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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE PROGESTAGENOS EN GATOS DOMESTICOS

INMADUROS

Palabras clave: felino, acetato de medroxiprogesterona, contracepcion, posnatal

RESUMEN

En el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos: 1) Evaluar los efectos de la
administracion de un progestageno de larga accion en la reproduccion del gato doméstico, mediante
evaluaciones clinicas, endocrinologicas e histologicas. 2) Describir el desarrollo de las glandulas
uterinas desde el periodo prenatal hasta la pubertad en la misma especie. 1) Veinticuatro felinos
neonatos fueron asignados a los siguientes tratamientos: acetato de medroxiprogestrona 10mg sc
(AMP; n=12) o placebo (PLC; n=12). Se realiz6 el seguimiento hasta la pubertad, cuando se realizaron
pruebas de fertilidad. Posteriormente los gatos fueron castrados para la evaluacion histologica gonadal.
2) Veinticuatro uteros desde el ultimo tercio de la gestacion hasta la pubertad fueron evaluados
histolégicamente y se realizaron pruebas de inmunohistoquimica utilizando el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA). 1) Siete gatas ovularon y quedaron prefiadas (4/6 AMP y 3/4 PLC;
p>0,1) y diez gatos resultaron fértiles (5/6 AMP y 5/6 PLC; p>0,1) sin diferencias en los tratamientos.
Tampoco se observaron diferencias significativas en la histologia gonadal entre los grupos (p>0,1). El
area ocupada por glandulas y la altura del epitelio uterino de las gatas AMP no difirid del grupo PLC
(p>0,1). Cuatro de las seis gatas AMP presentaron hiperplasia endometrial y 1/6 desarrolld una
piometra. 2) Aunque los uteros prenatales no presentaron ninguna indicacion de adenogénesis uterina
se observo alta proliferacion celular tanto del epitelio luminal como del estroma. La adenogénesis
comenzd la semana 1 como una incipiente invaginacion del epitelio luminal cilindrico simple. Durante
la semana 2 se increment6 la invaginacion del epitelio hacia el estroma y fue posible observar un

grado leve de tubulogénesis. De semana 3 a la 5 la tubulogénesis fue mas marcada a lo largo del borde



del epitelio luminal y comenzaron a observarse cortes transversales de pequefias glandulas
rudimentarias por debajo del epitelio. De la semana 8 y hasta el final del estudio se observd un
incremento en la profundidad y ramificaciones de las glandulas. Del presente estudio se concluye que
el AMP no altera ni la histologia ni la funcion reproductiva en esta especie y que la adenogénesis

uterina comienza durante la primer semana de vida y finaliza de la quinta a la octava semana posnatal.



EFFECT OF PROGESTAGEN ADMINISTRATION IN IMMATURE DOMESTIC CATS

Key words: felid, medroxyprogesterone acetate, endocrine disruption, genital tract

SUMMARY

The aims of the present study were: 1) To evaluate the effects of a postnatal administration of a long
term release progestin on domestic felid reproduction carrying out clinical, endocrine and histological
evaluations. 2) To describe uterine gland development in this species. 1) Twenty-four postnatal kittens
were assigned to: medroxyprogesterone acetate 10 mg sc (MPA; n = 12) or placebo (PLC; n = 12),
followed up until the first mating and then ovariohysterectomized/orchidectomized for histological
exam. 2) Twenty-four uteri from late gestation to 24 postnatal week were submitted for histological
exam and quantification of proliferating cell nuclear antigen. 1) Seven queens ovulated (4/6 MPA and
3/4 PLC; p>0.1) and were pregnant (p>0.1). Five out of 6 and 5/6 males of the MPA and PLC groups
were fertile, respectively (p>0.1). Neither gross nor microscopical significant differences were found
for the gonads between groups (p>0.1). The MPA-treated queens revealed that the area occupied by
uterine glands and the height of the glandular epithelium did not also differ (p>0.1). Four out of 6
MPA cats presented endometrial hyperplasia and 1/6 developed pyometra. 2) Although prenatal uteri
presented no indication of adenogenesis it had high proliferation, 1 week old uteri revealed an
incipient budding of the luminal epithelium. During the second week budding increased and a mild
degree of tubulogenesis of the glandular epithelium into the stroma was detected. From the third to
fifth weeks coiling, branching and cross-sections of glands appeared more evident. From the eighth
week onwards, glandular epithelium penetrated through much of the stroma. It was concluded that
MPA did not alter reproductive histology nor function in this species. Uterine adenogenesis

commenced during the first postnatal week and concluded by postnatal weeks 5 to 8.



INTRODUCCION GENERAL

La fisiologia reproductiva del gato doméstico (Felis catus) difiere ampliamente de la de otros animales
domésticos. El gato doméstico ha sido tradicionalmente clasificado de acuerdo a su ciclo estral como
poliéstrico estacional de fotoperiodo positivo (Griffin, 2001a; Hurni y col., 1981), es decir que la luz
ejerce una accion estimulante en su ciclicidad sexual. El control del patron reproductivo estacional
esta dado por la secrecion de melatonina de la glandula pineal durante la oscuridad. Asi, en especies
de fotoperiodo positivo, la melatonina influye negativamente en la generacion de pulsos de hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) produciendo una retroalimentacién negativa sobre el eje
hipofisiario gonadal (Leyva y col., 1989). La estacion reproductiva natural en felinos incluye,
generalmente, la primavera y el verano, cuando las horas de luz por dia aumentan. Sin embargo,
cuando la hembra felina vive en latitudes templadas y ecuatoriales cicla durante todo el afio pero con
distinta frecuencia, siendo mas alta en estaciones con luz creciente (da Silva y col., 2006; Faya y col.,
2011).

La pubertad en esta especie se alcanza cuando ha ganado por lo menos el 75-80% de su peso corporal
adulto, siendo de aproximadamente 2,3 a 3,2 kg para el caso de la hembra. Asimismo, el comienzo de
la actividad ovarica esta influenciado por varios factores, entre ellos el fotoperiodo, el estado
nutricional y la raza. Si bien la funcidon reproductiva se mantiene durante toda la vida, la eficiencia
maxima de ésta se extiende desde los 1,5 a 7 afios.

Durante la temporada reproductiva el ciclo de la gata consta de cuatro fases: proestro, estro e
interestro. El proestro se define como el periodo en el que los machos son atraidos por la hembra no
receptiva. Puede durar entre 3 horas y 3 dias. Los signos clinicos en esta fase en general son poco
manifiestos, consisten en vocalizaciones, fricciones de la cabeza y el cuello contra el propietario o
contra objetos inanimados, atracciéon de machos pero rechazo a la cubricion, posturas de lordosis y
giros sobre si misma. La hormona foliculo estimulante (FSH) es la que mayormente induce el

crecimiento folicular, caracteristico de esta fase, con el consiguiente aumento de la sintesis de



estrogenos a una concentracion mayor de 20 pg/ml de 17p estradiol. Algunas gatas no presentan
proestro y alcanzan abruptamente una conducta de estro con receptividad al macho (Griffin, 2001a).

El estro se define como el periodo de apareamiento. Esta fase, por ende, s6lo se reconoce por la
conducta de la gata ante el macho. Puede durar entre 4 a 7 dias con un rango entre 1 a 21 dias. Durante
este periodo la hembra permite ser cubierta por el macho. Los signos conductuales observados en el
proestro se hacen mas evidentes durante este momento. Si se palmea el lomo o se fricciona la base de
la cola, la hembra adopta postura de lordosis desviando la cola hacia lateral (Concannon y col., 1980;
Jemmett y col, 1977). Durante este periodo, la concentracion de estrogenos aumenta
considerablemente, superando los 50 pg/ml alrededor del quinto dia de la fase folicular, luego
descienden a concentraciones de 20-25 pg/ml hacia el dia 7 y son inferiores a 20 pg/ml hacia el dia 8
de la fase folicular, considerandose a este valor como el dia 1 del interestro (Griffin, 2001a).

