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EFECTOS DE UN DERIVADO DE INDENOPIRIDINA, RTI-4587-073 (L), EN LA

REPRODUCCION DEL GATO DOMESTICO (FELIS CATUS)

Palabras claves: felino, contracepcion, reproduccion, indenopiridina, ultrasonografia

Resumen

Con el objetivo de contribuir al control y mejora de la reproduccion de felinos
domésticos, este Trabajo de Tesis se planted como objetivos: 1) evaluar el efecto de la
indenopiridina RTI-4587-073 (1) en la espermatogénesis; 2) describir y comparar la
ecogenicidad y heterogeneidad testicular mediante andlisis digital de imagenes
ultrasonograficas en: a) testiculos normales y con alteraciones en la espermatogénesis y
b) gatos prepuberales, peripuberales y adultos. En el primer capitulo, 30 gatos machos
adultos, se trataron (dia 0) con 12,5 mg/kg PO de RTI-4587-073 (L) y se
hemiorquiectomizaron a los -14 dias, 6 horas, 12 horas, 1 dia, 7 dias, 14 dias, 21 dias, 35
dias o 42 dias. Previamente, se tomaron muestras para determinacion de testosterona (T)
fecal. Los testiculos se evaluaron macro y microscopicamente. El RTI-4587-073 (L) no
provoco cambios en: parametros macroscopicos testiculares (P>0,1), concentraciones de
T fecal (P>0,1) ni aparicion de efectos secundarios. Histologicamente, a partir de las 6
horas, se observo desorganizacion de la citoarquitectura del epitelio seminifero y
disminucion del volumen de todos sus componentes, excepto las espermatogonias. Estos
cambios desaparecieron gradualmente hacia el final del estudio. Asi, el RTI-4587-073 (L)
provoca rapida interrupcion de la espermatogénesis con retorno a la normalidad en
aproximadamente un ciclo espermatico, sin efectos secundarios. En el segundo capitulo,

se incluyeron 7 gatos machos adultos en un modelo experimental de dafio



espermatogénico, mediante administraciones sucesivas de un antagonista de GnRH.
Previa y posteriormente, los testiculos se evaluaron mediante ultrasonografia modo B. La
ecogenicidad y heterogeneidad se analizaron digitalmente, cuantificandolas como la
intensidad media de pixeles (IMP) y su desvio standard (DS), respectivamente. Los
animales se orquiectomizaron, y los parametros histomorfométricos testiculares se
correlacionaron con las variables ultrasonograficas. La ecogenicidad (P<0,05) pero no la
heterogeneidad (P<0,1), disminuyo tras el deterioro espermatogénico (P>0,1). No se hallo
correlacion entre parametros ecograficos e histologicos. En el tercer capitulo, 14 gatos
machos adultos, se evaluaron ultrasonograficamente como en el capitulo anterior. Luego
de ser orquiectomizados, se clasificaron histomorfométricamente como Prepuberales,
Peripuberales o Pospuberales. La IMP (P<0,05) y la SD (P<0,05) se incrementaron a la
pubertad. Los parametros ultrasonograficos e histomorfométricos mostraron estar
fuertemente correlacionados. El analisis digital de imdgenes ultrasonograficas modo B
podria convertirse en una herramienta diagndstica util en la evaluacion de la

funcionalidad reproductiva del gato doméstico.



EFFECTS OF AN INDENOPIRIDINE DERIVATE IN THE DOMESTIC CAT

REPRODUCTION

Key words: feline, contraception, indenopiridine, ultrasonography

Summary

To contribuite to the improvement and control of feline reproduction, the aims of this
Thesis were 1) to evaluate the effect of the indenopiridine RTI-4587-073 (1) on
spermatogenesis; 2) to describe and compare testicular echogenicity and heterogeneity
assessed through digital ultrasound images of a) normal and abnormal testicles b)
prepubertal, peribupertal and adult cats. In the first chapter, 30 adult male cats were
treated (d 0) with RTI-4587-073(1) 12.5 mg/kg PO and randomly hemiorchiectomized on:
day -14, 6 h, 12 h, 24 h, day 7, day 14, day 21, day 35 or day 42. Fecal samples for
testosterone (T) measurement were collected and the testes were gross and
microscopically examined. RTI-4587-073 (L) did not cause clinical side effects nor
changes in neither gross testicular parameters (P > 0.1) nor fecal T concentrations (P >
0.1). Severe disorganization of the cytoarchitecture of the seminiferous epithelium and
decrease in all its components volumes, except spermatogonias, were found at 6 h to
progressively decrease up the end of the study. RTI-4587-073 (L) rapidly disrupted
spermatogenesis, returning to normality in approximately one spermatic cycle without
clinical side effects. On the second chapter, a pharmacological model of spermatogenic
impairment was used where 7 adult male cats were administered a GnRH antagonist.
Testicles were evaluated by mode B ultrasonograpy before and after the antagonist, and

echogenicity and heterogeneity were digitally analyzed and measured as mean pixel



intensity (MPI) and its standard deviation (SD), respectively. The animals were
orquiectomized and the correlation among histomorfometric and ultrasonographic
parameters was calculated. Testicular echogenicity (P<0.05) but not its heterogeneity
(P>0.1) diminished after spermatogenic damage. No correlation between histologic and
ecographic parameters was found. On the third chapter, 14 male cats were
ultrasonographically evaluated as previously described. The animals were orquiectomized
and classified as Prepubertal, Peribupertal or Pospubertal. The MPI (P<0.05) and the SD
(P<0.05) increased at puberty. Ultrasonographic and histomorfometric parameters had
shown to be strongly correlated. Digital analysis of B Mode ultrasound images could be a

useful tool in the feline breeding soundness examination.



INTRODUCCION GENERAL

Desde hace décadas, el gato doméstico viene experimentando un incremento notable en
su popularidad como animal de compaifiia, tendencia observada a nivel mundial y
nacional (Zasloff, 1996). En muchos paises la poblacion felina ha superado ampliamente
a la canina. A medida que aumenta la urbanizacion y el nivel de desarrollo, el gato es
preferido detrimento del perro, debido a su tamafio mas pequefio y la menor necesidad de
espacio, lo que le permite adaptarse facilmente a las largas jornadas laborales de sus
propietarios (Bernstein, 2007). Se estima que en el mundo existen mas de 300 millones de
gatos mantenidos como animales de compaifiia (Statista, 2018) y mas de 3 millones en
nuestro pais (Pet Secure, 2020). Como consecuencia, el interés en la cria de gatos de raza
se ha incrementado notablemente (Axner, 1996), existiendo en la actualidad mas de 60
razas (O’Brien, 2008). Esta tendencia también se observa en nuestro pais, donde
actualmente son reconocidas mas de 20 razas por la Federacion Felina Argentina. Todo
esto genera una importante actividad econdémica, promoviendo no sélo el comercio de
alimento balanceado y sanitarios, sino también de medicamentos y servicios veterinarios.

Sumado a esto, el gato doméstico es un excelente modelo experimental para el estudio de
disfunciones genéticas, enfermedades infecciosas e infertilidad en humanos (Pukazhenthi y
col., 2001), asi como también para el desarrollo de biotecnologias reproductivas para la
conservacion y preservacion de felinos silvestres, los cuales, en su gran mayoria, se
encuentran amenazados, son vulnerables o estin en peligro de extincion de (Axnér y

Forsberg, 2007; O’Brien y col., 2008).



Anatomia y fisiologia del gato doméstico

El tracto reproductivo del gato consiste en el pene, el escroto, testiculos, prostata,
glandulas bulbouretrales o de Cowper, epdidimos, conductos deferentes, cordon
espermatico y uretra.

El pene esta localizado ventralmente al escroto. Es una estructura muy vascularizada,
compuesto por dos cuerpos cavernosos y un cuerpo esponjoso. En el gato adulto, la
porcion final, el glande, es una estructura conica de 5-10 mm, orientado caudalmente,
cubierto por 100-200 espiculas cornificadas y curvas, de 1mm de largo, que se dirigen
hacia la base del pene, cuyo desarrollo es androgeno dependiente (Feldman y Nelson,
1996). Estas espiculas se desarrollan en la peripubertad y estimulan Ia liberacion de la
hormona luteinizante (LH) en la hembra (Aronson y Cooper, 1967). En los machos de
esta especie la separacion balano prepucial y la presencia de espiculas demuestran el
grado de desarrollo sexual (Johnston y col., 2001).

El escroto esta localizado ventral al ano y dorsal al pene, y es no pendular. Su piel es fina,
y esta cubierta por un pelo denso. Un fino tabique de tejido conectivo lo divide en dos
cavidades, cada una ocupada por un testiculo, epididimo y el inicio del cordon
espermatico. Los testiculos, que normalmente se encuentran descendidos en la bolsa
escrotal al momento del nacimiento (Davidson y Baker, 2009) estan localizados en el
saco escrotal.

Histologicamente, estan compuestos por tibulos seminiferos densamente agrupados,
separados por tejido intersticial, que contiene principalmente células de Leydig. Los tres
principales tipos celulares testiculares son las células intersticiales de Leydig, que
secretan testosterona (T), las células de Sertoli, que secretan estrogenos e inhibina y
actian como soporte estructural y funcional para las células germinales; y las células
germinales: espermatogonias, espermatocitos primarios y secundarios, espermatides
redondas y elongadas y espermatozoides, que constituyen el epitelio germinal. La barrera

hematotesticular y las células de Leydig se encuentran completamente desarrolladas al



alcanzar la pubertad (Sanchez y col., 1994). La duracion de cada ciclo espermatico es de
10,4 dias, y la duracion total de la espermatogénesis es de 46,8 dias (Franga y Godinho,
2003).

La funcidn testicular es doble: produccion de gametas y secrecion de hormonas sexuales.
Es mediada por las hormonas LH y foliculoestimulante (FSH) secretadas por la hipofisis
anterior, en respuesta a la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) hipotaldmica. La
LH estimula la secrecion de testosterona por las células de Leydig y su secrecion se ve
inhibida por un mecanismo de retroalimentacion negativa en respuesta a altos niveles de
testosterona y LH. La FSH estimula la secrecion de estradiol e inhibina por las células de
Sertoli, las cuales, a su vez, por retroalimentacion negativa, inhiben la liberacion de FSH
(Jhonston y col., 2001). Al igual que en el resto de las especies, la testosterona presenta
un patréon de liberacion pulsatil (Carter y col., 1984; Johnstone y col., 1984). En muchos
gatos, las concentraciones de esta hormona disminuyen durante la realizacion de
maniobras semioldgicas o bajo el efecto de agentes anestésicos (Johnstone y Bancroft,
1988; Tsutsi y col., 1990).

El epididimo est4 fuertemente adherido al testiculo, y es el sitio de maduracion y reserva
extragonadal de espermatozoides. La cabeza y la cola estan localizadas en el polo craneal
y caudal, respectivamente, y el cuerpo discurre dorsolateralmente.

El conducto deferente es un tubo muscular fino, que inicia en la cola del epididimo, se
extiende a lo largo del borde del testiculo y luego hacia la porcion caudal del abdomen,
donde atraviesa la prostata y desemboca en la uretra, sin formar, como en otras
especies, ampolla del conducto deferente.

El cordén espermatico esta compuesto por el conducto deferente y los vasos y nervios
testiculares, cubiertos por una fina membrana. Se origina en la cola del epididimo y se
extiende a través del canal inguinal. La uretra se extiende desde la vejiga urinaria hasta el

extremo del pene, siendo estrecha y de corta longitud (Davidson y Baker, 2009)



La proéstata es muy pequetia, de relativamente poca importancia en esta especie (Davidson
y Baker, 2009). Esta compuesta por cuatro l6bulos esféricos aplanados, dos craneales y
dos ventrales, que cubren el nacimiento de la uretra dorsolaterlamente y la porcion distal
de los conductos deferentes. Es un 6rgano androgeno-dependiente, que sufre atrofia luego
de la castracion. Las glandulas bulbouretrales son dos pequenas glandulas piriformes,
localizadas dorsolateralmente en el bulbo del pene, en inmediaciones de la sinfisis
pubiana, y drenan su secrecion en la uretra a través de un unico conducto (Jhonston y col.,
2001).

El gato macho alcanza la pubertad entre los 8 y 10 meses de edad, con aproximadamente un
80% del peso adulto (Root Kustritz, 2014). Si bien son fértiles durante todo el afio, su libido
y fertilidad se ven atenuadas durante los meses con menos horas de luz (Schmidt, 1986).

El comportamiento copulatorio normal en el gato es resultado de la recepcion sensorial y
procesamiento cortical de estimulos visuales, auditivos y olfativos provenientes de una
hembra en celo, y de la presencia de testiculos funcionales, asi como también de un eje
hipotalamico-hipofisis-gonadal intacto (Jhonston y col., 2001). El apareamiento es muy
rapido. Primero el macho hace un reconocimiento de la hembra olfateando la zona
genital, y puede llegar a manifestar el reflejo de Flehmen. Durante este reflejo, el
macho abre la boca y cierra los 0jos ligeramente mientras
olfatea, percibiendo feromonas femeninas por el 6rgano vomero-nasal (Jhonston y col.,
2001). Luego aborda la gata lateralmente y la toma por el cuello con sus dientes. La gata
eleva la pelvis, desvia la cola y realiza movimientos de pisoteo con sus patas, emitiendo
vocalizaciones y maullidos al tiempo que el macho realiza la penetracion y eyaculacion.
El tiempo que demora el macho desde que sujeta la hembra hasta la penetracion es de 0,5
a 5 minutos, y el tiempo de penetracion de 1 a 4 segundos. Luego del servicio la hembra
rechaza al macho de forma agresiva y comienza a frotarse contra el suelo, a dar vueltas,
sacudirse de un lado para el otro y lamerse de forma obsesiva la zona genital. La hembra

vuelve a aceptar el macho pasados unos 10 a 60 minutos. La frecuencia de los servicios
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puede variar de 3 a 8 veces en 4 horas dependiendo de la receptividad de la hembra

(Gobello, 2019).

Contracepcion en gatos domésticos

Debido a sus caracteristicas reproductivas, los felinos domésticos son sumamente
prolificos (Grifin, 2001). Una sola pareja de gatos en edad reproductiva, que tenga 3
camadas de 3 o 4 gatitos por afio, pueden generar, al cabo de 4 afios, una poblacion de
aproximadamente 20.700 gatos (Goericke-Pesch y col., 20014). Por este motivo, el
control de la reproduccion indeseada resulta esencial para la prevencion de la
sobrepoblacion de esta especie. (Goericke-Pesch y col., 2014; Murray y col., 2015).

