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Resumen. En este trabajo se estudié el numero de células de Leydig y
su respuesta a la Gonadotropina Coriénica humana (GCh) en ratas adultas
con varicocele o criptorquidia experimentalmente inducidos. Para tal fin se
aislaron células de Leydig de testiculos provenientes de ratas adultas con-
troles, con criptorquidia o varicocele inducidos quirdrgicamente. Estas cé-
lulas fueron contadas e incubadas en presencia o ausencia de GCh durante
tres horas y los esteroides fueron cuantificados en el medio de incubacion.
Los animales con criptorquidia presentaron el menor nimero de células de
Leydig, asi como la mayor respuesta a la GCh de la progesterona, una lige-
ra tendencia a aumentar en la respuesta de la testosterona y una menor en
la del estradiol. Por el contrario, tanto los testiculos izquierdos como los de-
rechos de los animales con varicocele mostraron un mayor namero de célu-
las de Leydig; con una respuesta menor de la progesterona, una tendencia
de la respuesta de la testosterona a estar disminuida y la del estradiol a ser
mayor que en los testiculos criptorquidicos. Estos resultados muestran que
estas dos condiciones de hipertermia testicular no afectan en el mismo gra-
do el numero y la funcionalidad de las células de Leydig, posiblemente de-
bido a la diferencia de temperatura a que son sometidos los testiculos en
esas dos situaciones de hipertermia.
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Abstract. Leydig cells were isolated from testes of normal, cryptorchid
and induced- varicocele rats. These cells were counted and coincubated
with and without human Corionic Gonadotropin (hCG) during 3 hours;
thereafter, steroids were measured in the incubation media. Criptorchid
animals showed the lowest number of Leydig cells, the highest Progesterone
response to hCG, a slight increment of testosterone and a decrease of estra-
diol. On the contrary, both left and right testes from varicocele induced rats
showed a higher cell number (per g of tissue), lower progesterone response,
slightly higher response testosterone and lower testosterone response.
These results demonstrate that these conditions of testicular hyperthermia
do not affect the number and function of Leydig cells to the same degree.
This may be due to differences in the testicular temperature reached with
each procedure.
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INTRODUCCION

Es conocido que el aumento de
la temperatura escrotal puede alte-
rar la capacidad reproductora en el
hombre, postulandose una accién
directa del calor sobre el epitelio
germinal que se traduce en una dis-
minucion del namero de espermato-
zoides, un aumento de formas inma-
duras y con anormalidades de cabe-
za (1) acompafado de disminucion
de la motilidad de ellos (2). También
en animales expuestos a una eleva-
cion del calor local, se ha descrito
disminucién del peso testicular con
deplecién en el nimero de los esper-
matocitos primarios (3). Ademas, es-
tudios in vitro cultivando tejido testi-
cular a 37°C, han demostrado dis-

minucion en el namero de las esper-
méatidas y de los espermatozoides,
acompafado de retardo en la sinte-
sis de ADN en las primeras (4). Mas
aun, en hombres que practican sau-
na frecuentemente, se han encon-
trado cambios ultraestructurales en
la membrana de los espermatozoi-
des, asi como alteraciones metabdli-
cas en los mismos (5). Por ultimo,
otros investigadores han observado
aumento de la apoptosis de las célu-
las germinales testiculares en ratas
a las cuales se les ha inducido expe-
rimentalmente criptorquidia (6).
Ademas de condiciones O6pti-
mas de temperatura la espermatogé-
nesis también requiere de concen-
traciones adecuadas de testosterona
(7); lo que implica necesariamente
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una funcién normal de las células
de Leydig (8). Asi, Wisner y Gémez
(9) reportaron que el aumento de la
temperatura del testiculo inhibe la
actividad de ciertas enzimas impli-
cadas en la esteroidogénesis gona-
dal. Incluso se ha demostrado que
la hipertermia testicular altera la ac-
tividad secretoria de las células de
Sertoli afectando la produccién de la
Proteina Ligadora de Andrégenos
(ABP), la cual es requerida para ga-
rantizar la concentracién normal de
testosterona que necesita la esper-
matogénesis (10). Estos hechos su-
gieren que el calor podria ocasionar
una disfuncidon de las células de
Leydig, lo cual podria ser explicado
por una accién directa sobre ellas o
bien por una alteracion del control
paracrino que normalmente se esta-
blece entre estas células y los tabu-
los seminiferos (11).

