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EFECTO DEL ANDROGENO ENANTATO DE TESTOSTERONA EN FELINOS
DOMESTICOS (FELIS CATUS) PREPUBERES

Palabras claves: Felino doméstico, Enantato de Testosterona, Contracepcion, Postnatal

RESUMEN

Con el objetivo de describir el efecto de un androgeno en el control de la reproduccion indeseada de
los felinos domésticos se realizo un estudio aleatorizado con grupo placebo. Los gatos fueron ubicados
en los siguientes tratamientos: Enantato de testosterona (ET) 12,5 mg (n=13) o Placebo (PL; n=10)
subcutaneos durante las primeras 24 horas de vida. Los felinos se controlaron clinica, reproductiva y
endocrinologicamente hasta la pubertad cuando se prob¢ su fertilidad in vivo. Finalmente, los animales
fueron castrados y sus gonadas y uteros estudiados macro y microscopicamente. La anovulacion se
produjo en 6/8 vs. 0/5 hembras del grupo ET y PL, respectivamente (p<0,05) y la fertilidad en 1/8 vs.
3/5 hembras de los mismos grupos (p>0,1). Los machos resultaron fértiles 4/5 vs. 5/5 del grupo ET y
PL, respectivamente (p>0,1). En ambos sexos, las concentraciones de testosterona fecales fueron mas
elevadas en el grupo ET durante las 2 primeras semanas (p<0,05). Las concentraciones fecales de 17§-
estradiol en hembras no presentaron diferencias entre los tratamientos (p>0,1). Todas las hembras ET
presentaron transitoriamente agrandamiento de la vulva y del clitoris y una de ellas tuvo nodulos
mamarios. En los ovarios se hallaron foliculos en crecimiento y cuerpos liteos, en los animales
anovulatorios y los que ovularon, respectivamente. La evaluacion microscopica uterina reveld que en
el area ocupada por las glandulas uterinas (p<0,01), la altura del epitelio glandular y luminal, fue
menor en el grupo ET (p<0,05). En los machos ET disminuy6, aunque no significativamente, el peso y
volumen testicular, el diametro y la longitud de los tubulos seminiferos asi como el volumen de

espermatogonias y células de Sertoli. La disrupcion endocrina con un andrégeno de larga accion



durante la ventana critica postnatal provoco una alta proporcion de infertilidad anovulatoria y efectos

adversos transitorios. Este tratamiento podria tener un futuro contraceptivo en esta especie.



EFFECT OF THE TESTOSTERONE ENANTHATE, IN PREPUBERTAL DOMESTIC CAT
(FELIS CATUS)

Key words: Domestic cat, Testosterone Enanthate, Infertility, Postnatal

SUMMARY

To describe the effect of an androgen on the control of unwanted reproduction of domestic cats, a
randomized controlled trial was carried out. The cats were allocated into one of the following
treatments: Testosterone enanthate (TE) 12.5 mg (n = 13) or Placebo (PL; n = 10) subcutaneously
within the first 24 hours of life. The felids were followed up clinically, reproductively and
endocrinologically until puberty when their fertility was in vivo tested. Finally, they were
castrated/spayed and their gonads and uteri were studied macro and microscopically. In females
treated with TE, the anovulation occurred in 6/8 vs. 0/5 of the PL group (p<0.05) and the fertility was
1/8 vs. 3/5 for the same groups (p>0.1). The males were fertile 4/5 vs. 5/5 of the ET and PL groups,
respectively (p>0.1). In both genders, fecal testosterone concentrations were higher in the TE group
during the first 2 weeks (p<0.05). In females, fecal concentrations of 17B-estradiol showed no
differences between treatments (p>0.1). All TE females had transient enlargement of the vulva and
clitoris and one of them demonstrated mammary nodules. Ovarian evaluation revealed growing
follicles and corpora lutea, in those queens that had not ovulated and those which had ovulated,
respectively. Microscopic uterine evaluation showed that in the area occupied by the uterine glands
(p<0.01), the height of both the glandular and luminal epithelium were lower in the TE group than in
the PL (p<0.05). TE males had decreased, although no significant, testicular weight and volume,
diameter and length of the seminiferous tubules as well as the volume occupied
by spermatogonias and Sertoli cells. Endocrine disruption with a long acting androgen during the
critical postnatal time window caused a high proportion of anovulatory infertility and transient adverse

effects. This treatment could have could have promise as a contraceptive strategy in this species.



INTRODUCCION GENERAL

Durante un largo periodo de tiempo la reproduccion de los gatos domésticos (Felis catus) no ha sido
suficientemente estudiada. Sin embargo, en las ultimas décadas los trabajos en esta especie se han
incrementado debido a su uso como modelo bioloégico experimental para el estudio de la reproduccion
de felinos en vias de extincion (Axnér y Forsberg, 2002). También ha influido en este incremento el
hecho de que los gatos, aumentaron notablemente su popularidad como mascotas ya que se adaptan
facilmente a los espacios reducidos y a largas jornadas laborales de sus propietarios (Zasloff, 1996).
La gata doméstica, al igual que otros mamiferos domésticos tales como la yegua, cabra y oveja,
comparte la particularidad de ser poliéstrica estacional, es decir que ciclara de manera repetida durante
una estacion reproductiva (Feldman y Nelson, 2000). En nuestro hemisferio el periodo reproductivo de
la gata comprende las estaciones de primavera y verano, sin embargo, bajo un régimen luminico
artificial de 12-14 horas de luz diarias, ciclan durante todo el afio (Robledo y col., 2003). Por el
contrario, si las gatas son expuestas a un régimen luminico diario corto, 8§ horas de luz diarias, la
actividad ovarica cesa y consecuentemente la hembra entra en anestro estacional (Leyva y col., 1989).
Se considera que la gata doméstica alcanza la pubertad cuando ha ganado por lo menos el 80% de su
peso adulto, es decir, 2,3 kg a 3,2 kg (Concannon y Lein, 1983). Asimismo, el comienzo de la
actividad ovérica esta influenciado por varios factores entre ellos la época del afio en que la hembra
nace. Asi, aquellas que nacen en invierno comienzan su actividad sexual mas tempranamente que
aquellas que nacen en verano (Tsutsui y col.,, 2004). Por otro lado, la pubertad presenta cierta
heredabilidad; es asi que razas de pelo corto como el Siamés son mas precoces que las razas de pelo
largo como la Persa (Povey, 1978).

En la hembra felina doméstica la ovulacion es, generalmente, inducida por el coito (Verstegen, 1998).
El principal mecanismo fisiologico para la ovulacion es un arco reflejo vaginal -médula -hipotalamo

en el que la estimulacion de la copula conduce a la liberacion de la hormona liberadora de



gonadotrofinas (GnRH) y ésta induce la liberacion de la hormona luteinizante (LH) desde la hipofisis
anterior (Verstegen, 2002). Dependiendo del dia de la fase folicular en el cual se encuentre la hembra
y del nimero y frecuencia de coitos, se producird o no liberacion suficiente de LH para provocar la
ovulacion (Lawer y col., 1993). La frecuencia de servicios es regulada por la receptividad de la
hembra; puede variar entre 3 y 8 veces en 4 horas 0 20-30 veces en 36 horas. Debido a que menos del
50% de las hembras ovulan con un solo servicio, para lograr prefiez se aconseja realizar un minimo de
4 servicios por dia en un lapso de 4 horas durante el segundo y tercer dia del estro (Lawer y col.,
1993). También se ha demostrado que el 25-30% de las gatas aisladas o alojadas en grupos presentan
ovulacion espontanea (Gudermunth y col., 1997).

El apareamiento pocas veces es visualizado debido a que se produce muy rapidamente. El macho
efectiia, en primer término, un reconocimiento de la hembra olfateando la zona genital, luego aborda a
ésta lateralmente y la toma por el cuello, incluso a veces se especula sobre la ocurrencia del servicio
por la presencia de saliva en el cuello de la hembra. La gata eleva la pelvis, desvia la cola y realiza
movimientos de pisoteo con sus cuartos posteriores, emitiendo vocalizaciones y maullidos al tiempo
que el macho realiza la penetracion y eyaculacion (Feldman y Nelson, 2000). Una vez ocurrido el
servicio, en la hembra se produce una reaccion postcoital, en la cual yace repetidamente sobre el
flanco, frotandose contra el terreno, rodando y sacudiéndose de un lado al otro, interrumpiendo esta
accion por lamido obsesivo del area genital, al tiempo que repele todo intento de acercamiento del
macho (Feldman y Nelson, 2000).

Si ocurre la ovulacion y se produce la fertilizacion, comienza una gestacion. Esta ultima tiene una
duracion promedio de 63 a 67 dias (Jemmett y Evans, 1977). Si los servicios se realizan durante varios
dias la ovulacion puede ocurrir en cualquiera de ellos, ocasionando un alargamiento aparente de la
gestacion, si se cuenta desde el primer dia del servicio (Root y col., 1995; Soame, 1936). En el caso de
que la fertilizacion fracase se inicia una fase lutea denominada “pseudogestacion”, con una duracion
de alrededor de 40 dias (Verstegen, 1998). Luego de cada fase folicular y gestacion o fase lutea vacia

la hembra entra en un periodo corto de reposo sexual llamado interestro. La duracion de este intervalo



varia de 8 a 10 dias promedio (Johnston y col., 2001). Luego retoma nuevamente la actividad sexual, o
bien entra en anestro estacional, si ha finalizado la temporada reproductiva.

El anestro es un periodo caracterizado por la ausencia de ciclos estrales. Esta fase ocurre
fisiol6gicamente cuando disminuyen las horas de luz en otofio-invierno, con el consiguiente aumento
de melatonina y prolactina, y concentraciones basales de estrogeno y progesterona (P;) (Verstegen,
1998). Durante este periodo la gata no atrae al macho y lo rechaza en forma agresiva.

En la especie felina la citologia vaginal es un método utilizado como diagnostico para evaluar el
estadio del ciclo estral. En un extendido de células vaginales se pueden encontrar células parabasales,
intermedias y superficiales dependiendo el tamafio y forma de las mismas. Asi, las gatas en celo
presentan una citologia vaginal con mas del 80% de células superficiales que pueden ser nucleadas o
anucleadas; las hembras en interestro presentan mayoria de células epiteliales intermedias y
ocasionalmente puede observarse la presencia de neutrofilos, finalmente en las que estdn en anestro
hay predominio de células parabasales y una escasa cantidad de células intermedias y leucocitos (Mills
y col., 1979).

Los machos felinos alcanzan, normalmente, la pubertad con un peso aproximado de 3,5 kg y edad
variable. Contrariamente a lo que sucede con las hembras, los machos son fértiles durante todo el afio,
aunque la libido y la fertilidad se ven atenuadas durante los meses con menos horas de luz (Schmidt,
1986). Los gatos machos nacen con los testiculos descendidos en las bolsas escrotales. La barrera
hematotesticular y la presencia de células de Leydig maduras se establecen durante el periodo de la
pubertad (Sanchez y col., 1993) y el ciclo espermatico tiene una duracion de 46,8 dias (Franca y
Godinho, 2003). El pene del gato esta cubierto por 100-200 espiculas cornificadas y curvas, de 1 mm
de largo, que se dirigen hacia la base del pene (Feldman y Nelson, 1996). Estas espiculas se
desarrollan en la peripubertad y estimulan la liberacién de LH pituitaria en la hembra al momento del
coito (Aronson y Cooper, 1967). En los machos de esta especie la separacion balano prepucial y la
presencia de espiculas demuestran el desarrollo sexual adulto (Johnston y col., 2001).

