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ARTICULO DE REVISION

ANTIOXIDANTES FRENTE A ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR HIPOXIA HIPOBARICA EN
TESTICULO Y EPIDIDIMO.
(Antioxidants against oxidative stress induced by hypobaric hypoxia in testis and epididymis)

Andrea B. Zepeda y Jorge G. Farias

Facultad de Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimica, Ciencias y Administracion, Universidad de La Frontera, Casilla 54-D, Temuco, Chile.
Programa de Doctorado en Ciencias mencidn Biologia Celular y Molecular Aplicada, Universidad de La Frontera.

RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) como los radicales de anion superéxido (0%) y el peréxido de
hidrégeno (H,0,) por largo tiempo han sido reconocidos como derivados no deseables de la generacion oxidativa de ATP en la
mitocondria. Recientemente, ROS ha sido destacado por actuar como una molécula importante de sefializaciéon en una variedad
de condiciones fisioldgicas y patofisioldégicas como un microambiente hipoxico. Para responder adecuadamente a hipoxia, se
requiere de una rapida maquinaria de respuesta que puede ser fuertemente controlada entre un amplio rango de baja tension de
oxigeno. Ademas es necesario mantener el balance entre los sistemas pro-oxidantes y antioxidantes, es asi que frente a un
estado prolongado de hipoxia se perderia este equilibrio generando un aumento en las ROS, especialmente en 6rganos tan
susceptibles como el testiculo y el epididimo. Por esta razon el objetivo consiste en dar a conocer los efectos de sustancias que
presentan actividad antioxidante y que podrian activar los mecanismos moleculares antioxidantes que son deprimidos frente a
un estado de hipoxia hipobarica.

Palabras Claves: ROS, Melatonina, Ascorbato, Berries.
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INTRODUCCION

La hipoxia se define como la condicion de baja presion de para los procesos oxidativo en las células. Estos procesos
oxigeno o bajo contenido de oxigeno en el medioambiente, inevitablemente producen especies reactivas de oxigeno
organismo o tejido, que puede resultar de una presion de (ROS) que pueden conducir a la formacién de especies
oxigeno atmosférica baja (hipoxia hipobarica), bajo reactivas de nitrégeno (NRS). Tanto ROS como NRS pueden
contenido de oxigeno en medioambientes acudticos, o, en modificar las biomoléculas y afectar los lipidos, proteinas, y
el caso de organismos o tejidos, a la disminucion del acidos nucleicos (D’Autreaux y Toledano, 2007). Las
intercambio  del oxigeno molecular (02) con el especies reactivas de oxigeno se caracterizan por ser
medioambiente o a la disminucién del suplemento del 02 altamente reactivas y por su capacidad oxidativa, genera
por el lecho vascular (Reyes y col., 2012). que junto a los radicales libres produzcan un dafio total
Se sabe que la vida celular en la tierra esta adaptada a los que afecta los principales componentes celulares y tejidos
ambientes hipdxicos desde muchos afios antes de que (Blokhina y col., 2003; Radak y col., 1997). Ha sido
surgieran los organismos dependientes de oxigeno reportado el uso de antioxidantes en concentraciones
(Wayne, 1985). Los procesos que requieren de oxigeno farmacoldgicas para reducir los efectos de la hipoxia
como aceptor final de electrones han sido seleccionados hipobérica intermitente por estrés oxidativo (Vargas y col.,
por la evoluciéon como un mecanismo altamente eficiente 2011, Farias y col., 2010).

Correspondencia a: Dr. Jorge G. Farias, Facultad de Ingenieria, Departamento de Ingenieria Quimica, Ciencias y Administracién, Universidad de La Frontera, Chile.
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La melatonina es un antioxidante altamente efectivo,
donde su mecanismo de accién consiste en atrapar los
radicales e inhibe la produccion de éxido nitrico (Gitto y
col., 2011; Serel y col., 2004) tal como otros antioxidantes
como las vitaminas E y C (Kiiciikakin y col., 2009). Por esta
razbn es de gran importancia conocer los aportes
entregados por sustancias con propiedades antioxidantes
frente al estrés oxidativo producido en testiculos y
epididimos bajo una condicidn de hipoxia hipobarica.