En la gata la ovulacién es, mayormente, inducida. El principal mecanismo fisiologico para la
ovulacion es un arco reflejo vaginal-médula-hipotalamo en el que la estimulacion de las copulas
conducen a la liberacion de la GnRH y ésta induce, a su vez, la liberacion de hormona luteinizante
(LH) por la hipofisis. En esta especie existe también un 20-30 % de ovulaciones espontdneas. Las
gatas en estro responden con elevacion robusta y prolongada de LH cuando se las somete a multiples
apareamientos en un solo dia. Algunas gatas permitiran hasta 36 copulas dentro de un periodo de 36
horas y de 5 a 6 copulas en las primeras 2 horas (Lawler y col., 1993). También se ha demostrado, con
frecuencia variable, ovulaciones espontaneas cuando las hembras se alojan solas y en ausencia de
machos (Gudermunth y col., 1997).

El interestro es el intervalo entre dos ciclos estrales durante la temporada reproductiva. La duracion de
esta fase varia considerablemente segun se produzca o no ovulacion. Si no se produce la ovulacion
este periodo puede durar entre 7 a 15 dias. En este caso la hembra no presenta signos clinicos
especificos y las concentraciones de estrégenos y progesterona (P4) se encuentran basales. Si se
produce la ovulacion y la hembra no concibe, la duracion de la fase de interestro total se alarga dando
lugar a una fase lutea. En la gata, la fase lutea sin gestacion se denomina pseudogestacion, dura

aproximadamente 35 dias, y se caracteriza por el predominio de la P4 proveniente de los cuerpos



luteos. Alrededor del tercer dia de iniciada la pseudogestacion, los niveles de P4 pueden elevarse a
Sng/ml, llegando a valores de 20 ng/ml hacia los dias 16 a 25. A partir de este momento, las
concentraciones de P4 se tornan descendentes para llegar a valores basales hacia los 35 dias. Durante la
fase de pseudogestacion la hembra felina generalmente no presenta signologia de comportamiento
sexual. Luego de 7 a 10 dias de producirse la luteolisis, las hembras comienzan a ciclar nuevamente
durante la estacion reproductiva (Griffin, 2001a).

La gestacion felina dura en promedio 63-67 dias, considerando variaciones de 59 a 71 dias (Root y
col., 1995). 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. La superfecundacion es un fendmeno observado en gatas de vida libre y ocurre por la
fertilizacion de dvulos de una hembra por espermatozoides de diferentes machos. Durante los 14 a 20
primeros dias de gestacion, la progesteronemia no arroja diferencias significativas con respecto a la
que se observa en la gata pseudogestante. A partir del dia 20, no soélo el cuerpo luteo sintetiza la Pa,
sino que también comienza a hacerlo la placenta. A medida que los dias transcurren, la sintesis de P4
por la placenta se vuelve cada vez mas importante a tal punto que la ovariectomia a partir del dia 50 no
interrumpe la gestacion (Tsutsui y col., 2009). El anestro estacional es un periodo caracterizado por la
ausencia de ciclos estrales. Esta fase ocurre fisiologicamente cuando disminuyen las horas de luz en
otofio-invierno, con el consiguiente aumento de melatonina y prolactina (Verstegen, 1998).

En la especie felina la citologia vaginal es un método utilizado como diagndstico 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 la forma de las mismas. Asi, las gatas en celo
presentan una citologia vaginal con abundantes células superficiales que pueden ser nucleadas o
anucleadas; las hembras en interestro presentan células epiteliales intermedias y ocasionalmente puede
observarse la presencia de neutréfilos, finalmente en las que estan en anestro hay células epiteliales
intermedias y parabasales (Mills y col., 1979).

Los machos felinos alcanzan la pubertad con un peso corporal aproximado de 3,5 kg. 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 (Franga y Godinho, 2003). El pene del gato esta cubierto por 100-200 espiculas cornificadas
y curvas, de Imm de largo, que se dirigen hacia la base del pene (Feldman y Nelson, 2000). Estas
espiculas se desarrollan en la peripubertad y estimulan la liberacion de LH pituitaria 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 control de la reproduccion indeseada en los felinos domésticos es un problema mas severo que el de
los caninos (ACCD 2002, 2004), ya que son sumamente prolificos (Griffin, 2001b). La sobrepoblacion
felina mundial y las malas condiciones en que viven muchos de estos animales, afectan no solo a ellos,
sino también a la salud de los seres humanos. Esta sobrepoblacion de mascotas es preocupante desde
dos puntos de vista: el de la salud publica y el humanitario (Munson y col. 2006).

Si bien existen distintos métodos (quirargico, hormonal, inmunologico, quimico), no se ha encontrado
el método Optimo para el control de la reproduccion indeseada de forma irreversible en esta especie
(Goericke y Pesch, 2010). Los lineamientos internacionales para abordar el problema apuntan a que el
contraceptivo ideal debe ser: eficiente, seguro, no quirurgico, aplicable en una tnica dosis a ambos
géneros, ademas de tener un costo razonable. El descubrimiento de un método de esterilizaciéon con
estas caracteristicas beneficiaria tanto a los animales como a la sociedad.

El incremento de las hormonas gonadales durante el periodo perinatal es un fenémeno 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, los esteroides gonadales declinan lentamente hasta los valores basales tipicos de los
animales prepuberes (Kolho y Huhtaniemi, 1989). En roedores postnatos, estas concentraciones
elevadas de hormonas sexuales plasma 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 reproductivo e inmune (Kolho y Huhtaniemi, 1989). Existe, por lo tanto, un periodo critico
de vulnerabilidad en esta etapa (Quigley y col., 2002).

El periodo preciso de desarrollo reproductivo es especifico de especie y depende del estado de
madurez de cada especie 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 felinos
domésticos el periodo critico de vulnerabilidad se extenderia desde la semana 1 hasta la semana 4
posnatal, donde se encontré un aumento significativo de los esteroides sexuales seguido de una
notable disminucion (Faya y col., 2013). Si durante esta ventana de tiempo se producen exposiciones a
agentes hormonales exogenos (e.d. disruptores) endocrinos, €stos podrian afectar el potencial
reproductivo del adulto (Pryor y col., 2000). Un disruptor endocrino es una sustancia exogena, con
efectos deletéreos en las funciones hormonales de un individuo o de sus descendientes, debido a
cambios en la funcién enddcrina (Cravedi y col., 2007).

Tomando como ventaja el estado de inmadurez con el que nacen los carnivoros domésticos, se han
utilizado diferentes disruptores hormonales posnatales en felinos. La disrupcion endocrina con un
agonista de GnRH de larga duracion durante la ventana critica posnatal disminuy6 las hormonas
sexuales fecales y causo un deterioro reproductivo, obteniendo un 30% de animales infértiles y
postergando la pubertad (Carranza y col., 2014, 2015). La administracion de una dosis suprafisiologica
de testosterona en hembras felinas neonatas también produjo anovulaciéon y anormalidades
histologicas en el tracto reproductivo (Demaldé y col., 2016). Hasta el momento, no existen estudios
en felinos con progestagenos durante el periodo critico del desarrollo sexual posnatal con fines
contraceptivos. Los progestagenos son derivados sintéticos de la progesterona utilizados
tradicionalmente para la supresion de los ciclos ovaricos en hembras adultas por su accién anti-
gonadotropica (Concannon y col., 1991). Asi, el acetato de medroxiprogesterona, un progestageno
econdomico, potente, de larga accion y ampliamente disponible en el mercado (Romagnoli &

Concannon, 2003), fue seleccionado como disruptor endocrino para este estudio.
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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 objetivos especificos que se

desarrollaran en sus respectivos Capitulos.
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CAPITULO1

EFECTO DE LA ADMINISTRACION NEONATAL DE ACETATO DE

MEDROXIPROGESTERONA EN FELINOS DOMESTICOS HEMBRAS

Introduccion

En mamiferos como ovejas, cerdas, perras y roedores, el itero no se encuentra totalmente desarrollado
al momento del nacimiento, siendo el desarrollo de las glandulas uterinas un evento posnatal (Gray y
col., 2001a; Cooke y col. 2013). El utero canino comienza la adenogénesis durante la primer semana
de vida y finaliza entre la semana 6 y la 8 posnatal (Cooke y col., 2012a). Aunque esta informacion no
se encuentra disponible para los felinos domésticos, al ser ambas especies altriciales con muchas
similitudes desde el punto de vista reproductivo, se podria asumir que la adenogénesis en los felinos
ocurre en un periodo similar.