Debido a sus particularidades reproductivas, los felinos domésticos son sumamente prolificos (Griffin,

2001a, b). Por ejemplo, una hembra puede producir mas de tres camadas de 4 a 5 cachorros por afio.



Asi, una sola pareja de gatos puede producir exponencialmente mas de 400.000 animales en 7 afios.
Los felinos, ademas, son dificiles de confinar, hecho que se agrava durante la temporada reproductiva
constituyendo un problema sanitario y social severo a nivel nacional y mundial.

El control de la reproducciéon en esta especie se realiza rutinariamente en forma quirurgica,
farmacologica o una combinacion de ambas. No obstante, la comunmente realizada gonadectomia, es
costosa, requiere personal entrenado, infraestructura, equipamiento y tiempos de ejecucion y
recuperacion muy prolongados para el control masivo de grandes poblaciones de animales. Por otro
lado, el control farmacoldgico se realiza con hormonas, generalmente esteroides sexuales como los
progestagenos y, menos frecuentemente, los androgenos.

Los progestagenos, analogos sintéticos de la P4, son compuestos farmacéuticos comiinmente utilizados
para controlar el ciclo reproductivo de los animales domésticos. No obstante, suelen provocar
importantes efectos colaterales en la especie como metro y mastopatias (Romagnoli y Concannon,
2003).

Por su lado, los androgenos son también esteroides derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno,
cuyas funciones principales consisten en completar la diferenciacion sexual del hipotalamo, la
maduracion y funcion de los érganos sexuales y el desarrollo de los caracteres sexuales masculinos
(Dakin y col., 2008). La testosterona (T) es un andréogeno que estd compuesto por 19 atomos
de carbono (C), un doble enlace entre C4 y C5, un atomo de oxigeno en C3 y un radical hidroxilo
(OH) en C12, resultando la siguiente formula C;9H,30, En los mamiferos, la T es sintetizada
principalmente por los testiculos y los ovarios, aunque pequefias cantidades son producidas por las
glandulas suprarrenales, ejerciendo su accion en los tejidos blancos mediante tres mecanismos. Uno es
uniéndose directamente a sus receptores androgénicos. Otro es bajo su conversion mediante la enzima
5 a reductasa en Sa-dihidrotestosterona, la cual tiene afinidad por el mismo receptor androgénico que
la T. Por ultimo, también actian mediante su aromatizacion en estradiol y ejerciendo accion sobre
receptores estrogénicos (Mooradian y col., 1987). El efecto de los andrégenos sobre la reproduccion
es, similar al de la P4, es decir retroalimentacion negativa sobre el hipotdlamo, ocasionando una

disminucion de la secrecion de GnRH y, consecuentemente de gonadotrofinas hipofisarias, resultando


http://www.ecured.cu/index.php?title=Ciclo_pentanoperhidrofenantreno&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Andr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

en supresion de la espermatogénesis y de la actividad ovarica en el macho y la hembra,
respectivamente (Romagnoli, 2009). Los androgenos no son usados en el control de la reproduccion
tradicional en los animales adultos de esta especie por sus efectos virilizantes tales como hipertrofia
del clitoris, aumento de la conducta sexual y agresividad (Romagnoli, 2009).

Por lo expuesto, es posible concluir que el control de la reproduccion indeseada de los felinos
domésticos esta muy lejos de lograr ser manejado nacional e internacionalmente (ACCD, 2002, 2004).
En este aspecto, los lineamientos internacionales para abordar el problema apuntan a la busqueda de
protocolos farmacologicos de tUnica dosis, seguros, efectivos en ambos sexos y con efectos
esterilizantes.

El incremento de las hormonas gonadales durante el periodo perinatal es un fendmeno fisiologico que
ocurre en la mayoria de los mamiferos (Gore, 2008). Este aumento se debe al desbloqueo del eje
hipotalamo hipofisiario gonadal del postnato producido por la elevada concentracion de hormonas
maternas durante la gestacion (Burger y col., 1991; Corbier y col., 1992; Herath y col., 2001). Luego
de este periodo, de duracion variable, los esteroides gonadales declinan lentamente hasta alcanzar los
valores basales tipicos de los animales prepuberes (Kolho y Huhtaniemi, 1989). En roedores y
primates las concentraciones plasmaticas elevadas de esteroides sexuales durante el periodo postnatal
afectan profundamente los patrones de diferenciacion sexual del sistema nervioso central, la fisiologia
reproductiva y el comportamiento, asi como también el desarrollo y la madurez del sistema inmune
(Mann y Fraser, 1996; Pryor y col., 2000; Kolho y Huhtaniemi, 1989). Existe, por lo tanto, un periodo
critico de vulnerabilidad en esta etapa. Si durante esta ventana de tiempo se producen exposiciones a
agentes exogenos (disruptores), éstos podrian afectar la competencia sexual del adulto (Pryor y col.,
2000).

El periodo de desarrollo reproductivo es especifico de especie y depende del estado de madurez de los
animales al momento del nacimiento (Gorski, 1985). Asi los carnivoros domésticos nacen con un
estado de madurez inferior al del resto de las especies domésticas. En los gatos domésticos el periodo
critico de vulnerabilidad se extiende desde la semana 1 hasta la semana 5 postnatal, donde se encontro

un aumento significativo de los esteroides sexuales seguido posteriormente de una notable
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disminucidon a concentraciones basales hasta la prepubertad (Faya y col., 2013). Si durante esta
ventana de tiempo se producen exposiciones a disruptores endocrinos, éstos podrian afectar el
potencial reproductivo del adulto (Pryor y col., 2000). Un disruptor enddécrino es una sustancia
exogena, con efectos deletéreos en las funciones hormonales de un individuo o de sus descendientes,
debido a cambios en la funcion endécrina (Cravedi y col., 2007).

La androgenizacion de ratas hembras, hamster (Gorski, 1979), cerdas (Ventanas y col., 1992) y perras
(Beach y col.,, 1983) durante el periodo postnatal resulta en esterilidad. También, en
machos androgenizados neonatalmente se observaron alteraciones sexuales anatémicas, endocrinas y
de conducta (Diamond y col., 1973; Piacsek y Hostetter, 1984; Vanderstichele y col., 1987; Ventanas
y col., 1992).

Hasta el momento, no existen estudios con andrégenos en el periodo critico del desarrollo sexual
postnatal en felinos con fines contraceptivos. El enantato de testosterona, un andrégeno sintético,
potente, de larga accion y ampliamente disponible en el mercado (Plumb, 2006), fue seleccionado
como disruptor endocrino del presente estudio.

En base a lo descripto anteriormente, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue contribuir al

control de la reproduccion indeseada en felinos domésticos mediante los objetivos especificos de:

[1 Describir los efectos reproductivos clinicos, endocrinoldgicos, comportamentales e histologicos
luego de la administracion postnatal de un androgeno de larga accion en felinos domésticos (Felis
Catus).

[] Probar la seguridad clinica del tratamiento.
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CAPITULO1

EFECTO DEL DISRUPTOR ANDROGENICO ENANTATO DE TESTOSTERONA

EN HEMBRAS FELINAS POSTNATAS

Introduccion

Los esteroides sexuales tienen acciéon organizacional durante la gestacion tardia y la vida postnatal
temprana en especies atriciales y precoces tales como ratones, ratas y ovejas (Jackson y col., 2013).
En particular, los androgenos poseen efectos organizacionales sobre el sistema nervioso central en
desarrollo durante el periodo postnatal temprano (Jackson y col., 2013).

En la rata hembra, existe un periodo critico postnatal, en el cual una Unica administracion de
andrégenos altera en forma permanente los mecanismos hipotalamicos que rigen los patrones ciclicos
de liberacion de gonadotrofinas y la respuesta de los tejidos blanco a los estrogenos (Gorski, 1971;
Harris y Naftolin, 1970; Lobl, 1975; Lobl y Gorski, 1974; Mena y col., 1992). Como resultado, las
hembras androgenizadas son anovulatorias y presentan alteraciones en la morfologia y funcion uterina,
asi como también exhiben algiin grado de comportamiento masculino (Barraclough y Gorski, 1961;
Lobl y Maenza, 1977). Por ejemplo, en cerdas neonatales la androgenizacion resulta en infertilidad
anovulatoria (Ventanas y col., 1992). También, cuando neonatas caninas fueron inyectadas con un
androgeno durante 3 meses luego del parto, se retrasdé la pubertad, y las mismas desarrollaron
sindrome anovulatorio y una falta completa de receptividad sexual al macho (Beach y col., 1983). En
el caso de ratas tratadas con testosterona (T) durante los primeros dias de vida se observd que
presentaban atrofia ovarica (Pinilla y col., 1993). El tratamiento con androgenos postnatales puede

constituir una estrategia para el control de la reproduccion indeseada en felinos, dado que resulta en
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esterilidad anovulatoria en la hembra adulta, la cual deriva de una liberacion tonica de gonadotrofinas,
también altera la funcion uterina normal y el comportamiento sexual.

A nuestro conocimiento, no existen estudios previos utilizando andrégenos en gatos domésticos
durante el periodo critico postnatal del desarrollo sexual, con fines contraceptivos. Con el objetivo de
confirmar la hipdtesis de que en los gatos domésticos, al igual que lo que ocurre en otros mamiferos
(Barraclough y Gorski, 1961; Beach y col., 1983; Ventanas y col., 1992), los androgenos exdégenos
inducen esterilidad si son administrados durante el periodo critico del desarrollo sexual postnatal, en el
presente capitulo se describen los efectos reproductivos clinicos, hormonales e histoldgicos de la
administracion postnatal de un androgeno. Asimismo, se evalua la seguridad clinica del tratamiento.
Para los estudios realizados fue seleccionado como disruptor endocrino el enantato de testosterona

(ET), un andrégeno sintético de accion prolongada (Plumb, 2006).

Materiales y métodos

Animales

Para el presente estudio se utilizaron 13 hembras felinas, hermanas de camada, desde el nacimiento
hasta su pubertad o la edad de 18 meses. Los animales nacieron y se mantuvieron, a lo largo de todo el
estudio, dentro de nuestra colonia experimental, alojados conforme a las normas internacionales del
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. Al nacimiento los cachorros felinos fueron sexados,
de acuerdo a la distancia anogenital, e identificados. Durante las primeras 6 semanas de vida los
animales se ubicaron en la maternidad junto con sus madres y luego del destete se introdujeron al
plantel general donde permanecieron sueltos en ambientes de 3 x 4 metros, enriquecidos para su
distraccion. A partir del primer mes de vida se les comenz6 a ofrecer alimento balanceado para
cachorros y agua ad libitum. Todos los animales fueron expuestos a un fotoperiodo de 14 horas luz y
10 horas de oscuridad. Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Uso y Cuidado Animal

de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina.
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Diseiio experimental y protocolo farmacologico

Las hembras felinas, hermanas de camada, fueron asignadas aleatoriamente dentro de las primeras 24
horas de nacidas a uno de los siguientes tratamientos:

-ET 12,5 mg total (Testoviron Depot 250, Bayer, Argentina) subcutaneo (sc) en la cara interna del
muslo izquierdo (ET; n = 8)

-Placebo 0,05 ml aceite de maiz sc en la cara interna del muslo izquierdo (PL; n = 5)

La dosis se seleccion6 en base a estudios piloto previos en felinos, basados en el modelo animal de

Barraclough y Gorski (1961).

