el
Cuadro 1.

A partir de 122 registros de peroxidacion
lipidica del semen se encontr6 un promedio
de 0.70 £ 0.02 nmMDA/ml, con un coeficien-
te de variacion de 23.5%. Se hall6 un coefi-
ciente de correlacion entre la peroxidacion
lipidica y la velocidad de produccion de ERO
de y=0.48. El promedio para la velocidad de
produccion de ERO fue de 0.0065 + 0.0002
URF/min. El coeficiente de determinacion
(R?) del modelo para peroxidacion lipidica fue
de 0.82. Fue significativo el efecto fijo del
tratamiento (p<0.05). Los analisis de compa-
racion de las medias de produccion de ERO
y peroxidacion lipidica bajo los diferentes tra-
tamientos se presentan en el Cuadro 2.

DiScUSION

En la literatura se reportan indicadores
de calidad del semen equino que pueden ser
equiparables a los hallados en esta investiga-
cién (Pérez-Osorio et al., 2008; Cocchia et
al., 2011; Restrepo et al., 2012). La calidad
del semen equino podria ser determinante en
su estado de 6xido-reduccion, toda vez que
se conoce que existe una generacion dife-
rencial de ERO entre los espermatozoides no
viables o de pobre calidad, respecto a aque-
llos con metabolismo rapido y altos niveles
de fosforilacion oxidativa (Gibb et al., 2013).
De igual forma, la produccion de ERO esta
ligada a la actividad metabodlica de los
espermatozoides y depende en gran medida
de la disponibilidad de sustancias energéticas
(Vasconcelos et al., 2010). Los resultados
encontrados evidencian una constante pro-
duccion de ERO por parte del semen equino
fresco, la cual fue inhibida en diferente pro-
porcidn, segtn los niveles de suplementacion
con timol e isoespintanol (figuras 1 y 2). En
ambos casos se observo un nivel maximo de
inhibicion de ERO, a partir del cual se produ-
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Figura 1.

Figura 2.
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Cuadro 1. Analisis de regresion multiple para la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en semen equino fresco y congelado-descongelado

Tratamiento Bo (intercepto) Bi (tiempo) B2 (edad) R?

Fresco 8.5 0.0068 0.022 0.82
Control 1.76 0.0069 0.032 0.52
Timol 1.67 0.0062 0.011 0.57
Isoespintanol 0.38 0.0064 0.024 0.57

B:: velocidad de produccion de ERO (URF/minuto); 82: produccién de ERO segun la edad del animal
(URF/mes); R?: coeficiente de determinacién del modelo de regresién

Cuadro 2. Resultados de produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y peroxidacion
lipidica en semen equino fresco y congelado-descongelado

Tratamiento a Produccion ERO a Peroxidacion lipidica
(URF) (nmMDA/mL)
Fresco 403 7.4+2432 10 0.45+0.15°
Control 804 18.1 £2.33° 40 0.71 £0.10°
Timol 723 16.4 £2.33¢ 36 0.71 £0.10°
Isoespintanol 723 15.7£2.334 36 0.76 £0.10°

abed | etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05)

jo un marcado descenso de la inhibicion, en
coincidencia con el incremento en la concen-
tracion de antioxidante.

Los coeficientes de regresion (Cuadro
1) muestran una reduccion pos-descongela-
cion en la velocidad de produccion de ERO
(B,) por la suplementacion del semen equino
con timol e isoespintanol, respecto al control.
Este efecto es importante dado que la acu-
mulacion de ERO en el semen podria aso-
ciarse al incremento en las alteraciones es-
tructurales descritas en las células
espermaticas (Baumber et al., 2003; Wnuk
et al., 2010). Los coeficientes de regresion
para la produccion de ERO por efecto de la
edad del reproductor (B,) fueron menores en
el semen suplementado con timol e
isoespintanol, respecto al control, indicando
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una reduccion en la generacion de ERO aso-
ciada a la edad por efecto de ambos
antioxidantes. Se ha descrito que los
espermatozoides provenientes de los anima-
les de mayor edad producen mas radicales
libres que los provenientes de animales jove-
nes, debido a la reduccion de la actividad
antioxidante enzimatica (Weir y Robaire,
2007).

