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El zinc mejora el rendimiento sexual y la funcion eréctil al prevenir la lesion oxidativa del pene
y regular positivamente la testosterona circulante en ratas expuestas al plomo.
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ABSTRACTO

Apuntar:El presente estudio evalu6 el efecto de la exposicion al plomo con y sin terapia con zinc sobre la funcién
sexual y eréctil masculina.

Métodos:Veinte ratas Wistar macho se asignaron aleatoriamente a cuatro grupos: control, grupo tratado con zinc,
grupo expuesto a plomo y grupo tratado con plomo y zinc. Las administraciones se realizaron por via oral
diariamente durante 28 dias. Resultados:La coadministracién de zinc mejoré significativamente el peso absoluto y
relativo del pene, asi como las latencias y frecuencias de la monta, la intromisién y la eyaculacién en ratas
expuestas al plomo. Asimismo, el zinc mejor¢ la reduccién inducida por el plomo en la motivacién para aparearse y
el reflejo/ereccién peneana. Estos hallazgos se acompafiaron de una atenuacién de la supresién inducida por el
plomo del 6xido nitrico (NO) circulante, el monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) peneano, la dopamina, la
hormona luteinizante sérica, la hormona foliculo estimulante y la testosterona. Asimismo, el zinc alivi6 la
sobreexpresién inducida por el plomo de las actividades peneanas de la acetilcolinesterasa y la xantina oxidasa
(XO), asi como de los niveles de acido urico (AU) y malondialdehido (MDA). Ademas, el zinc mejor6 la disminucién
inducida por el plomo en el factor nuclear del pene, el factor 2 relacionado con el eritroide 2 (Nrf2), y redujo los
niveles de glutatién (GSH), y las actividades de catalasa, superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx) y
glutatién-S-transferasa (GST).

Conclusién:Este estudio reveld que la coadministracién de zinc mejora la disfuncién sexual y eréctil inducida por
plomo al suprimir el estrés oxidativo impulsado por XO/UA y regular positivamente la testosterona a través de la
sefializacién mediada por Nrf2.

PALABRAS CLAVE

Ereccién; metales pesados;
infertilidad; plomo; estrés
oxidativo; suplementos;
testosterona; zinc

Abreviaturas:AchE: Acetilcolinesterasa; cGMP: Monofosfato de guanosina ciclico; ADN: Acido
desoxirribonucleico; E: Ereccion; FSH: Hormona foliculo estimulante; GPx: Glutatidn peroxidasa; GSH:
Glutation reducido; GST: Glutatidn-S-transferasa; LH: Hormona luteinizante; LP: Long flips; MDA:
Malondialdehido; NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; NO: Oxido nitrico; Nrf2: Factor
nuclear 2 relacionado con el factor eritroide 2; QF: Quick flips; ROS: Especies reactivas de oxigeno;
SOD: Superéxido dismutasa; TBARS: Sustancia reactiva al acido tiobarbiturico; TPR: Reflejos peneanos
totales; UA: Acido Urico; XO: Xantina oxidasa

Introduccion ) L .
las acciones hormonales [11]. También pueden ejercer una

Los metales pesados son diversos elementos no relacionados con una
densidad especifica superior a 5 g/cm.3[1]. Son muy abundantes en el
medio ambiente, con toxicidad de origen natural y también debido a las
actividades humanas. [2]; por lo tanto, se consideran contaminantes
ambientales comunes [3]. Estas moléculas son tipicamente sustancias
guimicas organicas no esteroides que se liberan cominmente a la
atmosfera a través de actividades fisicas humanas como actividades
industriales, fumigacién agricola, desechos urbanos y/o productos de
consumo. [4]. Ejercen efectos téxicos sobre diversos érganos.5-8],
incluidos los testiculos y los espermatozoides [9,10]. Los metales pesados,
a través de sus acciones sobre los receptores de estrégeno, actian como
sustancias quimicas disruptoras endocrinas al alterar las concentraciones
hormonales, afectar la sintesis o el metabolismo de las hormonas o
modificar

disrupcién endocrina al imitar o inhibir sus objetivos primarios,
especialmente los estrégenos, las progestinas y los andrégenos [
11,12]. Estos metales pesados incluyen aluminio, cadmio,
mercurio, cobre y plomo.