Seguimiento

El seguimiento de los animales se extendio hasta la aparicion de los primeros signos de la pubertad. El
seguimiento incluyd aspectos fisicos, comportamentales y endocrinologicos. Las cachorras se
observaron diariamente durante un minimo de 2 horas a fin de detectar la aparicion del
comportamiento sexual tipico (Johnston y col., 2001) y/o de algiin efecto adverso. Semanalmente se
examinaron los genitales externos y las glandulas mamarias, asi como también, todas las hembras

fueron pesadas una vez a la semana como indicador de crecimiento somatico.

Citologia vaginal

Como bioprueba indirecta de las concentraciones estrogénicas, a partir de los 3 meses de edad, se
tomaron muestras citoldgicas vaginales 3 veces por semana, utilizando hisopos 6ticos embebidos en
solucidn fisiologica. Las muestras fueron coloreadas con Tincién 15 (Biopur®, Sta Fe, Argentina) y se
analizaron e interpretaron de acuerdo a Mills y col. (1979).

La pubertad fue definida como la aparicion del comportamiento sexual tipico del estro para la especie,
sumado a la presencia de mas del 80% de células superficiales queratinizadas en la citologia vaginal

(Johnston y col., 2001).
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Recoleccion de materia fecal, extraccion humeda de esteroides sexuales fecales y determinaciones
hormonales

A todas las hembras se les tom6 muestras de materia fecal para la medicidon de los esteroides sexuales
17B-estradiol (17B-E,) y T. Dichas muestras fueron obtenidas semanalmente hasta la aparicion de la
pubertad. Durante las primeras 5 semanas de vida fue necesario realizar estimulacion rectal para su
obtencion. Los animales de mayor edad fueron encerrados en gateras individuales con alimento y agua
hasta su defecacion. Una vez obtenidas las muestras, éstas fueron congeladas a -20°C hasta su
procesamiento. El procesamiento de la materia fecal se realiz6 a través del método descripto por
Brown y col. (2008), con algunas modificaciones realizadas por Risso y col. (2010 a, b). Brevemente,
las muestras fueron homogenizadas, luego se tomo una alicuota de 250 mg de cada una, a las que se
les agregd 5 ml de alcohol etilico absoluto, y posteriormente se las agitd, primero a mano y luego con
vortex, durante un minuto. Se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos, y del sobrenadante se
extrajeron 200 pl que fueron colocados en un eppendorf para dejarlo evaporar durante 48 hs hasta su
sequedad. El residuo seco fue resuspendido con 200 pl de buffer de esteroides para su posterior
medicion. Finalmente, los metabolitos fecales fueron determinados por electroquimioluminiscencia
(Elecsys Estradiol II, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Los resultados se expresaron en

valores de peso humedo (ng/g).

Prueba de fertilidad in vivo, diagndstico de ovulacion y preiiez

Cuando las hembras alcanzaron la pubertad fueron expuestas para su monta a un gato adulto, de
fertilidad conocida, durante todo el periodo del estro. Los apareamientos fueron observados y/o
diagnosticados por la presencia de espermatozoides en los frotis vaginales. Veintiun dias después de
finalizado el celo se tomaron muestras de sangre por venopuncion periférica para la deteccion de
ovulacion, mediante la determinacion sérica de progesterona (P;) por electroquimioluminiscencia

(Elecsys Progesterone II, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany; P4 > 5 ng/ml). Finalmente, en las
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hembras que ovularon, fue realizado el diagnostico de gestacion por ultrasonografia (Mattoon y

Nyland, 1995).

Ovariohisterectomia

Luego del diagndstico de gestacion, todas las hembras fueron ovariohisterectomizadas. Durante la
cirugia, los animales se premedicaron con sulfato de atropina (Sufato de Atropina, John Martin; 0,04
mg/kg, via sc), maleato de acepromacina (Acedan, Holiday; 0,03 mg/ kg via sc) y butorfanol (Torbutol
Plus, Fort Dodge; 0,2 mg/kg, via intramuscular). La anestesia se indujo con tiopental sédico (Pentovet
TM, Richmond; 8 mg/kg, via endovenosa). Una vez que los gatos fueron intubados por via
endotraqueal, la anestesia se mantuvo con isofluorano y oxigeno en un sistema cerrado. Se realizo una
laparotomia por linea media para la escision de los ovarios y el utero (Arnold, 2002). Después de la
cirugia se administro ketoprofeno (Ketofen®, Fort Dodge; 1 mg /kg) via sc (una vez) y luego por via
oral cada 24 horas durante 4 dias consecutivos. Finalmente todas las hembras fueron entregadas en

adopcion.

Examen macroscdpico e histolégico de ovarios y utero

Inmediatamente después de la escision quirtirgica del tracto genital, los ovarios y el ttero se evaluaron
macroscopicamente y se pesaron. Para el examen histolégico los ovarios fueron colocados en el
fijador de Bouin durante 12 horas, y finalmente en alcohol 70 % hasta ser procesados en parafina. Se
obtuvieron cortes seriados de 5 um de espesor, los que posteriormente fueron montados,
desparafinados en xylol y rehidratados en soluciones graduadas de etanol y finalmente coloreados con
hematoxilina-eosina.

Veinte imagenes con un aumento de 20X fueron capturadas por cada ovario y se determin6 luego el
numero de foliculos primordiales, primarios, secundarios y antrales, de cuerpos luteos y de foliculos
atrésicos por milimetro cuadrado (Reggiani y col., 2012). Los foliculos fueron clasificados bajo el
sistema propuesto por Bristol-Gould y Woodruff (2006) en: primordiales (ovocito pequefio rodeado por

una capa simple de epitelio plano), primarios (ovocito de mayor tamafio rodeado por una capa de epitelio
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clbico), secundarios (con 2 o mas capas de células de la granulosa y teca), antrales (presencia de espacio
antral con fluido folicular, células de la granulosa formando un muro, cumulus oophorus y dos o mas
capas de células tecales), o atrésico (con presencia de degeneracion de las células de la granulosa, el
liquido folicular con detritos celulares y formacion de vacuolas en el interior del ovocito; Hernandez y
col., 2010; van Wezel y col., 1999).

El utero, una vez extirpado, fue seccionado longitudinalmente para su inspeccion interna. Se realizaron
cortes de 0,5-1 cm, desde un punto medio entre la bifurcacion externa y la punta de cada cuerno
uterino. Las muestras obtenidas fueron procesadas para su estudio histolégico de modo idéntico al
descripto para los ovarios. El utero fue examinado con el objetivo de determinar la presencia o
ausencia de glandulas endometriales. Mediante planimetria fue medida el area ocupada por las
glandulas uterinas por micrometro cuadrado (um®), sobre el 4rea total de cada campo microscopico. La
altura del epitelio uterino glandular y luminal (um) se evalu6 contando un nimero de 100 células en
un total de 10 imagenes por utero, tomadas con un objetivo de 10x, mientras que el espesor del
miometrio (pm) se determino en un total de 4 imagenes por utero, tomadas con un objetivo a 4x.

Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico (Olympus BX50) con los
objetivos de 4X, 10X y 20X, a través de una cdmara de video conectada al microscopio (Sony DXC
151, Tokio, Japon) y digitalizadas en formato TIFF color de 24 bits. Las imagenes se analizaron a

través del software Image Pro Plus v6.0-Media Cybernetics (Silver Spring, MA, USA).

Andlisis estadistico

Las diferencias cuantitativas y cualitativas entre los grupos ET y PL fueron determinadas por medio de
Fisher's Exact Test y Test de Students, respectivamente. Las concentraciones de T y 17B-E, fecal
fueron analizadas mediante analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas, seguido por la
prueba de comparacion de Tukey. Los resultados fueron expresados como la (media + SEM), y el

nivel de significacion se fijé en p<0,05 (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, USA).
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Resultados

La edad (34+2,6 versus (vs) 334+2,3 semanas; p>0,1) y el peso corporal (2,92+0,7 vs. 2,76+0,9 kg;
p>0,1; Figura 1) a la pubertad no presentaron diferencias significativas entre los grupos ET y PL.

Las concentraciones de T fecales fueron diferentes entre los tratamientos a lo largo de las semanas
(p<0,05), siendo mayor durante las primeras 2 semanas de vida en el grupo ET (p< 0,01; Figura 2).
Por el contrario, las concentraciones fecales de 17B-E, variaron durante el estudio, sin diferencias
entre los tratamientos (p>0,1). En ambos grupos, las concentraciones de 17B-E, fueron elevadas
durante las primeras 5 semanas postnatales (p>0,1), luego se mantuvieron en niveles basales hasta las
3 a 4 semanas previas a la pubertad, cuando comenzaron a incrementarse gradualmente (Figura 3).
Todas las hembras tratadas con ET presentaron agrandamiento de la vulva y del clitoris con exposicion
del mismo entre las semanas 3 y 13. A posterioridad de este periodo mostraron un tamafio y desarrollo
normal de los genitales. En 1 de las 8 gatas tratadas con ET fue observada la presencia de nddulos
mamarios transitorios (p>0,1). En este caso, dos nodulos de 1,8 cm de didmetro aparecieron en la
glandula mamaria inguinal y pectoral izquierda en la semana 27, los que fueron disminuyendo
gradualmente de volumen hasta no ser palpables, en la semana 39.

Una gata del grupo ET presentd comportamiento de monta antes de alcanzar la pubertad. El resto de
las hembras mostraron un comportamiento estral normal, siendo receptivas al macho (p>0,1), por lo
que se aparearon en repetidas ocasiones durante el estro de la pubertad.

Todas las hembras del grupo PL (5/5) habian ovulado y 3 de ellas estaban prefiadas cuando se
realizaron las evaluaciones, sin embargo la ovulacion ocurrid solo en 2 de las 8 hembras del grupo ET
(p<0,05; Figura 4), estando 1 de ellas prefiada en el momento de la evaluacion. En ambos grupos la
gestacion progresd normalmente hasta el momento de la ovariohisterectomia, cuando el examen de los
uteros extirpados revelo 4 a 5 vesiculas gestantes.

En la evaluacion macroscopica de los ovarios se encontraron foliculos en crecimiento y cuerpos lateos,

en los animales anovulatorios y los que ovularon, respectivamente. El peso de los ovarios no presentd



22

diferencias significativas entre los grupos ET y PL (0,17+£0,0 vs. 0,16+0,0 g; p>0,1). De manera
similar, no se observaron otras diferencias macroscopicas ni histologicas entre los grupos ET y PL
para las variables en estudio (Tabla 1).

Al examen macroscopico externo e interno el Utero se mostré normal en todas las hembras, sin
embargo, en una gata del grupo ET, que estaba en celo en el momento de la cirugia, presento
hiperemia abdominal y un ligero aumento del sangrado. En esta gata, la inspeccion uterina revel6 un
endometrio mas engrosado que en el resto de las hembras.