El sometimiento del semen a procesos
biotecnoldgicos como la congelacion produ-
ce un incremento en la generacion de ERO
(Ball, 2008). Esto se ha atribuido, entre otros
factores, al aumento en la presencia de célu-
las apoptoticas (Brum et al., 2008) y a la
centrifugacion del semen durante su proce-
samiento (Vasconcelos et al., 2010). Fue evi-
dente la disminucion en la produccion de ERO
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del semen por la suplementacion con timol e
isoespintanol durante la criopreservacion
(Cuadro 2), lo cual es acorde con los efectos
antioxidantes de ambas moléculas, previamen-
te observados en otros medios y sistemas bio-
logicos (Rojano et al., 2008a; Al-Malki,
2010).

Hay dos mecanismos propuestos por los
cuales los antioxidantes pueden desempenar
su funcion protectora. El mecanismo HAT
(transferencia de atomo de hidrogeno) y el
mecanismo SET (transferencia de un elec-
tron) (Leopoldini et al., 2004). El efecto
antioxidante del timol y el isoespintanol en
presencia de agua y metanol siguen un me-
canismo de HAT (Rojano et al., 2008a). De
esta forma, seria de esperar la accion de un
mecanismo HAT en el semen equino diluido
por corresponder a un sistema acuoso. En
este mecanismo, la ERO retira un atomo de
hidrogeno del antioxidante, el cual se convierte
en un radical. La estabilidad del radical for-
mado confiere al antioxidante una mayor efi-
ciencia, de modo que sea poco probable que
reaccione nuevamente con el sustrato (Ozkan
y Erdodan, 2011). La diferencia en la reduc-
cion de las ERO por efecto del isoespintanol
respecto al timol, podria ser explicada por la
mayor capacidad del isoespintanol como
atrapador de ERO. La estabilidad del radical
formado por la reaccion antioxidante, podria
a su vez explicarse por las diferentes formas
de resonancia de la molécula (ordenamiento
de los electrones). El isoespintanol basa su
accion antioxidante en su alta estabilidad, re-
flejada en su potencia derivada de la forma-
cion de puentes de hidréogeno intra e
intermoleculares, que dejan el centro reactivo
del isoespintanol (enlace O-H) disponible para
dar electrones a los radicales libres. Por lo
tanto, su actividad antioxidante se incrementa
respecto al timol, el cual crea puentes
intermoleculares con los solventes, disminu-
yendo asi su actividad (Rojano et al., 2008a).

El analisis de los mecanismos de neu-
tralizacion de las ERO por accion de los
isopropilfenoles podria enfocarse en la parti-
cipacion del peroxido de hidrogeno (H,0,),
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como la ERO predominante en el semen equi-
no, asi como en la capacidad de los
espermatozoides de generar anion superoxido
(O,-*) (Burnaugh et al., 2007). Dado que el
isoespintanol tiene una baja capacidad para
la captura del anion superdxido (Rojano et
al.,2008a), el papel del isoespintanol y el timol
como antioxidantes fenolicos podria estar en
la interrupcion de la segunda etapa de la ca-
dena de propagacion de oxidacion de lipidos,
neutralizando los radicales lipidicos (ROQO¢)
mediante la donacion rapida de atomos de
hidrogeno (Rojano et al., 2008c), lo cual ex-
plicaria la reduccion en la produccion de ERO
en el semen equino por accion de ambas
moléculas. Otro mecanismo propuesto seria
la inhibicion directa del peroxido de hidroge-
no, dado que un estudio reciente demostro la
capacidad del timol para neutralizar esta ERO
(Ozkan y Erdodan, 2011). Seria de esperar-
se un efecto similar por parte del
isoespintanol, toda vez que se conoce su si-
militud estructural al timol, al igual que su
mayor capacidad antioxidante (Rojano et al.,
2008a).

