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RESUMEN: La capacidad de reserva funcional de las células de Leydig fue estudiada in vitro en ratas adultas de
diferentes edades, utilizando suspensiones de dichas células olbtenidas por el método de digestién con colagenasa y esti-
muladas a diferentes tiempos (1, 3 y 5 horas) con 0.5 Ul de gonadotrofina coridnica hmmana. Se observé que la capacidad
de respuesta de las células de Leydig, en térmminos de concentracidén de testosterona en el medio de incubacién mostré
un patron de respuesta similar en los tres grupos etarios estudiados, presentindose los niveles maximos a las 3 horas de
incubacién. Por atro lado, esa capacidad de respuesta varié con la edad. Asi, aumenté en ¢l animal de mediana edad (14
meses) en relacion con el animal joven (5 meses) y disminnyé en el animal de edad avanzada (21 meses). Los resultados
sugicren una disminucién de la capacidad [uncional de las células de Leydig con la edad. Palabras clave: Célula de
Leydig, luncion testicular, esteroidogénesis testicular, vejez.

IN VITRO STIMULATION OF LEYDIG CELLS BY HUMAN CHORIONIC GONADOTROPHIN
IN ADULT RATS OF DIFFERENT AGES

ADSTRACT: We studied the [unctional reserve of Leydig cells in adult rats of different ages in vitro. Suspensions of
Leydig cells alter digestion by collagenase were stimulated with ITuman Chorionic Gonadoltropin (WCG) during dillerent
times (1, 3 and 5 hours). We observed that response of Leydig cells, expresed by the testosterone concentration in the
culture medium, showed a similar pattern in all studied group, and the highest response was seen at three hours of
incubation. Oun the other hand, the testosterone reponse to WCG varied with age of animal. Thus, it was higher in the
group of 14 months old (middle aged) than young animals (5 month old) and decreased in old animals (21 months old).
These results suggest that a primary testicular lesion occurs with aging. Key words: Leydig cells, testicular function,

testicular stenocidogenesis, aging.

INTRODUCCION

El estudio funcional del eje hipotdlamo-hipdfisis-génada,
en el macho, se ha realizado en diferentes etapas de la vida
y en distintas especies®%:36,

En el humano, la concentracion de testosterona en sangre
periférica fluctiia a lo largo de la vida. Se observan eleva-
ciones en [etos de 12 a 18 semanas de gestacion y a los 2
meses de vida extrauterina; luego, entre los 12 y 17 aiios
comicnza a elevarse definitivamente, alcanzando las cifras
maximas entre los 20 y 30 anos de edad. Posteriormente,
se ob=erva, una disminucién paulatina de la concentracién
de lestosterona que se va acentuando a medida que trans-
curren los aiios'®, Resultados similares a los humanos se
han deserito en la ratal!?,

De lo anteriormente anotado, es evidente que ocurre una
insuliciencia testicular en las tiltimas décadas de la vida.
Esto se expresa como una disminucion de la concentracion
de T testosterona sérica, la cual puede ser debida a una
disluncion hipotilamo-hipofisiaria, con una disminucion de

la liberacién de hormona luteinizante (LH); o a un defecto
gonadal primario, es decir, a una alteracion funcional de
las células de Leydig. Con respecto a esto tltimo, se han
encontradc altos niveles séricos de LIl acompanando a las
bajas concentraciones de testosterona en hombre mayores
de 40 aiios?'. Ademas, otros investigadores han reportado
una disminucion con la edad de la respuesta de las células
de Leydig a la estimulacion con gonadotroina corionica hu-
mana (GCh)'32%37  Sin embargo, no esta suficientemente
claro si ésto es debido a un defecto intrinseco de la misma
célula de Leydig, ya que existen resultados conflictivos en
relacion con la respuesta de estas células a la estimulacion
con la GCh in vitro. Se ha reportado, usando testiculos
enteros incubados con GCh, una disminucion de la res-
puesta de la testosterona en ratas viejas??3; mientras que
otros autores, usando cortes de tejido testicular, no encon-
traron diferencias®’. Por otro lado, el efecto de la edad
sobre la respuesta testicular a la GCh se ha investigado,
utilizando suspensiones de células de Leydig aisladas por
diversas metodologias, encontrandose también resultados
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Por ello, nos parecid interesante estudiar la respuesta les-
ticular de las células de Leydig in vitro, utilizando suspen-
siones de células de Leydig obtenidas por el método de dis-

persién con colagenasa, de testiculos de ratas adultas de

diferentes edades.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 90 ratas machos adultas,*Wistar, las cuales
fueron distribuidas en grupos de 30 segiin su edad:

Grupo 1: ratas de 5 meses (jovenes)
Grupo 2: ratas de 14 meses (edad media)

Grupo 3: ratas de 21 meses (viejas).