La evaluacion microscopica del utero revelé que el area ocupada por las glandulas uterinas, por pm?
de endometrio, fue menor en hembras del grupo ET que en las del grupo PL (0,34+0,01 vs. 0,49+0,03;
p<0,01; Figura 5). Por el contrario, el area ocupada por estroma, por pm” de endometrio, fue mayor en
hembras ET (0,64+0,01 vs. 0,50+0,03; p<0,01). La altura del epitelio glandular uterino (13,89+0,29
vs. 21,43+1,10 pm; p<0,01) y del epitelio luminal uterino (8,09+0,39 vs. 9,4440,42 um; p<0,05) fue
menor en ET que en el grupo PL. Contrariamente, el espesor del miometrio no tuvo variaciones entre

ambos grupos (286,43+8,23 vs. 298,36+8,62 um; p>0,05; Tabla 2).
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Figura 1: Peso (media+tSEM) de 13 hembras felinas postnatas, tratadas dentro de las primeras 24
horas de vida con enantato de testosterona (ET n=8) o placebo (PL n=5) y observadas hasta la

aparicion de los primeros signos de pubertad. No se hallaron diferencias entre los grupos (p>0,1).
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Figura 2: Testosterona fecal (media+SEM) de las hembras felinas postnatas de la Figura 1. Los

asteriscos sobre las semanas 1 y 2 representan diferencias significativas (p<0,01)
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Figura 3: 17 -Estradiol fecal (media+SEM) de las hembras felinas postnatas de la Figura 1. No se

hallaron diferencias entre los grupos (p>0,1).
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Figura 4: Porcentaje de las hembras de la Figura 1 que ovularon. Se hallaron diferencias entre los

tratamientos (p<0,05).

Figura 5: Utero de las gatas ET y PL descrito en la Tabla 2. Notese menos glandulas endometriales en
la hembra tratada con enantato de testosterona (A) en comparacion con el grupo placebo (B; p<0,01).

Los cortes fueron teflidos con hematoxilina y eosina (10X).
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Tabla 1: Parametros ovaricos macroscopicos e histologicos (media+tSEM) de hembras tratadas en la

etapa postnatal con enantato de testosterona (ET n=8) o placebo (PL n=5). No se hallaron diferencias

entre los tratamientos (p>0,05).

Parametros Enantato de testosterona Placebo
Largo ovarico (cm) 1,02 +0,0 0,95+ 0,0
Alto ovérico (cm) 0,58 +0,0 0,65+0,0
Peso ovarico (g) 0,16 + 0,0 0,17+ 0,0
Volumen ovarico (cm3) 0,17+0,0 0,20 +0,0
Foliculos primordiales/mrn2 35,13 +15,0 38,67 +7,7
Foliculos prirnarios/mm2 6,80 +1,42 10,62 + 1,8
Foliculos secundarios/mm? 0,95+0,2 1,91 +0,7
Foliculos antrales/mm? 0,24 +0,0 0,08 +0,0
Foliculos atrésicos/mm? 3,80 +0,6 3,64 +0,7

Tabla 2: Parametros histologicos en el utero (media+SEM) de las hembras de la Tabla 1. Los

asteriscos en una misma fila indican diferencias significativas * (p<0,05) o ** (p<0,01) entre los

grupos.

Parametros Enantato de testosterona Placebo
Area ocupada por glandulas (urnz) 0,34+0,01** 0,49+0,03**
Area ocupada por estroma (pmz) 0,64+0,01** 0,50+0,03**
Altura del epitelio uterino (um) 8,09+0,39* 9,44+0,42*
Altura del epitelio glandular (um) 13,89+0,29** 21,43+1,0%*
Espesor del miometrio (um) 286,43+48,23 298.,36+8.62
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Discusion

Si bien los efectos de la androgenizacion postnatal se han reportado en varias especies de mamiferos,
incluyendo los caninos (Barraclough y Gorski, 1961; Beach y col., 1983; Jackson y col., 2013; Lobl y
Gorski, 1974; Ventanas y col., 1992), no se conocen estudios que describan el efecto reproductivo de
una dosis suprafisioldgica de androgenos postnatales en la hembra felina. Asi, en este estudio la
administracion de una unica dosis de T en las gatas no alterd la tasa de crecimiento, la edad de la
pubertad, como asi tampoco el comportamiento estral ni la receptividad al macho. De manera similar,
en ratas androgenizadas neonatalmente el peso corporal no presentd diferencias significativas con el
grupo control (Almirén y col., 1984).

En general, se acepta que la T, en el periodo postnatal temprano, puede suprimir, de forma
permanente, el desarrollo del comportamiento reproductivo femenino, no obstante esta premisa no
resultd consistente con los hallazgos de un estudio previo, en el cual la receptividad sexual en cerdas
no se vio afectada por estos tratamientos postnatales (Ford y Christenson, 1987). En contraste, el
comportamiento sexual normal fue suprimido en roedores y perras androgenizadas neonatalmente
(Beach y col., 1983; Gogan y col., 1980; Thomas y col., 1983). Estas caracteristicas en la respuesta
conductual a la T postnatal tal vez puedan deberse a las distintas dosis utilizadas en las diferentes
especies.

El aumento de la T fecal durante las dos primeras semanas postnatales en el grupo ET justifica el
efecto de este tratamiento sobre los hallazgos fisicos y comportamentales posteriores. Esta elevacion,
asimismo, define el “periodo critico” de diferenciacion sexual y reproductiva en la especie. Por otra
parte, las concentraciones de 17B-E, fecal no se vieron afectadas por el tratamiento con androgenos.
En ambos grupos, las concentraciones de 17B3-E, elevadas durante las primeras 5 semanas postnatales
podrian ser debidas a un origen enddgeno, de acuerdo a lo descripto por Faya y col. (2013), en gatas
postnatales.

Las anormalidades transitorias en los genitales externos y el comportamiento de monta observado en

todas las hembras del grupo ET son evidencia clara de los efectos periféricos de la T administrada.
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Igualmente, era predecible que ocurrieran estos cambios, de acuerdo a reportes previos en otras
especies, androgenizadas neonatalmente (Brown y col., 1999; Morali y col., 1985).

De acuerdo con lo que se ha descripto ampliamente en otros mamiferos (Jackson y col., 2013), la
funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisis-ovarico probablemente se vio afectada en la mayoria de las
hembras, dado que el 75% de las gatas del grupo ET resultaron anovulatorias. Se supone que la
anovulacién es el resultado de un trastorno inducido por los andrégenos en el hipotalamo postnatal,
con el subsiguiente cambio en el patron de liberacion de la hormona luteinizante desde la glandula
pituitaria (Barraclough, 1961; Wagner y col., 1966). Este hecho sostiene la hipdtesis de que el
hipotalamo es sensible, al menos en parte, a la programacion por esteroides postnatales en especies
atriciales como los felinos.

Conforme a lo descripto para otros disruptores enddcrinos en gatos postnatales (Carranza y col.,
2014), las diferencias en la respuesta individual a los tratamientos postnatales pueden explicar los
hallazgos del presente estudio. Cabe sefialar que el efecto de la dosis usada se ha descripto
anteriormente para los androgenos aromatizables y no aromatizables en la induccion del sindrome
anovulatorio en ratas (Arai y col., 1981; Gorski y Barraclough, 1963). Aunque una dosis mayor de T
podria haber disminuido o eliminado la variabilidad en el efecto anovulatorio, la posibilidad de utilizar
una dosis mayor no parece ser factible, ya que se verian incrementados los riesgos de aparicion de
efectos adversos.

Los foliculos en crecimiento anovulatorios, con hipersecrecion de estrégenos y con la subsiguiente
hiperestrogenemia, podrian haber dado lugar a la inflamacién presente, hemorragias, e hiperplasia
endometrial que fue observada en una de las hembras tratadas con ET, cuando se esterilizé durante el
celo. Estos hallazgos abdominales fueron similares, en algunos aspectos, a los descriptos para el
sindrome de hiperestimulacion ovarica en mujeres, el cual se caracteriza por la aparicion de multiples
quistes ovaricos y consecuente hiperestrogenemia (Jones y col., 1987).

Los nddulos mamarios observados en una de las hembras del grupo ET no fueron examinados
histopatolégicamente, no obstante su presencia transitoria sugiere una etiologia no neoplasica.

Andlogamente, en otro trabajo, el tratamiento postnatal con dihidrotestosterona, di6 lugar a la
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estimulacion y desarrollo mamario en edades avanzadas en ratones hembras (Yanai y col., 1981). Se
debe tener también en cuenta que los efectos colaterales a largo plazo, no deben ser descartados, si
bien no fueron estudiados en el desarrollo del presente experimento.

El tratamiento con T en hembras felinas postnatas, resulté en una reduccion del area ocupada por las
glandulas endometriales y en un menor desarrollo de las células del epitelio glandular y luminal
uterino. Resultados equivalentes se han descripto en ratas androgenizadas neonatalmente (Arutiunian y
col., 1987) como asimismo en perras tratadas neonatalmente con Py, otro esteroide sexual (Wilborn y
col., 2014). Dado que para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez se requieren glandulas
endometriales normales, es probable que exista una concomitante infertilidad uterina en las hembras
anovulatorias tratadas con ET, no obstante este aspecto no fue estudiado atin. Solo se pudo determinar
un funcionamiento uterino normal en una de las hembras del grupo ET que resultdé prefiada.
Contrariamente con los hallazgos en ratas postnatales androgenizadas (Lobl y Maenza, 1977), en el
presente trabajo no se han encontrado variaciones en el espesor del miometrio.

Se concluye que una tnica dosis suprafisiologica de ET administrada en gatas postnatas, produjo una
alta proporcion de animales con infertilidad anovulatoria y frecuentes anormalidades histologicas
endometriales. Ademas, este protocolo farmacoldgico puede predisponer a efectos secundarios fisicos
leves y reversibles. Se requiere un mayor avance en el conocimiento sobre el tema antes de que estos
protocolos farmacoldgicos puedan ser ampliamente recomendados como estrategia anticonceptiva en

hembras felinas.
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CAPITULO 11

EFECTO DEL DISRUPTOR ANDROGENICO ENANTATO DE TESTOSTERONA

EN MACHOS FELINOS POSTNATOS

Introduccion

Estd ampliamente establecido que los machos mamiferos requieren una exposicion “priming” a la
testosterona (T) antes y después del nacimiento, para alcanzar un desarrollo reproductivo y
comportamental sexual normal a la edad adulta (Schulz y col., 2004). Sin embargo, es posible afirmar
que dosis elevadas de T, administradas durante periodos criticos del desarrollo, pueden producir
alteraciones irreversibles de estos mecanismos. Asi, Wilson y Wilson (1943) han reportado, por
primera vez, lesiones estructurales y/o funcionales del aparato reproductor masculino, luego de la
administracion de andrégenos en el periodo neonatal temprano en ratas machos enteros. Esta
alteracion permanente del aparato genital masculino se puede explicar por los efectos centrales
(hipotalamo-hipofisario) y periféricos (testiculo y glandulas accesorias) de dosis suprafisiologicas de T
exogena postnatal (Piacsek y col., 1984).

Asi por ejemplo, en roedores machos androgenizados neonatalmente, el peso testicular y el diametro
de los tubulos seminiferos se redujeron (Almirdn y col., 1984; Barafao y col., 1981; Compaan y col.,
1991; Feigelson, 1986; Jacobsohn y Norgren, 1965; Piacsek y Hostetter, 1984; Vanderstichele y col.,
1987), de la misma manera que el tamafio prostatico, y de las vesiculas seminales (Barraclough y
Leathem, 1959; Feigelson, 1986; Piacsek y Hostetter, 1984). La esteroidogénesis testicular in vitro
también disminuy6 (Vanderstichele y col., 1987), y los roedores resultaron infértiles (Feigelson, 1986;
Piacsek y Hostetter, 1984; Wilson y Wilson, 1943). La exposicion neonatal a la T, asimismo, redujo el
comportamiento sexual de las ratas macho (Diamond y col., 1973; Wilson y Wilson, 1943). De la

misma forma, en cerdos machos androgenizados durante el periodo postnatal, se observo una
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reduccion del peso testicular, el diametro de los tubulos seminiferos y los niveles de T (Ventanas y
col., 1992).