La gonadectomia ha sido, y es, ampliamente utilizada para el control de la poblacion
felina. No obstante, su aplicacion masiva para el control poblacional resulta costosa,
requiere personal entrenado, asi como infraestructura, equipamiento e insumos, y tiene
tiempos de ejecucion y recuperacion prolongados (Levy et al. 2003; Kutzler y Wood
2006; Wallace y Levy 2006). Sumado a esto, su efecto permanente la vuelve inaplicable
en animales de raza destinados a la reproduccion (Murray y col., 2015), que requieren
métodos seguros y reversibles. Ademas, durante las ultimas décadas se ha incrementado
el interés sobre el bienestar animal, lo que ha resultado en el interés en la implementacion
de métodos no invasivos y reversibles (Cechetto y col., 2017; Further y col., 2020). Sin
embargo, hasta la fecha, el uso generalizado de contraceptivos es limitado en felinos,
debido sobre todo a la falta de opciones eficaces y seguras (Asa, 2018).

Durante décadas se han utilizado progestagenos como una alternativa no quirurgica para
prevenir la reproduccion en la hembra felina, con severos efectos secundarios (Johnston
et al. 2001; Munson 2006; Greenberg et al. 2013), tales como hiperplasia endometrial,
piometra (Agudelo, 2005), neoplasias mamarios y fibroadenomatosis (Wehrend et al.
2001; Loretti et al. 2005). Otras opciones contraceptivas en la hembra, tales como

agonistas y antagonistas de GnRH (Ackermann y col., 2012; Risso y col., 2010) ¢
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implantes de melatonina (Gimenez et al. 2009; Faya et al. 2011), han mostrado ser
efectivas parcialmente.

Por otro lado, al igual que sucede en la mayoria de las especies de mamiferos, la
contracepcion masculina en felinos ha recibido mucha menor atenciéon que la femenina.
Ademas, suprimir la reproduccion en el macho, también contribuiria en gran medida a
preservar la salud general y reproductiva de la hembra.

Dentro de los métodos no quirargicos que se han estudiado en felinos machos, pueden
mencionarse las inyecciones intratesticulares o intraepedidimarias de agentes
esclerosantes, tales como gluconato de zinc, cloruro de calcio entre otros. Estos agentes
provocan azoospermia asociada a cambios degenerativos testiculares y disminucion de
los niveles séricos de testosterona (Jana y Samanta, 2011; Oliveira y col., 2013). Sin
embargo, el efecto de estas aplicaciones suele ser permanente.

Los agonistas de GnRH han mostrado ser exitosos en suprimir la espermatogénesis y el
comportamiento andrégeno dependiente en el gato doméstico (Romagnoli y col., 2017;
Munson, 2001; Goericke-Pesch et al., 2011) y en felinos silvestres (Bertschinger et al.,
2006). Aunque el uso de este grupo de drogas es seguro y su efecto es reversible, existe
una alta variabilidad individual en el comienzo y duracion del efecto (Goericke-Pesch,
2014). Por su parte, los antagonistas de GnRH han sido mucho menos estudiados en el
macho felino que los agonistas y se ha reportado que provocan un deterioro reversible de
la espermatogénesis (Garcia Romero y col., 2012). Asi mismo, implantes subcutaneos de
melatonina han mostrado provocar disminucion en la concentracion seminal, pero no
azoospermia (Favre y col.,, 2014). Si bien el uso de estos compuestos ha arrojado
resultados prometedores, atin estan lejos de ser aplicados masivamente.

También se han probado algunos enfoques inmunologicos contra GnRH (Levy y col.,
2004). Sin embargo, las vacunas disponibles hasta el momento han mostrado resultados

impredecibles (Goericke-Pesch y col., 2014).
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Por lo expuesto, es necesario el desarrollo de nuevos compuestos que permitan controlar

la reproduccion indeseada, de forma segura y reversible, en la especie felina.

Examen androlégico

El examen fisico androlégico del macho felino incluye, principalmente, maniobras de
inspeccion y palpacion. La inspeccion del pelaje, por ejemplo, en busqueda del color
naranja con negro, que indica que un macho es quimérico y por ende infértil. (Johnston y
col., 2001). La palpacion de los testiculos debe realizarse para determinar su consistencia,
asi como también la libre movilidad dentro de la bolsa escrotal. El pene debe protruirse,
para evaluar la presencia de un orificio prepucial normal, la ausencia de anillos de pelo
que dificultan la protrusion peneana, y la presencia de espiculas corneas, indicadoras de
testosterona sérica (Johnston y col., 2011). La prostata y las glandulas bulboutretrales no
son palpables rectal ni transabdominalmente, y rara vez sufren alteraciones, por lo que no
son evaluadas rutinariamente (Root Kustritz, 2014)

Dentro de los métodos complementarios para el examen androlédgico, se puede mencionar
el analisis seminal. Los métodos de recoleccion aplicables en el gato doméstico incluyen
la vagina artificial, electroeyaculacion, cateterizacion uretral y recuperacion de
espermatozoides epididimales (Prochowska y col., 2015). Si bien el uso de vagina
artificial permite la obtencién de una muestra de buena calidad y a bajo costo, no puede
ser utilizado ampliamente en situaciones clinicas, debido a que requiere de un gato
entrenado. La electroeyaculacion requiere de equipamiento especial, la necesidad de
anestesiar al animal y es cuestionable desde el punto de vista ético, ademas de no estar
permitida en numerosos paises. La cateterizacion uretral permite la obtencion de una
buena muestra seminal, pero requiere también de la anestesia con altas dosis de a»

agonistas. Por ultimo, la muestra puede obtenerse realizando cortes en la cola del
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epididimo luego de la orquiectomia, pero se realiza usualmente en investigacion, y no
puede volver a repetirse en un mismo animal (Zambelli y col., 2008).

La biopsia y aspiracion testicular son también métodos complementarios en el examen
andrologico, que permiten distinguir entidades tales como la atrofia o degeneracion
testiculares, que al examen clinico o seminal no son posibles de ser confirmadas (Axne'r,
2008). Sin embargo, la biopsia es un método invasivo, que requiere anestesia general del
animal, y existe el riesgo de complicaciones que pueden comprometer la fertilidad futura
del animal. (Nelson y Couto, 2005).

El examen andrologico puede resultar dificultoso de realizar en los felinos domésticos,
debido a su tendencia innataa experimentar stress durante la realizacion de estas
maniobras semioldgicas y complementarias de diagnostico. Asi, frecuentemente es
necesaria la utilizacion protocolos de sedacion o anestesia para poder llevarlos a cabo
(Johnstone y Bancroft, 1988). Por lo tanto, la utilizacion de técnicas diagnosticas
sensibles y no invasivas seria de gran utilidad para la evaluacién de la funcionalidad
reproductiva en esta especie. En este sentido, la ecografia es una técnica ampliamente
utilizada en medicina veterinaria, que permite la evaluacion, de manera inocua y en
tiempo real, de diferentes o6rganos, siendo de gran utilidad en el diagnostico andrologico.
Ademas, tiene la ventaja de que permite controles repetidos en un mismo individuo. Es
una técnica diagnodstica que utiliza ondas de ultrasonido, de frecuencias superiores a las
audibles por el oido humano. Del haz ultrasénico, generado por el transductor, una parte
se propaga a través de las diferentes estructuras del organismo, mientras que otro
porcentaje se refleja a manera de eco y llega nuevamente al transductor, en donde se
transforma en una pequena onda de voltaje y, mediante un complejo proceso electronico,
se convierte en una imagen en la pantalla del ecografo, en una escala de grises. Aquellas
estructuras que reflejan mas los ultrasonidos se denominan hiperecoicas y su espectro va
del blanco al gris claro, mientras que aquellas que los reflejan menos se conocen como

hipoecoicas, y su espectro va del gris oscuro al negro. Aquella estructura que no refleja el
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ultrasonido y produce una imagen negra, se denomina anecoica. Asi entonces, puede
definirse la ecogenicidad como la capacidad de una estructura para reflejar los haces de
ultrasonido que recibe, pudiendo ser mas o menos heterogénea (Diaz Rodriguez y col.,
2007).
En el gato doméstico, la evaluacion ultrasonografica andrologica se realiza
principalmente a nivel testicular. Es posible evaluar tamafio, volumen y posicion, asi
como también detectar la presencia de cambios en el parénquima testicular y alteraciones
en epididimo y conducto deferente, tales como dilataciones quisticas (Davidson y Baker,
2009). El testiculo es ecogénico con una textura homogénea. Las tinicas parietal y
visceral forman un delgado e hiperecoico eco periférico. El mediastino se aprecia como
una estructura lineal, central y ecogénica, en el plano medio sagital y como un eco focal
central en el plano de examen medio transverso. La cola del epididimo es menos
ecogénica que el parénquima testicular y, a veces puede, aparecer casi anecoica. La cola
también tiene una textura ecografica mas densa que los testiculos. El conducto deferente
es dificil de seguir porque se hace pequeiio (Matoon y Nyland, 2015).
A pesar de ser una herramienta ampliamente utilizada en el examen andrologico de
diversas especies de compaiiia y de produccion, en el gato doméstico no ha alcanzado tal
grado de aplicacion. Un mayor desarrollo de la misma contribuiria a la mejora en la
eficiencia reproductiva y la evaluacion en la eficacia de protocolos contraceptivos en esta
especie.
En base a lo descrito anteriormente el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
contribuir al control y a la mejora de la reproduccion de felinos domésticos, mediante los
siguientes objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de la administracion oral del derivado de indenopiridina RTI-

4587-073 (L) en la espermatogénesis felina.
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e Describir y comparar la ecogenicidad y heterogeneidad del parénquima testicular
mediante analisis digital de imagenes ultrasonograficas en: a) gatos prepuberales,
peripuberales y adultos y b) en testiculos normales y con alterraciones en la

espermatogénesis.
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CAPITULO1

EFECTO DEL DERIVADO DE INDENOPIRIDINA RTI-4587-073 (L) EN EL

TESTICULO FELNO

Introduccion

El gato doméstico (Felis catus) es una especie extremadamente prolifica. Se reproduce
durante toda su vida una vez alcanzada la pubertad, y durante todo el afio si es mantenido
en ambientes interiores o en latitudes menores a 35° (Faya y col., 2011). Por este motivo,
usualmente se requiere de métodos contraceptivos, que al igual que en el resto de los
mamiferos, estan destinados principalmente a la hembra. Con este fin, son usados
frecuentemente los progestagenos, provocando muchas veces, serios efectos secundarios
y trastornos reproductivos (Munson, 2006). Si bien se han evaluado enfoques tanto
hormonales como no hormonales, la espermatogénesis ha mostrado ser un proceso mas
complejo de prevenir que la ovulacion. Ademds, la gran mayoria de los protocolos
contraceptivos masculinos que se han evaluado, han mostrado un tiempo variable para
producir azoospermia y un tiempo impredecible de retorno a la fertilidad (Bowen, 2008).
Por lo tanto, todavia es necesario el desarrollo de protocolos farmacologicos seguros,
rapidos y eficientes para controlar la reproduccion indeseada en el macho felino. Lograr
infertilidad en el macho, contribuiria a preservar la salud reproductiva de la hembra.

Las indenopiridinas, que inicialmente fueron desarrolladas como antihistaminicos, son un
grupo de compuestos que mostraron tener efectos antiespermatogénicos en ratas (Hodel y
Suter, 1978), equinos (Pozor y col., 2013) y caninos (Chang y col., 2002), sin presentar

efectos secundarios, como asi tampoco toxicidad ni mutagenicidad (Fail y col., 2000;
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Mruk, 2008). Estudios en animales de laboratorio han demostrado que el sitio de accion
es la célula de Sertoli, resultando en una disrupcion en la adhesion entre estas y las
células germinales (Hild et al., 2001, 2007b; Koduri et al., 2008).

Mientras que en monos las indenopiridinas provocaron infertilidad reversible con
oligoastenozoospermia (Hild y col., 2007a), en ratas se describi6 infertilidad irreversible
(Hild y col., 2004). En caballos y perros, indujeron inhibicion de la espermatogénesis de
manera rapida y transitoria, con un incremento en el niimero de células germinales
inmaduras en los eyaculados (Chang et al., 2002; Hodel and Suter, 1978; Pozor et al.,
2013, 2014). Histologicamente, los tiibulos seminiferos se vaciaron de espermatides y
espermatocitos (Pozor y col., 2013). Si bien los efectos testiculares de las indenopiridinas
las convierten en una opcion prometedora como contraceptivo masculino no esteroideo,
tanto el efecto, como la seguridad clinica y la tolerancia no han sido estudiados atn en
felinos.

El compuesto RTI-4587-073, es un nuevo derivado de indenopiridina, mezcla racémica
de L y D isémeros. El isdbmero L, es el que particularmente posee potentes propiedades
antiespermatogénicas (Pozor y col., 2013) y, por lo tanto, el que se selecciono6 para este
estudio. Asi, el objetivo de este capitulo fue describir los efectos ultrasonograficos,
histomorfométricos y hormonales en el testiculo felino, de una dosis oral del compuesto

RTI-4587-073 (L). Secundariamente, evaluar la seguridad clinica del tratamiento.

Materiales y métodos

Diseiio experimental y protocolo farmacologico
En este estudio se incluyeron 60 testiculos, provenientes de 30 gatos machos, mestizos,
de entre 1,5 y 5 afos de edad. Los mismos nacieron y se criaron en nuestra colonia

experimental. A partir de los 40 dias de vida, se destetaron y alimentaron con alimento
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balanceado y agua ad libitum. Todos los animales se alojaron sueltos en habitaciones de 3
x 4 metros, con enriquecimiento ambiental. Ademas, los gatos se socializaron por
alumnos entrenados para este fin.

Los animales recibieron, al dia 0, 12,5 mg/kg PO de RTI-4587-073 (L), y aleatoriamente
se hemiorquiectomizaron, dos veces: dia -14 (n=8), 6 horas (n=6), 12 horas (n=8), dia 1
(n=6), dia 7 (n=8), dia 14 (n=6), dia 21 (n=6), dia 35 (n=6) o dia 42 (n=6). La dosis
calculada se disolvio en 2 ml de solucion salina y se administr6 mediante una sonda
nasoesofagica luego de una leve sedacion. La dosis y el esquema de administracion se
realiz6 de acuerdo a estudios en otros mamiferos (Hild y col., 2001; Pozor y col., 2013).
Previo a cada hemiorquiectomia, los animales se pesaron, se recolectaron muestras de
materia fecal y los testiculos se examinaron clinica y ultrasonograficante, de manera que
cada animal recibi6 dos evaluaciones. También se evaluaron, para cada animal, la
aparicion de efectos secundarios, tales como disminuciéon del apetito, vomitos u otros
signos digestivos, cambios en el peso corporal o en el comportamiento general y sexual.
Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina, y los experimentos se condujeron bajo las

guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, USA.