El plomo tiene un gran impacto en los 6rganos reproductivos de
los hombres, y esto puede involucrar varias vias en la disfuncién
reproductiva masculina inducida por el plomo [13-15]. Se ha
informado que ciertos parametros reproductivos se ven afectados
por la exposicién a niveles bajos a moderados de plomo ambiental [
16]. El plomo disminuye la fertilidad masculina al reducir la calidad de
los espermatozoides, aunque la barrera hematotesticular protege al
tejido testicular de la exposicién directa a mayores concentraciones
de plomo en la sangre [15]. También se ha informado que el eje
hipotalamo-hipofisario-testicular puede ser
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Se ven afectados negativamente por la exposicién ocupacional y
ambiental al plomo, lo que perjudica la esteroidogénesis testiculary la
espermatogénesis. La intoxicacién por plomo también afecta el proceso
de espermatogénesis y la funcién de los espermatozoides; el exceso de
especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas como resultado de la
exposicion al plomo reduce la viabilidad y la motilidad de los
espermatozoides, promueve la fragmentacién del ADN y altera la
quimiotaxis para la fusién espermatozoide-ovocito, lo que podria
contribuir a una disminucién de la fecundacién.17]. Un nivel de plomo en
sangre superior a 40 pg/dl se ha asociado con el deterioro de las
funciones reproductivas masculinas al reducir el volumen, el recuento y la
densidad de los espermatozoides; alterando también la morfologiay la
motilidad de los espermatozoides [18]. El recuento total de
espermatozoides es inversamente proporcional a los niveles de plomo en
sangre y, a medida que aumentan las concentraciones de plomo en el
semen, hay una disminucién en el recuento total de espermatozoides, el
volumen de la eyaculacién y la testosterona sérica [19,20]. Ademas, el
plomo altera notablemente la arquitectura testicular [21]. El estudio de
Elsheikh et al. [21] reveld que la exposicién al plomo redujo los tabulos
seminiferos, con un cese completo de la espermatogénesis. Se ha
demostrado que la toxicidad inducida por el plomo se debe a la induccién
de estrés oxidativo.22,23]. Esto estd mediado por la generacién de ROS
que excede la capacidad de defensa antioxidante celular [24,25]. La
exposicion al plomo también puede disminuir la actividad de los
antioxidantes [26] y/o las concentraciones de antioxidantes al mejorar la
produccién de éxido nitrico (NO) a través de la regulacién positiva de la
NO sintasa [27]. Sin embargo, hasta la fecha, hay escasez de datos sobre
el efecto del plomo y los mecanismos de accién asociados sobre la funcién
sexual y eréctil masculina.

El zinc es un oligoelemento esencial necesario para muchos
procesos fisiolégicos y su deficiencia se ha asociado con diversas
afecciones patoldgicas [28]. El zinc actia como cofactor para 300
enzimas y 2000 factores de transcripcién, y también media varias vias
de sefalizacién celular [29,30]. El zinc estabiliza las membranas,
inhibe la NADPH-oxidasa e induce la sintesis de metalotioneina,
contribuyendo asi al correcto funcionamiento del sistema de defensa
antioxidante y protegiendo a las células frente al dafio oxidativo. [31,
32]. El zinc también proporciona estabilidad estructural a las
funciones de la membrana celular, ejerce actividades
antiinflamatorias y juega un papel vital en la regulacion de la
expresion genética [33,34Se ha demostrado que el zinc mantiene
niveles éptimos de testosterona [35,36], o que a su vez puede ser
beneficioso para suprimir la inflamacién [37] y preservar la funcion
endotelial del pene; por lo tanto, promover la funcién eréctil y la
actividad sexual masculina [38]. En nuestro estudio reciente [35],
demostramos que el zinc mejoraba la funcién sexual y eréctil en la
disfuncién sexual inducida por antirretrovirales de alta actividad,
manteniendo el equilibrio redox del pene y aumentando la
regulacion de las enzimas erectogénicas. Sin embargo, aun no se ha
descrito la funcién protectora del zinc en la disfuncion sexual y eréctil
inducida por plomo.

Dado que se ha reportado que el plomo reduce los niveles
circulantes de testosterona, un mediador importante de la funcién
sexual y eréctil 6ptima, a través de una via mediada por el estrés
oxidativo, y que el zinc posee propiedades antioxidantes con el
potencial de mejorar las enzimas erectogénicas, planteamos la
hipétesis de que el zinc restauraria el deterioro del rendimiento
sexual masculino y la funcién eréctil inducido por el plomo. Para
probar esta hipotesis, expusimos ratas Wistar macho a plomo con o
sin suplementacién de zinc por sonda durante 28 dias. Ademas, se
investigé la participacion del estrés oxidativo y los niveles circulantes
de testosterona en el deterioro del rendimiento sexual masculinoy la
funcioén eréctil inducido por el plomo.

Materiales y métodos
Animales y tratamiento

Este estudio cumple con las directrices de la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud y se informa de
acuerdo con las directrices ARRIVE. El Comité de Revisién Etica
Institucional aprobé este estudio. Se utilizé6 un nimero minimo de ratas,
las cuales fueron sometidas a cuidados humanitarios. Se utilizaron ratas
Wistar macho de la misma camada, de aproximadamente 10 semanas de
edad y pesos similares. Los animales se mantuvieron en jaulas de plastico
limpias (n = 5/jaula) en una habitacién bien ventilada, en condiciones
naturales de ciclo de luz/oscuridad. Los animales se alimentaron con
pienso para ratas y bebieron agua limpia en libertad. Las ratas se
agruparon aleatoriamente en cuatro grupos (n = 5/grupo) después de 14
dias de aclimatacion.

El grupo control recibié un tratamiento diario con vehiculo de 0,5
ml de agua destilada; el grupo tratado con zinc recibié zinc (3 mg/kg/
dia de zinc elemental); el grupo tratado con plomo recibié acetato de
plomo (20 mg/kg); y las ratas tratadas con plomo y zinc recibieron
acetato de plomoy zing, al igual que los grupos tratados con plomoy
zinc. En el cuarto grupo, el zinc se administré treinta minutos antes
de la exposicion al plomo. El tratamiento se realizé por sonda
nasogastrica durante 28 dias. La dosis de zinc administrada equivale
a unos 30 mg/dia para humanos, lo que equivale a unos 11 mg (la
ingesta diaria recomendada) y a un nivel maximo tolerable de 40 mg.
39], mientras que la dosis y la via de administracién del plomo [40] y
duracién de la exposicién [41] son como se informé anteriormente.