Existen dos entidades nosoldgi-
cas en el hombre, la criptorquidia y
el varicocele, donde se han encon-
trado evidencias de trastornos en la
espermatogénesis (12-14). En am-
bos casos se ha sugerido que la in-
fertilidad que presentan algunos de
estos pacientes, pudiera ser secun-
daria a un aumento de la tempera-
tura testicular (1,15,16), que en el
caso del varicocele, pudiera ser con-
secuencia del estasis venoso (17) y
en la criptorquidia, estaria en rela-
cion con el tiempo durante el cual
los testiculos estén sometidos a la
temperatura intraabdominal (2). In-
cluso, en la criptorquidia se han en-
contrado alteraciones en la morfolo-
gia de las células de Leydig (18,19);

asi como disminucién en su ndmero
(20).

Por lo anteriormente expuesto,
parecio de interés estudiar el nUme-
ro de las células de Leydig y su res-
puesta a la Gonadotropina Coriéni-
ca humana en ratas adultas con va-
ricocele y criptorquidia inducidos
experimentalmente.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar ma-
chos de 3-4 meses de edad, las cua-
les fueron distribuidas en tres gru-
pos : uno control y dos grupos expe-
rimentales a los cuales se les indujo
qguirdrgicamente a uno varicocele iz-
quierdo y al otro criptorquidia. Para
el grupo control se utilizaron 50 ani-
males. La preparacion del modelo
con criptorquidia se realizé inicial-
mente en 60 animales, en todos
ellos la técnica fue exitosa y 50 de
estos animales se utilizaron para el
experimento. La induccién del vari-
cocele izquierdo experimental fue
realizado en 120 animales, el éxito
de la técnica sdlo se logro en 105 de
ellos y de estos dltimos se utilizaron
100 para el experimento. Para la in-
duccién de la criptorquidia bilateral,
los animales fueron anestesiados
con éter y se les practic6 una inci-
sion en la linea media abdominal y
después de cortado el gobernaculum
testis, los testiculos fueron sacados
del saco escrotal y colocados en la
cavidad abdominal. El canal ingui-
nal fue suturado internamente para
prevenir el descenso de los testicu-
los al escroto. La induccién de vari-
cocele se realizé de acuerdo a la téc-
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nica de Saypol y col (21), con ligeras
modificaciones, para lo cual bajo
anestesia con éter y mediante una
incision infracostal lateral izquierda,
la vena renal se lig6 parcialmente,
posterior a la vena espermatica. En
el momento de la autopsia fue verifi-
cada la dilataciéon del paquete esper-
matico y aquellos animales en los
cuales no se observo esta dilatacion
fueron excluidos del estudio. En el
caso de los animales controles se
practico una pseudoperacion, some-
tiendo los animales al mismo estrés
quirdrgico salvo que la vena renal
izquierda fue aislada pero no ligada
y el gobernaculum testis fue tocado
pero no cortado y los testiculos
mantenidos en su saco escrotal.

Una vez realizados los distintos
tratamientos quirdrgicos los anima-
les permanecieron en nuestro biote-
rio por 8 semanas bajo un régimen
de luz controlada (14h luz-10h os-
curidad) y agua y comida a volun-
tad. En la mafana de los dias de los
experimentos, previo registro del
peso corporal, los animales fueron
sacrificados, y los testiculos extrai-
dos, pesados y colocados sobre hielo
en una capsula de Petri que conte-
nia medio 199 (Sigma Chemical Co,
St. Louis. Mo, USA). Los testiculos
fueron descapsulados y colocados
en numero de 4 en un tubo de ensa-
yo. En el caso de los animales con
varicocele inducido, los testiculos iz-
quierdos y derechos fueron procesa-
dos separadamente y para los fines
de identificacion de los resultados se
presentan como Testiculo Derecho y
Varicocele Izquierdo.