Ultrasonografias

El examen ultrasonografico de los testiculos se realizO mediante un equipo
ultrasonografico, con un transductor lineal de 14 MHz (Toshiba Nemio XG, Japon). Los
pardmetros ultrasonograficos se seleccionaron a modo de obtener la mejor calidad de
imagen posible y se mantuvieron durante todo el estudio. Las imagenes ultrasonograficas
fueron obtenidas en los planos sagital y transversal. En cada evaluacion, se estudiaron la

ecogenicidad y la heterogeneidad testicular.
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Recoleccion de material fecal, extraccion de metabolitos y determinaciones hormonales
Las muestras fecales se recolectaron previo a las hemiorquiectomias y se conservaron a -
20°C hasta su procesamiento. Los esteroides fecales se extrajeron siguiendo los métodos
descriptos por Faya y col. (2013) y los niveles de T (ng/ml) se determinaron mediante
electroquimioluminiscencia (Elecsys Testo II, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).
Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron <10% y la sensibilidad de 0,025

ng/ml. Los datos fueron expresados en base a peso humedo.

Hemiorquiectomias

Todos los animales se hemiorquiectomizaron dos veces, de acuerdo a Garcia Romero y
col. (2012), de manera que se obtuvieron 60 testiculos. Brevemente, se premedicaron con
sulfato de atropina (John Martin; 0,04 mg/kg SC), maleato de acepromacina (Acedan,
Holliday; 0,03 mg/kg SC) y butorfanol (Torbutol Plus, Fort Dodge; 0,2 mg/kg IM). Para
la induccidn se utilizé tiopental sédico (Pentovet TM, Richmond; 8 mg/kg IV). Luego de
la introduccion del traqueotubo, la anestesia se mantuvo con isofluorano y oxigeno en
sistema cerrado. Cada testiculo se extrajo a través de una incision longitudinal en el
escroto, mediante la técnica a cielo abierto y cada cordén espermatico se ligd con vieryl
0,3 previd a la escision. Luego de la cirugia, se administré ketoprofeno (Ketofen, Fort
Dodge; 1mg/kg SC) y luego oralmente cada 24 horas durante 4 dias. Posteriormente,

todos los animales fueron dados en adopcion responsable.

Evaluacion macro y microscopica testicular
Inmediatamente luego de la cirugia, los testiculos se midieron (largo y ancho; cm), se
pesaron (g) y se calcularon el volumen testicular (cm®, Lin y col., 2009) y el indice

gonadosomatico (%; Franca y Godinho, 2003).
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Utilizando una hoja de bisturi, se realizaron secciones en la cola del epididimo, para
recuperar espermatozoides epididimales, que se examinaron bajo un aumento de 100x en
un microscopio de campo claro, previa tinciéon con Giemsa (Valiente y col., 2014).
Posteriormente, las gonadas se colocaron en fijador Bouin durante 24 horas y luego en
alcohol 70° hasta ser procesadas con la técnica histologica de rutina e incluidas en
parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um que se montaron, desparafinaron en xylol,
rehidrataron con soluciones graduadas de etanol y finalmente tifieron con hematoxilina y
eosina. Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio 6ptico (Olympus
BX50, Tokio, Japon) con el objetivo 10x, a través de una camara de video conectada
(Omax A35180U3, China) y se digitalizaron en formato TIFF color de 24 bits.

Para cada animal, se seleccionaron 20 perfiles tubulares redondos, de los cuales se
determind, mediante planimetria, el diametro tubular (um) y la altura del epitelio
germinal (um), utilizando el programa Image J National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA). El volumen (cm?) de los diferentes componentes del tejido testicular se
determiné mediante estereologia, colocando una grilla de 441 puntos sobre fotografias
histologicas tomadas a 400x. Para este propoésito, se seleccionaron aleatoriamente 15
secciones por testiculo (6615 puntos). Los puntos se clasificaron como: espermatogonia,
espermatocito primario, espermatocito secundario, espermatide redonda, espermatide
elongada, espermatozoide, célula de Sertoli, célula de Leydig, compartimento intertubular
y detritos celulares. Finalmente, el volumen de cada elemento se calculd de acuerdo a lo

descripto por Carranza y col. (2015).

Andlisis estadistico
La normalidad de los datos se comprobo mediante el test de Shapiro-Wilks. Las variables
hormonales, macroscopicas y microscopicas testiculares, se compararon entre los

diferentes puntos de tiempo mediante el test de Kruskal-Wallis, seguido por el test de
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Dunn-Bonferroni. Los datos se expresaron como la media + SEM. El nivel de

significancia se fijo en P<0,05.

Resultados

Los parametros macroscopicos testiculares, incluidos peso (P>0,1), volumen (P>0,1) y el
indice gonadosomatico (P>0,1), asi como también el peso corporal (P>0,1) no se vieron
afectados por el tratamiento con RTI 4587-073 (L) en ninguno de los momentos de
evaluacion (Tabla 1). Si bien los espermatozoides epididimales mostraron morfologia
normal en todos los casos, durante las primeras 24 hs luego del tratamiento se observaron
c€lulas germinales inmaduras y multinucleadas (Figura 1; A, B).

La histologia testicular no present6 alteraciones al dia -14 (Figura 2; A). A las 6 hs pos
tratamiento se observd una severa desorganizacion de la citoarquitectura del epitelio
seminifero, que alcanz6é un maximo a las 24 hs, presentando vacuolizaciones y células
germinales inmaduras y liquido en el lumen tubular (Figura 2; C). Durante las primeras
24 hs gran cantidad de tabulos seminiferos mostraron un proceso de desprendimiento
celular, con oclusion total o parcial del lumen tubular por detritus celulares y liquido
(P<0,01; Figura 2; D; Tabla 2). Estas alteraciones desaparecieron gradualmente hacia el
final del estudio (Figura 2; F, H, I), y no pudieron ser evidenciadas mediante ecografia,
ya que las propiedades ultrasonograficas testiculares se mantuvieron normales durante
todo el estudio (Matoon y Nyland, 2015).

Durante las primeras 24 hs, el diametro tubular (P<0,01, Figura 3), se increment6 en
detrimento del intersticio (P<0,01; Tabla 2), para luego disminuir a los valores pre
tratamiento y alcanzar un valor maximo al dia 35. Finalmente, mostr6é una tendencia a

volver a los valores pretratamiento hacia el final del estudio.
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La altura del epitelio germinal no se pudo medir durante las primeras 24 hs, debido a la
gran desorganizacion de la citoarquitectura tubular (Figura 4). Present6 un minimo al dia
14 pos tratamiento, para rapidamente recuperarse, alcanzar un maximo al dia 21, que se
mantuvo hasta el final del estudio. Si bien el volumen ocupado por las espermatogonias
no se modificd (P>0,1), el volumen del resto de los componentes del epitelio germinal
disminuyo significativamente (Tabla 2). Esta disminucion fue mas marcada en el caso de
los espermatocitos secundarios (P<0,01), espermatides redondas (P<0,01), elongadas
(P<0,01), asi como también de espermatozoides (P<0,01), los cuales reaparecieron al
final del estudio al dia 42. Por el contrario, el volumen ocupado por las células de Sertoli
se incrementd 24 hs luego del tratamiento, para decrecer significativamente hasta el dia
14, cuando empez06 a retornar a los valores pretratamiento (P<0,01; Tabla 2).

Por otro lado, si bien el volumen de las células de Leydig disminuy6 a la primera
evaluacion postratamiento (P<0,01; Tabla 2), la concentraciéon de T fecal no vario
durante dicho periodo (P>0,01).

Finalmente, durante el periodo de este estudio, este derivado de indenopiridina no
provoco efectos secundarios en ninguno de los animales, ni a nivel general, digestivo o

comportamental.
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Tabla 1. Parametros morfométricos de los 30 gatos a los que se les administro, al dia 0, una dosis tinica de 12.5 mg/kg RTI-4587-073(1) PO y se

los hemiorquiectomizé dos veces al dia -14 (n = 8), 6 h (n=6), 12 h (n=8), dia 1 (n = 6), dia 7 (n=8), dia 14 (n=6), dia 21 (n=6), dia 35 (n=6) o dia

42 (n=6).

Parametro d-14 ho6 h12 h 24 d7 d14 d21 d 35 d42
Peso corporal (kg) 4,83+0,28  5,35+0,35 4,90+£0,49 4,40£0,20 4,74+028 4,48+0,16 4,65+0,35 4,93+0,19 4,47+0,32
Peso testicular (g) 1,95£0,12  1,76£0,26  1,85+0,24  1,93+0,04 1,87+0,35 1,87+0,34 1,77+0,21  1,89+0,47 1,92+0,55
Volumen testicular (cm?) 2,69+1,43  2,54+0,40 2,10+£0,29 2,76+0,29  2,67+0,97 1,85+0,92 2,28+0,62 2,43+0,66 2,54+0,68
Indice gonadosomatico (%) 0,08+0,01  0,08+0,08 0,08+0,01 0,09+0,00 0,08+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01  0,08+0,01
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Figura 1. Células germinales inmaduras (A) y multinucleadas (B) en semen epididimal,

durante las primeras 24 hs pos tratamiento con RTI-4587-073 (L) (Giemsa, 1000X).
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Figura 2. Tubulos seminiferos de los 30 gatos de la Tabla 1, a través del estudio: dia -14

(A), 6 hs (B), 12 hs (C), dia 1 (D), dia 7 (E), dia 14 (F), dia 21 (G), dia 35 (H) y dia 42 (I).

Notese el epitelio germinal normal con espermatozoides en el borde luminal (A), fluido

ocupando la luz tubular (B), epitelio seminifero desprendiéndose al lumen y presencia de

células multinucleadas (C), gran desorganizacion del epitelio con detritus ocluyendo la

luz (D), el desprendimiento del epitelio ha finalizado, ha disminuido la cantidad de

detritus ocupando el lumen, y aparecen vacuolas en el epitelio (E), epitelio germinal bajo,

con borde luminal irregular y presencia de detritus en la luz (F), epitelio germinal en

recuperacion, con presencia de algunas vacuolas y lumen limpio (G), epitelio germinal

normal, con algunas vacuolas (H), epitelio normal, con abundantes espermatides

elongadas en el borde luminal (I) (H&E, 400X).
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Figura 3. Didmetro tubular (media + SEM) de los 30 gatos del experimento de la Tabla
1. Aument6 durante las primeras 24 hs del estudio, alcanzé un valor maximo al dia 35 y

posteriormente mostro una tendencia a retornar a los valores iniciales (P< 0,05).
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Figura 4. Altura del epitelio germinal (media + SEM), de los 30 gatos de la Tabla 1.

Durante las primeras 24 hs no pudo ser medido debido a la desorganizacion de la
citoarquitectura tubular. Alcanz6 un valor minimo al dia 14 para luego aumentar al dia 21

y mantenerse hasta el final del estudio (P<0,05).
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Tabla 2. Volumen (media + SEM) de los diferentes componentes histologicos testiculares de los 30 gatos de la Tabla 1. Todos los componentes,

excepto las espermatogonias, variaron a través del estudio (P<0,01). Letras diferentes en una misma fila, indican diferencias significativas

(P<0,01).

Parametro (cm®) d-14 h6 h 12 h 24 d7 d14 d21 d3s d42
Célula de Sertoli 0,5£0,11°  022+0,04° 020+0,07° 023 +0,05° 0,12+£0,00° 0,11£0,07*  0,12+0,02* 0,13+0,09° 0,15 = 0,05
Espermatogonia 0,11 +0,05 0,08 0,03 0,07 £0,02 0,10+ 0,03 0,08 £ 0,05 0,06 £0,02 0,07 £0,04 0,10+ 0,06 0,07 £ 0,05
E;ﬁ;?gwdto 0,76 £0,20°  0,47£020°  043£0,12°  0,51£0,16° 045£020 031£0,11° 029+£0,15°  0,51£0,15° 0,46+ 0,09
f:cplfggiti‘(’f“o 0,00£0,01°  0,00=0,000  0,00£0,00°  0,00=0,000  0,00=0,00°  0,00=0,00° 0,00=0,00°  0,0040,00° 0,004 0,00¢

Espermatide redonda 0,55+0,30°  0,39+0,15*  0,25£0,05* 0,39+0,19®  0,33+0,15*  0,24+0,06® 0,18+0,06® 0,25£0,07b 0,34+ 0,09°

Espermatide elongada  0,45+0,28°  0,14£0,08°  0,13£0,06°  0,14£0,07°  0,17£0,09° 0,12+0,09° 0,16=0,08° 0,18£0,11° 0,36 +0,12°

Espermatozoide 0,02+0,01*  0,00£0,00° 0,00+0,00° 0,00+ 0,00° 0,03£0,00® 0,01£0,01°  0,00+0,00° 0,00+ 0,00° 0,01+0,01*
Célula de Leydig 0,21 £0,06°  0,04£0,03>  0,05£0,04° 0,11£0,04°  0,09£0,06* 0,07£0,02®° 0,07+0,01>  0,12+0,02*® 0,12+ 0,08"
Compartimiento

. 0,39 +0,24* 0,21+ 0,06" 0,19+ 0,05* 0,224+ 0,07° 0,25+ 0,07° 0,214 0,09* 0,224+ 0,08" 0,29+ 0,05* 0,30+0,11?
intertubular

Detritus celular 0,10£0,07*°  0,26+0,06®  0,32+0,14®>  0,33+0,16® 0,20+=0,08° 0,18 £0,06° 0,09+0,01*° 0,09+0,02* 0,05=0,03°
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Discusion

El uso de contraceptivos en el macho felino es muy limitado, debido a la falta de opciones
efectivas y seguras. Las indenopiridinas han mostrado poseer efecto antiespermatogénico
en diversas especies de mamiferos y las diferencias interespecie que se han observado,
justifican su estudio en la especie felina. Este es el primer estudio que describe el efecto
de este grupo de compuestos en el macho felino.

En concordancia con los trabajos en ratas (Hild y col., 2001; Koduri y col., 2008) y
monos (Hild y col., 2007a), pero no en equinos (Pozor y col., 2014), el tratamiento con
RTI 4587-073 (1), no afect6 los niveles de testosterona en el macho felino. Mientras que
la supresion de esta hormona y, por lo tanto, del comportamiento sexual, es un efecto
deseable en el gato doméstico, los cambios en los niveles de testosterona y sus efectos
fenotipicos son una desventaja en felinos silvestres, ya que se alteraria la jerarquia social
y los caracteres sexuales secundarios. Contrariamente, el volumen ocupado por las células
de Leydig decrecid durante las primeras evaluaciones pos tratamiento. Deberia tenerse en
cuenta que, en este estudio, la medicién de testosterona fecal no pudo detectar las
posibles variaciones transitorias que pudo haber sufrido la testosterona sérica. En
concordancia con los reportes en equinos utilizando el mismo protocolo farmacoldgico
(Pozor y col., 2014), el volumen testicular no vari6 durante el transcurso de este estudio.
La rapidez de los efectos histologicos es uno de los efectos mas interesantes de este
protocolo antiespermatogénico. Efectos similares fueron descriptos previamente en
monos, caballos, perros y ratas (Chang et al., 2002; Hild et al., 2001, 2007a; Pozor et al.,
2014).