Evaluacién de la funcion sexual y eréctil

Se obtuvo el reflejo del pene y se evalué como se informé
previamente [38,42Cada rata macho se mantuvo minimamente
sujeta en decubito supino, y luego se retrajo la vaina prepucial detras
del glande, manteniéndola en esta posicién durante unos 15 minutos
para estimular los reflejos genitales. La suma de la ereccién (E), los
giros largos (LP) y los giros rapidos (QF) se utilizé para calcular los
reflejos peneanos totales (TPR), un indice de la ereccién y la funcién
peneana, es decir, [TPR = E + QF + LF].

El rendimiento sexual se evalué 24 h después de la tltima dosis
de zinc y plomo. Los animales se colocaron en jaulas de plastico
transparente con tapa de malla metélica (n = una rata/jaula) y se
aparearon con una rata hembra con estro inducido (macho:hembra,
1:1) en una habitacién tranquila y con luz tenue. El estro se indujo
mediante la administracién subcutanea de progesterona (0,5 mg/100
g de peso corporal) y benzoato de estradiol (10 mg/100 g de peso
corporal) a las 4y 48 h, respectivamente, antes del apareamiento.43,
44]y confirmado mediante evaluacién visual del frotis vaginal y
vaginal [43]. Solo se seleccionaron ratas hembras receptivas para el
estudio. Se monitored su comportamiento sexual durante 30 minutos
con una videocamara.

La motivacién para aparearse (un indice de la libido) se evalué como se
informé anteriormente [45] (Tabla 1 del SI). Se determinaron las latencias
y frecuencias de la ereccién, la intromisién y la eyaculacién, asi como el
intervalo poseyaculatorio, como indices de la funcién sexual, como se
documenté previamente [42,46] (Tabla SI 2).

Sacrificio y recolecciéon de tejidos

Las ratas se pesaron antes y después del estudio y se registraron
sus pesos corporales inicial y final, respectivamente. La
diferencia de estos pesos se obtuvo y registré como



El cambio en el peso corporal. Al final del periodo experimental,
los animales fueron sacrificados con ketamina (40 mg/kg)

ip)y xilazina (4 mg/kg(ip).Las muestras de sangre se recogieron a
través del seno retroorbitario en frascos de muestra apropiados
y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos para obtener el
plasma, que se almacené congelado hasta que se necesité para
los ensayos. El pene se extrajo, se separ6 de las estructuras
adheridas, se secé y se pesé inmediatamente para obtener los
pesos absolutos y relativos del pene. El peso relativo del pene se
obtuvo como el peso absoluto del pene / peso corporal final x
100%. Se retird la epidermis y se abrié la tdnica albuginea, luego
se disecciond el cuerpo cavernoso. Se obtuvieron
aproximadamente 100 mg del tejido cavernoso y se
homogeneizaron en una solucién tamponada con fosfato fria (1:
5) utilizando un homogeneizador de vidrio y se centrifugaron a
10 000 g durante 15 minutos a 4 °C para obtener el
sobrenadante, que se almacend a -20 °C para el ensayo
bioquimico.

Evaluacion de la concentracién de plomo

Los niveles de plomo en la sangre y los testiculos se analizaron como
lo informaron anteriormente Zhang et al. [47]. Aproximadamente 0,6
ml de H al 30 %20hzy 2,4 mL de HNO al 65%3Se mezclaron las
muestras, se afiadieron 500 pL de sangre o 100 mg de tejido
testicular y se dejaron a temperatura ambiente durante mas de 12 h
para permitir la digestion de la solucién. Las muestras se calentaron
a 150 °C hasta que la solucién se volvié limpida y transparente. El

volumen de la solucién se completé a 2 mL afiadiendo HNO3 al 0,5 %.

3Se repitié el mismo procedimiento con reactivos en blanco sin
muestras de sangre ni tejido testicular. Se utilizaron todos los
sobrenadantes de las muestras para detectar las concentraciones de
plomo. Las muestras se midieron con un espectrofotémetro de
absorcion atémica de llama a 283,3 nm.

Evaluacion de la sefializacion de NO/cGMP y enzimas
erectogénicas

El 6xido nitrico del pene (NO) se analizé segun la reaccién de Griess
utilizando un kit ELISA estandar (Biovision Research Products, EE. UU.),
mientras que el principio de unién a proteinas utilizando un kit ELISA
estandar (Elabscience Biotechnology Inc., EE. UU.) se utiliz6 para
determinar el monofosfato de guanosina ciclico del pene (cGMP).