En los mamiferos euterios la adenogénesis endometrial implica la diferenciacion del epitelio luminal y
glandular, seguido de una invaginacion tubular y ramificaciones a través del estroma uterino hacia el
miometrio. La disrupcion del desarrollo uterino durante periodos criticos pueden alterar la capacidad
funcional del ttero adulto y producir pérdidas embrionarias (Gray y col., 2001b; Cooke y col., 2013;
Spencer y col., 2004). En estos mamiferos, los productos de secrecion uterina por parte de las
glandulas endometriales son necesarios para el establecimiento de la receptividad del utero y la
implantacion del concepto (Gray y col., 2001b). De esta forma, las alteraciones organizacionales de la
arquitectura uterina durante la adenogénesis inducen infertilidad en el animal adulto, debido a que si
bien el blastocisto eclosiona normalmente, fallan su supervivencia y elongacion (Gray y col., 2001b).
La exposicion del tracto urogenital en desarrollo a esteroides, puede afectar la estructura y funcion de
esos tejidos en el animal adulto y comprometer la eficiencia reproductiva (Bartol y col., 1995).

Particularmente, el tratamiento neonatal con progesterona o progestagenos en ovejas y ratones produjo
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la inhibicion en el desarrollo de las glandulas uterinas, llevando a estos animales a la infertilidad (Gray
y col., 2001c; Cooke y col., 2012b). Esto sugiere que un enfoque de este tipo podria proporcionar una
estrategia contraceptiva permanente en animales de compaiiia.

Para probar la hipétesis de que la administracion de progestagenos en la etapa critica de desarrollo
posnatal induce esterilidad en gatos domésticos, en el presente capitulo se plantearon los siguientes
objetivos: (1) reportar la adenogénesis en felinos durante la primera semana de vida, (2) describir el
efecto clinico, endocrinolégico e histologico de la administracion neonatal de un progestageno en la
reproduccion de hembras felinas y (3) probar la seguridad clinica del tratamiento. El acetato de
medroxiprogesterona (AMP), un progestageno econdémico, potente y de larga accion (Romagnoli &

Concannon 2003), fue seleccionado como disruptor endocrino para este estudio.

Materiales y métodos

Animales

Experimento 1
Para el estudio de la adenogénesis uterina en el periodo posnatal temprano, se utilizaron 3 hembras
felinas nacidas en nuestra colonia experimental, las cuales murieron debido a causas traumaticas entre

los 6 y los 8 dias de vida.

Experimento 2

En este trabajo se utilizaron 12 hembras felinas neonatas, hermanas de camada, nacidas en nuestra
colonia experimental. Los animales fueron expuestos a un fotoperiodo positivo de 14 hs de luz 'y 10 hs
de oscuridad y, a partir de los 40 dias de vida, fueron destetados y alimentados con alimento
balanceado para cachorros y agua ad libitum. Todas las hembras se alojaron sueltas en habitaciones de

3 x 4 metros, con enriquecimiento ambiental para su distraccion. Ademads, las gatas fueron
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socializadas por alumnos entrenados. Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Uso y
Cuidado Animal (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata, Argentina y todos los experimentos fueron conducidos bajo las guias establecidas por The

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

Diserio experimental y protocolo farmacologico

Las hembras se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes tratamientos, dentro de las primeras
24 hs de vida:

- Acetato de medroxiprogesterona 10 mg/animal (0,2 ml/100 g; Singestar MP®, Konig, Argentina),
subcutaneo (AMP; n=6).

- Placebo 0,2 ml/100 g de solucidn salina subcutanea (PLC; n=6).

*Nota: La dosis fue seleccionada de acuerdo a Romagnoli & Concannon (2003).

Seguimiento

Se realiz6 el seguimiento de los animales hasta la aparicion de los primeros signos clinicos de
pubertad. Las gatas se observaron diariamente durante un minimo de 2 horas a fin de detectar la
aparicion del comportamiento sexual tipico y/o la presencia de algin efecto clinico adverso.
Adicionalmente, se pesaron todos los animales una vez por semana para evaluar eventuales

alteraciones del crecimiento relacionadas a los tratamientos.

Citologias vaginales
Se realizaron citologias vaginales tres veces por semana mediante hisopos oOticos embebidos en
solucion fisiologica a partir de los 3 meses de edad. Los frotis se tifieron con Tincion 15 (Biopur®, Sta

Fe, Argentina) y se analizaron e interpretaron de acuerdo a Mills y col. (1979).
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La pubertad se defini6 como la aparicion del comportamiento sexual tipico acompafiado por la
presencia de mas del 80% de células superficiales queratinizadas en las citologias vaginales de las

hembras (Johnston y col., 2001).

Recoleccion de materia fecal, extraccion humeda de 17f-estradiol fecal y determinaciones
hormonales

Las muestras de materia fecal para la medicion de 17f-estradiol (17B-E.) fueron tomadas
semanalmente durante los 3 primeros meses de edad. Durante las primeras 5 semanas de vida fue
necesario realizar estimulacién 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, 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
homogeneizadas, luego se tomod de cada una una alicuota de 250 mg, a las que se les agreg6 5 ml de
alcohol etilico absoluto, y se las agitd6 primero a mano y después con vortex por un minuto. Se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos, se separ6 el sobrenadante y se extrajeron 200 ul que se
colocaron en un ependorf para dejarlo evaporar hasta su sequedad. El residuo seco fue resuspendido en
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).

Pruebas de fertilidad in vivo

Cuando las gatas alcanzaron la pubertad fueron expuestas para su monta a gatos machos fértiles
durante todo el periodo estral. Se observaron los apareamientos o se diagnosticaron por la presencia de
los espermatozoides en las citologias vaginales. Veinticuatro dias después de finalizado el estro se
tomaron muestras de sangre para determinacion de ovulacion, la cual se llevd a cabo mediante la

medicion de P4 sérica por electroquimioluminiscencia (Elecsys Progesterona II, Roche Diagnostics,



18

Mannheim, Germany; P4 > 5Sng/ml) y treinta dias mas tarde se realiz6 el diagnostico de gestacion por

ultrasonografia (Mattoon & Nyland 1995).

Ovariohisterectomias
Después del diagnostico de gestacion todas las hembras fueron ovariohisterectomizadas (Arnold,
2002) para la evaluacion macroscopica e histologica de las gonadas y el utero y posteriormente las

gatas fueron dadas en adopcion.

Examen macroscopico e histologico de los ovarios y utero

Inmediatamente después de las cirugias, las gonadas y el utero fueron medidos (largo y ancho; cm),
pesados (g), se calculd el volumen (cm’; Chen y col., 2008; Lin y col., 2009) y el indice
gonadosomatico (%; Franga y Godinho, 2003).

Los ovarios se seccionaron longitudinalmente y se colocaron en el fijador de Bouin 12 horas, luego en
formol al 10% 48 horas y finalmente en alcohol 70 grados hasta ser procesadas con el procedimiento
de rutina en parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 5 um que fueron montados, desparafinados en
xylol y rehidratados con soluciones graduadas de etanol y finalmente tefiidas con hematoxilina y
eosina.

Los foliculos se clasificaron bajo el sistema propuesto por Bristol-Gould y Woodruff (2006) en
primordiales (ovocito pequefio rodeado por una capa simple de epitelio plano), primarios (ovocito mas
grande rodeado por una capa de epitelio cubico), secundarios (2 o mas capas de células de la granulosa
y teca), antrales (espacio antral con fluido folicular, células de la granulosa formando un muro,
cumulus oophorus y dos o0 mas capas de células tecales) o atrésicos (degeneracion de las células de la
granulosa, el liquido folicular con detrito celular, formacion de vacuolas en el interior del ovocito; van
Wezel y col., 1999; Hernandez y col., 2010). Se tomaron 20 imagenes con un aumento de 20X por
ovario y se determind el nmimero de foliculos primordiales, primarios, secundarios y antrales, de

cuerpos luteos y de foliculos atrésicos por milimetro cuadrado (Reggiani y col., 2012).
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Los tteros se seccionaron longitudinalmente para su inspeccion interna. Se cortaron secciones
transversas (de 0,5-1 cm aproximadamente) que fueron tomadas en un punto medio entre la
bifurcacion y el extremo de cada cuerno uterino, se colocaron en formol al 10% durante 48 hs y luego
se pasaron a alcohol 70 grados para su fijacion y posterior procesamiento en parafina. Después de su
procesamiento, se cortaron secciones de 5 um y se tifieron con hematoxilina eosina.

