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ResumEN: Introduccidn. Los resultados de estudios clinicos y expe-
rimental es demuestran que determinadas patol ogias testiculares unila-
terales pueden causar infertilidad debido ala disrupcion de la esper-
matogenésis. El mecanismo celular exacto responsable para estos cam-
hios degenerativos no esta claro.

Objetivo. Estudiar laviabilidad celular en el testiculo contralateral tras
provocar, experimental mente, diversas agresiones testicul ares unilate-
rales, comparandolo con un testiculo normal.

Material y método. El estudio se realiza en seis grupos de 10 ratas ma-
cho Wistar en edad prepuberal, que fueron sometidas a agresion testi-
cular unilateral y posterior orquiectomiadel testiculo contralateral ala
lesidn. Sevaloralamuerte celular por mecanismo de «apoptosis», uti-
lizando un método parala deteccion de lafragmentacion del ADN en
citometria de flujo.

Resultados. Observamos un aumento de muerte celular por «apopto-
sis» en d testiculo contralateral tras agresion testicular unilateral.

PaLABRAS CLAVE: Autoinmunidad en el testiculo; Cultivos celula-
res, Anticuerpos antiesperma; Apoptosis; Infertilidad masculina.

APOPTOSIS IN THE CONTRALATERAL TESTIS AFTER UNILATERAL
TESTICULAR TORSION. EXPERIMENTAL STUDY

ABSTRACT: Introduction. The results of both clinical and experimen-
tal studies suggest that some testicular unilateral lesions cause inferti-
lity due to disruption of spermatogenesis. The cellular mechanism res-
ponsible for the degenerative changesis still unclear.

Objective. Study of the cellular viahility in the contralateral testis af-
ter unilateral testisinjuries.

Material and method. Six groups of 10 prepuberal Wistar rats subjec-
ted to unilatera testicular lesion. Toidentify the cellular death by «apop-
tosis» in situ, analysis of DNA fragmentation was performed in cyto-
metric flow.

Results. The present study demostrated an increase of the apoptosisin
the contralateral testis after unilateral testicular lesion.
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dies; Apoptosis; Mae sterility.
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INTRODUCCION

Los resultados de estudios clinicos y experimental es de-
muestran que en determinadas patol ogias testiculares unila-
terales se desarrolla unalesion en el testiculo contralateral
que puede comprometer la fertilidad masculina. EI mecanis-
mo etiopatogénico de lalesidn no es del todo conocido, pe-
ro se han detectado anticuerpos antiesperma en estos pacientes
que parecen jugar un papel importante en la esterilidad® 2.
Se piensa que tras lalesion unilateral testicular se desenca-
dena una respuesta inmune humoral/celular que puede ser
responsable de este fendmeno®9). Esta respuesta se ha des-
crito también tras|aredlizacion de vasectomias®. Actuamente
se sabe que @l testiculo es un lugar inmunol 6gicamente pri-
vilegiado y que tras unalesion se produce una rupturade la
barrera hemato-testicular con liberacion de c8ulastesticula-
res (haploides)™. El sistemainmunitario no las reconoce, por
lo que se crean anticuerpos frente a dichas células™ ®).

El epitelio seminifero es un tejido altamente proliferati-
vo en € que ladegeneracion de células germinales es unaca
racteristica constante®. Recientes datos basados en andlisis
morfol 6gicos han mostrado que | as células germinal es mue-
ren espontaneamente por un mecanismo de muerte celular
programada, «apoptosis»®, y que puede ser inducida expe-
rimental mente en ratasio. 1,

Enlacriptorquidiay latorsién testicular se hadescrito un
aumento de la apoptosis celular. Shikone, en 1994112, induce
experimentalmente una criptorquidiay observa aumento de
apoptosis. Resultados preliminares obtenidos por nuestro gru-
po de trabajo tras realizar torsion testicular unilateral en un
modelo experimental animal, observamos un incremento de
apoptosisen € testiculo contralateral en comparacion con gru-
pos controles®), con disminucion y/o detencidn de la esper-
matogénesis. Los datos que se recogen en laliteraturay nues-
tros resultados previos nos hacen pensar que lalesion testi-
cular unilateral desencadenaria una reaccion ¢inmune?, ¢jin-
flamatoria®?, con un aumento de muerte celular por apoptosis,
disminucién de la viabilidad celular, disminucién de la es-
permatogénesis, y como consecuencia alteracion de lafertili-
dad. Esta hipdtesis constituye la base de nuestro trabgjo.
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Figura 1. Valoracion de apoptosis celular.

MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Seredlizad estudio en 60 ratas macho Wistar de 35-45
dias de edad (prepuberales) elegidas aleatoriamente y dis-
tribuidas en grupos de de seis con 10 ratas cada grupo. Estos
animales se someten a anestesia genera por inyeccion intra-
peritonea de 0,5 mi/kg de peso, de Nembutal®3. A travésde
previaincision escrotal paramedial, siempre en testiculo iz-
quierdo, se realizan distintas agresiones testiculares unilate-
rales:

A) Grupo control en € que no se realiza agresion.

B) Orquiectomiaunilateral.

C) Orquiectomiay conservacion de teste en bolsa.

D) Ligadurade vasosy cordon espermético.

E) Manipulacion testicular provocando reaccion inflama-
toria.

F) Torsidntesticular.

Los animales son devueltos a sus jaulas y se mantienen
en el animalario 30-35 dias, tiempo en que se realiza or-
quiectomia para estudio del testiculo contralateral, sacrifi-
cando posteriormente d animal.

Cultivos celulares

Se realizan cultivos celulares de los testicul os contrala-
terales en todos los grupos. Se seleccionan células testicula-
res, aisladas mediante dispersion mecanica, obteniendo co-
cultivos de células Sertoli-germinales. Se mantienen enin-
cubadora con atmdsferas de un 5% de CO,a37°C. Las c&
lulas se depositan en placas de cultivo de 96 pocillos en me-
dio de cultivo RPMI-1640 suplementado con suero feta bo-
vino a 10%, L-glutamina (2 mM), Hepes (20 nM), piruvato
sodico (100 Ul/ml) y antibidticos. Se determinalaviabilidad
celular por el método habitual con Tripan azul.

4 R.M. Paredes Esteban y cols.

Citometriadeflujo

Mediante este estudio comparamos la viabilidad de las
células testiculares en co-cultivos alas 24, 48 y 72 horas en
todos los grupos. El estudio de apoptosis se realiza con un
andlisis en citdmetro de flujo seguin protocolo valorando la
captacion de fluorocromos selectivos para ADN (bromuro de
etidio). Este método nos permite cuantificar diferentes esta-
dios de apoptosis: 1) células con baja captacion de fluoro-
€romos que se corresponden con aquéllas que estan en un es-
tadio precoz de apoptosis; 2) células cuya captacion de fluo-
rocromos por el ADN aparece con unaintensidad de fluo-
rescencia elevada, conservan su estructuranormal (no apop-
téticas, y 3) células con unaintensidad de fluorescenciain-
termedia pero cuyo ADN esta total mente desestructurado (cé
lulas apoptdticas). Los resultados se expresan en graficos
en los que se recoge complgjidad/tamafio y complejidad/fluo-
rescencia(Fig. 1). El grupo de célulasllamadas R1 de menor
complejidad y menor captacion de fluorescencia correspon-
derian alas células vivas, las R2+R4 alas células en viade
apoptosis, las R3+R5 a células apoptdticas, y las R6 son cé
lulas muertas pero no apoptdticas (son las que se tifien mas
sin pérdida o fragmentacion del ADN).

RESULTADOS

Mediante dispersion mecanica hemos obtenido co-culti-
vos de células testiculares, consiguiendo una vida media de
los mismos de 14 dias sin afiadir factores adicionales para
mejorar las condiciones del cultivo.

Observamos comportamiento diferente entre los cultivos
celulares de los distintos grupos y quedan reflejados en las
siguientes gréficas.

Enlafigura2 sereflegjael nimero de célulasvivas en cada
grupo alas 24, 48y 72 horas de provocar lalesion. En lafi-
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Figura 2. Vaoracion de R1 en cada grupo.

Figura 3. Valoracion de R2 + R4 en cada grupo.
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Figura 4. Vaoracion de R3 + R5 en cada grupo.