Todos los animales fueron mantenidos bajo un régimen
de Tuz controlada (14 lioras luz - 10 horas oscuridad) y con
agua y comida a voluntad,

En la maiiana de los dias de los experimentos, previo
registro del peso corporal, los animales lueron sacrificados
por decapitacion.

Los testiculos fueron removidos, pesados y colocados so-
bre hiclo en una eapsula de Petri que contenia medio M-199,
fueron decapsulados y colocados 4 testiculos por tubo. Para
el aislamiento y purificacion de las células de Leydig se
signid la téenica de Dufan y col.”, modificando la velocidad
de agitacion, en el incubador Dufnolf, a G0 ciclos/minuto.
Las células de Leydig, previo coutaje segin la téenica de
Levi y col ', madificada por Sharpe y Cooperd? y estudi-
ada su viabilidad, Tueron inenbadas durante 1, 3 y 5 ho-
ras sin GCh (controles) o con 0.5 Ul/ml de GCh bajo una
atmosleracde 95% de Qo /5% de C'O» con una agitacion con-
stante de 60 ciclos/minutos. Al finalizar los periodos de in-
cubacion, el material fue centrifugado a 1600 g/10 minutos
a4° C. El sobrenadante fue alinacenado a —20° C. La con-
centracion de testosterona total en el sobrenadante se deter-
miné por radioinmunoensayo (RIA), sin extraccién previal®
y el esquema de ensayo fue el descrito por Coyotupa y col.?.

El andlisis estadistico de los resultados se realizo por el
analisis de varianza miiltiple de Fischier y por el test de
Student.

RESULTADOS

1. CONTAJE Y VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE
LEYDIG.

En la tabla I se muestra el niimero de células de Ley-
dig en ratas macho adultas de diferentes grupos etarios.
Como puede observarse, hay una disminucion progresiva
del mimero de células de Leydig a medida que transcurre
la edad.

La tabla IT.muestra el grado de pureza y de viabilidad de
las preparaciones de las células de Levdig obtenidas por ol
método de la colagenasa, los cuales Mieron de 35 — 45% y
de 67 = 83%, respectivamente,
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Tabla I.
Numero de celulas de Leydig en ratas
machos adultas de diferentes
grupos etarios.

5 meses 14 meses 21 meses

70+£151 G60+1.03 35%058°

El nimero de células de Leydig se expresa en
millones/g tejido testicular. Los resultados se
presentan en A + ES.

* Significativamente menor (p < 0.001)

. Tabla II.
Grado de pureza y de viabilidad de las
preparaciones de las celulas
de Leydig.

Parametros Y de células (A £ ES)

Células de Leydig
36 - 1spt

40 £ 5(35 — 45)

Viabilidad celular 75+ 3(67 - 83)

2. RESPUESTA DE LAS CELULAS DE LEYDIG A LA
SSTIMULACION IN VITRO CON GCh EN DIFEREN-
TES GRUPOS ETARIOS A DISTINTOS TIEMPOS DE
INCUBACION,

La respuesta de las eélulas de Leydig a la estimulacion
con 0.5 Ul/ml de GCh, expresada en concentraciones de
testosterona en el medio de inenbacion (Fig. 1) mostrd un
palron similar en los distintos grupos etarios, aleanzando un
miximo de respuesta a partir de las 3 horas, enando [ue sig-
nificativamente mayor (p < 0.001) al ser comparada con las
concentraciones de testosterona cuantificadas a la primera
hora de incubacion. Por otro lado, el grupo de 14 meses de
edad presentd una mayor respuesta de testosterona tanto a
las 3 como a las 5 horas (p < 0.001) con respecto a los otros
dos grupos. En el grupo de ratas de mayor edad (21 meses)
se notd un ligero incremento de la respuesta de las células
de Leydig, a la primera hora de incubacidn, con respecto a
lo observado en los ofros grupos; sin embargo, la diferencia
no alcanzo significancia estadistica.