Considerando los reportes previos, el tratamiento con andrégenos postnatales podria constituir una
estrategia para el control de la reproduccion indeseada en el gato doméstico, representando una
opcion, para la escasamente explorada, contracepcion masculina. A nuestro conocimiento no existen
trabajos utilizando androégenos postnatales en felinos con fines contraceptivos.

Por lo expuesto, los objetivos del presente capitulo se focalizaron inicialmente en describir los efectos
reproductivos clinicos, hormonales ¢ histoldgicos de la administracion postnatal de un andrégeno en
felinos domésticos; en segundo lugar también se evalua la seguridad clinica del tratamiento. El
enantato de testosterona (ET), un androgeno sintético de accion prolongada (Plumb, 2006) fue

seleccionado como disruptor endocrino para el presente estudio.

Materiales y métodos

Animales

En este trabajo se utilizaron un total de 10 machos felinos hermanos de camada desde el nacimiento
hasta sus primeros signos de pubertad. Los animales nacieron y se mantuvieron a lo largo de todo el
estudio, dentro de nuestra colonia experimental, alojados conforme a las normas internacionales del
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. Al nacimiento, los gatos fueron sexados de acuerdo a
la distancia anogenital, e identificados. Durante las primeras 6 semanas de vida estos animales se
ubicaron en la maternidad con sus madres y luego del destete se introdujeron al plantel general, donde
permanecieron sueltos en ambientes de 3 x 4 metros enriquecidos para su distraccion. A partir del
primer mes de vida se les comenzd a ofrecer alimento balanceado de cachorro y agua ad libitum.
Todos los animales fueron expuestos a un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas de oscuridad. Este
estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Uso y Cuidado Animal de la Facultad de Veterinaria

de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina.
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Diseiio experimental y protocolo farmacologico

Los cachorros hermanos de camada fueron asignadas aleatoriamente dentro de las primeras 24 hs de
nacidos a uno de los siguientes tratamientos:

-ET 12,5 mg total (Testoviron Depot 250, Bayer, Argentina) subcutaneo (sc) en la cara interna del
muslo izquierdo (ET; n =15)

-Placebo 0,05 ml aceite de maiz sc en la cara interna del muslo izquierdo (PL; n = 5)

La dosis se seleccion6é en base a estudios piloto previos en felinos, basados en el modelo animal de

Barraclough y Gorski (1961).

Seguimiento

El seguimiento de los animales se extendio hasta la aparicion de los primeros signos de pubertad. El
seguimiento incluyd aspectos fisicos, comportamentales y endocrinologicos. Los cachorros se
observaron diariamente durante un minimo de 2 horas a fin de detectar la aparicion del
comportamiento sexual tipico (Johnston y col., 2001) y/o de alglin efecto adverso.

Todos los machos se revisaron semanalmente a fin de detectar el momento de separacion balano
prepucial y la aparicion de espiculas peneanas (van den Dungen y col., 1989); ademas se midieron sus
testiculos en largo (L) y ancho (W) con el fin de obtener el volumen testicular (VT=LxW?x0,52; Lin y
col., 2009). Ademas, los animales se pesaron semanalmente como indicador de crecimiento somatico.
Se definio la aparicion de la pubertad temprana cuando fue posible detectar la separacion balano-

prepucial completa y fueron visualizadas espiculas peneanas completamente desarrolladas.

Recoleccion de materia fecal, extraccion himeda de esteroides sexuales fecales y determinaciones

hormonales

En todos los machos se tomaron muestras de materia fecal para la obtencion de T. Dichas muestras
fueron obtenidas semanalmente hasta la aparicion de la pubertad. Durante las primeras 5 semanas de

vida fue necesario realizar estimulacion rectal para su obtencion. Los animales de mayor edad fueron
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encerrados en gateras individuales con alimento y agua hasta su defecacion. Una vez obtenidas las
muestras, éstas fueron congeladas a -20°C hasta su procesamiento. El procesamiento de la materia
fecal se realizé a través del método descripto por Brown y col. (2008) con algunas modificaciones
realizadas por Risso y col. (2010 a, b). Brevemente, las muestras fueron homogenizadas, luego se
tomo una alicuota de 250 mg de cada una, a las que se les agrego 5 ml de alcohol etilico absoluto, y
posteriormente se las agitd, primero a mano y luego con vortex, durante un minuto. Se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos, y del sobrenadante se extrajeron 200 ul que se colocaron en un
eppendorf para dejarlo evaporar durante 48 hs hasta su sequedad. El residuo seco fue resuspendido con
200 pl de buffer de esteroides para su posterior medicion. Finalmente, los metabolitos fecales fueron
determinados por electroquimioluminiscencia (Elecsys Testo II, Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany). Los resultados se expresaron en valores de peso humedo (ng/g).

Prueba de fertilidad in vivo

Cuando los machos alcanzaron la pubertad fueron expuestos para su monta a una gata adulta de
fertilidad probada y en estro. Se observaron los apareamientos y la libido de los animales, la que se
clasifico como 0 en aquellos animales con ningun interés por el sexo opuesto, 1 para aquellos que
presentaron poco interés y 2 para aquellos que tuvieron repetidas montas y el comportamiento tipico
de su género. Treinta dias mas tarde se le realizo el diagnostico de gestacion a la hembra por

ultrasonografia (Mattoon y Nyland, 1995), confirmando asi la fertilidad del macho.

Gonadectomia y examen macroscopico de los testiculos

Se realizé anestesia general con xilacina (1-3 mg/kg intramuscular; Kensol ®, Koing, Buenos Aires,
Argentina) y ketamina (15-25 mg/kg intramuscular; Ketmin-50®; Holliday, Buenos Aires),
complementada con la aplicacion de lidocaina como anestésico local (0,5 ml maximo). Luego de las
cirugias se inyectd ketoprofeno (1 mg/kg via sc; Ketofen®, Fort Dodge) una vez, y luego se continu6

administrando la misma droga por via oral cada 24 horas durante 4 dias.
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Inmediatamente luego de la escision quirtirgica de las gonadas (Boothe, 1993), éstas fueron pesadas
(g), medidas (largo y ancho; cm), se calculé el volumen (cm’; Chen y col., 2008; Lin y col., 2009) y el

indice gonadosomatico (%; Franca y Godinho, 2003).

Lavado epididimal

Después de la escision de los testiculos, se recuperaron espermatozoides de la cola del epididimo
seccionando esta Ultima con hoja de bisturi y recogiendo el material obtenido en un portaobjeto
atemperado. Posteriormente se evalud la presencia de motilidad progresiva con un objetivo de 40X
sobre una platina térmica (Soler y col., 2005). Finalmente, se observo la morfologia espermatica a
través del extendido de una gota de semen sobre un portaobjetos. La misma se dejo secar y luego se

tifd con la coloracion de Giemsa, observandose con un objetivo de 100x.

Estudio histomorfométrico testicular

A los testiculos se les realizé un corte longitudinal. Luego las gonadas fueron colocadas en el fijador
de Bouin durantel2 horas, y finalmente en alcohol 70 grados hasta ser procesadas con el
procedimiento de rutina con parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 5 pum que fueron montados,
desparafinados en xylol y rehidratados con soluciones graduadas de etanol, y finalmente tefiidas con
hematoxilina-eosina. Las imagenes histologicas fueron obtenidas desde un microscopio dptico
(Olympus BX50) con los objetivos de 10X y 40X, a través de una camara de video conectada (Sony
DXC 151, Tokio, Japdn) y digitalizadas en formato TIFF color de 24 bits. Las imagenes se analizaron
a través del software Image Pro Plus. Se eligieron al azar 15 a 20 perfiles tubulares redondeados del
testiculo izquierdo de cada animal. En los tiibulos seminiferos se midieron el didmetro tubular (um),
eje mayor y eje menor (um), area (um®), perimetro (um), y altura del epitelio germinal (um) en
imagenes a 10X (Image Pro Plus). Por este método también se registré en el compartimiento
intertubular el area nuclear de las células de Leydig (um®) en imagenes a 40X (Image Pro Plus). El
volumen (cm®) de los componentes testiculares se determiné por estereologia mediante microscopia de

luz usando una grilla de 441 puntos sobre las fotografias a 40X. Para ello se seleccionaron 15 campos
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al azar (6615 puntos) para cada testiculo donde se calcul6 la proporcion de cada una de las estructuras
sobre el volumen total de los testiculos. Los puntos se clasificaron de la siguiente manera:
espermatogonias, espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides redondas,
espermatides elongadas, espermatozoides, células de Sertoli, células de Leydig, compartimento
intertubular, membrana basal y lumen. Ademas se calculo la longitud total de los tibulos seminiferos
(metro; Franca y Godinho, 2003). Por ultimo se calculdo la siguiente proporcion: espermatide

redonda/espermatogonias (Berndtson y col., 1987).

Andlisis estadistico

Las diferencias cuantitativas y cualitativas entre los grupos ET y PL se analizaron por medio de
Fisher's Exact Test y Test de Students, respectivamente. Las concentraciones de T fecal fueron
analizadas por un analisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas, seguido por la prueba de
comparacion de Tukey. Los resultados fueron expresados como la (media + SEM) y el nivel de

significacion se fijo en p<0,05 (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, USA).

Resultados

No se encontraron diferencias significativas para la edad (20,25+0,75 versus (vs) 21,5+1,5 semanas;
p>0,1) y el peso corporal (2,48+0,25 vs. 2,78+0,28 kg; p>0,1; Figura 1) al alcanzar la pubertad entre
los grupos ET y PL, respectivamente. No se observaron complicaciones clinicas ni alteraciones
comportamentales a lo largo de todo el experimento (p>0,1).

La libido a la pubertad fue normal en todos los animales, no observandose diferencias entre los grupos
(p>0,1), excepto en uno de los gatos del grupo ET que present6 una libido aumentada, tanto con las
hembras como con los machos. Todos los animales del grupo ET como PL tuvieron servicios al

alcanzar la pubertad, resultando fértiles cuatro (4/5) y cinco (5/5) en los mismos grupos (p>0,1).
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Todos los machos tuvieron motilidad y morfologia normal de los espermatozoides epididimales, sin
diferencias entre los tratamientos. En ambos grupos, las concentraciones de T fecales variaron en
forma diferente a lo largo del periodo de estudio, siendo mdas elevada en los gatos del grupo ET
durante las 2 primeras semanas postnatales (p<0,01; Figura 2). No se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos para ninguno de los parametros testiculares macroscopicos (p>0,1;

Tabla 1), y microscopicos evaluados (p>0,1; Tabla 2; Figura 3 y 4).

3000

—O— Placebo
—&— Testosterona

2500

2000 +

1500

1000

Peso corporal machos (g)

500

0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Semanas

Figura 1: Peso (media+SEM) de 10 machos felinos postnatos, tratados dentro de las primeras 24
horas de vida con enantato de testosterona (ET; n=5) o placebo (PL; n=5) y observados hasta la

aparicion de los primeros signos de pubertad. No se hallaron diferencias entre los grupos (p>0,1).
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Figura 2: Testosterona fecal (media+SEM) de los machos felinos postnatos de la Figura 1. Los

asteriscos sobre las semanas 1 y 2 representan diferencias significativas (p<0,01).
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Figura 3: Cortes histologicos de testiculo de los gatos descritos en la Tabla 2. Los cortes fueron

tefiidos con hematoxilina y eosina (10X).