Los tteros se clasificaron histologicamente de acuerdo a la presencia o ausencia de las glandulas
endometriales. Se calculd el area ocupada por glandulas por pm cuadrado de endometrio por
planimetria. La altura del epitelio uterino se midi6 contando 100 células en un total de 10 fotos por
utero con un objetivo de 10X.

Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio 6ptico (Olympus BX50, Tokio, Japon)
con los objetivos de 10X, 20X y 40X, a través de una camara de video conectada (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 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

Andlisis estadistico

Se compararon las variables de respuesta cualitativas y cuantitativas entre los grupos AMP y PLC a
través de un Fisher exact test y test de Student, respectivamente. Las concentraciones de 17B-Ese
analizaron mediante un ANOVA de medidas repetidas en el tiempo seguido del test de Tuckey. Todos

los datos se expresaron como la media + SEM y se consideraron significativos los valores de p<0,05.

Resultados

Experimento 1
Todas las gatas de 6 a 8 dias de vida presentaron un estadio inicial de desarrollo glandular,
evidenciado por invaginaciones del epitelio luminal hacia el estroma subyacente (Figura 1).

Experimento 2
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No se encontraron diferencias entre los grupos AMP y PLC ni en la media de la edad a la pubertad
(43,7 £ 5,9 vs. 35,3 + 5,8 semanas; p>0,05), ni en el peso corporal a la pubertad (2760,1 + 331,5 vs.
2720,0 + 153,9 g; p>0,1; Figura 2). Cinco de seis hembras AMP presentaron labios vulvares
redondeados con agrandamiento y exposicion transitoria del clitoris, que comenzo a partir de la
semana 5 y se normaliz6 gradualmente a la semana 20.

Todas las hembras mostraron comportamiento sexual normal (p>0,1) y cuando fueron expuestas a
machos fértiles durante el estro aceptaron los apareamientos.

La ovulacion ocurrié en 4 de 6 hembras tratadas con AMP y en 5 de 6 hembras PLC (p>0,1). Las 9
hembras que ovularon demostraron ser fértiles quedando prefiadas luego de los servicios, no habiendo
diferencias entre los tratamientos (p>0,1).

No se observaron efectos colaterales permanentes, excepto en una gata tratada con AMP que
desencaden6 una pidmetra a cuello abierto luego del diagnostico de gestacion y justo antes de que se
lleve a cabo la ovariohisterectomia.

No se encontraron diferencias entre los grupos en las concentraciones fecales de 17B-E, durante el
periodo de seguimiento (p>0,1; Figura 3), aunque si se observaron diferencias entre las semanas en
ambos tratamientos (p<0,01). La primera semana presentd concentraciones de 178-E2 mas altas que
el resto (p<0,01) y a partir de ese momento esta hormona descendié rapidamente para mantener
concentraciones basales hasta el final del muestreo fecal.

En la evaluacion macro y microscopica de los ovarios no se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos para ninguno de los parametros estudiados (Tabla 1y 2). La evaluacion macroscopica
de los uteros reveld una hiperplasia endometrial con engrosamiento e irregularidad del endometrio, en
4 de 6 hembras tratadas con AMP, una de las cuales desarrolld la pidmetra a cuello abierto
anteriormente mencionada. En estas 4 gatas tratadas con AMP se encontraron vesiculas embrionarias
con fetos viables. Ninguna de las hembras PLC present6 anormalidades uterinas macroscopicas.

Con respecto al peso uterino, no se encontraron diferencias entre los grupos (AMP 3,86 + 1,1 vs. PLC

4,10+ 1,9 g; p>0,1).
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En la evaluacion microscopica del ttero de las hembras tratadas con AMP respecto de las PLC no se
observaron diferencias significativas ni en el area ocupada por glandulas por pum? de endometrio (0,55
+ 0,2 vs. 0,49 + 0,2; p>0,1) ni en la altura del epitelio uterino (24,5 + 6,7 vs. 24,4 + 7,2 pm; p>0,1).

Se confirmo la presencia de hiperplasia endometrial quistica en 4 de 6 hembras tratadas con AMP.

Figura 1: Utero de las gatas de 1 semana de vida. Notese las invaginaciones del epitelio luminal hacia

el estroma. Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (10X).
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Figura 2: Peso (media + SEM) de hembras felinas tratadas posnatalmente (Dia 0) con acetato de
medroxiprogesterona 10 mg/animal (AMP; n=6) o placebo (PLC; n=6) y seguidas hasta la aparicion

de los primeros signos de pubertad. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 3: Concentracion de estradiol fecal (media + SEM) de las hembras de la Figura 2. No se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0,1) y la primer semana presentd

concentraciones superiores al resto en ambos tratamientos (p<0,01).
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Tabla 1: Parametros ovaricos macroscopicos (media + SEM) de hembras felinas de la Figura 2 y
ovariohisterectomizadas después de los primeros signos de pubertad. No se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos para ninguno de los parametros estudiados (p>0,1).

Parametro AMP Placebo
Largo ovarico (cm) 0,95+ 0,02 0,95+ 0,03
Alto ovarico (cm) 0,75 + 0,08 0,63 + 0,02
Peso ovarico (g) 0,19 + 0,01 0,17 + 0,01
Volumen (cm?) 0,3+ 0,07 0,2+ 0,01

Tabla 2: Estructura histologica de los ovarios (media + SEM) de las hembras de la Figura 2. No se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de los parametros estudiados

(p>0,1).

Estructuras (mm?) AMP Placebo
Foliculos primordiales 216,83 + 12,71 216,5 + 16,65
Foliculos primarios 6,99 + 1,15 7,64 + 1,06
Foliculos secundarios 0,8+0,12 0,53+ 0,11
Foliculos antrales 0,1 +0,06 0,11+0,07
Cuerpos luteos 0,31 +0,03 0,34 +0,11

Foliculos atrésicos 17,33 +1,97 14,5+ 3,54
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Figura 4: Cortes histologicos de uteros de las gatas tratadas con AMP (A) y PLC (B). Los cortes

fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (10X).

Discusion

Se ha descripto en varias especies, principalmente roedores y primates, que la disrupcion endocrina
durante el periodo critico posnatal del desarrollo produce una serie de cambios irreversibles en el
desarrollo gonadal tanto en hembras como en machos (Kezele y Skinner, 2003; Pryor y col., 2000).
Estudios previos apoyan la investigacion del potencial uso de progestagenos para contracepcion en
pequefios animales (Cooke y col., 2012a; Gray y col., 2000).

Este es el primer estudio que reporta la adenogénesis uterina durante la primera semana de vida y el
efecto de una dosis suprafisioldgica de un progestageno potente y de larga accion sobre el desarrollo
de las glandulas uterinas en felinos domésticos.

Al igual de lo que se observé en perras, otro carnivoro altricial con similar duracion de la gestacion,
las gatas presentaron un incipiente estadio de desarrollo glandular hacia el final de la primera semana

de vida. El hallazgo de un endometrio inmaduro destaca la importancia de probar el efecto de los
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progestagenos en el periodo posnatal con fines contraceptivos en felinos. Para este proposito, en el
presente estudio, se utilizd una dosis tnica de acetato de medroxiprogestora administrada durante las
primeras 24 horas de vida. Como este progestageno es conocido por suprimir el eje gonadal por un
minimo de 3 semanas y, asumiendo que los gatos no son una excepcion entre los mamiferos, todo el
periodo de desarrollo glandular deberia estar cubierto con este Uinico tratamiento.

El tratamiento temprano con progestagenos no afectd ni la edad ni el peso corporal a la pubertad, con
lo cual se puede inferir que no hubo alteraciones en el crecimiento corporal relacionadas con la
administracion del farmaco.