La actividad de la acetilcolinesterasa peneana (AchE), enzima que
hidroliza la acetilcolina (neurotransmisor que interviene en la
excitacion), se utilizé como indice de la excitacién sexual y se analizé
con un kit ELISA (Elabscience Biotechnology Inc., EE. UU.) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La concentracién de dopamina
también se utilizé como indice de la motivacién y la excitacién sexual,
y se analiz6 con un kit ELISA (Abnova, Reino Unido) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Evaluacion de las hormonas reproductivas masculinas

Los niveles circulantes de hormona foliculo estimulante (FSH),
hormona luteinizante (LH) y testosterona se determinaron mediante
espectrofotometria utilizando kits ELISA (Monobind Inc., EE. UU.)
siguiendo las pautas del fabricante.

Evaluacién de la sefializacién XO/UA

Actividades de la xantina oxidasa (XO) del pene (Fortress Diagnostic,
Antrim, Reino Unido) y concentraciones de &cido Urico (UA) (Precision Kit,

INFORME REDOX 3

India) se analizaron mediante métodos colorimétricos utilizando kits
de ensayo estandar. El ensayo XO se basé en la intensidad del color
generada por la oxidacién de la xantina a H2Ohzpor XO [39], mientras
que el ensayo de UA se baso en la conversién de UA por la uricasa en
alantoina, diéxido de carbono y peréxido de hidrégeno que da una
reaccién indicadora de color que se mide a una longitud de onda de
aproximadamente 520 nm con la accién de la peroxidasa de
hidrégeno [48,49].

Evaluacion de marcadores de estrés oxidativo y actividades de
antioxidantes enzimaticos

Las concentraciones peneanas de malondialdehido (MDA) y glutatién
reducido (GSH) se utilizaron como indicadores de estrés oxidativo. El
MDA se analiz6 mediante métodos colorimétricos basados en el
método del 4cido tiobarbiturico, cuantificando la sustancia reactiva al
acido tiobarbitdrico (TBARS) producida durante la peroxidacién
lipidica.50] utilizando kits de laboratorio estdndar (Oxford Biomedical
Research, Inc., Oxford, EE. UU.). La concentracién de GSH se
determiné mediante el método colorimétrico, segun lo descrito por
Beutler et al. [51]. Las actividades peneanas de la catalasa [52],
superéxido dismutasa (SOD) [7,53], glutation peroxidasa (GPx) [54] y
glutation-S-transferasa (GST) [55Se analizaron utilizando protocolos
establecidos, como se informé previamente. La concentracién
peneana del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) se determiné mediante
un kit ELISA (Elabscience Biotechnology Inc., EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Analisis estadistico

Se utilizé la media + error estandar de la media (SEM) para
presentar y expresar los datos. El andlisis de datos se realizé con
GraphPad Prism (Prism 7 para Windows, versién 7.00). Se utilizé
un andlisis de varianza (ANOVA) unidireccional para determinar
la significancia de la diferencia entre los grupos, y
posteriormente se empled la prueba post hoc de Tukey para las
comparaciones por pares.PAGLos valores < 0,05 se consideraron
significativos.

Resultados

Concentraciones de plomo en la sangre y en los cuerpos
cavernosos

El plomo aument significativamente los niveles de plomo en sangre y tejido
cavernoso. La coadministraciéon de zinc atenué el aumento de los niveles de

plomo en sangre y tejido cavernoso inducido por el plomo.Tabla 1).

Peso corporal y del pene

Se utilizaron ratas con pesos similares para el estudio; por lo tanto, no
existe una diferencia tangible en el peso corporal inicial entre los grupos.
El peso corporal final y el cambio de peso corporal fueron
significativamente menores en las ratas expuestas al plomo, que
mejoraron significativamente con el tratamiento con zinc. De forma
consistente, el peso absoluto y relativo del pene, los indices de
homeostasis peneana y la integridad neural y del ADN del pene fueron
notablemente menores en comparacién con el grupo control. Estos
cambios se atenuaron con el cotratamiento con zinc en los animales que
recibieron tratamiento con plomo y zinc en comparacién con las ratas
tratadas con plomo.Tabla 2). Los resultados indican que la exposicién al
plomo alteré el metabolismo y el crecimiento celular, y
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Tabla 1.Concentraciones de plomo en sangre y cuerpos cavernosos después del periodo experimental de 28 dias en ratas Wistar macho.

Control Tratado con zinc Tratado con plomo Tratado con plomo y zinc
Concentracién de plomo
Sangre (pg/dL) 0,910 £ 0,010 0,820 + 0,020 10.700+0.110%# 6,77+0,100%#~
Cuerpo cavernoso (ug/g) 0,032 + 0,003 0,024 + 0,002 0,214+0,015%# 0,110+0,008*#~

Los valores son la media + EEM de 5 réplicas. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. *P <0,05 frente al control, #P <0,05 frente a los tratados con zinc,

~P <0,05 frente a tratado con plomo.

Tabla 2.El efecto del zinc sobre el peso corporal y el peso del pene en ratas Wistar macho tratadas con plomo.

Control Tratado con zinc Tratado con plomo Tratado con plomo y zinc
Peso corporal inicial () Peso 141,2+0,73 141,6 +£ 0,96 140,9 + 0,91 141,5+0,71
corporal final (g) Cambio en el 171,4+1,03 172,8 £1,11 156,4 + 1,74*%# 171,8 £ 0,86~
peso corporal (g) Peso 30,20 + 1,46 31,60 +1,72 15,20 + 1,82*%# 30,60 + 1,40~
absoluto del pene (g) Peso 1,16+ 0,03 1,18+ 0,01 0,74+0,03*# 1,03+0,07*#~
relativo del pene (%) 0,61+0,01 0,62 +0,02 0,42+0,02%# 0,53+0,04*#~

Los valores son la media + EEM de 5 réplicas. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. *P <0,05 frente al control, #P <0,05 frente a los tratados con zinc,

~P <0,05 frente a tratado con plomo.