Las células de Leydig fueron
aisladas y purificadas mediante la
técnica de Dufau y col (22) en la
cual se modifico la velocidad de agi-
tacion a 60 ciclos por minuto. El
contaje de las células de Leydig se
realiz6 de acuerdo a la técnica de
Levi y col (23) modificada por Shar-
pe y Cooper (24).La cuantificacion
de la pureza de las células de Leydig
se basod en la accion de la enzima,
marcadora de éstas (25), la 3p- Hi-
droxi-Esteroide- Deshidrogenasa,
sobre el sustrato 5p- androstan-3-
ol- 17 ona (Sigma Chemical Co, St.
Louis. Mo, USA). La viabilidad de las
células de Leydig fue evaluada por
su capacidad para excluir el tripan
azul, para tal efecto volumenes igua-
les de suspensién de células de
Leydig y de colorante al 0,05 % fue-
ron puestos en contacto y posterior-
mente se cuantificé el % de células
viables (no coloreadas). De cada gru-
po se prepararon 5 mezclas de célu-
las de Leydig a partir de testiculos
provenientes de 10 ratas para cada
mezcla, excepto para el grupo con
varicocele izquierdo experimental
para lo cual se utilizaron 20 ratas
para cada mezcla.

Para investigar la capacidad de
reserva funcional de las células de
Leydig, se incubaron por duplicado
voliumenes iguales de cada mezcla
en presencia o en ausencia de 1
Ul/ml de GCh (Profasi), esta hormo-
na posee la peculiaridad de estimu-
lar la actividad esteroidogénica de
las células de Leydig. El tiempo de
incubaciéon fue de 3h, en una at-
mosfera de 95% de Oz y 5% de CO2
con una agitacion constante de 60
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ciclos por minuto y a 34°C. Al final
del periodo de incubacion, se deter-
minaron los niveles de Progesterona,
Testosterona y Estradiol totales en
el medio de incubacién mediante ra-
dioinmunoandlisis, usando material
comercial (Diagnostic Products Cor-
poration, Los Angeles, C.A., U.S.A) y
sus valores se expresaron en rela-
cion a una concentracion de 10° cé-
lulas. La respuesta de las células de
Leydig a la estimulacion con la GCh
fue cuantificada en base a las con-
centraciones de los distintos esteroi-
des estudiados. Para los calculos del
porcentaje de respuesta, los niveles
obtenidos para cada tipo de esteroi-
de, sin estimulacion con GCh, se
consideraron como el 100%. Los
porcentajes de respuesta de cada
esteroide, a la estimulacion con la
GCh, provenientes de las 5 mezclas,
para cada grupo de estudio, fueron
resumidos en promedios * Error Es-
tandar ( x £ E.E.). El analisis de los
resultados se realiz6 usando el ana-
lisis de varianza multiple de Fisher y
el test de Student, aceptando como
significacion estadistica cuando los
valores de p fueron iguales o meno-
res a 0,05.

RESULTADOS

Pureza y viabilidad de células
de Leydig

En la Tabla | se muestra el gra-
do de pureza y de viabilidad de las
preparaciones de las células de
Leydig, provenientes de ratas adul-
tas, en diferentes condiciones de hi-
pertermia testicular. Como puede
observarse estos dos parametros
fueron muy similares entre los dis-
tintos grupos estudiados.

NuUmero de células de Leydig

Como puede apreciarse en la
Fig. 1 el ndmero de células de
Leydig por gramo de tejido testicu-
lar, fue mayor en los animales con-
troles que en los animales con crip-
torquidia (p < 0,0001) y que en los
testiculos derecho (p < 0,003) o iz-
quierdo (p < 0,01) de las ratas a las
cuales se les habia inducido varico-
cele izquierdo.