Los labios vulvares redondeados con agrandamiento y exposicion transitoria del clitoris encontrados
en este estudio, pueden deberse a los efectos androgénicos de los progestagenos (Romagnoli y
Concannon, 2003). En contraste a lo que se habia reportado con la administracion de otros esteroides
en roedores y caninos (Gogan y col., 1980; Beach y col., 1983), los progestagenos no modificaron ni
el comportamiento sexual ni la libido durante el estro.

La funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal aparentemente no se vio afectada por el
progestageno, ya que no se hallaron diferencias significativas en las concentraciones fecales de 17p-E»
durante el periodo de seguimiento. Los valores mas elevados de 17B3-E; encontrados durante la primera
semana de vida son coincidentes con los previamente descriptos en felinos posnatales (Faya y col.
2013).

La anovulacion diagnosticada en 2 de las gatas tratadas con AMP y en una de las gatas PLC, pudo
deberse a la fisiologia normal del ciclo reproductivo de la hembra felina que se clasifica
tradicionalmente como de ovulacion inducida.

El tratamiento neonatal con acetato de medroxiprogesterona no alterd la adenogénesis uterina, ya que
no se evidencio en la evaluacion histologica una reduccion ni en el area ocupada por glandulas ni en la
altura del epitelio uterino. El hecho de que todas las hembras AMP que ovularon hayan quedado
prefiadas confirma la falla en la induccion de infertilidad uterina en estos felinos. Estos resultados se

contraponen con lo descripto para otras especies, como ovinos y ratones, en los cuales el tratamiento
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con progestagenos o progesterona, inhibié6 completamente el desarrollo glandular (Gray y col. 2000;
Cooke y col. 2012b).

Debido a los efectos estimulantes de los progestagenos sobre el epitelio uterino (Romagnoli &
Concannon 2003), era esperable la presencia de hiperplasia endometrial y piometra en las hembras
tratadas con AMP. Respecto a esto cabe destacar que, aunque no se encontraron diferencias
significativas en el area ocupada por glandulas, la misma fue mayor en el grupo AMP, por lo que un
aumento de la dosis seria inviable ya que podrian exacerbarse los efectos secundarios.

Se requieren mas estudios para dilucidar las razones por las cuales no se pudo generar un fenotipo
aglandular en felinos domésticos. Los resultados obtenidos indican que el periodo prenatal podria ser
importante a la hora de implementar un farmaco contraceptivo en esta especie.

Se concluye que la administracion de acetato de medroxiprogesterona en la etapa critica de desarrollo
posnatal, no inhibe la adenogénesis ni induce la esterilidad en hembras felinas. Ademas en felinos este

tratamiento parece predisponer a la enfermedad uterina sin prevencion de la fertilidad.
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CAPITULO II

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA EN

FELINOS DOMESTICOS MACHOS

Introduccion

La contracepcion masculina ha sido mucho menos desarrollada que la femenina en todos los
mamiferos domésticos, incluyendo la especie felina. El hallazgo de un método de esterilizacion no
quirtrgico, eficiente, seguro y aplicable en una unica dosis, contribuiria positivamente en el control de
la reproduccion indeseada en esta especie.

Los esteroides testiculares al momento del nacimiento, estan involucrados en la diferenciacion sexual
y en los mecanismos que controlan la secrecion de gonadotrofinas en el animal adulto (Corbier y col.,
1992). Una funcion reproductiva normal depende de la liberacion coordinada de las hormonas del eje
hipotalamo-hipofisiario-gonadal en momentos criticos del desarrollo sexual, lo que redundara en la
proliferacion y diferenciacion del epitelio seminifero normal (Shupnik y col., 1997).

Se han reportado deficiencias estructurales y/o funcionales de la reproduccion después de la
administracion posnatal de esteroides sexuales a machos que incluyen reduccion del peso testicular,
tamafio de los tubulos seminiferos, vesiculas seminales y prostata, de la esteroidogénesis testicular y
de las concentraciones séricas de testosterona (Barafiao y col., 1981; Feigelson y col., 1986;
Vanderstichele y col., 1987; Ventanas y col., 1992; Clark y col., 2012). La exposicion neonatal a la
testosterona (Diamond y col., 1973) o progesterona (Hull, 1981) también redujo el comportamiento
sexual de ratas macho.

La administracion prepuberal de una dosis suprafisiologica de benzoato de estradiol (Li y col., 2009)
o dietilestilbestrol (Li y col., 2008) en ratas disminuy6 el numero de células de los tubulos seminiferos

y genero6 aplasia de las células de Leydig, alterando la espermatogénesis. El progestageno, acetato de
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ciproterona, indujo la hipoplasia e hipotrofia del epididimo y vesiculas seminales, respectivamente
(Jean-Faucher y col., 1984, 1989) y un alto porcentaje de ratones infértiles cuando se inyectd hasta el
dia 10 del nacimiento (Jean-Faucher y col., 1985). La administracion de acetato de
medroxiprogesterona en cerdos en el periodo posnatal, generé una reduccion del tamafio testicular y
disminuy0 los niveles séricos de testosterona a la pubertad (Clark y col., 2012).

Los carnivoros domésticos son muy sensibles al efecto toxico de los estrogenos lo que limita en gran
medida su administracion en estas especies (Schwarz y col., 1982). Por otro lado y a nuestro
conocimiento, no existen trabajos en felinos con fines contraceptivos utilizando progestagenos en el
periodo posnatal. Estos compuestos, a través de retroalimentacion negativa, podrian bloquear al eje
gonadal en el periodo critico posnatal de desarrollo reproductivo del gato doméstico. Por lo expuesto,
los objetivos del presente capitulo se focalizaron en describir los efectos reproductivos clinicos,
hormonales e histologicos de la administracion posnatal de un progestageno en felinos domésticos; en
segundo lugar también se evalud la seguridad clinica del tratamiento. El acetato de
medroxiprogesterona (AMP), un progestageno potente, economico y de larga acciéon (Romagnoli &

Concannon, 2003) fue seleccionado como disruptor endocrino para el presente estudio.

Materiales y métodos

Animales

En este trabajo se utilizaron 12 felinos machos neonatos, hermanos de camada, nacidos en nuestra
colonia experimental. Los animales fueron expuestos a un fotoperiodo positivo de 14 hs de luz 'y 10 hs
de oscuridad y, a partir de los 40 dias de vida, fueron destetados y alimentados con alimento
balanceado para cachorros y agua ad libitum. Todos los animales se alojaron sueltos en habitaciones
de 3 x 4 metros, con enriquecimiento ambiental para su distraccion. Ademas fueron socializados por
alumnos entrenados para este fin. Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Uso y

Cuidado Animal (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
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Plata, Argentina y todos los experimentos fueron conducidos bajo las guias establecidas por The

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

Diseiio experimental y protocolo farmacolégico

Los machos se asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes tratamientos, dentro de las primeras
24 hs de vida:

- Acetato de medroxiprogesterona 10 mg/animal (0,2 cc/100g; Singestar MP®, Konig, Argentina),
subcutaneo (AMP; n > 6)

- Placebo 0,2 cc/100g de solucion salina subcutanea (PLC; n > 6)

*Nota: La dosis fue seleccionada de acuerdo a Romagnoli & Concannon (2003).

Seguimiento

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

Los felinos fueron pesados semanalmente como indicador de crecimiento somatico, también se
revisaron semanalmente para identificar 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, ancho y
profundidad para calcular el volumen testicular V=L x W? x 0,52; L= largo; W= ancho (Lin y col.,
2009).