La vacuolizacion del epitelio germinal y la descamacion celular hacia el lumen tubular
causando una severa desorganizacion del epitelio, son hallazgos histoloégicos comunes
asociados con el dafio en las células de Sertoli luego de la exposicion testicular a agentes

toxicos (Johnson, 2015; Vidal and Whitney, 2014). Las células gigantes multinucleadas,
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halladas tanto en el epitelio como en semen, surgen de la fusiéon de espermadtides
degeneradas con puentes intercelulares anormales (Vidal and Whitney, 2014). Este tipo
de células también fue observado en ratas, caballos y perros tratados con indenopiridinas
(Chang et al., 2002; Hild et al., 2001; Pozor et al., 2013).

Las indenopiridinas, producen alteraciones en las proteinas de union de las células de
Sertoli con las células germinales, lo que provoca un desprendimiento prematuro de estas
ultimas (Koduri y col., 2008). Las uniones de las células de Sertoli cumplen un rol
esencial en la conformacion de la barrera hematotesticular, necesaria para un normal
desarrollo de la espermatogénesis. Debido a esto, han sido considerado un blanco para el
desarrollo de contraceptivos masculinos (Lee y col., 2009). En este estudio, el dafio en las
células de Sertoli podria explicar, al menos en parte, el incremento en su volumen y el
aumento en el diametro tubular, asociado con la produccion de liquido tubular el dia 1
pos tratamiento (Vidal y Whitney, 2014).

Tal como se esperaba, acompafiando los hallazgos histoldgicos severos, la mayor parte de
los componentes del epitelio germinal se vieron afectados por el tratamiento con
indenopiridina. La mayor disminucion se produjo a nivel de espermatocitos y
espermatides, evidenciando una severa pérdida de las capas mas apicales del epitelio.
Previo al tratamiento, los parametros histomorfométricos al dia -14 coincidieron con
aquellos reportados previamente como normales para la especie (Franca and Godinho,
2003; Siemieniuch and Woctawek-Potocka, 2007). El incremento inicial en el diametro
tubular, ha sido previamente asociado con el aumento de la secrecion por parte de las
células de Sertoli luego de la exposicion a agentes toxicos (Vidal and Whitney, 2014). A
su vez, el aumento observado al dia 35 puede ser explicado por la recuperacion en la
espermatogénesis en dicho momento (Meisami et al., 1994).

La altura del epitelio germinal disminuy6 dréasticamente luego del tratamiento, hasta
alcanzar unicamente dos capas celulares al dia 14, para luego recuperarse a valores

incluso mayores que aquellos pretratamiento, tan solo una semana posterior. La presencia
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de espermatogonias durante todo el estudio, garantizd6 la recuperacion de la
espermatogénesis, y, por lo tanto, la reversibilidad del protocolo farmacologico utilizado.
Las indenopiridinas han provocado efectos tanto reversibles (en perros, monos y caballos;
Chang et al., 2002; Hild et al., 2007a; Pozor et al., 2013) como irreversibles (en ratas;
Hild et al., 2004). Sorpresivamente, una dosis tan baja como 2,5mg/kg, fue la que
provoco efectos irreversibles en roedores de laboratorio (Hild y col. 2004), lo que sugiere
un efecto especie-especifico. En el gato doméstico, la reversibilidad del efecto ocurrio
aproximadamente en el periodo de un ciclo espermatico (Franca and Godinho, 2003). De
manera similar, en caballos y perros tratados con indenopiridinas, la recuperacion de la
espermatogénesis se vio a las 6 o 7 semanas pos tratamiento, respectivamente (Chang et
al., 2002; Pozor et al., 2014).

Teniendo en cuenta los cambios histologicos rapidos y severos, asi como su
reversibilidad, seria interesante probar la fertilidad in vivo, durante el pico del efecto y
luego de la recuperacion de la espermatogénesis, de modo de poder desarrollar un
protocolo de dosis unicas o seriadas en felinos.

En concordancia con estudios en otras especies (Fail y col., 2000), en este estudio no se
observaron efectos adversos, tales como pérdida de peso corporal o alteraciones
digestvas, sugiriendo que este grupo de compuestos no tendria efectos toxicos en esta
especie.

Finalmente, se concluye que RTI-4587-073 (L) representa una opcidén contraceptiva oral
no esteroidea rapida, efectiva, reversible y segura en el gato macho, debido a que
interrumpid severamente la espermatogénesis durante las primeras 24 hs pos tratamiento,
y para luego recuperarse tras aproximadamente, un ciclo espermatico. Estudios
adicionales, inlcuyendo dosis repetidas y vigilancia toxicologica de posibles efectos
adversos a largo plazo, deberian llevarse a cabo antes de que puedan ser utilizados

ampliamente.
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CAPITULO II

ANALISIS DIGITAL ULTRANOSOGRAFICO DE TESTICULOS FELINOS

NORMALES Y ANORMALES

Introduccion

En el gato macho, los estudios sobre los desérdenes reproductivos son mucho mas
escasos que en el resto de los animales domésticos. Esto puede ser explicado, en parte,
por la dificultad de realizar el examen androldgico en esta especie, no s6lo por su
pequefio tamafio corporal, sino también a su tendencia innata a experimentar stress. Las
publicaciones sobre esta temdtica son muy escasas y provenientes de casos clinicos
terminales de infertilidad (Axner y col.,, 1996). Los estadios iniciales de
infertilidad, son generalmente factibles de ser revertidos terapéuticamente, pero al no
estar asociados a manifestaciones evidentes, son de dificil diagnostico (Pozor y col.,
2017).

La unica prueba precisa para la evaluacion de la estructura testicular es el examen
histopatoldgico. No obstante, la biopsia, resulta un procedimiento invasivo. Ademas, la
muestra debe ser fijada, procesada y evaluada por profesionales entrenados, lo que puede
tomar periodos prolongados hasta la obtencion de resultados (Pozor y col., 2017). Por lo
tanto, es necesario el desarrollo de métodos diagndsticos sensibles y no invasivos para la
evaluacion gonadal en esta especie. En este sentido, la ecografia testicular es utilizada
ampliamente en el examen andrologico en animales domésticos, permitiendo Ia
evaluacion en tiempo real, de manera no invasiva y sin requerirse usualmente de sedacion

o anestesia (Kealy y col.,, 2011). De esta manera, es posible diagnosticar diversas
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afecciones que no pueden ser detectadas clinicamente cuando se encuentran en estadios
iniciales.

En la practica clinica, las imagenes ultrasonograficas usualmente se evaltan
subjetivamente en términos de ecogenicidad y heterogeneidad (Moxon y col., 2015). El
o0jo humano es capaz de diferenciar entre 10 a 12 tonos de gris en una imagen (Matoon y
Nyland, 2015). Sin embargo, las imagenes ultrasonograficas estdn compuestas por
unidades denominadas pixeles, cuya intensidad se mide en una escala que va desde 0
(negro absoluto) a 255 (blanco absoluto). Utilizando programas de analisis de imagenes,
es posible determinar un promedio de la intensidad de pixeles de una regidn, asi como
también el desvio standard de la intensidad de pixeles, que representan la ecogenicidad y
la heterogeneidad de un tejido, respectivamente (Giffin y col.,2009). Asi, es posible
cuantificar estas dos variables, y transformar la ecografia en una herramienta
cuantificable objetivamente.

Ha sido reportada la relacion entre la ecogenicidad y heterogeneidad testicular
y parametros histomorfométricos en bovinos, ovinos y equinos (Brito y col., 2012;Giffin
y col., 2009-2015; Pozor y col., 2017). Asi mismo, en humanos, bovinos y ovinos se han
publicado estudios en los cuales se mide la ecotextura testicular en funcion de la edad y
llegada a la pubertad (Hamm y Fobe, 1994; Evans, y col., 1996; Giffin y col., 2014; Brito
y col., 2012).

Hasta el momento no se han estudiado, en el gato doméstico, las caracteristicas
ultrasonograficas  testiculares, analizadas digitalmente, ni en condiciones
normales ni patologicas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue describir y comparar
la ecogenicidad y heterogeneidad testicular, en condiciones normales y anormales,
utilizando un modelo farmacologico de arresto espermatogénico. Para esto, se utilizo un
potente antagonista de GnRH, acyline, cuyos efectos deletéreos sobre la

espermatogénesis felina ya fueron descriptos (Garcia Romero y col., 2012).
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 7 gatos machos enteros, mestizos, entre 1 y 5 afios de edad, nacidos y
criados en nuestra colonia experimental. A partir de los 40 dias de vida, se destetaron y
alimentaron con alimento balanceado y agua ad /libitum. Todos los animales se alojaron
sueltos en habitaciones de 3 x 4 metros, con enriquecimiento ambiental. Ademas, los
gatos se socializaron por alumnos entrenados para este fin.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina, y los experimentos se condujeron bajo las

guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, USA.

Protocolo farmacologico
Los animales recibieron una dosis semanal de 330 ug/kg SC, durante 4 semanas. La dosis
y frecuencia de administracion fueron seleccionadas de acuerdo a estudios previos

realizados en la especie (Garcia Romero y col., 2012).

Ultrasonografias

Una semana previa y una semana posterior a la primera y altima aplicacion del disruptor,
los animales se evaluaron mediante ultrasonografia en modo B utilizando un transductor
lineal de 14 MHz (Toshiba Nemio XG, Japén). Los parametros ultrasonograficos
(ganancia: 100; profundidad: 2 cm) fueron seleccionados para obtener la maxima calidad
de imagen, y se mantuvieron constantes durante todo el estudio. Las imagenes fueron
tomadas en los planos longitudinal y transversal (jpg de 640 x 480 pixeles) y en las
secciones longitudinales, se realizd el analisis digital utilizando el software Image J

(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para lo cual se seleccionaron 6
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regiones de interés (RDI, 1mm?) entre el mediastino y la capsula testicular (12 RDI/gato).
Dentro de cada RDI se cuantificaron la ecogenicidad y la heterogeneidad del parénquima
testicular, como la intensidad media de pixeles (IMP) y el desvio estandar (SD) de la

IMP, respectivamente (Giffin y col., 2014; Pozor y col., 2017).

Orquiectomias

Una semana posterior a la ultima aplicacion del disruptor, todos los gatos se
orquiectomizaron, y luego se entregaron en adopcion responsable. Brevemente, se
premedicaron con sulfato de atropina (John Martin; 0,04 mg/kg SC), maleato de
acepromacina (Acedan, Holliday; 0,03 mg/kg SC) y butorfanol (Torbutol Plus, Fort
Dodge; 0,2 mg/kg IM). Para la induccion se utilizd tiopental sodico (Pentovet TM,
Richmond; 8mg/kg IV). Luego de la introduccion del traqueotubo, la anestesia se
mantuvo con isofluorano y oxigeno en sistema cerrado. Cada testiculo se extrajo a través
de una incision longitudinal en el escroto, mediante la técnica a cielo abierto y cada
cordén espermatico se ligd con vicryl 0,3 previo a la escision. Luego de la cirugia, se
administré ketoprofeno (Ketofen, Fort Dodge; 1mg/kg SC) y luego oralmente cada 24

horas durante 4 dias.

Examen macroscépico y microscdpico

Inmediatamente luego de la escision de los testiculos, estos se midieron (largo y ancho;
cm), pesaron (g) y se calculo el volumen (cm?; Linn y col., 2009).

Posteriormente, las gonadas se colocaron en fijador Bouin durante 24 horas y luego en
alcohol 70 grados hasta ser procesadas con la técnica histoldgica de rutina e incluidas en
parafina. Se obtuvieron cortes de 5 um que se montaron, desparafinaron en xylol,
rehidrataron con soluciones graduadas de etanol y finalmente tifieron con hematoxilina

eosina. Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico (Olympus
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BX50, Tokio, Japon) con el objetivo 10x, a través de una cdmara de video conectada
(Omax A35180U3, China) y se digitalizaron en formato TIFF color de 24 bits.

El analisis de las imagenes histologicas se llevo a cabo mediante planimetria (Image J,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Para ello, se seleccionaron 10
perfiles tubulares redondos, de los cuales se determind el didmetro tubular (um), el
diametro de la luz (um) y la altura del epitelio germinal (um,). En los tabulos, se
identifico la célula germinal mas avanzada, para calcular el porcentaje de tubulos
seminiferos con los diferentes tipos de células germinales. Finalmente se calculd la

relacion tabulo/intersticio y la relacién lumen/intersticio (Pozor y col., 2017).

Anadlisis estadistico

La normalidad de los datos fue comprobada mediante el test de Shapiro-Wilks. Los
valores pre (Pre) y postratamiento (Pos) de ecogenicidad, heterogeneidad y volumen
testicular, se compararon mediante un test de Student pareado. Las variables ecograficas e
histomorfométricas se correlacionaron mediante el test de correlacion de Pearson. Los
datos se expresaron como la media + SEM. El nivel de significancia estadistica se fijo en

P<0,05 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Resultados

El volumen testicular (cm?; 1,00£0.09 vs. 0,85+0.1; P< 0,05) y la ecogenicidad (P< 0,01),
pero no la heterogeneidad (P>0,05), disminuyeron en el grupo Pos (Figura 1).

Por otro lado, el tratamiento con acyline provoco un deterioro histologico leve, con una
disminucion del 34% y 18% en la altura del epitelio germinal y el diametro tubular,

respectivamente, comparado con testiculos felinos normales (Figura 2; Franca y

Godinho, 2003).
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Las correlaciones entre los pardmetros macro y microscopicos con los ultrasonograficos

se presentan en la Tabla 1.

Figura 1. Ecogenicidad (color sélido) y heterogeneidad (punteado), pre (Pre) y
postratamiento (Pos), de los gatos que recibieron una dosis semanal de 330 pg/kg SC,

durante 4 semanas. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos

(P<0,05).
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Figura 2. Tubulos seminiferos de uno de los gatos de la Figura 1, una semana posterior a

ultima aplicacion de acyline. Se observa una disminucion en el diametro tubular y de la

altura del epitelio germinal.
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables macro y microscopicas y

ultrasonograficas testiculares de los animales de la Fig. 1.