También se altera la integridad del pene, que podria mejorarse con
terapia con zinc.

Funcién sexual y eréctil

En este estudio, observamos que la exposicién al plomo redujo
significativamente el reflejo peneano y la motivacién para aparearse.
La suplementacion con zinc alivié significativamente la reduccién del
reflejo peneano y la motivacién para aparearse en animales tratados
con plomo y zinc, en comparacién con ratas tratadas con plomo.
Figura 1A, B). Si bien la exposicién al plomo aumenté
significativamente las latencias de la ereccién y la intromisién, asi
como el intervalo poseyaculatorio, redujo las frecuencias de la
ereccion, la intromisién y la eyaculacién. Estas alteraciones se
mitigaron con la terapia con zinc en animales que recibieron
tratamiento con plomo y zinc, en comparacién con ratas tratadas con
plomo.Figura 1CI) Esto sugiere que la exposicién al plomo afect6 el
impulso y el vigor sexual, asi como la ereccién del pene, que podrian
mejorarse con suplementos de zinc.

Sefializacion NO/cGMP y enzimas erectogénicas

Para explorar el mecanismo de la terapia con zinc para aliviar la disfuncién
sexual inducida por plomo, se determinaron los niveles de NO/GMPc,
AChE y dopamina. EI NO circulante, el GMPc peneano y la dopamina se
redujeron significativamente en el grupo expuesto al plomo en
comparacién con el grupo control tratado con el vehiculo. Por el contrario,
la suplementacién con zinc en las ratas expuestas al plomo provocé un
aumento significativo de NO, GMPc peneano y dopamina en comparacion
con el grupo expuesto al plomo. Ademaés, la exposicién al plomo aumenté
significativamente la actividad de AChE, que se vio mitigada por el
tratamiento con zinc en los animales que recibieron tratamiento con
plomo y zinc en comparacioén con las ratas tratadas con plomo.Figura 2).
Esto sugiere que la exposicién al plomo inhibe los neurotransmisores
erectogénicos, pero el tratamiento con zinc podria mejorar estos
mediadores alterados por la exposicién al plomo.

Hormonas reproductivas masculinas circulantes

Los niveles circulantes de LH, FSH y testosterona se muestran enFigura 3
En comparacién con las ratas de control tratadas con el vehiculo, las ratas
tratadas con plomo mostraron una marcada disminucién en los niveles
séricos de LH, FSH y testosterona. Las alteraciones observadas en los
niveles de estas hormonas, inducidas por el plomo, se mitigaron con el
tratamiento con zinc en los animales que recibieron plomo y zinc.

Tratamiento en comparacién con ratas tratadas con plomo. Estos
hallazgos sugieren que la suplementacién con zinc mejora la
supresion del eje hipofisario-testicular inducida por el plomo y
promueve la sintesis y liberacién de testosterona.

Marcadores de estrés oxidativo y actividades de los
antioxidantes enzimaticos

Segun la literatura disponible, el estrés oxidativo es un proceso
integral en las lesiones inducidas por plomo, y a lo largo de los afios
se ha prestado cada vez mas atencién a sus desencadenantes y
bloqueadores. Sin embargo, la relacién entre la exposicion al plomoy
el estrés oxidativo en la disfuncién sexual y eréctil, asi como el
posible papel del zinc, se ha estudiado poco. Para evaluar con mayor
profundidad los mecanismos asociados con la disfuncién sexual
inducida por plomo y el posible papel del zinc, investigamos el
cambio en el estado redox del pene.

Como se muestra enFigura 4, la actividad de XO del pene y los niveles
de UA, que son desencadenantes del estrés oxidativo, aumentaron
notablemente en el grupo expuesto al plomo en comparacién con el
grupo control. Los aumentos inducidos por plomo en la actividad de XO
del pene y los niveles de UA se atenuaron significativamente mediante la
suplementacién con zinc en animales que recibieron tratamiento con
plomo y zinc en comparacién con las ratas tratadas con plomo. Mas aun,
el MDA, un producto de la peroxidacion lipidica desencadenada por
oxidantes y un marcador de la peroxidacién lipidica, aumenté
significativamente en las ratas expuestas al plomo en comparacién con el
grupo control. Esto fue anulado por el tratamiento con zinc en ratas
expuestas al plomo. Ademads, la exposicién al plomo redujo
significativamente los niveles de GSH, que fueron anulados por el co-
tratamiento con zinc en animales que recibieron tratamiento con plomoy
zinc en comparacion con las ratas tratadas con plomo. Ademas, el plomo
redujo notablemente las actividades del pene de la catalasa, SOD, GPx y
GST en comparacién con el control tratado con vehiculo. La disminucién
observada en la actividad de estos antioxidantes enzimaticos se revirtié
mediante el cotratamiento con zinc en animales que recibieron
tratamiento con plomo y zinc, en comparacién con las ratas tratadas con
plomo. Ademas, se observé una marcada reduccién de Nrf2, un mediador
y regulador de la defensa celular contra el estrés oxidativo, en ratas
expuestas al plomo. La disminucién inducida por el plomo en el Nrf2 del
pene se mejoré mediante la suplementacién con zinc en ratas expuestas
al plomo.Figura 5). Estos resultados muestran que la suplementacién con
zinc mejoro la lesién oxidativa del pene inducida por plomo al suprimir la
sefalizacién XO/UA y regular positivamente la expresion de Nrf2.
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Figura 1.Efecto del zinc sobre el reflejo peneano (A), la motivacién para aparearse (B), la latencia de la ereccién (C), la frecuencia de la ereccién (D), la latencia de la intromisién (E), la frecuencia de la intromisién (F),
la latencia de la eyaculacién (G), la frecuencia de la eyaculacién (H) y el intervalo poseyaculatorio (I) en ratas Wistar macho tratadas con plomo. Los valores son la media + EEM de 5 réplicas. Los datos se analizaron
mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. *P <0,05 frente al control, #P <0,05 frente a los tratados con zinc,~P <0,05 frente a tratado con plomo.
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Discusion