HIPOXIA

Hipoxia se define como el umbral donde la concentracion
de oxigeno es limitante para los procesos celulares
normales, esto es debido a que el oxigeno es un factor
esencial requerido para procesos metabolicos incluyendo
la produccion de ATP (energia). El inadecuado suplemento
de oxigeno, denominado hipoxia, cambiaria el estado
metabdlico, asi bien como también muchas otras funciones
importantes en células afectadas (Nilsson, 2006),
gatillando una serie de respuestas fisioldgicas (Cummins y
Taylor, 2005). Se debe tener en cuenta que la atmdsfera
consiste de 20,9% (normoxia) de oxigeno, pero las células
en tejidos normalmente experimentan concentraciones
mucho mas bajas, tipicamente alrededor del 5%. En este
aspecto, el 3-5% de oxigeno aln representa un medio
ambiente apropiado para las células aunque estén
cercanas a un rango hipoxico. En este estado, el oxigeno
aln no es limitante para la célula, pero disminuir mas los
niveles de oxigeno gatillaria las respuestas inducidas por
hipoxia (Nilsson, 2006).

La hipoxia es un prototipo considerablemente bien
estudiado y un paradigma de respuestas que involucran al
organismo en su conjunto y pueden tener consecuencias
diferentes en la salud y en la enfermedad (Caramelo y col.,
2006). Es asi como el nivel de oxigeno es completamente
monitoreado por mecanismos intracelulares y constituye
un factor complicado en muchos estados de enfermedades
modernas, tales como infarto al corazén, cancer,
retinopatia diabética y artritis reumatoide debido a que
promueve la formacion patolégica de vasos sanguineos
(Nilsson, 2006), también existe hipoxia transitoria durante
el ejercicio, en sepsis 0 en tejidos traumatizados e hipoxia
cronica en la altura o en zonas tisulares menos oxigenadas,
como por ejemplo la médula renal (Caramelo y col., 2006).
El principal efecto de la hipoxia en el sistema metabdlico
consiste en una depresion general del metabolismo,
especialmente en las vias de produccion del ATP
dependiente de O, vy, adicionalmente, en las vias
implicadas en el consumo de ATP (Wu, 2002; Richards,
2009).

Estudios realizados en ratas bajo hipoxia hipobarica cronica
(HHC) e hipoxia hipobarica intermitente (HHI) han
demostrado que estas condiciones generan cambios en la
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morfologia testicular, ademés de pérdida de células
espermatogénicas en todos los estados del ciclo
espermatogénico (Zepeda y col., 2012b); mientras que la
hipoxia intermitente induce una serie de respuestas
celulares, moleculares, y patofisioldgicas que resultan en
adaptacion y sobrevivencia o injuria y muerte celular, esto
es debido a que conduce a estrés oxidativo e induce
peroxidacion lipidica, aumento en la produccion de
proteinas de respuesta al estrés, y apoptosis neuronal
(Douglas y col., 2010). La exposicion a hipoxia también
puede inducir modificaciones en los niveles de especies
reactivas de oxigeno en el organismo. Aunque en hipoxia
disminuye la actividad de la cadena transportadora de
electrones, la cual es la principal fuente de ROS, algunos
estudios indican un aumento de estos peligrosos agentes
oxidativos (Chandel y col., 2000; Bickler y Buck, 2007).