Caracteristicas macro y P p
. o Ecogenicidad Heterogeneidad

microscopicas

Volumen testicular (cm?) 0.08 >0,1 0.00 >0,1
Indice gonadosomatico (%) 0.23 >0,1 0.04 >0,1
Diametro tubular (um) -0.11 >0,1 -0.21 >0,1
Didmetro luminal (um) -0.11 >0,1 -0.21 >0,1
Altura epitelio (um) 0.05 >0,1 0.22 >0,1
Espermatogonia (%) -0.35 >0,1 0.31 >0,1
Espermatocito primario (%) -0.07 >0,1 -0.11 >0,1
Espermatide redonda (%) 0.22 >0,1 0.27 >0,1
Espermatide elongada (%) 0.13 >0,1 0.25 >0,1
Espermatozoide (%) 0.09 >0,1 -0.34 >0,1
Relacion tubulo/intersticio -0.35 >0,1 -0.46 >0,1
Relacion lumen/intersticio 0.06 >0,1 -0.20 >0,1

Discusion

Hasta el momento, no han sido publicados trabajos sobre analisis digital de

ultrasonografias testiculares en el gato doméstico. Asi, en este estudio, se evalud esta

técnica como una herramienta diagnostica no invasiva para el estudio de la funcion

reproductiva del gato doméstico.
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Para evaluar la ecotextura testicular de gatos adultos con alteraciones en la
espermatogénesis, se utilizé un modelo farmacologico de deterioro espermatogénico. Tal
como previamente fue reportado (Garcia Romero y col., 2012), el tratamiento con el
antagonista de GnRH, acyline, produjo un dafio tubular leve, que podria simular casos de
subfertilidad que, de ser diagnosticados, son factibles de ser tratados. Si bien puede
asumirse que lesiones mas severas, como degeneracién o atrofia testiculares, podrian
aportar resultados mas evidentes, estas alteraciones son irreversibles.

Si bien a simple vista, el parénquima testicular no evidencié diferencias luego de la
aplicacion del antagonista, el andlisis digital de los ultrasonogramas detectd los cambios
tisulares que se produjeron. Asi, en comparacion con los valores previos al tratamiento, la
ecogenicidad resulto significativamente menor luego de la ultima aplicacion del disruptor.
De manera similar, en bovinos, la ecogenicidad testicular disminuy¢ drasticamente luego
de haber sido sometidos a stress térmico (Arteaga y col., 2005) y en equinos maduros,
testiculos inguinales y abdominales mostraron ser menos ecogénicos que testiculos
escrotales normales (Pozor y col., 2017).

Por otro lado, la heterogeneidad no mostré diferencias entre los valores pre y
postratamiento. Probablemente, sean necesarios cambios mas profundos en el parénquima
testicular para que puedan verse reflejados en la heterogeneidad. Ademads, se ha propuesto
que otros componentes del parénquima testicular ejercen mayor influencia en la
heterogeneidad que los tibulos seminiferos (Pozor y col., 2017). Asi, se ha demostrado
que la heterogeneidad esta directamente asociada con la composicion bioquimica del
parénquima testicular, la cual, a su vez, varia durante condiciones patologicas o a través
del desarrollo (Ahmadi y col., 2013).

El analisis histologico de los testiculos tratados con el disruptor, mostrd una disminucion
del diametro tubular y la altura del epitelio germinal con respecto a los valores normales
reportados previamente para la especie (Franca y Godinho, 2003). Sin embargo, ninguna

de las variables histomorfométricas estudiadas, mostré correlacion con los parametros
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ultrasonograficos analizados. En concordancia con estos resultados, en equinos con
testiculos retenidos abdominales, no se hallo correlacion entre los parametros histologicos
y ultrasonodgraficos (Pozor y col., 2017). La evaluacion de un mayor nimero de animales,
con mayores variaciones histomorfométricas probablemente sea necesaria para poder
detectar este tipo de asociaciones mas detalladas.

Mediante el analisis digital de ultrasonografico se detectaron cambios en la ecogenicidad,
pero no en la heterogeneidad, en un modelo de deterioro testicular. Si bien el analisis
digital de imagenes ultrasonograficas podria convertirse en una herramienta diagnostica
util en la evaluacion de la funcion reproductiva del gato doméstico, es necesario llevar a
cabo mas investigaciones, en un mayor numero de animales, antes de que pueda ser

ampliamente utilizado en el examen androlégico.
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CAPITULO I1I

ANALISIS DIGITAL ULTRASONOGRAFICO DURANTE EL DESARROLLO

TESTICULAR FELINO

Introduccion

En el gato doméstico, ocurren una serie de cambios durante el desarrollo testicular que
han sido detalladamente descriptos (Sanchez 1993; Sieminuch y Wocklawek-Potocka,
2007; Triptavanatta y col., 2015). En el periodo neonatal, los tibulos seminiferos carecen
de luz, estdan compuestos solo por células de Sertoli y una o dos espermatogonias.
Progresivamente, el parénquima testicular va desarrollando lobulillos, los tibulos
seminiferos van aumentando de didmetro, adquiriendo luz y el epitelio seminifero
comienza a estratificarse para, finalmente, adquirir las caracteristicas de un testiculo
maduro, con produccién de espermatozoides (Sadnchez 1993).

La ultrasonografia es una técnica no invasiva que permite la visualizacion de diferentes
estructuras y organos, tanto en animales como en humanos. Recientemente, el analisis
digital de la ecotextura testicular se ha convertido en una alternativa a métodos
diagndsticos invasivos, siendo posible cuantificar la ecogenicidad y heterogeneidad de un
tejido. Una imagen ultrasonografica estd compuesta por unidades llamadas pixeles, cuya
intensidad de color se mide en una escala de 0 (negro absoluto) a 255 (blanco absoluto).
Utilizando programas de andlisis de imadgenes, es posible determinar un promedio de la
intensidad de pixeles de una region, asi como también el desvio standard de la intensidad
de pixeles, que representan la ecogenicidad y la heterogeneidad de un tejido,

respectivamente (Giffin y col.,2009)
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Estudios en humanos (Hamm y Fobe, 1994) y bovinos (Brito y col., 2012) han
demostrado que la ecogenicidad testicular aumenta con la edad hasta la madurez sexual.
Asi mismo, en rumiantes se han reportado los cambios tisulares que se producen en el
testiculo durante el desarrollo puberal pueden ser detectados mediante el analisis digital
de imagenes ultrasonograficas (Evans y col., 1996; Brito y col., 2012; Giffin y col.,
2014).

Aunque todos estos estudios sugieren que el analisis digital de imagenes ultrasonograficas
es un método valido para evaluar la funcion testicular, su utilidad no ha sido alin
estudiada en el gato doméstico. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue describir y
comparar la ecogenicidad y heterogeneidad del parénquima testicular mediante analisis
digital de imagenes ultrasonograficas en gatos prepuberales, peripuberales y adultos. Y,
secundariamente, correlacionar los parametros ultrasonograficos con parametros

histomorfométricos testiculares.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 14 gatos machos, mestizos, entre 5 y 36 meses de edad, los cuales nacieron
y se criaron en nuestra colonia experimental y se expusieron a un fotoperiodo positivo de
14 hs de luz y 10 hs de oscuridad. A partir de los 40 dias de vida, se destetaron y
alimentaron con alimento balanceado y agua ad libitum. Todos los animales se alojaron
sueltos en habitaciones de 3 x 4 metros, con enriquecimiento ambiental. Ademas, los
gatos se socializaron por alumnos entrenados para este fin.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
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Universidad Nacional de La Plata, Argentina, y los experimentos se condujeron bajo las

guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, USA.

Ultrasonografias

Los animales se evaluaron mediante ultrasonografia en modo B utilizando un transductor
lineal de 14 MHz (Toshiba Nemio XG, Japoén). Los parametros ultrasonograficos
(ganancia: 100; profundidad: 2cm) fueron seleccionados para obtener la maxima calidad
de imagen, y se mantuvieron constantes durante todo el estudio. Las imagenes fueron
tomadas en los planos longitudinal y transversal (jpg de 640 x 480 pixeles) y en las
secciones longitudinales, se realizé el analisis digital utilizando el software Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para lo cual se seleccionaron 6
regiones de interés (RDI, 1mm?) entre el mediastino y la capsula testicular (12 RDI/gato).
Dentro de cada RDI se cuantificaron la ecogenicidad y la heterogeneidad del parénquima
testicular, como la intensidad media de pixeles (IMP) y el desvio estandar (DS) de la

IMP, respectivamente (Giffin y col., 2014; Pozor y col., 2017).

Orquiectomias

Todos los gatos se orquiectomizaron, y luego se entregaron en adopcion responsable.
Brevemente, se premedicaron con sulfato de atropina (John Martin; 0,04 mg/kg SC),
maleato de acepromacina (Acedan, Holliday; 0,03 mg/kg SC) y butorfanol (Torbutol
Plus, Fort Dodge; 0,2 mg/kg IM). Para la induccion se utilizo tiopental sodico (Pentovet
TM, Richmond; 8mg/kg IV). Luego de la introduccion del traqueotubo, la anestesia se
mantuvo con isofluorano y oxigeno en sistema cerrado. Cada testiculo se extrajo a través
de una incision longitudinal en el escroto, mediante la técnica a cielo abierto y cada
cordon espermatico se ligd con vicryl 0,3 previd a la escision. Luego de la cirugia, se
administré ketoprofeno (Ketofen, Fort Dodge; 1mg/kg SC) y luego oralmente cada 24

horas durante 4 dias.
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Examen macroscopico y microscopico

Inmediatamente luego de la escision de los testiculos, estos se midieron (largo y ancho;
cm), pesaron (g) y se calculd el volumen (cm?® Linn y col., 2009) y el indice
gonadosomatico (%; Franca y Godinho, 2003).

Posteriormente, las gonadas se colocaron en fijador Bouin durante 24 horas y luego en
alcohol 70 grados hasta ser procesadas con la técnica histologica de rutina e incluidas en
parafina. Se obtuvieron cortes de Sum que se montaron, desparafinaron en xylol,
rehidrataron con soluciones graduadas de etanol y finalmente tifieron con hematoxilina
eosina. Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico (Olympus
BX50, Tokio, Japén) con el objetivo 10x, a través de una camara de video conectada
(Omax A35180U3, China) y se digitalizaron en formato TIFF color de 24 bits.

El analisis de las imagenes histoldgicas se llevo a cabo mediante planimetria (Image J,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Para ello, se seleccionaron 10
perfiles tubulares redondos, de los cuales se determind el didmetro tubular (um), el
diametro de la luz (um) y la altura del epitelio germinal (um,). En los tibulos, se
identifico la célula germinal mas avanzada, para calcular el porcentaje de tubulos
seminiferos con los diferentes tipos de células germinales. Finalmente se calculd la
relacion tabulo/intersticio y la relacion lumen/intersticio (Pozor y col., 2017).

De acuerdo a las caracteristicas histomorfométricas, los animales se clasificaron en tres
grupos:

1. Prepuberal (Pre): diametro tubular menor a 100 um, epitelio germinal no
estratificado.

2. Peripuberal (Peri): didmetro tubular entre 100 y 150 pm, epitelio germinal
estratificado y espermatides y espermatozoides en al menos el 50 % de los
tabulos.

3. Pospuberal (Pos): diametro tubular mayor a 150 pm, epitelio germinal

estratificado y espermatides y espermatozoides en mas del 50% de los tabulos.
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Anadlisis estadistico

La normalidad de los datos se confirm6 mediante el test de Shapiro-Wilks. Los valores de
ecogenicidad y heterogeneidad de los 3 grupos (Pre, Peri y Pos) se compararon mediante
un test de ANOVA seguido del test de Tukey. Las caracteristicas ecogréficas y los
parametros histomorfométricos testiculares, se correlacionaron mediante el test de
correlacion de Pearson. Los datos se expresaron como la mediatSEM. EIl nivel de

significancia estadistica se fijo en P<0,05 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Resultados

De acuerdo a las caracteristicas histomorfométricas, 6, 2 y 6 gatos fueron clasificasdos
como Pre, Peri y Pos, respectivamente. El volumen testicular aumentd progresivamente y
mostrd diferencias entre los tres grupos. Por su parte, el indice gonadosomatico, mostro
diferencias entre los grupos Peri y Pos (Tabla 1).

Tanto la ecogenicidad (P<0,01) como la heterogeneidad (P<0,01) aumentaron a través de
los tres grupos. Los animales del grupo Pre presentaron testiculos menos ecogénicos con
respecto a los grupos Peri y Mad. Igual comportamiento present6é la heterogeneidad
(Figura 1).

Las correlaciones entre los parametros macro y microscopicos con los ultrasonograficos
se presentan en la Tabla 2. Debido a la ausencia de luz en los tubulos de los animales
Pre, la altura del epitelio no pudo ser medida en este grupo.

Exceptuando la altura del epitelio germinal y la relacion tabulo/intersticio, todas las
variables mostraron estar correlacionadas con la ecogenicidad y la heterogeneidad.

Tabla 1. Parametros testiculares macroscopicos (media:SEM) de los 14 gatos
prepuberales (Pre), peripuberales (Peri) y pospuberales (Pos). Letras diferentes en una

misma linea indican diferencias significativas entre los grupos (P<0,05).
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Parametro Pre Peri Pos P

Volumen testicular (cm?) 0,15+0,03? 81,87+5,89°  94,67+3,62¢ <0,001

Indice gonadosomatico (%) 0,04+0,003*  0,05+0,004*  0,08+0,004° <0,001

Figura 1. Ecogenicidad (color sélido) y heterogeneidad (punteado) de los animales de la

Tabla 1. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (P<0,05)
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre variables macro y microscopicas y

ultrasonograficas testiculares de los animales de la Tabla 1.

Caracteristicas macro y

. Ecogenicidad P Heterogeneidad P

microscopicas

Volumen testicular (cm?) 0.59 <0.01 0.73 <0.01
indice gonadosomatico (%) 0.64 <0.01 0.44 <0,05
Diametro tubular (um) 0.75 <0.01 0.75 <0.01
Diametro luminal (um) 0.73 <0.01 0.77 <0.01
Altura epitelio (um) 0.23 >0,1 0.38 >0,1
Espermatogonia (%) -0.81 <0.01 -0.84 <0.01
Espermatocito primario (%) 0.19 >0,1 0.17 >0,1
Espermatide redonda (%) 0.62 <0.01 0.61 <0.01
Espermatide elongada (%) 0.68 <0.01 0.74 <0.01
Espermatozoide (%) 0.63 <0.01 0.49 0.01
Relacioén tibulo/intersticio 0.43 0.05 0.26 > 0,1
Relacion lumen/intersticio 0.61 <0.01 0.49 0.01
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Discusion

Este es el primer estudio donde se describen y analizan objetivamente las caracteristicas
ultrasonograficas de testiculo felinos durante su desarrollo puberal.

Como era de esperar, el volumen testicular aumenté progresivamente con el desarrollo
reproductivo, y se correlaciond positivamente con las variables ultrasonograficas, de
manera similar a lo que se describio en bovinos (Gabor y col., 1996). Por su parte, el
indice gonadosomatico también aumentd progresivamente hasta alcanzar los valores
adultos reportados para la especie (Franca y Godinho, 2003), y se correlacionod
positivamente con la ecogenicidad y la heterogeneidad testicular.