La disfuncién sexual y eréctil es un proceso patolégico complejo
y especifico que se diferencia principalmente en dos partes: la
disminucién del impulso y el vigor sexual, y la disfuncién eréctil.
Aunque esta puede ser psicdgena, neurogénica o arteriogénica [
56]; en la mayoria de los casos depende de las hormonas.37Se
ha reportado que los téxicos ambientales, incluyendo metales
pesados como el plomo, reducen la testosterona circulante,
pero su impacto en el rendimiento sexual y la funcién eréctil esta
subestimado. Por lo tanto, es pertinente explorar el efecto y los
mecanismos de accién de la exposicién a metales pesados
sobre el rendimiento sexual y la funcién eréctil. Asimismo, el
desarrollo de medidas preventivas efectivas contra la disfuncién
sexual y eréctil derivada de la exposicién a metales pesados es
importante para mejorar la salud reproductiva masculina. En
este estudio, se demostré por primera vez que la exposicién al
plomo puede causar disfuncién sexual y eréctil, y que la
suplementacién con zinc puede mejorar la disfuncién sexual y
eréctil inducida por plomo. Mecanisticamente, el proceso
patolégico se centra en la activacién del estrés oxidativo y la
supresion de la testosterona circulante. Los datos actuales no
solo proporcionan evidencia convincente del efecto del plomo
sobre la ereccién sexual y la funcién eréctil, sino que también
arrojan luz sobre el potencial terapéutico del zinc para mejorar el
rendimiento sexual y la funcién eréctil a través de una via
dependiente de la testosterona, vinculada a la represion del
estrés oxidativo.

Aunque se presta poca o0 ninguna atencién a la homeostasis del pene
en la actividad sexual masculina, nuestro estudio anterior revelé que los
reflejos peneanos deteriorados estaban asociados con la dishomeostasis
del pene y una integridad neuronal y del ADN reducida del pene [57]. Sin
embargo, varios estudios han implicado reflejos peneanos deteriorados
en incidentes de disfuncién sexual y eréctil [38,58Cabe destacar que
observamos que la reduccién del peso del pene mediada por la exposicién
al plomo esta estrechamente relacionada con el deterioro de los reflejos
peneanos. Este hallazgo implica que el efecto de la exposicién al plomo en
la homeostasis del pene es crucial y merece mayor atenciéon. Ademas, los
reflejos peneanos desempefian un papel importante en el impulso sexual
y pueden ser estimulados por estimulos audiovisuales o tactiles.56]. Por lo
tanto, los reflejos peneanos reducidos causados por la exposicién al
plomo pueden explicar la menor motivacién para aparearse, lo que
proporciona una nueva direccién para el bajo deseo sexual inducido por la

exposicion al plomo.

El presente estudio también demostré que la exposicién al plomo
aumenté notablemente las latencias de montaje e intromisién, que
son indices de la motivacién sexual y son inversamente
proporcionales a ella [38,59Las latencias de ereccién e intromisién
observadas en el presente estudio tras la exposicién al plomo
sugieren que esta suprime la motivacion y la excitacién sexual. Estas
variables (latencias de ereccién e intromision) también predicen la
conducta apetitiva sexual.38]; por lo tanto, el aumento inducido por
el plomo en las latencias de monta e intromisién refleja la reticencia
sexual de las ratas macho hacia la hembra receptiva. Ademas, la
exposicién al plomo redujo las frecuencias de monta, intromision y
eyaculaciones, indicadores de la libido y el vigor sexual.60]. El indice
de potencia y la tasa de recuperacién del agotamiento después de la
primera serie de actos sexuales es el intervalo posteyaculatorio [61La
disminucién de la motivacién para aparearse inducida por el plomo
se caracterizé por un intervalo poseyaculatorio prolongado, lo que
demuestra que las ratas expuestas al plomo se recuperaron
lentamente y demoraron el inicio de otra ronda de actividad sexual,
demostrando asi la capacidad del plomo para perjudicar el vigor
sexual.