El namero de células de Leydig
en los animales criptorquidicos tam-
bién fue menor (p < 0,0001) que el
observado en los testiculos derecho
e izquierdo del grupo de animales
con varicocele. En este ultimo gru-

PUREZA Y VIABILIDAD DE LAS PRE-IF?:IE,I&éIIONES DE LAS CELULAS DE LEYDIG

Grupo Pureza Viabilidad

% de células de Leydig (X E.E)

Control 38+2 76 £ 5
Criptorquidia 42+ 4 70+2
Testiculo derecho 41 +6 80+9
Varicocele izquierdo 39+3 747

La pureza de las células de Leydig se determiné por el porcentaje de células 3--Hidroxi Este-
roide Deshidrogenasa positiva y se consideraron células viables aquellas que excluyeron el Tri-

pan azul.
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Fig. 1. Nuamero de células de Leydig en diferentes condiciones de hipertermia testi-

cular. El nimero de células de Leydig se expresa en millones/gramo de tejido
testicular. Los resultados de cada grupo estudiado se presentan en X + E.E.

* significativamente mayor que: criptorquidia (p < 0,0001), testiculo derecho
(p < 0,03) y varicocele izquierdo (p < 0,01), ** significativamente menor que

todos los grupos.

po, el nimero de células de Leydig
de los testiculos derecho fue ligera-
mente mayor que el de los testiculos
izquierdo, aunque sin significacion
estadistica.

Respuesta de los esteroides
gonadales

Los resultados obtenidos de los
esteroides gonadales en los dos
sub-grupos de animales pseudope-
rados no mostraron diferencias es-
tadisticamente significativas entre
ellos, por lo tanto todos ellos fueron
reunidos en un solo grupo control.

A) Progesterona: La respuesta
de las células de Leydig a la GCh,
expresada como el incremento de la
produccidn de progesterona, fue
mayor en los grupos experimentales
gue en los controles (criptorquidico:
p<0,0004; testiculo derecho: p<0,002;
varicocele izquierdo: p < 0,01). La
maxima respuesta fue obtenida en
las células provenientes de los ani-
males criptorquidicos, cuando se
compararon con los demas grupos
en estudio (p < 0,0004).

En relacion al grupo de anima-
les con varicocele la respuesta de las
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células de Leydig provenientes de
los testiculos izquierdos mostré una
tendencia a ser mayor, sin embargo
la diferencia no alcanzé significacion
estadistica (Fig 2).

B) Testosterona: La respuesta
de las células de Leydig a la estimu-
lacion con GCh en relacién a la pro-
duccion de testosterona, no mostro
diferencias significativas entre los
diferentes grupos estudiados. Sin
embargo, las células de Leydig pro-

600
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200

% de Respuesta de la Progesterona

100
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Fig. 2.

venientes de los animales con crip-
torquidia inducida presentaron una
tendencia a una mayor respuesta
del andrégeno (Fig. 3).

C) Estradiol: La respuesta del
estradiol por las células de Leydig a
la estimulacion con GCh fue similar
en todos los grupos estudiados. Aun
cuando se observé que las células
de Leydig provenientes de los ani-
males controles mostraron una lige-
ra tendencia a una respuesta mayor

Control

llj criptorquidia

. Testiculo Derecho

Respuesta de la progesterona a la estimulacién in vitro con GCh en diferen-

tes condiciones de hipertermia testicular. La cuantificacion de la progeste-
rona fue realizada en el medio de incubacidn tres horas después de la esti-
mulacion de las células de Leydig con 1Ul de GCh. Los niveles basales fue-
ron considerados como el 100% para el calculo del porcentaje de respuesta.
Los resultados de cada grupo estudiado se presentan en X + E.E.