Se definié pubertad cuando estos animales tuvieran separacion balano prepucial completa y la
aparicion de espiculas peneanas, acompafiado por el comportamiento sexual correspondiente

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

En todos los machos se tomaron muestras de materia fecal una vez por semana para la medicion de
testosterona (T). Las muestras fueron recogidas y conservadas como se describio en el Capitulo 1. El
procesamiento de la materia fecal se realizo a través del método descripto por Brown y col. (2008) con
algunas modificaciones realizadas por Risso y col. (2010a, b) de acuerdo a lo explicado en el Capitulo

L

Prueba de fertilidad in vivo

Cuando los animales alcanzaron la pubertad fueron expuestos para su monta a una hembra de
fertilidad probada y en celo. Se les dieron hasta 3 oportunidades (estros de la hembra) de servicio
consecutivas. Se observaron los apareamientos o se diagnosticaron por la presencia de los
espermatozoides en las citologias vaginales de las hembras. La libido de los animales se clasifico
como 0 en aquellos animales con ningln 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
(Johnston y col., 2001). Treinta dias mas tarde se realizo el diagnostico de gestacion en todas las

hembras por ultrasonografia (Mattoon y Nyland, 1995).

Examen macroscopico de las gonadas
Inmediatamente luego de la escision de las gonadas, éstas fueron medidas (largo, ancho y profundidad;
cm), pesadas (g), se calculd el volumen (cm?®; Chen y col., 2008; Lin y col., 2009) y el indice

gonadosomatico (%; Franga y Godinho, 2003).

Estudio microscopico y morfométrico testicular
Se recolecté semen de la cola de los epididimos utilizando la hoja de un bisturi y se evalud la
motilidad progresiva con un objetivo de 40X sobre una platina térmica. La morfologia espermatica

también fue evaluada luego de su tincién con Giemsa.
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A los testiculos se les realiz6 un corte longitudinal. Luego las gonadas fueron colocadas en el fijador
de Bouin 12 horas, formol al 10% 48 horas y finalmente alcohol 70 grados hasta ser procesadas con el
procedimiento de rutina con parafina. Se obtuvieron cortes seriados de 5 pm que fueron montados,
desparafinados en xylol y rehidratados con soluciones graduadas de etanol y finalmente tefiidas con
hematoxilina-eosina. Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico (Olympus
BX50, Tokio, Japon) con los objetivos de 10X, 20X y 40X, a través de una camara de video conectada
(Sony DXC 151, Tokio, Japon) y digitalizadas en formato TIFF color de 24 bits.

Se eligieron al azar 15 a 20 perfiles tubulares redondeados del testiculo izquierdo de cada animal. En
los tubulos seminiferos se midieron el didmetro tubular (um), eje mayor y eje menor (um), area (um?)
y perimetro (um) a 10X (Image Pro Plus version 6.0; Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).
Por este método también se registro la altura del epitelio germinal (um). El volumen (cm®) de los
componentes testiculares se determind por estereologia mediante microscopia de luz usando una grilla
de 441 puntos sobre las fotografias 40X. Para ello se seleccionaron 15 campos 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 calcul6 la longitud total de los tibulos seminiferos (metros) y el
area nuclear de las células de Leydig, midiendo 25 nucleos de un total de 15 imagenes por testiculo
por animal (um* Franga y Godinho, 2003). También se calcularon las siguientes proporciones:

espermatides redondas/espermatogonias y espermatides/células de Sertoli (Berndtson y col., 1987).

Andlisis estadistico

Se compararon las variables de respuesta cuali y cuantitativas entre los grupos AMP y PLC a través de
los tests de Fisher y Student, respectivamente. Las concentraciones de T y el volumen testicular se
compararon con un ANOVA de medidas repetidas en el tiempo, seguido por la prueba de comparacion

de Tukey. También se compararon, con esta ultima prueba, los valores de T en 3 ventanas
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consecutivas de tiempo (semanas: 1-3 vs. 4-8 vs. 9-14). Todos los datos se expresaron como la media

+ SEM y se consideraron significativos los valores de p<0,05.

Resultados

No se encontraron diferencias entre los grupos AMP y PLC ni en la edad a la pubertad (21,5 + 1,5 vs.
22,3 + 1,2 semanas; p>0,1), ni en el peso corporal a la pubertad (2713,8 + 181,6 vs. 2781,5 + 278,5 g;
p>0,1; Figura 1).

En uno de los machos tratados con AMP no se observo el descenso escrotal de uno de los testiculos, el
cual se diagnosticé como de localizacion intraabdominal por ultrasonografia previo a la orquiectomia.
Otro de los machos tratados con AMP sufri6 un retraso en el descenso de uno de los testiculos, el cual
se normaliz6 a la semana 17.

La libido a la pubertad fue normal en todos los animales sin diferencias entre los grupos (p>0,1) y en
todos los gatos se diagnosticaron servicios. Cinco machos AMP (5/6) y cinco machos PLC (5/6)
demostraron ser fértiles luego de la pubertad y apareamientos (p>0,1).

No se encontraron diferencias en las concentraciones fecales de T entre los tratamientos a través del
experimento (p>0,1; Figura 3). Cuando se analizé el grupo AMP, los valores de esta hormona
resultaron mas elevados en la primera (p<0,05) y tercera (p<0,05) ventana de tiempo que en la
segunda.

En el estudio macroscopico de los testiculos, el peso testicular himedo, las mediciones y el volumen
(p>0,1; Figura 2) asi como también el indice gonadosomatico, no difirieron entre los tratamientos
(p>0,1; Tabla 1).

Todos los machos tuvieron motilidad y morfologia normal de los espermatozoides epididimales, sin
diferencias entre los tratamientos (p>0,1).

En la evaluacion microscopica de los testiculos no se encontraron diferencias significativas ni en las

mediciones de los tibulos seminiferos ni en la altura del epitelio germinal (p>0,1; Tabla 2; Figura 4).
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En la composicion de la hilera germinal tampoco se observaron diferencias entre los grupos en los
espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios, espermatides redondas, espermatozoides y
células de Sertoli (p>0,1; Tabla 2; Figura 5). Por otro lado, tampoco aparecieron diferencias en el

espacio intertubular o en las células de Leydig (p>0,1; Tabla 2).

Figura 1: Peso (media + SEM) de machos felinos tratados posnatalmente (Dia 0) con acetato de
medroxiprogesterona (AMP) o placebo (PLC) y seguidos hasta la aparicion de los primeros signos de

pubertad. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 2: Volumen testicular (media + SEM) de machos felinos tratados posnatalmente (Dia 0) con

acetato de medroxiprogesterona (AMP) o placebo (PLC) y seguidos hasta la aparicion de los primeros

signos de pubertad. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 3: Concentracién de testosterona fecal (T; media + SEM) de machos felinos tratados

posnatalmente (Dia 0) con acetato de medroxiprogesterona (AMP) o placebo (PLC), seguidos durante

las primeras semanas de vida. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos

(p>0.1).
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Tabla 1: Parametros testiculares macroscopicos (media + SEM) de machos tratados posnatalmente

con acetato de medroxiprogesterona 10 mg/animal (AMP; n=6) o placebo SC (n=6) y

orquiectomizados después de la pubertad. No se encontraron diferencias significativas entre los

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

Parametro AMP Placebo
Largo testicular (cm) 1,62+ 0,1 1,824+ 0,06
Ancho testicular (cm) 1,35+ 0,08 1,45+ 0,06
Peso (g) 1,67 +0,2 1,97 + 0,07
Volumen testicular (cm?) 1,41+ 0,22 1,77 + 0,21
Indice gonadosomatico (%) 0,03 + 0,006 0,04 + 0,002

Tabla 2: Estructura histologica de los testiculos (media + SEM) de los machos de la Tabla 1. No se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de los parametros estudiados

(p>0,1).

Pardmetro AMP Placebo

Eje tubular mayor (um) 204,62 + 14,14 218,66 + 5,51
Eje tubular menor (um) 162,01 + 8,72 182,94 +4,13
Diametro tubular (pum) 183,62 + 12,73 200,40 + 3,72

Area tubular (um?)
Perimetro tubular (um)
Altura del epitelio germinal (um)

Espermatogonias (cm®)

277717,85 + 3322,36

612,58 + 37,20

46,07 + 1,73

0,09 +£ 0,02

31823,73 +1232,71

660,46 + 13,27

49,68 +2,29

0,07 £ 0,01



Espermatocitos primarios (cm?)
Espermatocitos secundarios (cm®)
Espermatides redondas (cm”®)
Espermatides elongadas (cm*)
Espermatozoides (cm”)

Células de Sertoli (cm?)