Coincidiendo con estudios en otras especies (Brito y col., 2012; Evans y col., 1996;
Giffin y col., 2014; Hamm y Fobe, 1994), en el gato doméstico la ecogenicidad y la
heterogeneidad aumentaron con el desarrollo reproductivo. En este estudio, ambas
variables ecograficas se incrementaron hasta la pubertad, para luego mantenerse
constantes.

Ha sido demostrado que la ecotextura testicular es afectada por los cambios histologicos
que suceden durante el inicio de la espermatogénesis, dentro de los cuales los principales
son el aumento en los didmetros tubular y luminal (Brito y col., 2012; Giffin y col., 2009-
2014; Pozor y col., 2017). En este sentido, estas variables mostraron estar fuerte y
positivamente correlacionadas con la ecogenicidad y heterogeneidad testicular en el gato
doméstico. El incremento en el tamafio tubular y la formacion del lumen también explica
que las relaciones tubulo/intersticio y lumen/intersticio hayan mostrado estar
correlacionadas positivamente con la ecotextura testicular.

Contrariamente a lo esperado, no se encontr6 relacion entre la altura del epitelio germinal
y las variables ultrasonograficas. En equinos dicha variable resulté positivamente

correlacionada, con la ecogenicidad y la heterogeneidad (Pozor y col., 2017). Esta
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discrepancia puede ser debida a que en los gatos prepuberes, esta variable no pudo ser
medida por la ausencia de luz, reduciéndose el numero de testiculos analizados.

Las relaciones entre el porcentaje de tubulos seminiferos con cada tipo celular con las
variables ultrasonogaficas, arrojo resultados similares a los reportados en bovinos (Evans
y col., 1996). Las correlaciones pasaron de ser fuertemente negativas para aquellos
estadios celulares mas inmaduros (espermatogonias) a positivos para las células mas
maduras (espermatides redondas, elongadas y espermatozoides).

Los hallazgos de este capitulo ponen de manifiesto como los cambios que suceden
durante el desarrollo testicular afectan sus caracteristicas ecograficas. De este modo, el
analisis digital cuantitativo de imagenes ultrasonograficas en modo B podria constituirse

en una herramienta util en el diagnostico de pubertad en felinos.

Referencias

1. Brito LF, Barth AD, Wilde RE, Kastelic JP. Testicular ultrasonogram pixel
intensity during sexual development and its relationship with semen quality,
sperm production, and quantitative testicular histology in beef bulls.
Theriogenology 2012;78(1):69-76.

2. Evans AC, Pierson RA, Garcia A, McDougall LM, Hrudka F, Rawlings NC.
Changes in circulating hormone concentrations, testes histology and testes during
sexual maturation in beef bulls. Theriogenology 1996;46(2):345-57.

3. Franca LR, Godinho CL. Testis morphometry, seminiferous epithelium cycle
length, and daily sperm production in domestic cats (Felis catus). Biol Reprod.

2003;68(5):1554-61.



10.

11.

61

Giffin JL, Franks SE, Rodriguez-Sosa JR, Hahnel A, Bartlewski PM. A study of
morphological and haemodynamic determinants of testicular echotexture
characteristics in the ram. Exp Biol Med (Maywood). 2009;234(7):794-801.
Giffin JF, Bartlewski PM, Hahnel AC. Correlations among ultrasonographic and
microscopic characteristics of prepubescent ram lamb testes. Experimental
Biology and Medicine 2014; 239: 1606—1618.

Hamm B, Fobbe F. Maturation of the testis: ultrasound evaluation. Ultrasound
Med Biol. 1995;21(2):143-47.

Lin CC, Huang WJ, Chen KK. Measurement of testicular volume in smaller
testes: how accurate is the conventional orchidometer?. J Androl.
2009;30(6):685—689.

Pozor M, Morrissey H, Albanese V, Khouzam N, Deriberprey A, Macpherson M
L, Kelleman A A. Relationship between echotextural and histomorphometric
characteristics of stallion testes. Theriogenology. 2017;99:134-45.

Sanchez B, Pizarro M, Garcia P, Flores JM. Postnatal development of
seminiferous tubules in the cat. J Reprod Fertil Suppl. 1993;47:343-48.
Sieminuch MJ, Wocklawek-Potocka 1. Morphological features of the
seminiferous epithelium in cat (Felis catus). J. Reprod. Dev. 2007.; 53:1125-
1130.

Tiptanavattana N, Radtanakatikanon A, Hyttel P, Holm H, Buranapraditkun S,
Setthawong P, Techakumphu M, Tharasanit T. Determination phase at transition
of gonocytes to spermatogonial stem cells improves establishment efficiency of

spermatogonial stem cells in domestic cats. J Reprod Dev. 2015;61(6):581-8.



62

CONCLUSIONES FINALES

Una tnica dosis oral del derivado de indenopiridina RTI 4587-073 (L), provoco
una rapida desorganizacion del epitelio seminifero y disminuciéon de todos sus
componentes celulares, excepto las espermatogonias. El retorno a la normalidad
ocurrié en aproximadamente un ciclo espermatico. No se presentaron efectos
colaterales clinicos asociados con el tratamiento.

El volumen ocupado por las células de Leydig disminuyd luego del tratamiento
con el RTI 4587-073 (L). No obstante, este cambio no se vio reflejado en las
concentraciones de testosterona fecal, que no variaron durante el estudio.

Las indenopiridinas se vislumbran como una opcién farmacoldgica no esteroidea
efectiva y segura para el rapido control de la reproduccion en esta especie.
Mediante analisis digital de ultrasonografias testiculares modo B, fue posible
detectar cambios sutiles en la apariencia ecografica en un modelo de dafio
testicular. La ecogenicidad, pero no la heterogeneidad, resulté menor en
testiculos con deterioro en la espermatogénesis que en aquellos normales.

El andlisis digital de imagenes ultrasonograficas en modo B, permitio distinguir
testiculos pre puberes, de puberes y adultos. La ecogenicidad y la heterogeneidad
aumentaron con la edad. Asi mismo, mostraron estar fuertemente correlacionadas

con parametros testiculares macro y microscopicos.



PUBLICACIONES

63



Ankmal Reproducthan Sckemoe 205 {2019) 10-17

Contentx lists available ab Sciencelinect

STe
okt

Animal Reproduction Science

Fl SEVIFER journal homepage: www.elsevier. comflacatefanireprosci

Effect of the indenopyridine RTI-4587-073 (1) on feline testicle m
4] ] b b ] I:m".:.l

F. D'Francisco™”, M. Lipez Merlo™, B Vercellini™, P. Blanco™", C. Barbeito™,

C. Gobello™"*

* Fcaby of Velerinary Scioaces, Natiasal Univensty of La P, Argesting

'Mih'nfhu’:ﬁ-l:'_im

ARTICLE INFOQ ABSTREACT

Kyword: The ainy of this srudy wies o deseribe the seminal, hisiomaonphal ogleal and hormonal effects of the

Felid ol indenopyriding RTI-4587-07340) an feline testicle. Clingeal side effects were also recorded.

Lombramption: Sluty testicles of 30 adult cats that had been treated {4 0] with RTI-4587-07341) 12.5 mg/fkg PO

Hon-stereidil and randemly hemioechiezeomized twice on: day -14 {m = 8], Bh (n= &), 124 (0= 5}, 24k

Tharts in = &), day 7 in = ), day 14 {n = &), day 21 [0 = &), day 35 (n = &) or day 42 (n = &) were
stodied. Before each hemiorchiectomy, fecal samples for testosterone (T) measurement wers
collected and the testes were grossly and wirasound examined. This indenopyridine did not cause
changes in testicular weight (P > 0.1], volume (P 3 0.1], echosireciune, gonadosomatic index
[F = 0.1}, feml T concentrations (P = 0U1), nor clinical side effeces. A severe disorganizacion of
the cytoarchiteomure of the semdniferous epithelivm, sloughed cells and fludd, were cheerved in
the & h samples up o a maximsm at 24 h. Tubular di [F = ouo1) | d rwice, during
the first 24 b and on d 35, Germinal epithelium achieved its minimem height oo d 14 1o mpldly
recover thereafter. This treatment caused & significant decrease in the volume of all the semi-
niferous cell components, except spemmaoganias. All histologheal parameters normalizsd by
the end of the study. It was concluded that RTI-4557.073(1) severely dismapted spermatogenesis
disring the first 24 b after treatment reneming to normality In approximately ooe spermatic cyele
without clindcal side efferts.

1. Introduction

Domestic felids (Felis cotus] are extremely prolific breeders, they mate from early puberty up to death and, if kept indoors ar at
latitudes higher than 35°, throughowt the year (Faya ot al., 2011} Thas, contraception = reversible reproduction control = is often
required for genetically valuable domestic or wild cats. As in most other mammalian species, feline contraception is mainly targeted
towards females and progestins are commonly wsed provoking, sometimes, severe reproductive and general health side effects
[Munsca, 2006). Although both steroidal and nonssteroidal approaches have been assessed in males, controlling spermatogenesis
probed to be a more complex objective than preventing ovulation in females. Furthermore, mast male contraceptive protocols have
shown a variable lag time to achieve azoospermia as well as an unpredictable return to fertility (Bowen, 2008). Safe, rapid and
efficient pharmaceutical compounds are still needed to temporally control the undesired reproduction in male felids. If tom cats were
rendered temporarily sterile, female reproductive bealth could alse be preserved.

The group of indencpyridine derivatives, which were onigmally developed as antihistamine drugs, has shown antspermatogenic
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effects in rats (Hodel and Suter, 1978), stallions (Pozor et al, 2013) and dogs (Chang et al., 2002) without overt side effects, toxicity
nor mutagenic potential (Fadl et al, 2000; Mrok, 2008). Studies in boratory animals showed that the primary target of in.
denopyridines is the Sentali cell, resulting in dismption of Serinli « germ cell adhesion (Hild e al., 2001, 2007h; Kodur et al., 2008

While in monkeys indenopyridines induced reversible severs oligoasthenoeoaspermia (Hild et al., 2007a), irreversible infertility
was described in rats (Hild et al., 2004). In horsss and dogs indencpyridines induced a rapid (few days) and transient inhibition of
spermatogenesis increasing the nomber of immature germ cells in ejaculates (Chang et al., 2002 Hodel and Suter, 1978; Pozor et al,
2013, 2004). Histologically the seminiferous tubuli appearsd emptiad of spermatides and spermatocytes (Poeor et al., 20030 Al
thaugh the testicular effects described in thess four species make indenopyridines a promising candidate for non-steraidal, oral male
contraception in felids, nothing is known about their effect, reversibility and tolerability in this species (Munson, 2006].

The compoand RTI-4587073, formerly called CO8-4022, & a new indenopyridine derivative, which is a mixture of L and o
izomers. The w-isomer exhibits a particularly strong anti- spermatogenic activity (Pozor et al., 2013) and, therefore, was chosen for
this feline trial Thus, the aim of this stody was to describe the ultrasonographic, histomaorphological and harmonal effects of aral
indenopyridine RThA%8707%1) on feline testicle. Secondly, some epididymal semen characteristics and clinical side effects of the
dreg were also recorded in the treated cats.

2. Material and methods
2.1, Experimental protoool

Sixty besticles of 30, 1.5=5 years old, domestic shorts hair, fertile cats were included in this stody. The makes were born in our
Institutional Colony, exposed to 14 hof light per day in three 4 x 4 m enriched roosms, fed commercial food and water ad libitum. The
animals were treated (day 0) with RTL.45&87.073(1) 125 mg/kg PO and randomly hemiorchiectomized twice on: day <14 (n = 8). 6h
[n =6}, 12h (r = 8), day 1 (r = &), day T (r = 8), day 14 {n = &), day 21 (r = &), day 35 (n = &) or day 42 (r = 6). The calculated
dase was dissolved in 2 oo of saline and admimistered by a naseesophageal tube after mild sedation. The dose and dosing scheme
were selected acmording to stodies in other mammals (Hild et al, 2000; Pozor et al, 2013) and to our own pilot trials in cats.

Before each hemiorchisctomy, the felids were weighed, fecal samples were collected and the testes were grossly and ubtrasound
examined in a way that each animal had 2 modom evaluation time points on the same days of surgeries. The appearance of clinical
side effects, such as lack or diminshed appetite, vomiting or other digestive signs, changes in bady weight or sexual or general
behavior, was also recorded in all the animals. This study was reviewed and approved by the Animal Care and Use Committee of the
Veterinary School of the National University of La Plata and all experiments were conducted under the guidelines established in The
Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, USA.

22 Wirasound evaluctions

Ultrazound examinations of the testes were undertaken by a single experienced evaluator using a real time Bsmaode ultrasound
machine (Toshiba Nemio XG, Japan) with a 14 MHz lineal transduocer. All machine sitings were established at the first examination
according to best image quality and remained unaltered for all remaining examinations. Acoustic gel was applied to the transdwcer
and coupled directly to the clipped scrotum with minimum pressure to obtain the images. The testes were imaged in the sagittal and
transverse planes. Testicular dimensions were obtained from frozen images, using the ultrasound calipers and the total testicalar
volume was calculated as described by Lin et al. (2005). Ecogenicity and homogensity of the parenchyma were also assesssd at each
time point.

2.3 Fecal collection, extroction and hormone determinations

Fecal samples were collected at the time points of hemiorchiectomies (see below) and froeen for testosterone (T) determination.
Fecal sternids were exiracted wsing the methods described by Faya et al. (20012) and T (ng/ml) was determined using electros
chemiluminescence immunoassyy (Elecsys Testo 11, Roche DNagnostics, Manmbeim, Germany). Inter= and intra-assay cosfficients of
variation of the assays were < 10% and sensitivity was 0L025 ng/mL. All fecal data were expressed on a wetsweight basis

2.4. Hemiorchiectomies

All the cats were randomly hemiorchiectomized twice according to Garcia Fomero et al. (20012Z) in a way that a total of 60 testes
were obtained. Briefly, the animals were premedicated with atropine sulfate, (Atropine Sulfate, John Martin; (.04 mg/kg 5C), aces
promazine malbeate [Acedan, Hollsday; 0.03 mg kg 5C), and botorphanol (Torbuted Plos, Fort Dodge; 0.2 mgdkg M), anesthesia was
induced with sodiom thiopental (Pentovet TM, Richmond; 8 mg/kg IV) in all of the animals. Once the cats were endotracheally
infubated, anesthesia was maintamed with isoflurane and oxygen in a closed system. Each testis was removed throwgh a leagitudinal
mid=cratal incision using sterile sargical procedurss and a closed tunic technique, finally the spermatic cord was ligated with 3.0
vicryl before transection. After surgery ketoprofen (Ketofen®, Fort Dodge; | mg/kg) were injected 5C (once) and then orlly every
24 h during 4 additional days. Then, all the cats were placed for adoption.