Figura 4: Cortes histologicos de testiculo de los gatos descritos en la Tabla 2. Los cortes fueron

tefiidos con hematoxilina y eosina (40X).
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Tabla 1: Parametros testiculares macroscopicos (media+SEM) de gatos tratados en la etapa postnatal

con enantato de testosterona 12,5 mg (n=5) o placebo (n=5). No se hallaron diferencias entre los

grupos para ninguno de los parametros (p>0,1).

Enantato de testosterona  Placebo
Largo testicular (cm) 1,82+0,06 1,77+0,08
Ancho testicular (cm) 1,17+0,04 1,42+0,01
Peso testicular (g) 1,48+0,06 1,65+0,01
Volumen testicular (crn3) 0,21+0,04 0,53+0,21
indice gonadosomatico (%) 0,03+0,002 0,04+0,002

Tabla 2: Morfometria de las estructuras histologicas testiculares (media+SEM) de gatos tratados en la

etapa postnatal con enantato de testosterona 12,5 mg (n=5) o placebo (n=5). No se hallaron diferencias

entre los grupos para ninguno de los parametros (p>0,1).

Enantato de testosterona

Placebo

Eje tubular mayor (um)

Eje tubular menor (um)

Diametro tubular medio (um)
Area tubular (um?)

Perimetro tubular (um)

Altura del epitelio germinal (um)
Espermatogonias (cm”)
Espermatocitos primarios (cm’)
Espermatocitos secundarios (cm?)
Espermatides redondas (cm”®)

Espermatides elongadas (cm?)

226,49+28,28
146,31+ 12,13
218,45+21,23
33183,23+3682,4
713,27462,39
46,20+3,29
0,0006+0,001
0,06+0,01

0,00+ 9,76
0,04+0,008

0,0140,005

260,86+ 8,17
217,41+38,03
236,46+8,77
40032,50+3044
782,57426,25
55,95+3,54
0,02+0,01
0,13+0,04
0,00+0,00
0,09+0,02

0,02+0,01



Espermatozoides (cm®)

Células de Sertoli (cm’)

Células de Leydig (cm’)
Compartimiento intertubular (cm?)
Membrana basal (cm”)

Lumen (cm®)

Proporcion tubular-intertubular
Largo tubular total (m)

Area nuclear células de Leydig
(um?)

Espermatides red./Espermatogonia

Discusion

0,001+0,000
0,008+0,001
0,01+0,001
0,06+0,01
0,008+0,001
0,0240,009
2,2340,11
6,30+1,10

31,36+0,67

6,31+0,88

0,003+0,001
0,04+0,02
0,0240,006
0,17+0,07
0,009+0,005
0,11+0,04
2,18+0,23
13,24+4,66

32,30+0,70

6,92+1,88
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A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que describe el efecto de una unica dosis

suprafisiologica de androgenos postnatales con fines contraceptivos en felinos domésticos. A pesar de

que existe un amplio consenso con respecto al efecto adverso de los androgenos postnatales en la

morfologia y funcionamiento del aparato reproductor de los machos de distintas especies, (Almiron y

col.,1984; Barafiao y col., 1981; Barraclough y Leathem, 1959; Compaan y col.,1991; Feigelson,

1986; Jacobsohn y col., 1965; Piacsek y Hostetter, 1984; Vanderstichele y col., 1987; Ventanas y col.,

1992; Walczak-Jédrzejowska y col., 2009; Wilson y Wilson, 1943) la comparacién entre estos trabajos

entre si y con el presente estudio en felinos resulta dificultosa. Esto se debe a diferencias en las

distintas especies consideradas, los andrégenos usados, las dosis, los periodos de administraciéon y

evaluacion asi como también los parametros considerados en la respuesta a los tratamientos usados

anteriormente.
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En este estudio se demostrd que una unica dosis de T, administrada en machos felinos postnatos, no
altero la tasa de crecimiento corporal ni la edad a la pubertad. Similares hallazgos se encontraron en
roedores y cerdos androgenizados neonatalmente (Barafiao y col., 1981; Ventanas y col., 1992).
Contrariamente a lo descripto en ratas machos, donde similares protocolos provocaron una
disminucion de la libido (Diamond y col., 1973; Wilson y Wilson, 1943), en el presente trabajo todos
los gatos estudiados demostraron un comportamiento sexual normal a la pubertad. Estas
incongruencias podrian deberse a la diferente respuesta de los centros del comportamiento en las
multiples especies analizadas.

Contrariamente a lo reportado en trabajos similares previos en roedores y cerdos androgenizados,
(Feigelson, 1986; Ventanas y col., 1992) que evaluaron niveles séricos de T, en los gatos aqui
analizados las concentraciones fecales de esta hormona no se vieron afectadas por el tratamiento, salvo
el incremento durante las 2 primeras semanas postnatales, producto de la administracion exdégena. A
partir de ese momento, la T fecal conservd concentraciones basales durante todo el periodo de
mediciones. Por otro lado, estos hallazgos hormonales en los felinos son semejantes a los hallados en
otros trabajos en ratas en los cuales, luego de la androgenizacidon neonatal, los niveles séricos de T se
incrementaron post tratamiento, para luego descender hasta alcanzar concentraciones basales
(Vanderstichele y col., 1987; Walczak-Jédrzejowska y col., 2009).

En consonancia con lo encontrado en roedores y cerdos androgenizados neonatalmente (Almirén y
col., 1984; Barafiao y col., 1981; Compaan y col., 1991; Feigelson y col., 1986; Ventanas y col., 1992;
Walczak-Jédrzejowska y col., 2009), en este experimento, se observé una disminucién, aunque no
significativa, del peso, y volumen testiculares en el grupo ET. Igual efecto se produjo para el didmetro
tubular, area tubular, espermatogonias, células de Sertoli, longitud tubular y la eficiencia espermatica
evaluada a través de la relacion entre las espermdtides redondas y las espermatogonias. La falta de
significancia estadistica en las diferencias macro y microscopicos podrian deberse al nimero de
animales utilizados en cada grupo. Posiblemente, en un nimero mayor de gatos estas diferencias
alcancen significancia. Estas inconsistencias, también podrian asociarse a las diferentes dosis usadas

en los reportes. Por ejemplo, en el caso de roedores, usando una unica dosis de 1 mg de propionato de
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testosterona (PT) en los primeros dias de vida, se observo una alteracion leve de la espermatogénesis
(Barafiao y col., 1981) mientras que administrando 2 mg de PT a ratas neonatas machos durante 35
dias se obtuvo una atrofia testicular severa (Almir6on y col., 1984).

Asimismo, todos los felinos manifestaron motilidad y morfologia normal de los espermatozoides
epididimales, sin diferencias entre los tratamientos. No se encontraron estudios en otras especies en los
cuales se haya evaluado el semen epididimal luego de la androgenizacién neonatal, por lo que resulta
imposible realizar comparaciones en este aspecto.

La fertilidad posterior al tratamiento con androgenos postnatalmente fue evaluada en escasos estudios.
En dichos estudios fue descripta una reduccion de la fertilidad, coincidente con marcadas lesiones
testiculares (Feigelson, 1986; Piacsek y col., 1984; Wilson y Wilson, 1943). En los felinos estudiados
no se encontraron lesiones gonadales severas asi como tampoco reduccion en la fertilidad.

A partir de estos resultados se concluye que una tnica dosis de ET de 12,5 mg administrada en
machos felinos postnatos, disminuyd, pero no alter6 significativamente, el peso y volumen testicular,
el diametro y longitud de los tibulos seminiferos ni el volumen ocupado por espermatogonias y
células de Sertoli. Se requieren mds investigaciones para considerar el uso de andrégenos como

estrategia farmacologica contraceptiva en felinos machos.
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CONCLUSIONES FINALES

En las hembras felinas, la administracion postnatal de un androgeno de larga accion, el ET,
redujo aunque sin alterar significativamente, el namero de foliculos primarios y secundarios.
Sin embargo, ocasiond una alta proporcion de infertilidad anovulatoria, muy probablemente
como consecuencia de la alteracion de los mecanismos hipotalamicos que rigen los patrones

ciclicos de liberacion de las gonadotrofinas.

Por otro lado, este disruptor indujo una reduccion del area ocupada por las glandulas
endometriales y del mismo modo una disminucion en la altura del epitelio glandular y luminar
uterino. Incluso, una de las hembras que demostré ovulacion no presentd prefiez, sugiriendo

una anormalidad funcional uterina.

La administracion del mismo protocolo farmacologico en los machos felinos postnatos,
produjo una disminucion, aunque no significativa, en relacion al peso y volumen testicular,
diametro y longitud, volumen de espermatogonias y células de Sertoli. Futuros estudios en un

mayor numero de animales podrian fortalecer este hallazgo.

Ninguno de los felinos machos tratados con ET present6 efectos clinicos colaterales locales ni
sistémicos relacionados al tratamiento, sin embargo las hembras tratadas presentaron efectos

secundarios fisicos leves y reversibles.

En conclusidn, la disrupcion endocrina con un androgeno de larga accion como el ET durante
la ventana critica postnatal de desarrollo reproductivo felino podria constituir una herramienta

contraceptiva permanente y segura para la especie.
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e Esta Tesis alienta la elaboracion de futuros estudios a fin de obtener un protocolo
farmacologico definitivo que podria constituir una estrategia anticonceptiva recomendable en

la especie felina.
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To k=5t e ypothess that in domestic @i, pesina il asdmogens indoce sierisng. the sims
of this stody were b desoribe the repoductive offerts and e dEnical safety of 3 posimaial
sdmeEnis=aison of 3 long ierm release andsogen i s goeries. Thirteem newbom li=rmate
Temale KSmeTe: WeTe randomly 255 geed (0 -one of the ol lowisg STEtmest grouss withis e
Arst 24 h of irth: esosirrone enanthate 125 mg 5 (TE: o= 3) or Maceho (PL: = 5 The
animals were subsaquently a5 essed for fecal sl hormones u=iil puberty ws attzined
and mbEaquently when mabings oooareed. Afer 31 days. ovalation Jsd pesiation were
tiagnosed Al quesrs were subssquenthy ovario- ysteractomired. Fecal iestmberone oon-
cenirations difieresd betwessn the reaimenit Eheoaghout the stady period (P« 005
being greater diwing the fest I posiscial wesks in oz of the TE groop [P«001 L Fecal
Esiradinl was nod afeched by reatment (P L1 L Whilie al) the f=malies were renspiive dm-
ing the puberial esiris [P [L1} bwo TE (48] comparesd witl 2l (5/5) lesmales of the PL
Froup Bad owslatiors [P<0U05] one | 1/3] comgsred with theee [3)5) of & queens
of the TE and P groups, respeciivwely became wegsant. All kilfess of the TE group had
ramsient clilpeal sniargement. Asrvulaiory TE-reabed s had 5o oorpus ieum, and 3
sgnfcnit diminuZon of the endomestrial plasds 25 well a5 of the height of the uierise
epithebam |t & coscloded that, = domestic Qi a Pzl sapes-physiological
dose of Etosienns caused 3 Grge proporion of quesss b be Jsovolaiony J=id fhere were
alno Eisiningical sndomestrial aonormaliies S 250 oormTed With this reammem itk
weor aroompenied by mild and irassient side HTeos

0 201 Bzewier BV, All righes resemved

1. Introduction

throughout the year{Faya et al., 300 1) n dewe loping coun-
tmi=s, unwanted kittens are simply abamdoned b sulfer ana
die on the siresix being probiematic to both the animals

Domestic cat (fells o) overpopulabion s an inswr-
mouriable problem in almaost all the coundries of the
world. Femalke s are exiremely prolific breeders and can
meproduce from egrly puberty (e £ month) untdll death
(lohnsbom & al, 2001} Furthermoee, from the aguabor io

dareas with temperaie photoperiods domestic f=lids breed
= Comesparding auihar.
= el pighar cpois i ov.enipadhyarn |C Gebellcl

bty g dolorgf 100 0N Sl e reproset 5116 080015
T E-E15T00NE 310 & Eseviar BY. AR igphts resrvedd

themsmetves and hurmans. Safe, efficdent anad practical phar-
mareutical proboopls are sHll nesded o manage e feline
overpopulation problem

Eay sieroids have organiz ational actionsduring labe ges-
agom and eariy postnaial lfe in both altrcial and precocial
species such a5 mice, raks and shesp {Jackson 2¢ al. 20013).