* significativamente menor que: criptorquidia (p < 0,0004), testiculo derecho
(p < 0,002) y varicocele izquierdo (p < 0,01). **significativamente mayor que

los otros grupos (p < 0,0004).
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Fig. 3. Respuesta de la testosterona a la estimulacion in vitro con GCh en diferen-

tes condiciones de hipertermia testicular. La cuantificacion de la testostero-
na fue realizada en el medio de incubacién tres horas después de la estimu-
lacién de las células de Leydig con 1Ul de GCh. Los niveles basales fueron
considerados como el 100% para el calculo del porcentaje de respuesta. Los
resultados de cada grupo estudiado se presentan en X + E.E.

de este estr6geno, y una respuesta
menor en los animales criptorquidi-
cos, las diferencias entre los distin-
tos grupos no fueron estadistica-
mente significativas (Fig. 4).

DISCUSION

El nimero de células de Leydig
por gramo de testiculo, en las ratas
controles se mantuvo dentro de los
rangos reportados por otros investi-
gadores para animales de esta mis-
ma especie y con caracteristicas si-
milares a las usadas en nuestros ex-

perimentos (26). La disminucién
franca del numero de células de
Leydig en nuestros animales con
criptorquidia bilateral también ha
sido evidenciado por otros autores
no solo en condiciones de induccién
experimental de criptorquidia en ra-
tas adultas (27) sino también en
animales con ocurrencia natural de
esta patologia (20). Por otro lado, se
ha reportado en condiciones experi-
mentales de criptorquidia una hi-
pertrofia de esas células (28). Estas
discrepancias podrian ser debidas a
las diferentes condiciones experi-
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Fig. 4.

Respuesta del estradiol a la estimulacion in vitro con GCh en diferentes con-

diciones de hipertermia testicular. La cuantificacion del estradiol fue reali-
zada en el medio de incubacidn tres horas después de la estimulaciénde las
células de Leydig con 1UIl de GCh. Los niveles basales fueron considerados
como el 100% para el calculo del porcentaje de respuesta. Los resultados de
cada grupo estudiado se presentan en X + E.E.

mentales usadas por los distintos
investigadores ya que en ratas nor-
males se ha postulado que la activi-
dad mitogénica no es uniforme para
todas las poblaciones de las células
de Leydig (29) y que ademas cambia
con la edad del animal (30).

La disminucion del numero de
células de Leydig, observada en am-
bos testiculos de los animales con
varicocele izquierdo inducido y la
observacion que el nimero de célu-
las de Leydig no varid significativa-
mente entre los dos testiculos tam-
bién ha sido reportada en humanos

(31). Sin embargo otros autores han
asociado hiperplasia de las células
de Leydig al varicocele (32). Estas
diferencias podrian ser explicadas
por la metodologia usada en la
cuantificacion del namero de células
de Leydig; y la alteracion en el testi-
culo derecho podria estar relaciona-
da con una redistribucion total de la
hipertermia a nivel escrotal reporta-
da en pacientes con varicocele (33).
En todo caso si en estas condiciones
de hipertermia ocurre hipertrofia de
las células de Leydig, ésta podria ser
consecuencia de una posible eleva-
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cion de la LH, la cual ha sido repor-
tada tanto en el varicocele (34) como
en la criptorquidia (35).

El patron de respuesta de las
células de Leydig provenientes de
los animales con criptoquidia indu-
cida por la GCh, se caracteriz6 fun-
damentalmente por un aumento de
la progesterona, con una tendencia
al incremento de la testosterona y a
la disminucidon del estradiol. Este
incremento en la secrecion de pro-
gesterona, que también ha sido re-
portado por otros investigadores en
situaciones de criptorquidia (36),
podria indicar que en esta condi-
cion, o bien esta favorecida la pro-
duccion de esta hormona o esté difi-
cultada su transformacion hacia los
androgenos. Con respecto a lo pri-
mero, se ha reportado que las mito-
condrias obtenidas de las células de
Leydig de ratas con criptorquidia
muestran una mayor velocidad de
produccion de pregnelonona, hor-
mona precursora de la progestero-
na, que las preparadas de células de
Leydig de testiculos mantenidos en
el escroto (37). Sin embargo, se ha
encontrado que cuando se cultivan
las células de Leydig a temperatura
superior a los 33°C hay acumula-
cion de gotas de grasa en su cito-
plasma lo que ha sido interpretado
como evidencia de alteracién en la
esteroidogénesis testicular (38). Por
otro lado en experimentos llevados a
cabo con testiculos no descendidos
al escroto provenientes de humanos,
se ha observado in vitro una meta-
bolizacion normal de la progestero-
na hasta 17 OH-progesterona (39).
Por los resultados obtenidos en esta