11
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25, CGross and histological exomination of the testes

Immediately after surgical removal, the testes were measured (length, width and depth; cm) and weighed (g) and gonadosomatic
index (%; Franca and Godinko, 2003) was also calculated.

Sperm was recovered by the epididymal tadl sectionding using a scalpel blade. Spermatozoa morphology was evaluated by Giemsa
stain, under 1000X magnification using bright Geld micrascopy (Valiente et al., 2014).

The testes, were sectionsd longitudinally, placed in Bowin’s fixative for 12h and then chamged to alcohol 70 and processed
routinely with parafin embedding. After processing, 5 pm serial sections were cut, mounted on shides, doed, deparafinized in xylene,
rehydrated in graded ethanol selutions and staied with hematoxylin and eosin. Histological images were obtained from a micro=
scope (Olympus BXS0; 10X and 40X) through an attached video camera (Somy DXC 151) and digitalized in a 24 bit true color TIFF
format. Twenty tubular profiles, which were round or nearly round, were chosen randomly and measured for each animal. The
tubular diameter of seminifercus tubules {pm) and the germinal epithelium height (pm) were measwured by planimetry (Image Pro
Flus, Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). The volume (cm2) of the different testicular tissue companents was determined by
sterenlogy usng a light microscopy and a 44 ldntersection grid placed on 40X tissue pictures. For this, 15 felds were chosen mns
domly (6615 points) for each testis. Points were classified 2 one of the following: spermatogonia, primary and sscondary spermas
tacytes, round spermatids, elongated spermatids, spermatozoa, Sertoli and Leydig cells, intertubular compartment, and cellalar
debris. Finally, the propartion of each element was calculated wsing the whole testicular volume as previously described by Carranza
et al. (2015).

Mormality of distribution of results was tested using a Shapiro = Wilk normality test. All bormonal, groes and microscopical
variahles were compared among time points by KnoscallsWallis test followed by a Dunn's muoktiple comparisons test. In all the cases
descriptive data were expressed as mean = SEM and P valoes = (005 were considered significant.

3. Results

Meither gross testicular parameters including weight (P = 0.1), volume (P = (.1} and gonadosomatic index (P = 0.1) nor body
weight (P = 0.1) were affectsd by RTL-4587.073 (1) treatment at the different evalustion time poings (Table 1) Althowgh epididymal
spermatozoa marphalogy was normal in all the cases, giant multinacleated cells appeared in the semen samples during the first 24 b
after treatment (Fiz. 1L

Histological testicular structure was normal oo day «14 {Fig. 2; A) and a severe disorganization of the cytoarchitecture of the
seminiferpus epithelium was observed as early as in the & h samples reaching a maximom impairment at 24 b, with the presence of
vacuolization, immature germ and multinecleated cells as well as intratubular Awid (Fig. 2; C). During the first 24 b several semis
niferous tubules were in the process of doughing or had already sloughed material within the lumen ooduding the tobules along with
the fluid and cellular detrines (P < 0.01; Fig. 2, Cand D; Table 2). These abnormalities grachally disappeared up to the end of the
study (Fig. 2, F, H, 1)) and could not be evidenced through their echastrocture which was normal at all time paints (Mattoon and
Myland, 1945).

Seminiferous tobular diameter (P < 0U01; Fig. 3, Inset) increased in detriment to the interstitom (P <0 0U01; Table 2) during the
First 24 b and, then, reached its peak valoe on d 35. Finally this diameter showed a tendency to retarn to indtial valees up to the end of
the stady.

Germinal epitheliom height could not be measured during the first 24 h after trestment due te the major disorganization of its
cytoarchitecture (Fig. ). This epithelium presented its minimum beight on day 14 to mpidly recover to reach peak valoes on day 21
and, thereafter, it maintamed that height (Fig. 2 Although the volume occupied by spermatogonda did not vared throughout the
study (P = 0.1 the volume of the primary spermatocytes decreased during the same persod (P < 0.01; Table 2). This diminution
was even mare marked in the caze of secondary spermatocytes (F < 0L01), round (P < 0.01) and slongated (P < 0.01) spermatids
as well as luminal spermatozoa (P < 0L01) which reappeared just before the end of the sody on day 42 Conversely, the volume

Tahle 1

Morphomeiric data of the 30 male cats which had been administered (d 0) a siogle PO dose of 12.5 mg/Ag RT-4587-073(1) and randomly hemi-
archiechomized rwice on: day -14 [n = B), 6h{n = &), 1Zh (n = 8), day 1 {n = &), day 7 {m = 8), day 14 (n = &), day 21 {n = &), day 35 (= = &] ar
day 42 (n = &),

d-14 h & h1X h 24 d7 d 14 d Il d 35 d42

By wuight (kg 483 = 028 G35 & 035 400 = 040 440 & OBF 44 = Q2B 4.8 & L& 465 = RA5 403 & Q0% 447 = R32

Tsilis wigght (3] 185 = 312 L% £ 03 185 = 024 193 & i LE7 = B35 167 = 034 177 = 621 L&% = 047 192 + 55

Teiticiilar velumen 160 = 043 254 & 040 200 = 20 27 £ 02F 267 = 007 LS & 092 228 = QA2 243 & 066 254 : GGB
)

Gl csormsatic 008 = 001 00E o+ 008 008 = G0l D% o+ 000 008 = G0l 008 & 000 008 = G0l 008 & 000 008 + G0l
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Fig. 1. Glant multinweleated eell (Glemsa siain, 1000X) found in epididymal sperm during the first 24 b afier BET14587.073(1) administration in
must of the male eats af Table 1.

occupied by Sertoli cells increased 24 h after treatment to significantly decrease up to day 14 when it began to return to pretreatment
wvolume (P < 0.01; Table ZL

Although, the volume cooupied by Leydiz cells decreassd in the first post treatment observations (P < 0.00; Table 2], fecal T
concentrations did not vary during the same period (data mot shown; P = 0L1]L Finally, this indenopyridine did not casse general,
digestive or behavioral side effects in any animal during the study period.

4. Discuszion

Widespread use of contraceptives has been limited in male felids by safety concerns and the lack of effective choices. In spite that
indenopyridines have shown antispermatogenic effects in several mammals, there are species differences which justfy such study in
the feline species. Up to the anthors” knowledge, this is the first report that describes their effects in cats.

In line with most articles in mts (Hild et al., 2001; Koduri et al., 2008) and monkeys (Hild et al., 2007a) but unlike to those in
horses (Fozor et al.. 2014), T did not seem to be affected by ETI-45E87.073 {1) treatment in these felids. While suppression of T and,
therefare, likido woald have been desirable in domestic cats, T dependent changes in behavior and phenotype are definitively a
disadvantage for wild felids as they may alter their group hierarchy as well a5 their secondary sexual charcteristics. Conversely, the
volume oocupied by Leydig cells was decreased in the post treatment ohservations. In this respect, it should be borne in mind that in
this trial, fecal determinations coald have masked transient serum T variations that could have been evidenced in blood samples. In
line with a horse report using the same pharmacological protoon] (Pozor et al.. 2014), total testicular volume did oot change
throughout the days of this feline trial.

The rapidity of histological effects was one of the most interesting findings of the present antispermatogenic protocol. Similar
rapid effects of treatment with ET-45870731) on testicular tissue were previously described in monkeys, horses, dogs and rats
(Chang et al, 2002; Hild et al., 2001, 2007a; Pozor et al., 2014

Particularly, the semmniferous epithelium vacoclization and slosghing inte the tubalar lumen causing severe tabular dis
organization is a common histopathological observation associated with Sertoli czll injury after exposure o testicular toxicants
(Johnson, 2015; Vidal and Whitney, 20141 The multinucleated giant cells found both in the epithelium and semen are thought to
arise from fusion of degenerate spermatids with aboormal intercel ular bridges (Vidal ard Whitney, 2014). This kind of cells was als
previously ohserved in rats, horses and dogs treated with bisdiamines (Chang et al., 2002; Hild =t al., 2000; Pozor et al., 20013).

Specifically, indenopyridines alter Sertoli cells = germ cell adherents’ juncticn proteins leading to a massive germ cell boss (Kodun
et al, 2004). Az Sertoli cell junctions are an essential component of the bloodstestis barrier required for normal spermatogenesis they
have been considered a target for male contraceptive development (Lee et al., 2009). In this study, the injury in Sertoli cells could, not
only, explain the early inrease in their own volume but alsp the augmentation of the whole tubokar diameter associated with fuid
production on day 1 (Vidal and Whitney, 2014).

As expected, in the presence of these severe histological findings almost all cellular components of the germinal epithelivm were
significantly affected by the indenopyridine treatment. Importantly, the major shortage of germinal cells ocowrred at the level of
spermatocytes and spermatids evidencing a svere loss of the owter layers.

Before the treatment on day «14 all histomorphometric parameters were in line with those previously described for the species
[Franca and Godinho, 200% Siemieniuch and Wockwek-Potodea, 2007). The early increase in the seminiferons tubule diameter
found in this study has also been associated with the tubular fluid production after Serioli cells toxicant administration (Vidal and
Whitney, 2014). The late asgmentation of this diameter oo day 35 could be explained as a rebound recovery of spermatogenesis at
that time point (Meisami et al, 1984}

The whaole height of the germinal epithelium rapidly decreased to twao layers of cells on day 14 to recover to values even higher

1%
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Fig. 2. Semindfenous nebules of the cats and experiment of Table 1 ac different time podnes -14 (A), 6§ (B), 120 (T, day 1 {0}, day 7 (E), day 14 (F),
day 21 [G], day 35 (H] and day 42 (I) All sections were stained with hemasoxylin and eosin (400).

Notice normal germinal epltheliom and spemssnzoa ar the lunsinal border (A), fluid in the lumen of a seminiferous tubule (B), seminiferons
epithelium sloughing into the lumen with a glant maliinucleated cell in the center (), severe disorganizadon of the seminiferous eplchelium with
necluding deritus flling the humen (D, epichelivm sloughing is fnishing and some vacunles are appearing, leminal detrines is diminishing (E), thin
gemminal epithellum with frayed luminal border and some deerins in the lamen (F], quite recovered gemminal epdiheliom with siill some vacuoles
and a clean lumen (G, recoversd germinal epichetism height with some vacwales (H), folly recovened germinal epitheliam with abandant elongated
spermatids at the lunzinal barder (1.

than the prefreatment cnes a week later. The tubular presence of unaffectsd spermategonias throughout the stody period guaranteed
the recovery of spermatogenesis and, therefore, the reversibility of this feline pharmacoogical protocnl. Indenopyridines have
variably produced either a reversible (in dogs, monkeys and horses; Chang et al., 2002; Hild et al., 2007 Poeor et al, 2013) or
irreversible (in rats; Hild et al., 2004) effect on fertility. Surprisingly, the lowest doze « 2.5 mg/kg - among these triaks, was the one
which cansed frreversihle damage in laboratory rodents (Hild ec al., 2004 ) which suggests a species « specific effect. In these domestic
cats, reversibility of the germinal epitheliom ocourred at approximately one feline spermatic cyche pedod (Franca and Godinho,
H03). Semikarty, in indenopyridine treated horses and dogs, reversible spermatogenesis was noted 6 and 7 weeks after its admin.
istratiom,, respectively [Chang et al., 2002; Pozor et al., 2014}

Considering the rapid and severe histological changes as well as their reversibility it would be of interest in the futare to in wive
test fertility during the peak indenopyridine effect and also after spermatogenic recovery so that rational, single or serial « doses
prococols could be proposad for felids.

Finally and in keeping with publications in redents (Fail et al., 20007 no observable adverse effects such as body weight loss or
digestive problems were found in the treated animals, suggesting that this compound might naot have general toxicity in felids.

It was concluded that KTIeAS87073(1) represents a rapid, effective, reversible and safe nonssteroid antispermatogenic oral
protosol for male cat contraception as it severcly disrupted spermatogenesis during the first 24 h after treatment returning to wors
mality in approximately one spermatic cycle. Further refinement, incloding repeated doses and surveillance for toxicological and
longsterm adverse effects, of these indenopyridine derivatives should be carried out before their field implementation could be widely
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Thee aims of this snady were: to ultrasonograhically describe and compare testicular parenchyma echo-
genicity and keterogeneity wsing digital image analysis im: 1) prepubertal (PREPL peripubertal [PERT) and
mature (MAT) cats; [I] Mormal and abnormal mature felids. Sarondary, the relationships between biss
tomorphological and ultrasonographic atiributes of the tesies were also determined. [} Fourteen, PREF,
PERI and MAT male cats were ultrasonographically examined and then castrabed. 1l) Seven adult cars
were uhtrasonographically examined before and after 2 GnEH antagonist admdnistration and then cass
trabed. All the testes were grassly and histomarphometrically assessed. Im the frozen digital images of the
loeginadinal ultrasound sections, 3 regions of interest (RO, 1 mm2) were selected. Within zach RON the
ectwogenicity and the heterogeneity of the testicular parenciyma were digitally analyzed. In experiment 1,
testicular volume {015 & 0.0 v, 049 & 00 ve LES & 01; P« (01) and gonadosomatic index (0.04 4 00
ve (05 & 000 vs. 008 & OU0; P < W00, echogenicity (36.54 & D75 ve B1E7 & 5.88 veBdET & 162;
P = 0.01) and beterogeneity (102420 & 13740 ve1365 & 065 v 1467 + 149; P = 001) augmented
throughout FRE, PERL and MAT. I experiment I, testicular volume (LDO 4 009 v, 085 4 0L0S; P < 00S),
edhwogenicity (5774 & 153 vs. 83,32 & 154; P01 ) but not beterogeneity (1409 & 0,26 ve 1419 & D.29;
P » 0405) decreased in the post GnRH antagonist aboormal testes. For both experiments, testicular
volume, seminiferous tubular diameter, percentage of spermatids a5 the most marure cell type, and
lumimal{incernabular ratio wene highly comelated (P < 0.01) with their echotextural attributes. Computer=
assisted image analysis of B mode ulirasooogram appears a5 a good indicatar of pubertal development
and mild alterations of spermatogenesis in felids,

@ 2020 Elsevier Inc. All rights resered.

1. Introduction

Seaual immaturity and testicular lesions, are causes of sub and
infertility in domestic cats |2,5] Both puberty and mild testeular

Domestic cals have been increasing in popularily as pels oswer
thedr caning counterparts. Several explanations for this shift have
been postulated including that cats cost less to keep, and are mare
Teasible in urban fettings. Domestic felids have alio been extens
sively used as models for human dseases and for asssted repro-
ductive lechnologies i wild endangered felids [1] With the
increasing interest in breeding cats the reguests 1o determine pu-
berty and to investigate cases of reproductive Fxilure have become
muore fregquent.