La peroxidacion de los lipidos constitu-
yentes de las membranas celulares es otro
factor asociado con la pérdida de la movili-
dad, la viabilidad, la integridad de 1a membra-
na plasmatica y la capacidad para la fertiliza-
cion de los espermatozoides (Aitken, 1995;
Baumber et al., 2000; Neild ef al., 2002). Con
base a los resultados de esta investigacion, la
peroxidacion lipidica present6 un incremento
significativo en el semen equino
criopreservado respecto al semen fresco.
Este efecto, observado previamente en el
semen equino, ha sido atribuido al estrés
oxidativo del proceso, conjugado con el alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados en
las membranas de los espermatozoides de
dicha especie (Morte et al., 2008). La
peroxidacion lipidica ocasiona la pérdida de
acidos grasos poliinsaturados de las membra-
nas, con una produccioén asociada de
hidroperoxidos lipidicos (ROOH), radicales
alcoxi (RO-) y radicales peroxilo (ROQ»), los
cuales promueven una reaccion en cadena
de peroxidacion lipidica y en ultima instancia
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conducen a la produccion de aldehidos
citotoxicos como malondialdehido y 4-
hidroxinonenal (Aitken, 1995). De otro lado,
se ha descrito al radical hidroxilo (HO*) como
una especie altamente reactiva con un alto
poder de iniciacion de la peroxidacion lipidica
en el semen (Baumber et al., 2003), por lo
cual la reduccion de la peroxidacion lipidica
en el semen equino deberia estar dirigida a la
neutralizacion de la ERO que la desencade-
nan. Pese a que el isoespintanol y el timol
como antioxidantes fendlicos participarian en
laneutralizacion los radicales lipidicos (Rojano
et al.,2008c¢), no se evidencié su efecto en la
reduccion de la peroxidacion del semen
criopreservado.

Es importante considerar que la presen-
cia de sustancias con accion antioxidante pro-
pias del semen, asi como de otras disponibles
en el diluyente, con un efecto de compensa-
cion de la actividad antioxidante (Bustamente
et al.,2009), podrian reducir la peroxidacion
de los lipidos, siendo probable el enmasca-
ramiento de la accion reductora de la
peroxidacion por parte de los isopropilfenoles,
tal como ha sido descrita en otros medios
(Rojano et al., 2008b,¢). Es posible que el
desconocimiento de muchos de los posibles
mecanismos enzimaticos y mediados por sus-
tancias de bajo peso molecular, involucrados
en lareduccion de las ERO en el semen equi-
no, no permita dilucidar los eventos especifi-
cos relacionados con el control de la
peroxidacion. Sin embargo, es importante
considerar como factores determinantes, la
evidente participacion del perdxido de
hidrogeno como la principal ERO causante
de citotoxicidad en el semen equino
(Burnaugh et al., 2007), la inhibicion de sis-
temas enzimaticos a causa de las ERO y de
algunos productos de la peroxidacion como
el malondialdehido y el 4-hidroxinonenal
(Baumber et al., 2000), la reduccion de alte-
raciones citologicas por accion de la catalasa
y el glutation reducido (Baumber et al., 2003)
y la disminucion del estrés oxidativo con el
mejoramiento de la calidad del semen refri-
gerado por efecto de la enzima superoxido
dismutasa (SOD) (Cocchia ef al., 2011).
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Es probable que el marcado incremen-
to en la generacion de ERO en el semen
criopreservado pudiese limitar el efecto del
timol y el isoespintanol sobre la peroxidacion
lipidica a las concentraciones utilizadas en el
estudio. Otro aspecto por considerar seria la
reduccion de la actividad enzimatica en el
semen criopreservado por efecto de la re-
mocion del plasma seminal (Pérez-Osorio et
al.,2008; Lozano et al., 2011). De otro lado,
se ha descrito que una de las propiedades del
timol, esta en incrementar la actividad de al-
gunas enzimas antioxidantes hepaticas (Al-
Malki, 2010), mientras un estudio reciente
demostro la capacidad del isoespintanol en la
disminucion de la actividad de la SOD y GPx
en el semen equino diluido con fines de con-
gelacion (Restrepo y Rojano, 2017).

CONCLUSIONES

e Lacongelacion produce un evidente in-
cremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y en la peroxidacion
lipidica del semen equino.

e Elisoespintanol y el timol en diferentes
concentraciones tienen la capacidad de
reducir la generacion de especies
reactivas de oxigeno del semen equino.

e Elisoespintanol y el timol tienen un efec-
to antioxidante en el semen equino so-
metido a congelacion, toda vez que pro-
ducen una disminucion pos-descongela-
cion de la produccion de especies
reactivas de oxigeno.

e Nose evidenci6 algun efecto del timol y
el isoespintanol en la peroxidacion lipidica
del semen equino criopreservado.
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