Figura 5. Valoracion de R6 en cada grupo.

gura 3 se puede ver e nimero de células en vias de apoptosis
alas24, 48y 72 horas; enlafigura4 se constata el niimero de
céulas apoptéticas en los mismosintervalos detiempo; y enla
figura 5 se ve € ndmero de células muertas no apoptaticas.
Observamos que en las |esiones mas agudas pero me-
nos duraderas en tiempo como la orquiectomia, el compor-
tamiento del testiculo contralatera esparecido a grupo con-
trol. El nimero de células vivas disminuye solo un 2%. Por
€l contrario, en las lesiones menos agudas pero més durade-
ras como manipulacion y torsion (especialmente la prime-
ra) el nimero de células vivas disminuye del 50 al 60% en
las primeras 24 horas en base a un aumento de las células
apoptdticas. Por otra parte, otro grupo de lesiones interme-
dias, no tan agudas ni tan duraderas, se comportan de ma-
neraintermedia, con disminucién de la viabilidad celular
(40%), pero sin aumento tan importante de apoptosis.
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DISCUSION

Lareaccion inmune frente a testiculo contralateral tras
lesidn testicular unilateral puede ser humoral y/o celular@
%, Dondero y cols.( observan unaateracion en lainmuni-
dad celular trastorsion testicular unilateral. Se han encon-
trado evidencias de reaccion inmune celular en pacientes
con testiculo atréfico. In vitro, loslinfocitos T aislados del
testiculo atréfico secretan un factor inhibidor de los ma-
crofagos en presencia de esperma. En estos pacientes se pue-
den detectar inmunoglobulinas citotoxicas contra las céu-
las espermatogeénicas. A su vez laisquemiatesticular de-
sencadena una reaccion inmune con la formacion de anti-
cuerpos antiesperma citotoxicos, aglutinantes e inmovili-
zantes® 19, Se ha observado en ratas sujetas atorsion testi-
cular anticuerpos antiesperma® y Urry los detecta en los pa-
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cientes criptorquidicos®. Basados en un mecanismo in-
mune como causa de lalesion en e testiculo contralateral,
algunos autores protegen € testiculo contralatera tras tor-
sidn testicular unilateral en ratas, mediante administracion
de globulina antilinfociticay esplenectomia, asi como por
laadministracion de agentes inmunosupresores en €l mo-
mento de latorsione 17), Estas terapias incluyen hidrocor-
tisona, ciclosporinaA y azatioprina. Esta afectacion del tes-
ticulo contralateral en respuesta a una reaccion inmune pue-
de ser llamada orquitis inmunol gica. Este hecho es apo-
yado ademés por la demostracion de que lalesion tisular
puede ser inducida en animales de laboratorio por inmuni-
zacién con material antigénico aislado del suero, por in-
yeccion subcutanea de células singénicas™?.

Por lo tanto, segiin |os trabajos publicados en la literatu-
ra, la afectacion, bien congénita, adquirida o provocada de
un testiculo puede producir una reaccion inmune humoral y/o
celular que puede Ilegar a producir afectacion del testiculo
contralateral. Por otra parte, en determinadas lesiones testi-
culares se ha descrito muerte celular por «apoptosis» (muer-
te celular programada, suicidio celular)®. Los resultados ob-
tenidos en nuestro trabajo apoyan las publicaciones anterio-
res. En todos nuestros grupos observamos un aumento va-
riable de muerte celular por «apoptosis», dependiendo de la
lesion testicular unilateral provocada. Estos datos los inter-
pretamos de la siguiente forma.

Las lesiones testiculares mas agresivas y menos dura-
deras en el tiempo (orquiectomia) desarrollarian unares-
puesta predominantemente del tipo inmune celular, con mi-
nima afectacion en testiculo contralateral y muerte celular
por un mecanismo diferente al de apoptosis (necrosis). Las
menos agresivas pero mas continuas desarrollarian unares-
puesta predomi nantemente inmune humoral con formacion
de anticuerpos y muerte celular por «apoptosis» (manipu-
lacion, torsidn). Exidtiria siempre un solapamiento entre am-
bas.

Estos resultados preliminares nos hacen pensar que las
cdulastedticularesy espermatozoides en contraste a otras cé
lulas del organismo, son consideradas como extrafiasy pue-
den comportarse como autoantigenos. Sin embargo, laexis-
tencia de una barrera hemato-testicular previene todo con-
tacto de estas células con &l sistemainmune®. Cuando exis-
te una patologiatesticular o bien se produce una agresi6n so-
bre un testiculo se produce laruptura de esa barrera hemato-
testicular. En unos casos se producirialalesion en € testicu-
lo contralateral por actuar las células del testiculo lesionado
como células antigénicas, con formacion de anticuerpos an-
tiespermay antitesticulares; en éstos se desencadenaria una
reaccion inflamatoria desarrollandose una reaccion inmu-
ne-celular o humoral. Todo ello podria comprometer poste-
riormente lafertilidad en grado variable, permanente o tem-
poral, seglin la agresion testicular inicid.

6 R.M. Paredes Esteban y cols.
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