DISCUSION

Tal como lo demuestran los resultados oblenidos en esta
investigacion y de acuerdo con las observaciones en diversas
especies animales, incluyendo al hombre! 51823273034 4
ciélulas de Leydig del testicnlo de la rata inenbadas in vitro,
son capaces de responder al estimulo de la GCh segregando
testosterona en el medio de incubacion.

Desde que Cristensen y Mason? demostraron que el tejido
intersticial del testiculo de la rata, obtenido por simple di-
seccion mecinica, os capaz de producir andrdgenos bajo la
estimulacion con GCh, una gran eantidad de métodos han
sido utilizados para aislar y purilicar las células de Leydig.
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FIGURA 1: Porcentaje de respuesta de |la testosterona a la estimu-

laién in vitro con gonadotropina corionica humana, en celulas de Leydig
de ratas machos adultas de diferentes grupos etarios y en distintos tiempos
de incubacion,

Las células de Leydig fueron estimuladas con 0.5 Ul de GCh e incubadas
durante 1, 3 y 5 horas a una velocidad de 60 ciclos/minuto. La testos-
terona (T) fue cuantificada en el medio de incubacién. Los resultados se
presentan en X + E.5.

* Significativamente menor que a las 3 horas de incubacién (p < 0.001)
** Significativamente mayor que en los otros dos grupos etarios (p < 0.001)

Uno de los primeros métodos fue la dispersion de dichas
celulas mediante la digestion con colagenasa, obtenicéndose
una preparacion ‘que contenia un 20 — 50% de células de
Leydig, las cuales respondieron satisfactoriamente a la es-
timulacion con GCh*2. Posteriormente se lia tratado de
purificar ain mas las preparaciones de las células de Loey-
dig usando distintos gradientes con diversas sustancias,
tales como metrizamida®® o percol®. La recuperacién del
niimero de células de Leydig y el grado de pureza de las
preparaciones finales dependen de las concentraciones de
dichas sustancias. También se ha usado la centrifugacion
con clucion la cual da un 90=95% de pureza en las prepara-
ciones finales de células de Leydig!. Nuestra preparacion,
aun cuando fue obtenida solamente por medio de digestion
con colagenasa, resulto sensible a la GCh en todos los gru-
pos estudiados.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
permitieron comprobar que la capacidad funcional de las
células de Leydig del testiculo de la rata in vitro, expresada
por la magnitud de la secrecion de testoterona al estimulo
coni la GCh, varia con la edad. Es asi como la respuesta a
la GCh aumenta en la edad adulta (14 meses) en relacion
con la rata joven de 5 meses de edad, para disminuir en los
animales viejos (21 meses de edad). Es decir, que la capaci-
dad funcional de las células de Leydig, en las ratas adultas,
disminuye progresivamente con la edad del animal. Esta
conclusion concuerda con lo encontrado por otros inves-
Ligndores, usando testiculos enteros incubados con GCL?,
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cortes testiculares®”, o por el método del gradiente de den-
sidad con metrizamida después de la dispersién con la co-
lagenasa para purificar las células de Leydig?®.

En relacién con el deterioro de la capacidad funcional de
las células de Leydig con la edad, otros autores no pudieron
demostrar la disminucién de la respuesta a la GCh de las
células de Leydig in vitro en la rata vieja!®17, Esta discre-
pancia con nuestras observaciones se podria explicar porque
los otros investigadores compararon la respuesta oblenida
en células de Leydig de animales de 2-6 meses de edad,
con la de 22-27 meses de edad (edades extremas); detalle
que marca una diferencia lundamental desde el punto de
vista metodolégico. Por otro lado, Schafer y col.32, usando
células de Leydig purificadas por el método del percol, no
encontraron ninguna diferencia al estudiar la respuesta de
la testosterona a la GCh en ratones de 5, 7, 21 y 27 meses de
edad. Esto podria deberse a una diferencia de especie en el
comportamiento de la célula de Leydig bajo la estimulacién
con la GCh3%:33,