investigacion, no se puede descartar
que en la criptorquidia inducida
ocurra una mayor produccion de
progesterona; sin embargo dado que
la respuesta de la testosterona mos-
tré solo una ligera tendencia a un
mayor incremento, mientras que el
estradiol presenté una tendencia a
una respuesta menor, se podria
pensar que en la criptorquidia en
realidad el defecto de la esteroidogé-
nesis reside en una dificultad en la
conversion de la progesterona a tes-
tosterona, e incluso podria existir la
posibilidad que estas células de
Leydig aromaticen menos este an-
drogeno. Esto dltimo implicaria la
existencia de una alteracion en la
actividad de algunas enzimas impli-
cadas en la esteroidogénesis gona-
dal; lo cual ha sido también pro-
puesto por otros autores (40) al en-
contrar una respuesta mayor de la
progesterona y una menor de la tes-
tosterona a la GCh en testiculos ab-
dominales. También hay que sefialar
gque se han reportado modificaciones
en la actividad de otras enzimas tes-
ticulares por el aumento del calor
tales como las que participan en la
sintesis del ADN (41).

En cuanto a la funcionalidad in
vitro de las células de Leydig prove-
nientes de los animales con varico-
cele, la respuesta de los esteroides
gonadales a la GCh se caracterizo
por un mayor incremento de la pro-
gesterona en ambos testiculos en re-
lacion con los normales, pero con
una tendencia de la testosterona a
ser menor que las mostradas por las
células de Leydig criptorquidicas.
Posiblemente ésto podria deberse a
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una menor produccion del andrége-
no como se ha observado en incuba-
ciones de testiculos humanos con
varicocele donde la produccioén in vi-
tro de testosterona se suprime en un
90% a pesar que los niveles séricos
de la misma se encuentran dentro
de limites normales (42). Otro hecho
que favorece la menor secrecion de
testosterona en los animales con va-
ricocele podria ser la mayor res-
puesta del estradiol observada en
estos animales, en comparacion con
los criptorquidicos. Un efecto positi-
vo del varicocele sobre la aromatiza-
cion de la testosterona a estrdgeno
también se ha reportado en hom-
bres adolescentes con varicocele y
ginecomastia (43). En todo caso, se-
gun resultados obtenidos en esta in-
vestigacion, en el varicocele, la alte-
racion de la esteroidogénesis parece-
ria ser menor que la que ocurre en
la criptorquidia. Esto podria estar
en funcién del grado de hipertermia
a nivel testicular. En este sentido se
ha reportado que en el varicocele la
hipertermia testicular alcanzada
esta por debajo de la temperatura a
la cual estdn sometidos los testicu-
los abdominales (21,44).

En conclusion, en estas condi-
ciones experimentales, se observo
en el animal con criptorquidia bila-
teral inducida, una disminucién en
el ndmero de células de Leydig; asi
como también que este hecho tiende
a presentarse en ambos testiculos
en los animales con varicocele indu-
cido. Por otro lado las respuestas de
las células de Leydig, aisladas, al es-
timulo con GCh fueron diferentes en
los dos modelos experimentales, lo

cual podria estar relacionado al gra-
do de calor al cual son sometidos los
testiculos en las dos situaciones es-
tudiadas.
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