Specifically, during the early posinatal period the devel-
oping central nersmus System is sensitve bo the organizing
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effects of andmgens. Inithis respec, both genders normally
dilfer im patiern of pituitary Fomadotropin =2oretion and
tine male non-cyclic pattern of gonadoiropin secretion s
indured by the action of festicular andnogens o Hhe ame-
rior hypothalammus during the posimatal pericd [|adioon
etal, 2013}

In fermale rais, there exists a orilical peTicd
‘when theere is gregter tissue diffsrentiation sensibivity dur-
ing which a single androgen administration permanenidy
alieTs both the hypothalamic medha nismes which underlie
“rpdic” gonadotopin releass patiems and the trget besne
response o estrogens {Corskd, 1971 Harmis and Naltolin
1000 Lobl, 1975 Lokl and Corsld, 19740 Mena et al.
1002} Androgeniz ation of developmental Goones inmeona-
Ll pigs also resulied in anovulory mderiility (Ven@anas
£l al, 19931 Az a resull, androgeniz=d emales are anovo-
latory, amesious, and have aliersd ulenne morphology
and function 2= well as greater male behawioral expres-
shon than un treated Emales | Baradough and Corskd, 1961
Lot amd Maenes, 107TL When lemale dogs were injected
posinatally with an androgen for 3 months, there was
delayed puberty, anovulabory syndrome and complete lack
ol receptivity to males (Eeach & al, 1983} Furthermmaore,
rits imjecisd on the Nrst days of lile with iesinsienone had
ovarian atnoplny {Findlla =t al, 19937

Te, andmgen meatment early in life presents ovi-
lation 3= well 3= nommal utering function and ==xual
behavicr and may hawe implications for development of
this meihodclogy as a conbraceptive strategy lor felids. To
tie best ol the authors] noeledge the ellect of posinatal
andrmgeniz abon has never been assessed in domesic s

To pest the hypothesis that in SomesEc cats, similar
to cither mammals [Earraciough and Corski, 19651: Beach
et al, 19E3: Ventanas et al, 19697) exogenols Jndmgens
induce sterility i adminisbered Suring the postnatal crit-
ical reprodudive developmental pericd, the zims of the
present shudy were io desribe the clinkcal and hisiolog-
ical reproducitive effecis of the posimatal administraton of
an androgen. Sarondly, the dinical salety of the meatment
‘waz alsn assexzed. Forithis purposs, besiosterone enamthate,
2 potend, long erm efTective androgen{Fumib, 201 5hwhich
is inExpenzive and availabls workdwide was seected a5 the
Endomine dismupior for this experment

2. Materials and methods

21 Amimuol oed plaarmmacodeo prodnoois

Thirte=n [five litters) newisorn [Hermaite female kttens
from the National University of La Plata irstibational cat
colomy were included in this sfudy. The animals were sexed
sooording b0 anogenital distance and identiflied at birth,
reared umder 14 h of light per day, weansd 2t the age of
40days and fed premium commercial food and waler od
Iz, This study was reviewsd and approved by Ehe Ani-
mal Care and Lise Commiies of the Veterinary S5chool of the
Mational Uniwersity of La Plata and all experiments were
conducted under the guidelines established in The Cuide
Tor The Care and Lse of Laboralory Animals, USA

The kittens of the zame litters were randomly assigned
b ome of the following treabment groups within the Arst

Z4h of birthc Tesiosieron: snanthate T25my okl doss
(Tesiovimon Depot 250, Bayer, Argenting ) subculansously
(TE: n= B} or Flaceho: 005 mil oormoi] subcuta neooshy injec-
tion [PL: m= 51 The dme wis seleched acronding (o previous
pilod studies in cais bazed on a classical andmal model
{ Earraciough and Corskil, 1951

22 FPhysiciogiool ond onafomios esmEsmends

&ll the animals were subsequently assesmed for specilic
anatomical, Behawioral, and I characterisics
unbil the Arst indications of pubsrty ocoumesd. During Ehis
aszezzmeni period, the animals were cbeerved 1.5h badoe
4 day for eraluabing ==xual Behavior and were physically
examined and weighsd onoe 3 week Evemiual appearance
of dlinical side effects was al=o reondesd. Vaginal cyiology
(Ml =t al, 197 9) assessmenis were conducted Bhnee imes
Perwesk after the third monith of age. Puberty was defined
by the finding of more Ehan S0% suparficial keratinkead cells
and a dean background in the vaginalsmears soommpaniad
by the typical estrous Behavior (| ohnston &t al, 2007)%

23 Femi coferion, extrection aad haormone
determimations

Fecal sa waere collacbed until the time of
pulsarty amd freeen for testosterone (T] and estradiol-TTQ
(E2) determinations. Fecal oollaction was inibabed at the
end of the first posinatal week. For this purnpose, aadh cat
‘was confingd in an individual @ge with clean sanitary -
ier one night per week During the frst 4 weelks of age,
ithe neonates had io be recially stimulated by a thin plas-
tic supposiory atizched io a siving i cbizin the sampie
Fecal steroids were exfracted wsing the methods described
by Erown =t al. (200 anad T {ngfml ) and E2 [jpgiml) werns
determined uEing secmocdwemiluminssrence imEmUnoIs-
=1ys [Becrys Testo Il and Estradiol I, Boche Diagnoestics,
Mammheim, Cermany ). inier- and inbra-assay cozMicients
of variation of the Esays were-< 10E and sensitivity wers
QOZ5ngimL and 12 pgiml for T and Ex kits,

All Teral dala were expresssd on 2 vwei- w-:t;hl:tntrﬁl.'.i
atal, F003)

Z4. In vive ferimly test, ovainbion ond pregnamcy
diagmoss

Az the female @is atiained pubetiy, Cheme was =x posure:
it fertile tomoat during the estrous period. Matings wens
ciserved andjor dizgnosed by the prasence of spermaln-
03 in the vaginal smears. Twenby-one days aer the snd of
estme, blood samples were taken for ovulation assessmend
by elecrochemiluminssoence ImMmunozssay detemmin-
ttion of serum progestercne: (Elecsys Progesterone 1, Rodhe
Diagmostics, Mannheim, Cermany: Pg> Sng/ml} and ges-
tation was by mirasonic examination in all the
Females [ Mattoon and Nyland, 1995)

25 Owvarishysterectomies

Following asseszments for pregnancy stabe, all queens
were ovanchysiereciomized amd e ovaries and uber
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wene subjected o histological siudy. For the surgery,
the animals were pre-medicaied with abmopine sul-
fate, [Atropine Sullaie. johin Martine DOSmgleg, sub-
cutansously), acepromazing maleate (Acsdan, Holiday:
003 mg! kg subcutansouslyl and buborphancd (Torminol
Flus, Fort Dodge: 02 mgky, inmamusoelardy]. Anesthe-
=i was indured with =odium thicpenial [Penbovet TH™,
Eichmond: 8 mgflg, intravenous) After the lemales were
endoiracheally intubated, amesthasia was mainizinsd wilh
zoffurans and caygen in 2 dossd system A mid-line
lapambcarry was perionmed o exdse the owaries and uberi
(Amoid, J0JL AfET Surgery Hrl::lp-rl:i:nﬂ:-rﬂm‘. Fort
Dodge: 1 mgfkg| waz injeciad submutanscaely (onoe) and
then orally every 24 h for 4 additional day=. Al the queens
were then placed for adoption.

Z6 G o hisemorphometnicol exsminolios

Immediately afier surgeTy genital racks were sxrised
and oearies and ulen were maoosopically sxaminsd and
welghed. The ovaries were s2itioned longiudimally, placed
in Bouin's fixative #or 12h and placed in T0% alcohal
and proceszed roatinely with paraffin emiesdding. Afher
processing, = wm serial sedions were cul, mounisd on
shides, dyed, deparafinizsd in xylene, rehydrated ingraded
athanol solutions and stained with hematmeplin and sosin

Follicles were classified 2= primordial {=mall cooyte sur-

mundead by a single layer of sguamous granulesa cells),
[primary {oooyie surrcundad by 3 single layer ol coisidal
cHls), secondary | ben or more layers of granwiosa cells and
4 thecy cell layer], antral (Auid-Alsd antrum, moral and
cumulus granuiosy cels and tao or more layers of hecal
cels) or atretic {depenerated gramoiosa calls and follioy-
Lar Muid containing cellular deiris as previously desribed:
Bristol-Could and WoodmlT, 2005). The: namier of jprinmor-
dial, primary, =srondany and amiral follides, orpora loies,
and aimetic follicdes per squars milllimeter was deiermined
on 3 compuier oreen using 30 caphursd images | <30 per
animal cbiained from bavo, 3 mm-sactions.

Uberi wene zactioned longitudinaliy for internal inspec-
Hon. Cross-sections (approgimately 051 om) were ool-
kecied froam a point midway Bebween the exismal
bifurcatiom and the tip of each uterine hom and processed
a5 described for the ovaries. The uiernl wers examined Tor
the prezance or alesnce of endomeirial glands. The area
cocupied by uterine glands per mm® of endometrium over
the botal area of sach micoscope feld was measored by
planimeiry. The height of the glandular and luminal wber-
im= epithelium was ameeed rounting 100 c2lls in 2 dokal
of 10 images per uiens taken with 2 10 objsctive while
myomeirial thicknes was examined in a iokal of Tour
images per uberus taken with 2 4= objective

Al histlogical imagess were obiained from a2 miom-
zoope (Olympus HXS0, Tokyo, Japan: 10X throogh an
attachel digital BEE wideo camera (Evolution WF Color,
Imaging. LEA] and digitalized in 2 24 bit iroe color TIFF
fonmal. These images wers analyeed using Image Pro Flus
vEO-Media Cybemetics (Silver Spring, M, LISA)L

47, Snitsitcol anatysis

‘antiative and qualitatiee differences bebween TE and
FL groups were conduded by Fisher Exact and Shudentis
[-besis, respectively. Feral T and E; concentrations wers
analyzed by repeaied measures SHOVA Tollowed by Tukey

fiesi. Daka were & meeam 4+ SEM ] anad
the level of significance veas setat P 0005 (SPSS 170, 3PS,

Chicage, 11, LISAL
1. Results

Age (34216 compared with 3304+ 3 wesls: P>001)
and oy weight (2024 07 compared with 27620000
F=0U1) at pubsrty attainment did not dilfer bebsesn TE
and FL groups. Fed Tooncenirations difered between the
reztments throughoul the weels of the shady (F<0L05)
beimg in the TE than in PL groups during the frst 2
posimatal weeks{P< 0L01; AR 1AL Comreersaly, B2cal E;-1TH
concenimations vared during the siudy withoot differences
betvesen ireabmenis (P> 01 L T, in both groups, E; was
elevabed during the first 5 posinatal weeks (P<Q.01}% The
E; remainsd basal untl 3-4 weels before puberty when
concenimations began oo inorease (Fig. 1B).