Células de Leydig (cm®)
Compartimiento intertubular (cm®)
Lumen (cm®)

Membrana basal (cm®)

Proporcién tubular-intertubular
Largo tubular (m)

Area nuclear de células de Leydig (um?)
Espermatides red./Espermatogonias

Espermatides/Células de Sertoli

0,04 + 0,007

0,0015 + 0,0003

0,35+ 0,02

0,07+ 0,03

0,004 + 0,002

0,14 +0,04

0,05+0,01

0,07 £ 0,01

0,3+0,08

0,04 + 0,007

8,20+ 1,67

53,52 +£10,24

35,28 +£2,05

6,14+ 1,98

4,68 £ 0,86

0,42+ 0,07

0,0010 + 0,0001

0,37 + 0,02

0,13+0,01

0,008 + 0,002

0,13 +0,02

0,03 +0,01

0,09 + 0,01

0,4+ 0,05

0,05+0,01

9,49 +1,24

56,72 + 8,38

38,20 + 1,37

5,97+1,02

3,91+0,90
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Figura 4: Cortes histologicos de testiculo de los gatos AMP (A) y PLC (B) descriptos en la Tabla 2.

Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (10X).

Figura 5: Cortes histologicos de testiculo de los gatos AMP (A) y PLC (B) descriptos en la Tabla 2.

Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (40X).
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Discusion

A nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que describe el efecto de una unica dosis
suprafisiologica de un progestageno con fines contraceptivos en felinos domésticos.

A diferencia de lo observado en ratones tratados con acetato de ciproterona (Jean-Faucher y col. 1984)
en este trabajo se demostrd que una unica dosis de AMP, administrada en machos felinos postnatos, no
altero la tasa de crecimiento corporal ni la edad a la pubertad. Similares hallazgos a los obtenidos en
estos gatos se encontraron en roedores y cerdos androgenizados neonatalmente (Barafiao y col., 1981;
Ventanas y col., 1992).

Contrariamente a lo descripto en ratas machos, donde la androgenizacion posnatal provocd una
disminucién de la libido (Diamond y col., 1973; Hull, 1981) o en ratones tratados con acetato de
ciproterona (Jean-Faucher y col., 1985), en el presente estudio todos los animales demostraron un
comportamiento sexual normal a la pubertad.

Al igual que en la hembra felina (Capitulo I) la funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal
aparentemente no se vio afectada por el progestageno, ya que no se hallaron diferencias entre los
tratamientos en las concentraciones fecales de T durante el periodo de seguimiento. Los valores
elevados de T encontrados durante las primeras semanas de vida son coincidentes con los previamente
descriptos en felinos posnatales normales (Faya y col. 2013). Por otro lado, el aumento gradual de esta
hormona durante las Giltimas semanas del experimento es esperado al aproximarse la madurez sexual.
En los felinos aqui estudiados no se encontraron lesiones gonadales asi como tampoco reduccién en la
fertilidad. Contrariamente, en los 2 tUnicos trabajos que describen fertilidad postratamiento con
progestagenos posnatales, hubo una disminucién de la misma en ratones tratados con acetato de
ciproterona (Jean-Faucher y col., 1984, 1985).

A diferencia de lo observado en cerdos (Clark y col., 2012; Ventanas y col., 1992) y ratones (Jean-
Faucher y col., 1984, 1985) tratados tempranamente con AMP, testosterona y acetato de ciproterona
respectivamente, en donde se observd una disminucion en el peso y volumen testiculares, en el

presente estudio no se encontraron diferencias para ninguno de los parametros testiculares



42

macroscopicos ni microscopicos estudiados. No existen a nuestro conocimiento publicaciones en otras
especies en los cuales se haya evaluado el semen epididimal luego de la administracién de distintos
esteroides neonatales, por lo que resulta imposible realizar comparaciones en este aspecto.

Las discrepancias en los hallazgos obtenidos en el presente estudio, con respecto a lo reportado en
otros trabajos similares con esteroides sexuales posnatales (Barafiao y col., 1981; Feigelson y col.,
1986; Vanderstichele y col., 1987; Jean-Faucher y col., 1984, 1985; Ventanas y col., 1992; Clark y
col., 2012) pueden explicarse por diferencias especificas de especie, al tipo esteroide aplicado, su dosis
y momento exacto de aplicacion. Asi por ejemplo, el acetato de ciproterona usado en los trabajos de
Jean-Faucher y col. (1984, 1985) es un progestageno con importante efecto antiandrogénico (Heisler,
1984) lo que justifica la disminucion del crecimiento corporal, el volumen testicular y la fertilidad. En
el caso de la aplicacion de AMP en cerdos de 3 meses, si bien los efectos antigonadotréficos obtenidos
fueron inicialmente evidentes, éstos tendieron a desaparecer luego del periodo de accion del esteroide
(Clark y col., 2012),

A partir de estos resultados se concluye que una tnica dosis de AMP de 10 mg administrada en este
numero de machos felinos posnatos no alter¢ la fertilidad ni ninguno de los parametros macroscopicos
0 microscopicos testiculares estudiados.

La posibilidad de elevar la dosis del progestageno posnatal para obtener resultados similares a los
trabajos previos queda abierta pero limitada por la posibilidad de profundizaciéon y aparicion de
mayores efectos colaterales en los animales (Romagnoli, 2015). Se requieren mas investigaciones para

considerar el uso de progestagenos como estrategia farmacoldgica contraceptiva en felinos machos.
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CAPITULO IIT

ADENOGENESIS UTERINA EN FELINOS DOMESTICOS

Introduccion

En mamiferos euterios, el ttero se desarrolla como una especializacion del conducto de Miiller o
paramesonéfrico, que da origen al oviducto, utero, cuello y porcion anterior de la vagina (Mossman
1987). La pared uterina desarrollada, estd compuesta por 2 compartimientos funcionales, el
endometrio y el miometrio. El endometrio es el revestimiento interno de la mucosa del utero y deriva
de la capa interna del mesenquima ductal. Histologicamente en el endometrio encontramos 2
compartimientos celulares constituidos por el epitelio luminal (EL) y el epitelio glandular (EG) (Gray
y col., 2001).

El desarrollo y la diferenciacion de la mayoria de los 6rganos reproductivos se completa durante el
periodo fetal, sin embargo el ttero no estd completamente desarrollado al momento del nacimiento.
Las glandulas endometriales comienzan su desarrollo como invaginaciones del EL que
progresivamente invaden el tejido subyacente hasta formar una extensa red de glandulas que se
ramifican a través del estroma (E). El desarrollo de estos eventos difiere entre las especies reflejando
el estado de madurez uterina al nacimiento, lo que podria ser funcion de la longitud gestacional de
cada una de ellas (Cooke y col. 2013).

Aunque en la mayoria de los mamiferos la adenogénesis uterina es un evento posnatal (Gray y col.,
2001), es justo en la pubertad el momento en el cual el endometrio alcanza su madurez histologica y
funcional (Gray y col., 2001; Gerstenberg y Allen, 2000). Aunque existe evidencia directa de que los
productos de secrecion de las glandulas endometriales son necesarios para el establecimiento de la
receptividad del utero y la implantacion del concepto (Roberts y Bazer, 1988), se encuentra disponible

poca informacion acerca del desarrollo uterino en felinos domésticos. Especificamente, el desarrollo
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de la adenogénesis y los patrones de proliferacion y diferenciacion del EL y EG durante los periodos
prenatal, neonatal y posnatal no han sido reportados en los felinos domésticos.

El tratamiento neonatal con progestagenos en rumiantes (Gray y col., 2000; Bartol y col., 1988, 1995)
y roedores (Cooke y col., 2012) produjo la inhibicion del desarrollo de las glandulas endometriales.
Estos antecedentes sugieren que un tratamiento similar podria ser utilizado como método
contraceptivo en pequefios animales. Un completo entendimiento de la adenogénesis uterina en felinos
domésticos permitiria desarrollar una estrategia, mediante la administracion neonatal de esteroides,
para inhibir el desarrollo de las glandulas endometriales y asi lograr la infertilidad.