GENERACION Y SIGNIFICANCIA BIOLOGICA DE ROS

El estrés oxidativo ha sido definido como un desequilibrio
entre fuerzas pro-oxidantes y antioxidantes en el cuerpo.
Los pro-oxidantes incluyen radicales de oxigeno o especies
reactivas de oxigeno, los cuales pueden ser citotoxicos
debido a su capacidad para alterar los componentes
celulares y su funcién (Walsh y col., 2009). Cada dtomo de
oxigeno contiene dos electrones inapareados en su capa
externa. El oxigeno molecular, O,, es caracterizado como
diradical, una propiedad que dicta que la reduccién
completa de oxigeno a agua como un evento terminal en la
cadena transportadora de electrones requiere de cuatro
electrones. La donacién secuencial de electrones al
oxigeno durante este proceso puede generar ROS como
intermediario, y la “fuga de electrones” puede también
contribuir a la formacién de ROS. La donacion de un Gnico
electrén al O, resulta en la formacion del radical
superoxido (Oy). La donacion de un segundo electrén
produce peroxido, el cual luego experimenta una
protonacion para producir peréxido de hidrégeno (H,05).
La donacion de un tercer electrén, como ocurre en la
reaccion de Fenton (Fe** + H,0, > Fe** + «OH + OH-),
resulta en la produccion del altamente reactivo radical
hidroxil (eOH). Finalmente, la donacién de un cuarto
electron produce agua. El oxigeno Singlet (‘0,), una forma
reactiva de oxigeno molecular de muy corta vida, en donde
los electrones externos son elevados a un estado de
energia muy alto, puede ser formado por una variedad de
mecanismos, incluyendo la reaccién Haber-Weiss (H,0, +
0, > eOH + OH + '0,). Tanto el superéxido (0,) y el
peroxido de hidrégeno (H,O,) cumplen un papel
modulador importante en la actividad de HIF-1. Este papel
se ejerce de dos maneras distintas. En un caso, la enzima
NADPH oxidasa (0, - 0,7) es la responsable de la
produccion de ROS, que en condiciones de normoxia
inducen la degradacion de HIF-1a. Una segunda situacion
sefiala que la produccion de ROS en la mitocondria (cyt c1
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- 0, = Hy0,) en condiciones de hipoxia induce la
estabilizacion de HIF-1la (Caramelo y col.,, 2006),
comprobandose a través de la inhibicion genética y
farmacoldgica del transporte de electrones impidiendo la
formacion de ROS, consecuentemente dafando la
induccion de HIF por hipoxia, sugiriendo que el ROS
producido por la mitocondria altera la forma de la curva de
respuesta de las prolil hidrogenasas (PHD). Ademaés el
efecto de la oxidacion de Fe(ll), ROS tal como O, o H,0,
podria positivamente modular la regulacion transcripcional
de HIF-1a y aumentar la cantidad de su proteina (Briine y

« Cambios en la morfologia testicular.
« Perdida de células espermatogénicas.

Proteinas oxidadas
BER =—> ADN oxidado >
Lipoperoxidacién

l

ADN Glicosilasa
Enzlmatlco
0GG1 NTH1
= SOD
» Catalasa
« Sistema Glutation

Dafio Oxidativo

1

Mecanismo Antioxidante

+ MDA /\

Zhou, 2007). Es posible que la hipoxia conduzca a un
aumento de ROS desde diferentes fuentes, como NADPH
oxidasa, transporte mitocondrial de electrones, xantina
oxidasa y eNOS, aun asi es necesario identificar las fuentes
de H,0, en hipoxia y permitir unir esta fuente
directamente con la estabilizaciéon de HIF-1a (Irwin y col.,
2009). Los niveles moderados de ROS, especialmente de
anion superéxido y peroxido de hidrégeno, han mostrado
activar cascadas de sefiales que median respuestas de
distintos factores (Bonello y col., 2007).

Figura 1.