* Comespending author. Cester of Repraductive Flysiology, Faculty of Veserinary
Sciendis, Mariosal Univessity of La Plara, 60 y 158, La Plara, OC 296 (B 1900 A%

[afia.
E-rmail  addreisest cpebelloliovunlpediarn,  onstinagebello@gmailosm
(L. Gobello}

Biure il Lo [ 10 10 B e it v oy DO LLOE.D 1 2
003601 X 2000 Elesva bic. Al rgghts el

lesians are difficult to clinically diagnose in this speces. Although
the mos acturate test for diagnosis is testicular biopsy, this “gald
standard™ procedure i invasive and, therefore, rarely performed in
practice. Thus, sensitive, non-imasive diagnostic methods are Sill
required 1o contribule o the breeding soundness examination in
this species.

Twoe=dimensional ultrasonography is a non invasive diagnostic
technigue that has been widely used in the androbogical exam of
mast mammakian species. Although, tedxular parenchyma is
commonly described ag a tmfue of medium heterogeneity and
homogeneous echofexture |4] these appreciations are subjective,
The present availability of high-frequency and resolution equip=-
ments has permitted the accurate evaluation of the cellular
composition of a tisswe, Additionally, digital image analyss sup-
ports ulirmound Andings 10 be a quantifiable ool Thus,
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echogenicity Le pixel intensity i described in terms of numerical
walues which range fram 0 (absolute black ) to 255 [absolute white)
and heterogeneity as pixel standard deviation of echogenicily,
which reflects the existence ol interspersesd hyper- and hypoechoic
areas in a tissue [5]. These gquantitative evaluations have been
mmainly carried out in farm animals testes [ 5—7] and there are also
somme reports i horses and dogs [ 5.9]. Althowgh, fine tuning of this
techmigue would contribute to the reproductive performance of
this species, 1o date, no computer-assisted image analyss of
testicular ultrasonograms appear 1o have been published in do-
Ieslic cals,

Thus the aims of this study were twolold: to ultrasonagrahically
describe and compare testicular parenchyma echogenicity and
heterogeneity using digital image analysis in: 1) prepubertal, peri=
pubertal and postpubertal cats and II) Normal amd abnormal
mature feline testes. Secondary, the relationships between histo-
marphoelogical and ultrsonographec attributes of the gonads were
abso determined. In Experiment 1L a pharmacological madel of
spermatogenic impairment was wsed. For this purpose, acyline, a
potent gonadotrophin releasng hormene (GnEH) antagonst was
selected as spermatogenic disruptor, based on previcusly described
deleterious effects on feline spermatogenesis | 10]

2. Materials and methods

21 Experimend |

211 Anirmaois

Fourteen, 5—36 months of age, 2.5—4.7 kg body weight, pre-
pubertal (PREF), peripubertal [PERI) and mature [MAT) healthy,
crossheed male cats that were born in our institutional cat colony
were indluded in this study. The animals were kept free in enriched
5 m® roams with 14 h of light/10 dark per day, fed premium com=
mercial food and given water od libilum This study was reviewed
and approved by the Animal Care amd Use Committes of the Yet-
erinary School of the National University of La Plata and all ex=
periments wene conducied under the guidelines e<tablished in The
Cuide for The Care and Use of Labaratory Anirmals, USA,

212 UMrosanographic evalumions

Ultrasonographic evaluations were underaken by a single
experienced evaluator wsing a real time B=mode ultrasound ma=
chine [Teshiba Nemio XG, fapan) with a 14 MHz lineal transducer in
both testiches ol each animal. All machine settings were established
at the first examination acording to best image quality and
remained unaltered for all remaining examinations [Gain: 100,
focal depthe 2 cm) Acoustic gel was applied 1o the transducer and
coupled directly to the dipped scrotum with minimum pressure (o
obtain the mages. The testes were imaged in the longitudinal and
transverse planes and dimengions were oblained from lrazen im=
ages, using the ultrasound callipers. Total testicular volume was
abso calculated as described by Linn et al. (2009 [ 11]). In the frozen
digital images (jpeg of 640 = 480 pixels) of the longihwlinal sec-
tions, 3 regions of nterest (RO 1 mmzjhmsel:d.od, I bvisiery ithe
central mediastinum and the testicular capsule (12 ROljcat). Within
each RO the achogenicity and the heterogenesty of the testicular
parenchyma were analyzed uiing Image | software [Mational [n=
stitutes of Health, Bethesda, Maryland, USA)L

213 Orchidectomies
A routine open castration was performed || 12]. For the surgery,
the animals were pre=medicated with atropine sulfate, (Atropine

Swlfate, John Martin; 004 mgfkg, subculaneously), acepromazine
maleate [Acedan, Holiday; 003 mgiky subcutaneously)l and
butorphanol (Torbutel Pus, Fort Dodge; 02 mgfkg, intramuscu-
larly). Anestheiia was induced with sodium thiopental [Pertovet
TH, Richmond; & mgfkg intravenous] After the males were
endotracheally intubated, anesthesia was maintained with iso-
Murane and oxygen in a closed syslem After surgery ketoprofen
(Ketolen, Fort Dodge; 1 mgflkg)was injected subcutanecusly [once)
and then orally every 24 h for 4 additional day<. Alter orchidectomy
all the cats were placed for adoption.

214, Gross, seminal and histologion! examination

Immediately after surgical removal, the testes were weighed [g]
Conadosomatic index (X | 13]) was also calculated. The testes were
sectioned longitudinally, placed in Bouin's fixative for 24 h and then
changed to akoahol 70 and processed routinely with paraffin
embedding. After processing, 5 pm serial sections were cul,
mounted on slides, dried, deparaffinized in xylene, rehydrated in
graded ethanol solutions and stained with hematoxylin and eosn
Al histological determmations were made by a single operator
without knowledge of the age at which the animals were castrated.

Histological images were obtained from a micrascope (ympus
EX50, Tokyo, Japan); 10X or 40X through an attached digital RGE
video camera [Omax A35180U3, China) and digitalized in a 24 bit
true cobor TIFF format. Ten round tubular profiles per peitis were
evaluated for mean twbular diameter {pml mean germinal
epithelium height (um) as well as the identification of the mos
developed germ cell found in the sermimiferous tubules of each cat
The percentages of tubular cross sections containing dilferent
identified magt mature cell were recorded. The propartion of the
tubularfimtertubular and luminalfintertubular compartments were
also calculated. Images were analyzed by planimetry (Image Pro
Plus w6 0=-Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USAL

Peripubertal state [FERI) was defined when tubular diameter
was 100—130 prm and a multilayer germinal epithelium (up 1o the
spermatide or spermatoena stage] was present inomone than 508 of
the tubules. Lower and higher values were considered pre (PREF)
and mature [MAT) states, respectively | 14].

22 Experiment I

221 Animals end phormacological profocel

Seven, 13 years old, 3248 kg, cross-bred fertile cats fram our
institutional cat colony were administered acyline (Contraception
& Feproductive Health Branch Center for Population Research, NIH,
Bethesda, MD, USA) 330 pgfkg SC once a week for 4 consecutive
weeks, Acyline |acetyl-D2ZNal-DACIPhe-D3PalSer-Aph (ackDAph
(AckLeu-Lys (IprPro-D=Ala-Nh2] was provided in a [yophilied
powder which was suspended in Sterile distilled water [concens
tration, 2 mgfmL) The antagonist dose and frequency of adminis-
tration were s=lected sccording 10 our previous studies | 10,15]. The
anirmals were kept under the experimental conditions described for
Experiment L This study was reviewed and approved by the Animal
Care and Use Committes of the Veterinary School of the National
University of La Plata and all experiments were conducted under
the guidelines established in The Guide for The Care and Use of
Labaratary Animals, USA

222 Follow wp

Testicular ultrasound evaluations were carried oul one wesk
before trestment (FRETR) and one week after the last antagondst
administration [POSTR) Then all the cats were submitted 1o
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& = B) make cars. Diferear ks above the colamin sherw diferences of P - 001

orchidectormies. Immediately after surgical removal, the testes
weere grossly and hstologically assessed. All ultrasomographic and
histological procedures were carried out a8 explained for Expern-
ment L The castrated cats were also placed for adoption.

23, Sraristical amalysis

Mormality of ablained data of both experiments was confirmed
by Shapiro-Wilk test. Gross testicular parameters and ROls echo-
genicity and heterogenesty values of the 3 groups [PREP vi. PERI ws.
MAT) of Experiment | and the 2 groups [PRETR ws. POSTR) of
Experiment Il were compared by one way ANOVA Followed by
Tukey test amd paired Student’s =test, respectively. For bath ex-
periments, achotextural parameters were correlated with gross and
microscopst alfributes of the testes by Pearson correlation best,
Descriptive statmstic was expressed a5 mean + SEM and the level of
significance was set at P 0.05 (SPSS, Inc, Chicagn, 11, USA)

3. Resulis

In Experiment |, 6, 2 amd & cats were histomorphometrically
classified as PREF, PERL and MAT, respectively. Testicular volumse
[0.05 £ U0 ve 049 = 0.1 vi 165 + 0.1; P o« 0001) and gonadasomatic
index [004 + 0D ws, 005 + 00 wa. 008 + 0.0; P < U ) increased
with reproductive development, showing differences among the 3
groups. Both echogenicity (P« 0u01] and heterogeneity (P < 0.01)
also augmented throughowt PEEP, PERI, and MAT [Fig. 1).

In Experiment I, acyline causesd mild histological spermatoge nic
impairment with a diminutson of 34% and 18X of normal germinal
height and tubular diameter, respectively when compared 1o what
hag been reported For normal testes in this species [13]. In this
experiment, testioular wolume (cc; 100 + 0.09 ve 085 + 01;
P o 0,05) and parenchyma echogenicity (P = 0.01) but not het-
erogeneity (P = 0,05; Fig. 1) decreaged in POSTE. Correlations be-
tween grois [ablo Fig. 3) and histomorphological vesticular

&g a a0
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B
|
! H
‘% ?5/ E E 75 2
w |"' e i
[ . : 410
a J a
PRETR POSTR

Fig L Temtioalar (S + SEM ) edogesicny (alid] P < U ] dd hebimogeneiny | scatanad) o 005] 607 adull fak cirs bidisie [PRE) and dfter (POSTR) 4 wiekly slmisisiation of

i anylinet [330 yogfleg) S0 Diferiat bt abeive the: Cobsmming shevw @ffesences of P = 0UL
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Fig. 3. Corselarioss bepween geaadesosatic index asd echegenuiny (A P« 1) and Beserogesesry (B; P < Q01 of cazs of Figs. | and 2. See ales Tabie L

parameters with echodextural attributes of bath experiments are
shawm in Table 1.

4. Discussion

Mlabe c.ats are particularly difficult to androbogically examine not
anly because of their comparatively reduced body st but also for
their innate tendency o experience stress requining sedation or
even anesthesia for minor maneuvers. Thus, in this study,
computer=assisted image analysis of B mode ulirasonogram was
evaluated a5 a non=imasive techmigue 1o contribube o the male cat
breeding soundness examination

As expected, in the growing cats of Experiment L testicular
wolume and gonadosomatic index increased up to what has been
previously deseribed as adult valses | 13]. In line with reports in
humans [ 16], ruminants |5,17-19] and horses [9], in these cats,
compuler=assisted anabysis of testioular ultrasonograms  could
differentiate pre from postpubertal state.

In domestic Felids, the tame 28 in other mammals, the onset al
spermatogenesis during peripubertal development s acoompanied
by changes in testicular microstructure [ 4] An increase of semi=
niferaws tubule diameter and lumen a5 well as of the epithelial
Tabile 1

Convelafiom betwess tasticular grons and histossepbslagical wath echoteaural
artribiines of cans of Ags 1 aind 2

G & MECTOSCOPIC paramerers  Echogeniciny g Heteegeneity p

Temicular wolime [ecf) 038 A 0E8 <[
Genadeiemars: index &3 <00l 046 <0
Tbvular dissten {pm) .58 <0 07 <0
Egithaelram height {um) 1] 01 032 0L
Spermalegsiia X} -0.75 A0 -078 Al
Primiary sperimarocytes () o.i4 01 A2 =0l
Reend spersaids (£) .41 a0l 043 i
Blengaied spermarids (%) &2 <001 05D <l
Spermansing [X) 0.39 05 033 =Ll
Tdviaki it uilvalir rara 038 05 033 =Ll
Lumisalfingermubilar rarss .54 <001 042 i

height, due to the appearance of mare mature spermatogenic cell
types, occur | 19]. Thus, the increase in schogenicity is asociated
with these testicular changes leading to the anset of pubertal
spermatogenesis [50720] Furthermore in agreement with a
similar study in ram lambs, the seminiferous wbalar diameter of
the present study had the strongest cormelation with testicular
echotexiure |5].

To investigate the echatextural charscteristics of adult cats with
impaired spermatogenesis, a suitable pharmacological model was
e for Experiment IL As previously reported |15, in these cats,
the GnRH antagonist treatment redsced testicular valume causing
mild seminiferous tubular deterioration which could mimic sub=
fertility cases. In spite of these mild histomorphometric testicular
changes, computer-assisted image analysis of B mode ulirasona=
gram could differentiate abnermal from normal spermatogenesis
by a significant decrease in piel intensity. Although it can be
assumed than more severe lesions, e.g. testicular degeneration ar
atrophy, could be quantitatively mone evident, the reproductive
impartance to these end stage lesions is moch |ess clinically rele=
vant. Similarly, in bulls echogenicity decreased in the firsg 2-3
weeks alter scrotal insulation, coinckdently with the diminution in
sperm motility and normal morphelogy [21]. In stallions, retained
abdominal testes have also lower and less heterogeneous echoge=
nicity than scrotal testes |9). In domestic dogs, poor seminal guality
hig been associated with decreased parenchyma echagenicity [22]
and future sperm motility was positively related 1o gonadal echo=
genicity [23].

Testroular spermatogenic cells are known to affect the grey-scale
appearance of sorotal uhrasonograms |5] and changes in the
comipasition of ubular o#ll population affect echotexture, Thus, in
bath experiments, the cytodogical and echotextural comelations
shifted Irom negative with the less mature cell types -ie. sper-
matogonias = to positive with the more mature cell types = e
elongated spermatidi=in spermatogenesis evidencing a marked
increase in echoge mcity.

It was concluded that, in domestic cats, testicular parenchyma
variations were accompanied by changes in their echotexture, thus,
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computer-assisted image analysis of B mode ulirasonogram ap-
peart as a good indicator ol pubertal development and mild alter-
ations af spermatogenesis. Further research in a Larger number of
animals needs o be carrisd out before computerized image anal-
v of ultrasonograms may be widely used in climical setfings.
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