Al TE-frealed kittens had vulva amd cditoris enlarge-
meent during posimatal weeks 3-13 and were of fypicl
developmenial sive, therzaflter. There was also Ong case
(1JB) of transient mammary nodules in an animal of the
TE-freatmment group. In this case teo 1.8 om diameter nod-
ules app=ared in the pectoral and inguinal l=f mammary
glands on wesk IT and gradually deoreased inosize oowe ek
30 at the Bme ol spaying.

Ome kitt=n of the TE group displayed mounting behay-
ior preceding puberty. All the females had noammal estroos
belavior, were revepiive bomales [P 0.1 and were, there-
fiore, repegisdly mated during the pubental astrus. While 20
hecais of Hee FLgroup {3/5) had ovolabons and three wers
pregnant when assesoments ooourmed, ovslation oooumed
imitveo of eight Females of the TE growp | P< 0.05 ) and cme of
thelemaleswas pregnand i e time of assessment. In botb
Rroups, gesiations progressed normally untl the time of
ovarinhysisredomies when the sxamination of the excised
uteri revaalad lour bo Ave

Crearian weight did not Qiffer between animals in the
TE and PL {017+ 0.0 comparsd with DLIE£00g: P=01)
prowps. Cross ovarian examination revealsd follicles and
corpora lukea in the animals that [@iked o and those

“Table 1
Dearien proen and himiclopic varishie {meean & SO of female o SNa
e s (P L2 | wrs deiscond briwesngrosm

FamretsT ™= Plarwhz

Lmgth | L0 o D [ AT
Hepight (om] (1" T S &I
Wikt [x] WG & &0 7 ke B
Vol [orm?) (=% A T 3310 D
Frimoedial fallicls e 5134 B50 WET 77
Frimuary fslickey e’ D ok LA B ok U
Second ey f=llichey o’ [ N FE- TN
Arviral fal by ! [ I T D & 3D
Mretic Isllidey rmm? 180 & 6 154 b 27
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Facal 178 - agbradial [ngig)
#

100 H *

-
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i

Fecal testosterane [ngig)
L)

25 o

o T 1%

i L] a3

Postnatal watks

Fly- 1. Fecsl dexowierons (& P 305 and extradicl- 17 (8; P 0.0 ) conoemirrtion: | men & S50 of 13 Serrsbe id Hem trested [postrost-sl by £ b owierone
arasttoie 35S my |wld wymbals] or 2 plewbs (open symibals] and wbseguesily sonwsed endl the fint puberial s sppeeed for aiomicl and
Ebrvirally characierisbis: Axteris over tie pymibals indicsie sriected S fereroe [P 3001 ] Etween oo

that had ovolibore, respectively. Mo further gmss nor
micoscopical differences were defecied betwseen freal-
ment groups for the ovarian warkables that were sindied
{Tabk 1 and Fig. 21

Cmss exiemal amd intemal uberine b rvaHons wWere
nommal in all ‘but one queen in the TE grouap which was
in estrus again a3t the Gme of swgery and had gen-
eraliesd abdominal byperemia and a slightly increassd
bieading. In this gueen the enticety of the mienine homs
and endometriom wers also thicker than in the other cats

Micrnsmopic assez=ment of the uberi revealed that the
area porupied by uierine glands parmm® of ndometriom
was smalier in the TE an in e PL group (0034200010
comparsd with 0.40.£003: P 001] Conversely, the area
omupled by stroma per mm? was Lrger in the TE
quesns LS4+ 001 oomparsd with 0502 0003 Po0OT]
The height of the glandular {mm: 1359+ 0020 compared
with 21,432 1.10c P<001} and luminal {mm; £.09.+ 0309
romparsd with 044 £ 0.42; P<0.05) oienine epithelium
were shorier inthe TE than inthe PLgroup (Fig. 3L Myome-
briz) ehickniess id not dilfer befwesn the byo groups (mm;
ZBEA43 + 837 vs. 20E3E+BED: P<OO5])

4. Discussion

Although, posinatal andresgenization efsds have been
reporisd in several mammalian species incCluding Sogs
{Earraciough and Corski, 1951 Beach 2t al, 1953: jackson
atal, 2013 Lobl and Corsld, 1974£ Venbanasei al, 1967, io
the authors” knowledge, this s the st shady that descrilses
ithe =Tedt of 3 single posinaial supra-physiological doss of
4 patent, Hree-releassd androgren on f=male cat reproduc-
{tion. In the kittensof the pressni study, androgen rea omend
did not aleT growih rate, age at puberty abizinment nor
esimous behawior and receptivity. Similarty, in posimatally
androgenizad rats, body weight did not difier from that of
control animals (Admindn et al., 1984}

It iz generally aooepisd that besicstemons, when preseni
for a3 perind after birth, can permanently suppress devel-
opment of Temale reprodudtive Behavior but this premise
= not oorsistent with fndings in 3 previoe study whens
sexual receplivity was mot alfected by iesoskeron: freat-
memnt of female pigs early in life (Ford and Ohristenson,
15T | Conversely, normal =:xual Behavwior was abolished
in neomatally-androgenized rodents and bitches (Bsach
etal, 1983: Gogan et al, 1980; Thomas et al., 15353 These
imconsistEncies in resulis may be due bo dome and spedes



57

L Deraiéit o al. A imal Brradaction Simee 177 (3005 8517 &

Fig. 2 Ovarim [hereaxdzayin and sosin, 4. ] of lemale oty Aniool et with Berdosisone enoenthuts (4] or pleosbe (8] Mo snificast Sfmme
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differences im the belavicral responss b postnatal tesios-
ierone.

The increazed fecal T during the st 2 posinatal wesks
in the lathens of the TE group in the shudy dearly
imdicates the exogenme slects of the hormonal ireabment
on amabomiical and behavicral charscteristics in i and
dafines the tme pericd of the "the criticl pericd” io per-
manently diferentate sexual fundion in this
spzdes. Conwersely, fecal E; does notseemiio be alfectzd by
androgen ireatment. Furthermore, the augmeniesd E; on-
Centra ome during the fArst 5 posinatal weeks could be dus
o an endogenous origin{Fays et al., 2013}

The transient vulvar and ciiiors abnormalities and the
mounting Behawior oieersed in all and one the TE-freated
cats, respectively. are evidenoe of the peripheral efecis of
trsinsterome. Forthemmore, these changes were expected

acronding bo previous repars in other posmatally andmg-
enieed species [ Browm et al., 190 Morali =t al., 19E5]
Consistent with findings in the present study with
wihat has been extensively desribed for other mammals
(Jack=on &t al., 3013], the hypothalamic-pituitary-ovarian
amiz functionality was probably affected in met of these
quesns 25 T3X of the TE-treated animals wers anovo-
latory. It is assumed that ancwulation resulisd from an
androgen-indwced discrder of the postnatal hypothala-
e and ithe uent change in the releaes patbern of
lutsinizing hommone [rom the pituitary gand (Barradowgh,

1961; Wagner et al. 1966). This supparts the hypothe-
sis that the hypothalamus ks sensitive, at least in part, b

mmwm:mmmmwmmm
Both the absence of lubeal tssue and ovarian abnormali-

i85 in the testosterone-treated cats that were ancwulatory
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Fig. 1 Ui [hemaicoytin and rawn, 4 - and 3272017 fomale cais: Anireah freaied with o smnehae (4 and & ar placebo (3 angd Wi etion
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suggest the ceniral origin of e infertility in these cats 0
rould also be possible that posimatal tesiosberons might
alier arget tissue recepbor semsitivity and, herefore,
respanse in hormones.

Similarty b0 what has been desoribed for other
endomine disupiors in postnatald cais (Carramea &t oal.
2014}, differences in individual response may have ako
accounted for the Nndings in ihe present siody. i & worth
noting that a dose effect has been previowsly described
lor aromalizable and non-aromatizable andmgens in e
induction of anovoliicry symdrome in rats (Al et al.
1081 Gorski and Barraciough, 19&83) Although a larger
testosterone dose may have deoressed or eliminated the
variability of amovrulation inthe present shudy, the possibi-
ity ol use of 3 larger dose for this purposs dees not Jppear
b e f2gmible a5 there would likely be an increase in e
prevalance and saveity ol side sfTect.

Th lollicles from which cvulation did mot oorur might
hawe lunctioned to mcreass in fhe bioodsiream
and may have lsd to the notable inflammation, hem-
omhages, and hyperplasia in the endometrium in the
testosterone-tregied quesn of the present siudy which
was spayed while in estrus. Thes: abdominal Rmdings
WeEre similar, in some Jzperis o thoes described for
hurman ovarian hyper-stmulaion syndroane which i
characterized by multiple owaran Cysts and subssquent
hyper-estemgenemia [jones & al., 138TL

The mammary nodules in e TE-group of the present
shudy were not histologically sxamined and the transient
existence suggesis 3 non-neoplasisc shology. Similary,
pesingial dipdrolesiosierons freaiment resulied in the
stimmlation of mammary ni at adwanoed ages in
female mice (Yanal =t al, TOB 1} Imyportanidy, it should also
e E3koemindn aooommnd Bha b ithe evemiual long barmoun desined
efacis shoukd mod be discarded for the ireabments we=d in
the preseni study = these were not studied inthe time
frame of press=nt trial.

Fostnatal bestosterone ireatment, in Bhe felids of the
[presemt study, reduced the area oooopied by endomeirial

glands and cell development in both glandular and lumi-
mal epithelial tissues. Similar findings have been described

in peinatal androgenized s (Arobenian et oal, 1987}
and ako in progesterone-tregted posinatal dogs (Wikom
ef 3l, 2014} As mormmal endometrial glands are reguired for
establishment and madmienance of pregnancy the question
about 3 comcomitant uteTing mPertility arises and remains
o e mnveilsd i most ol these anovulated teminsenons
treabed females. Mommal mieTine funcbonality could only
I gsoemtained in the pregmant androgeniced female of
ithe present siudy. Infonsistent with what has been found
in postnatal androgenzed mals (Lo and Masma, 19077),
no variaGors in myomeTium thickmess was found in the
presemt felime study.

It i moncluded that 2 single posinatald supra-
physiclogicl dose of iesioslerone emanthabe caused a
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Large proportion of gueens o be infertile dus b anovu-
Liion and histodogical endometrial sbnormalities were
prevalent in these i Furthermore, this pharmacological
proicood seemed o predispos: gueets o mild reversible
pitgsical skl efecis. More knowlsdge 5 necessary
before these pharmacolcgical proboonks oould be widely
recommeEnded & 3 coniracephbive sirategy inlemale cais.
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