Hipoxia Hipobarica
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Modelo que estudia el efecto de la exposicion a hipoxia hipobarica en epididimo y testiculo. Las lineas punteadas indican cambios celulares; las flechas indican la
induccidn de las reacciones; y las lineas con barra final indican la inhibicién de las reacciones. BER: Reparacién por Escision de Bases; OGG1: 8-oxoguanina-ADN
glicosilasa 1; NTH1: endonucleasa 1; MDA: malonaldehido; SOD: superéxido dismutasa (Zepeday col., 2012b).
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Las especies reactivas de oxigeno son generadas como
resultado de respiracion mitocondrial normal, pero
también durante la fase de reperfusion de dafio en tejido
hipdxico, como la exposicion a alturas superiores a los
3.000 msnm, y en asociacién con infeccion e inflamacion,
generando variadas respuestas fisiolégicas (Walsh y col.,
2009; Farias et al., 2005a), dentro de las cuales se
encuentran las observadas en diversos estudios donde se
ha demostrado la existencia de un metabolismo oxidativo
en epididimo de ratas expuestas a hipoxia hipobarica
debido al aumento en la expresion de enzimas reguladoras
de ROS. Este aumento en la produccion de ROS induce un
aumento en la apoptosis de células germinales,
conduciendo a un estado de hipo-espermatogénesis que
podria estar afectando la fertilidad masculina (Zepeda y
col., 2012b). También se sabe que ROS participa en la
regulacion de la proliferacion vascular, migracion,
apoptosis, modificacion de la matriz extracelular, y
actividad pro-coagulante, ademdas de participar en la
angiogénesis a través de la regulacion del factor de
transcripcion HIF-1a encargado de inducir la transcripcion
de VEGF (Bonello y col., 2007). De este modo, en presencia
de una variedad de moléculas y especies reactivas que son
normalmente producidas en sistemas bioldgicos aerobicos,
se inducen mecanismos endogenos de proteccion contra la
agresion oxidativa, dentro de los cuales se encuentran los
mecanismos enzimaticos tales como la dismutasa
superoxido, catalasa y el sistema del glutation, asi como
mecanismos no enzimaticos, donde se consideran
moléculas con propiedades antioxidantes tal como el acido
ascorbico (vitamina C), carotenoides y retinoides (vitamina
A), entre otros (Figura 1) (Zepeday col., 2012b; Mathews y
col., 2004).

SUSTANCIAS CON PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Los glébulos rojos requieren de un sistema antioxidante
robusto para enfrentar la gran carga oxidativa encontrada
durante el transito circulatorio, especialmente durante los
procesos de estrés fisiolégico (Balagopalakrishna y col.,
1996). La limitada disponibilidad de oxigeno molecular
genera la produccién de especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno (ROS y NRS) en los tejidos (Drogue, 2002). Es asi
gue una sostenida exposicion a hipoxia activaria la cascada
de ROS que excede la capacidad antioxidante (Kemp y col.,
2008), razdn por la cual es importante conocer el beneficio
del consumo o tratamiento con sustancias con
propiedades antioxidantes. Esto se vuelve mas importante
al saber que los antioxidantes arrestan los procesos de
lipoperoxidacion y sus efectos, y previene la oxidacion
debido a la inactivacién de los radicales libres o ROS
(Gilgun-Sherki y col., 2002)
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SUPLEMENTACION CON MELATONINA

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un
aminodcido que contiene sulfuro y es indispensable para la
sintesis de proteinas en todas las especies animales (Li y
col., 2007), y es el principal producto secretado de la
glandula pineal en todos los mamiferos, incluyendo
humanos; sin embargo, la melatonina también es
producida en otros 6rganos (Okutan y col., 2004).

La capacidad de la melatonina de contrarrestar la
formacion de ROS es debido a que se caracteriza por ser
una sustancia capaz de cruzar las barreras morfolGgicas y
fisiologicas de los tejidos, células y compartimentos sub-
celulares debido a sus propiedades fisicas y quimicas
(Costa y col., 1995; Tomés-Zapico y col., 2005). En
consecuencia, la también Ilamada "hormona de Ila
oscuridad" y mensajero del fotoperiodo también es
conaocida por exhibir una fuerte actividad antioxidante
directa e indirecta, dentro de la cual esta la captacion de
ROS directamente, y por otro lado la estimulacion de la
expresion de genes y la actividad de algunas enzimas que
pueden activar antioxidantes enzimaticos (Kuictikakin y col.,
2009). Esto demuestra que la remocién quirtrgica de la
glandula pineal exacerba el dafio tisular causado por los
radicales libres (Reiter y col., 2001). A pesar de que la
melatonina ejerce un efecto protector contra la
lipoperoxidacion bajo estrés oxidativo, se ha demostrado
que induce una marcada reduccion de la motilidad
espermatica (Serel y col., 2004; Oosthuizen y col., 1986),
ademaés de no prevenir la reduccion en la concentracion
del esperma bajo una condicion de isquemia/reperfusion
(Kurcer y col., 2010). El efecto protector de la melatonina
sobre el dafio oxidativo bajo una condicion de HHI es
organo-dependiente y no tiene efecto protector en el dafio
producido en testiculos y epididimo (Farias y col., 2012).