Aun cuando en un principio se postulaba que la insufi-
ciencia testicular obsevada en la vejez obedecia a un defecto
del eje hipotalamo-hipofisiario con una disminucién de la
secrecion de la L1338 o5 evidente que existe también,
por los resultados obtenidos en esta investigacién, una dis-
minucion funcional de las células de Leydig. La disminucién
de la capacidad funcional primaria en la vejez, podria ex-
plicarse por varios mecanisimos. Uno de ellos serfa por la
disminucion del mimero de células de Leydig por gramo de
tejido testicular, tal como se sefiala en esta investigacion
(tabla I). Otra posibilidad seria un defecto en la sintesis
de testosterona. En tal sentido, se ha reportado una dis-
minucién del niimero de receptores a la LII/GCh*737. Por
otro lado, Lin y col®” encontraron que aun cuando el AMPc
basal y el formato durante la estimulacién con LII en el
cultivo de las células de Leydig de ratas viejas eran simi-
lares a las de las jovenes, en las primeras la respuesta de la
testosterona fue menor. Esto ilevo a los autores a postular
que el problema principal de las células de Leydig en la ve-
jez, radica probablemente mis alla del sistema receptor a
la LIT/GCh-sistema adenil-ciclasa. A este respecto, existen
evidencias de que el tratamiento con colagenasa podria oca-
sionar pérdida de receptores hormonales en la membrana
celular y que, aparentemente, las células de Leydig de ani-
males viejos son mas sensibles a las proteasas®!.

En relacién a un defecto posterior a la activacion del sis-
tema adenil-ciclasa por la unién a su receptor, se ha repor-
tado nna disminucion de la actividad de la enzima C-17-20
liasa en testiculos de hombres viejos>*”, Ademds, Nankin
y col.?® no pudieron evidenciar aumento en la secrecidn de
17-Oll-progesterona y de testosterona en medios de cultivos
de células de Leydig, de hombres de edad avanzada, estimu-
ladas con GCh; mas ain, Takahashi y col.?® demostraron
que la suma de las concentraciones intratesticulares de los
9 esteroides que se derivan de la pregnenolona producida
en la mitocondria era inenor en los hombres de mayor edad
cuando se comparé con la de hombres jovenes. Estoiltimo
senala que el defecto de la eélula de Leydig en la vejez
podria ser consecuencia de una disminucion del suministro
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de precursores milocondriales, mas que a unn alleracion
en lacesteroidogénesis microsomal.

En relacion con lo observado en la respuesta de las e¢lulas
de Leydig provenientes de ratas de 21 meses de edad, es
conveniente seialar que dado que ellas en un primer mo-
mento (primera hora de incubacién) bajo el estimulo de la
GCh, muestran una tendencia a segregar una mayor canli-
dad de testosterona, pero ripidamente esa capacidad dis-
minuye, podria pensarse en la existencia en estas células
de un defecto en la resintesis hormonal de novo, ya que es
conocido que la secrecion de una hormona por una deter-
minada glandula ocurre fundamentalimente en dos etapas:
la primera, que constituye la liberacién de la lhiormona
previamente formada y almacenada en la célula (pool de
liberacion rapido), y la segunda etapa que corresponde a
la liberacion de la hormona recién sintetizada (pool de li-
beracion lento)??. Otra explicacién posible podria ser ue
las células de Leydig de ratas viejas, debido a una dismi-
nucién de la produceién de LIT (hipoestimulacién crénica),
tendrian al comienzo del estudio in vitro un ninero
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anmentado de receptores ala LIT/GCh, es decir, un efecto
contrario al “down regulacion”, tal como lo postularon
Schaller y col. %%

EEn conclusion, este trabajo demuestra que:

1.- La metodologia utilizada nos permitié aislar células
de Leydig, mediante la digestion con colagenasa, con
un grado de pureza de 35 — 15% y una viabilidad de
67 — 83%, conservando asi su integridad bioldgica y
su capacidad funcional.

2.- La capacidad funcional de las células de Leydig dis-
minuye con la edad en las ratas adultas.
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