La relajacién del musculo liso cavernoso, mediada por NO, no
androgénica y no dependiente de colinérgicos, desempefia un papel
fundamental en la ereccién peneanay la penetracién adecuada.
Ademas de su efecto vasodilatador directo, el NO activa la guanilil
ciclasa mediante la regulacién positiva del GMPc.62,63Por lo tanto, es
necesario mantener niveles éptimos de cGMP para lograr y mantener
la rigidez del pene. La ereccién peneana dependiente de colinérgicos
estd mediada por la acetilcolina, un neurotransmisor hidrolizado e
inactivado por la AchE.63]. Aunque la fosfodiesterasa-5 no se evalué
en el presente estudio, el bajo cGMP inducido por el plomo
observado puede deberse a una posible mayor actividad de la PDE-5,
ya que se sabe que degrada el cGMP a GMP inactivo [64E| bajo nivel
circulatorio de NO observado en animales expuestos al plomo
también podria contribuir, al menos en parte, a la reduccién de cGMP
debido a una alteracién en la conversién de guanosina trifosfato a
cGMP dependiente de NO. La sobreexpresion de AchE inducida por el
plomo podria haber promovido la hidrélisis e inactivacién de la
acetilcolina, impidiendo asi la ereccién peneana dependiente de
colinérgicos. La deplecién de acetilcolina mediada por AchE también
afecta la produccién de NO.65], lo que provoca disfuncién endotelial
y mala ereccién del pene. La regulacién negativa de NO/cGMP
inducida por el plomo y el aumento de AchE revelan que la disfuncién
sexual y eréctil inducida por el plomo implica multiples mecanismos.
Es plausible inferir que la exposicién al plomo aumenté la regulacién
de AchE, la cual degrada la acetilcolina, lo que resulta en...



8 EE BESONG ET OTROS.

A B
2.0 0.5+
c . ~
° 1.5 # = 0.4
£ =
= z 0.3
< 1.0
g . 2 0.2 .
#~ o #
D 0.5 c "
= 05 b o 0.1
g o
o
0.0 T T T 0.0 T T f
N
& & & & & S & e
o < < ° o <° < <
& & & & S &
Vv N4 M v V4 My
e e
(V4 ¥
c D
8- 5-
o
§ E’ 4 —_—
Seq = E ~
2 2 3 p
S 4 8 g
© * * .
u i ® 2 3 :
o —
o 27 g 1 o
= "
o o o !
a o T T T 0 T T T
< \05 N &b & \"’P p
& U & G S &
(¢ & b‘é & [¢) &
i & i i
> P >
z"’b
N
E F
10 10

*#

Penile GPx (U/mg)
o N » o (-]
1 1 1 1
_I | ] H
. l
Penile GST (U/mg)
o N » » (-]
1 1 1 1
_ |4g;
4 - |

> > > >
R X & 5 & 3° 5 &
< « 5 © < al 8 =
< P i i & &
v L v N L
06 Ob
V4 N4
G
100 -
*
oo P —
g 80 e
% —
= 60 *# o
> -
£
S 40-
[}
=
N 20
[
=
0 T T
> >
& F S
c,o 160 ,‘\30 60
& & &
A 2 8‘1}
G’b
v

Figura 5.Efecto del zinc sobre el contenido peneano de malondialdehido (MDA) (A) y glutation reducido (GSH) (B), las actividades de catalasa (C), superéxido dismutasa (D), glutation peroxidasa
(GPx) (E) y glutatién-S-transferasa (GST) (F), y la concentracién del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (G) en ratas Wistar macho tratadas con plomo. Los valores son la media + EEM de 5 réplicas. Los
datos se analizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. *P <0,05 frente al control, #P <0,05 frente a los tratados con zinc,~P <0,05 frente a tratado con plomo.

Reduccién de la concentracién de acetilcolina. Dado que la acetilcolina La induccién de estrés oxidativo puede contribuir a la regulacién
promueve la sintesis de NO, la supresién de la acetilcolina inducida por el positiva de la actividad de AchE observada en ratas expuestas al plomo,
plomo reprime la produccién de NO y la funcién endotelial, lo que modificando asi negativamente el papel regulador inflamatorio

deteriora la funcién eréctil. colinérgico de la acetilcolina y la consiguiente liberacién de



citocinas proinflamatorias y radicales libres [66,67Este estudio
proporciona la primera evidencia de que el estrés oxidativo inducido por
plomo estd mediado por XO/UA. La exposicién al plomo aumentd la
generacién de XO y UA, lo que a su vez promovié el desacoplamiento de
NOS, la generacién de superéxido y redujo la biodisponibilidad de NO.68],
lo que conduce al estrés oxidativo [69Esto se ve corroborado por el
aumento de MDA en el peney la disminucién de GSH y Nrf2 inducidos por
el plomo, asi como por la regulacién negativa de las actividades de
catalasa, SOD, GPx y GST. Esto confirma los hallazgos de Zhang et al. [47]
que la toxicidad reproductiva inducida por el plomo estd mediada por el
estrés oxidativo. Si bien el plomo puede inducir toxicidad directa en el
tejido peneano, deprimiendo asi el metabolismo y la homeostasis del
pene [70Es probable que la lesién oxidativa peneana inducida por plomo
también influya en la reduccién observada del peso del pene. Ademas, el
estrés oxidativo inducido por plomo puede activar la sefializacién redox
que involucra citocinas, quinasas y factores de transcripcién que regulan
la expresién génica y modifican la matriz extracelular, las proteinas que
influyen en la vasoconstriccién y los procesos inflamatorios, lo que resulta
en cambios destructivos en los componentes celulares, como lipidos,
proteinas y ADN.42], lo que en Ultima instancia conduce a la degeneracién
del musculo liso y a la lesién endotelial vascular, induciendo asi disfuncién
eréctil arteriogénica [71].