TRATAMIENTO CON EXTRACTOS DE BLUEBERRIES

Los berries son una conocida fuente de antioxidantes al
contener fitoquimicos, factores no enziméticos presentes
en las plantas que presentan un amplio beneficio para la
salud (Giampieri y col., 2012; Bland, 1996). Dentro de las
diferentes especies, hay un grupo clasificado como
blueberries, los cuales poseen un color oscuro debido a
que sus pigementos de mas importancia corresponden a
las antiocianinas y polifenoles que presentan actividad
antioxidante (Kong y col., 2003). Los fitoquimicos han
demostrado ser inhibidores poderosos de lipoperoxidacion
comparada a otros antioxidantes (Duthie y col., 2006),
donde el efecto protector de los polifenoles contra el dafio
oxidativo parece ser a través del sistema glutation (Figura
1) (Moskaug y col., 2005). Los extractos de blueberry
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presentan un efecto protector contra el estrés oxidativo
inducido por hipoxia hipobarica al recuperar la actividad de
la glutation reductasa y de la superoxido dismutasa
(Zepeday col., 2012a).

TRATAMIENTO CON ASCORBATO

El acido ascorbico (AA) o vitamina C es un antioxidante no
enzimatico hidrosoluble capaz de reaccionar con radicales
libres en el medio acuoso, ROS y especies reactivas de
nitrogeno (NRS), y tiene el potencial de proteger tanto los
componentes citosélicos como membranales de células
con dafo oxidativo (Devi y col., 2007). En estos procesos, el
4cido ascorbico es reducido a &cido dehidroascdrbico a
través de un intermediario llamado radical ascorbil. La
deficiencia en &cido ascérbico se caracteriza por un
aumento del estrés oxidativo y dafio tisular (Barja y col.,
1994; Maeda y col., 2000). Cabe destacar que el acido
ascorbico realza la biodisponibilidad del hierro no hemo,
conduciendo a un mayor almacenaje del hierro en el
cuerpo (Podmore y col., 1998).

Como se ha descrito previamente, la exposicion a hipoxia
hipobérica induce dafio oxidativo, disminuye la actividad
de la glutation reductasa, reducida espermatogénesis
acompafiada de un aumento en la vascularizacion y ROS en
los testiculos. Estos cambios vasculares son inducidos via
ROS a través de la inhibicion del dominio de las proteinas
prolil hidroxilasas (PHD). Esta actividad se ha visto
restaurada frente al suplemento con acido ascorbico lo que
ha facilitado la busqueda de nuevas estrategias para la
administracion de antioxidantes que prevengan los efectos
generados por HH (Farias y col., 2012; Farias y col., 2010).
De este modo es que se ha demostrado que ratas tratadas
con dosis de 10 mg kg™ de peso corporal y que han sido
expuestas a HHI, tienen la capacidad de disminuir el estrés
oxidativo en testiculos y epididimo, conduciendo a una
disminucion en la lipoperoxidacion y estableciendo un
recuento de esperma epididimal a niveles similares de los
observados en condiciéon de normoxia, lo cual puede ser
explicado en parte por la preservacion de la actividad de la
glutation reductasa en estos drganos (Farias y col., 2010).

CONCLUSION

En esta revision queda de manifiesto los claros efectos
adversos producidos frente a la exposicién de hipoxia.
Cabe destacar que los efectos observados frente a una
condicion de hipoxia producida por la presion atmosférica
0 una condicidn de hipoxia producida por una enfermedad
han demostrado gatillar los mismos dafios morfolégicos y
fisiologicos en testiculos y epididimo, lo que puede afectar
directamente la fertilidad masculina.
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Por esta razén, es de importancia no solo tener en
conocimiento los mecanismos antioxidantes que rodean la
posibilidad de un tratamiento a estos efectos, sino que
reconocer las sustancias que contengan en ellos alguna
molécula con capacidad antioxidante, de manera de
facilitar la incorporacion de éstos a través de
medicamentos o alimentos que permitan prevenir estos
acontecimientos.
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