Curiosamente, la lesién oxidativa del pene inducida por plomo
también podria estar mediada por la testosterona. La testosterona ejerce
dimorfismo en la regulacién de la inflamacién.37]. En los hombres, los
niveles éptimos de testosterona ejercen una actividad antiinflamatoria al
inhibir la regulacién positiva de las citocinas proinflamatorias y promover
la expresién y las actividades de las citocinas antiinflamatorias [72],
previniendo asi el estrés oxidativo inducido por la inflamacién [68,73]. La
disminucién observada en la testosterona en ratas expuestas al plomo se
alinea con y constituye una extensién de estudios previos en humanosy
animales [74,75] que observaron una disminucién en los niveles
circulantes de testosterona tras la exposicién al plomo. Los hallazgos
actuales sugieren que la supresién de la testosterona circulante inducida
por el plomo promueve la regulacién positiva de las citocinas
proinflamatorias y la activacién de las cascadas de estrés oxidativo, lo que
resulta en disfuncién endotelial y una reduccién de la funcién eréctil.
Ademés, dado que se ha establecido que la testosterona aumenta el
interés sexual, la frecuencia de las relaciones sexuales y las erecciones [76]
y empuje pélvico durante la cépula [77La disminucién de los niveles de
testosterona inducida por el plomo puede inhibir estos eventos
dependientes de la testosterona. Ademds, unos niveles 6ptimos de
testosterona son esenciales para la sintesis y liberacién de dopamina, otro
neurotransmisor erectogénico que facilita la motivacion sexual y la
ereccién del pene.78]. El nivel reducido de testosterona provoca una
reduccion en la sintesis y liberacién de dopamina, un deterioro de la
activacion mediada por dopamina de los receptores D2 para estimular la
NO sintasa en los cuerpos celulares del nlcleo paraventricular y una
motivacién sexual, reflejos urogenitales y ereccién del pene ineficientes. [
62]. La cascada de eventos observada presenta evidencia sorprendente
que demuestra que la disfuncién sexual y eréctil inducida por el plomo
estd mediada por mecanismos fisiopatolégicos complejos.

Otro hallazgo fascinante de estudios recientes es el efecto de la
terapia con zinc en la disfuncién sexual y eréctil inducida por plomo.
Nuestro hallazgo actual, que indica que el zinc regula positivamente
Nrf2 y el sistema de defensa antioxidante dependiente del glutation,
concuerda con hallazgos previos [79-81] que demostré que el zinc
promueve la expresion y funcion de Nrf2 a través de la activacién de
la inhibicién mediada por Akt del exportador nuclear de Nrf2, Fyn, lo
que resulta en la regulacion positiva de la transcripcion de la
subunidad catalitica (cadena pesada) de
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glutamato-cisteina ligasa (GCLC) y el consiguiente aumento de las
concentraciones de GSH. La sobreexpresion observada de la
sefializacion de Nrf2 y el aumento del contenido de GSH
posiblemente median la supresién inducida por zinc del estrés
oxidativo inducido por XO/UA, mejorando asi la homeostasis del
pene, la integridad del ADN, la funcién endotelial y la ereccion. La
represion del estrés oxidativo por zinc también posiblemente inhibid
la deplecién de NO e inactivé la AchE, mejorando asi la sefializacion
de NO/cGMP y la ereccién peneana dependiente de colinérgicos.

M4s aun, nuestros hallazgos de que la terapia con zinc mantiene
niveles éptimos de testosterona circulante concuerdan con un
hallazgo previo que informé un efecto similar [36]. El mantenimiento
de niveles 6ptimos de testosterona impulsado por el zinc puede
contribuir a la atenuacién de la inflamacion inducida por el plomoy a
la mejora de la ereccién del pene [37]. También es seguro inferir que
la concentracién mejorada de testosterona asociada con la
suplementacion de zinc media la mejora inducida por el zinc de la
funcion sexual y eréctil en ratas expuestas al plomo al preservar la
funcion endotelial del pene y promover el interés sexual, la
frecuencia de los actos sexuales y las erecciones del pene [76] y
empuje pélvico durante la cépula [77].

Conclusiones

El presente estudio reveld que el estrés oxidativo mediado por XO/UA
y la supresién de testosterona se asocian con la disfuncién sexual y
eréctil inducida por plomo. La coadministracién de zinc previno el
rendimiento sexual y la ereccién del pene inducidos por plomo al
activar la sefializacién dependiente de Nrf2. Esto proporciona una
nueva comprensién mecanicista del posible papel de la terapia con
zinc en la disfuncién sexual y eréctil inducida por plomo.
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