El objetivo del presente estudio fue determinar la progresion del desarrollo glandular uterino desde el
ultimo tercio de la gestacion hasta la pubertad en felinos domésticos. En segundo lugar, se

describieron los patrones de proliferacion celular para el EL, EG y E uterinos.

Materiales y métodos

Animales

Para el presente estudio se utilizaron 22 uteros: 45 dias de gestacion (n=2), 60 dias de gestacion (n=2)
y 1 (n=2), 2 (n=2), 3 (n=2), 4 (n=2), 5 (n=2), 8 (n=2), 12 (n=2), 20 (n=2), 24 (n=2) semanas de vida,
de hembras felinas nacidas en nuestra colonia experimental, las cuales fueron ovariohisterectomizadas
o murieron por causas que no afectaban el desarrollo uterino (aplastamiento, etc.)

Todas las hembras se alojaron sueltas en habitaciones de 3 x 4 metros, con enriquecimiento ambiental
para su distraccion y fueron alimentadas con alimento balanceado para cachorros y agua ad libitum.
Luego del destete o de la cirugia se dieron en adopcion. Este estudio fue revisado y aprobado por el
Comité de Uso y Cuidado Animal (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata, Argentina y todos los experimentos fueron conducidos bajo las

guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory Animals, USA.
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Examen histologico del utero

Luego de la necropsia o de las cirugias, se cortaron secciones transversas de cada utero (de 0,5-1 cm
aproximadamente) tomadas en un punto medio entre la bifurcacion y el extremo de cada cuerno, se
colocaron en formol al 10% durante 48 hs y luego se pasaron a alcohol 70 grados para su fijacion y
posterior procesamiento en parafina. Después de su procesamiento, se cortaron secciones de 5 um y se
tifleron con hematoxilina eosina. Los tuteros fueron examinados para detectar la presencia o ausencia
de glandulas endometriales y también para la descripcion del estado de desarrollo endometrial, de
acuerdo con Gray y col. (2001). Las iméagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico
(Olympus BX50, Tokio, Japdn) con los objetivos de 10X, 20X y 40X, a través de una camara de video
conectada (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 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA,

USA).

Determinacion por inmunohistoquimica de antigeno PCNA

Los cortes de ttero fueron sometidos a pruebas de inmunohistoquimica (IHQ) con el objetivo de
evaluar la proliferacion celular, utilizando un anticuerpo monoclonal primario de ratéon contra el
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) como marcador de proliferacion (Dako, Clon PC
10).

Inicialmente se procedid a la desparafinizacion, hidratacion y bloqueo de las peroxidasas enddgenas y
se aplico a las muestras un método de recuperacion antigénica, a través de microondas. Para este
método los cortes fueron sumergidos en citrato buffer ph 6 a 750w durante 10 minutos, con el
proposito de desenmascarar las ligaduras cruzadas en las cadenas proteicas del tejido fijado debido a
la accion del formaldehido como fijador. Luego de enfriar los cortes hasta alcanzar la temperatura
ambiente, se procedio al lavado con PBS y a la inactivacion de las uniones inespecificas mediante la
incubacion con BSA al 1%. Posteriormente se realizo la incubacidn con el anticuerpo primario diluido

en 0.1% BSA en fosfato buffer durante 24h a 4°C. PCNA es una proteina dcida nuclear que funciona
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como una & DNA polimerasa colaboradora. En presencia de PCNA y del factor de replicacion C, la &
DNA polimerasa comienza la sintesis de DNA y la progresion del ciclo celular.

Las muestras fueron incubadas como se mencion6 anteriormente y visualizadas mediante el EnVision
System kit (DAKO Cytomation, Carpinteria, CA, EE.UU), donde el anticuerpo secundario anticonejo
y antiraton, conjugado a una peroxidasa de rdbano unida a un polimero de dextrano, fue utilizado
como el sistema de deteccién inmunohistoquimico. En resumen, luego de la incubacion con el
anticuerpo primario, se realizé una incubacién de 30 min con el anticuerpo secundario conjugado.
Posteriormente los cortes fueron lavados con PBS y se procedi6 al revelado de la reaccion. La tincion
inmunohistoquimica fue completada mediante la incubacion con una solucion de sustrato cromogeno
de 3,3’ tetrahidrocloruro de diaminobenzidina (DAB) and H202. Las células marcadas positivamente
demostraron una coloraciéon marrén-dorada. A todos los cortes se les realizd una coloracion de
contraste con Hematoxilina de Maeyer antes del analisis. Los controles negativos se llevaron a cabo

omitiendo el anticuerpo primario.

Andlisis estadistico

Para las inmunomarcaciones de PCNA se contaron de 6 a 8 campos representativos a 100X de cada
preparado. Se calcul6 el porcentaje de células epiteliales con inmunoexpresion contando los nicleos
positivos (pardos) y negativos de 500 células del epitelio luminal, glandular y estroma. Se
consideraron tres grupos: prenaltal (PRE; desde los 45 a los 60 dias de gestacion), neonatal (POSI1;
desde la semana 1 a la semana 8) y las semanas siguientes (POS2; desde la semana 12 a la semana 24).
Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA seguido por un test de Tukey. Adicionalmente,
se realizé un test de correlacion de Spearman entre los porcentajes de células PCNA positivas y la
edad de las gatas (el parto fue considerado como edad 0). Los resultados se expresaron como la media

+ SEM y el nivel de significancia fue establecido en p<0,05 (SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, USA).
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Resultados

En la Figura 1 se muestra la histogénesis del endometrio felino desde los 45 dias de gestacion hasta el
periodo previo a la pubertad. Tanto a los 45 dias (Figura 1 A) como a los 60 dias de gestacion no se
evidencia ningln signo de adenogénesis uterina. El inicio de la adenogénesis se observa en los uteros
de 1 semana de vida como una incipiente invaginacion del epitelio luminal cilindrico simple (Figura 1
B). Durante la semana 2 se incrementa la invaginacion del epitelio hacia el estroma y es posible
observar un grado leve de tubulogénesis (Figura 1 C). Algo similar se observa durante la semana 3
(Figura 1 D), 4 (Figura 1 E) y 5 (Figura 1 F), en las cuales la tubulogénesis es mas marcada a lo
largo del borde del epitelio luminal y comienzan a observarse cortes transversales de pequefias
glandulas rudimentarias por debajo del epitelio. Al final de la semana 8 se evidencia un pequefio
incremento en el nimero y profundidad de los cortes transversales de las glandulas (Figura 1 G) vy,
hasta el final del estudio, se puede observar un incremento en la profundidad y ramificaciones de las
glandulas presentes en el estroma (Figura 1 H). La inmunohistoquimica del antigeno PCNA revelo
que la sintesis de ADN fue decreciendo a través del periodo de estudio en los tres compartimientos
celulares (r = -0,75; -0,78 y -0,73 para EL, EG y E, respectivamente; P < 0,01; Figura 2 A, B, C). Se
observé que la proliferacion celular del EL (Figura 2 y 3 A) comenzo6 en el periodo prenatal (23,1£2,1
%) y se mantuvo levemente mas alta durante el periodo POS1 (25,3£1,9 %; p>0,05) para luego
descender a valores minimos llegando a la pubertad (2,340,9 %; p<0,01). Como el epitelio glandular
(Figura 2 y 3 B) no se encontraba desarrollado histolégicamente al momento del nacimiento, la
inmunohistoquimica se realizd a partir de la tercera semana de vida. Desde esa semana hasta la
semana 8 (POS 1) se observo actividad mitdtica elevada (23,4+3,1 %) y luego fue descendiendo en el
siguiente periodo (POS2; 4,7+1,0 %; p<0,01). La actividad proliferativa del estroma (Figura 2y 3 C)
fue muy alta en el periodo prenatal (26,1£3,1 %; p<0,01) disminuyendo en el periodo POS 1 (13,3+1,5

%; p<0,01) y nuevamente en el periodo POS 2 (3,1+1,3 %; p<0,01).
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Figura 1: Adenogénesis del utero felino. A: prenatal (45 dias de gestacion), no se observa ningin
signo de adenogénesis uterina. B: semana 1, se observa el inicio de la adenogénesis como una
incipiente invaginacion del epitelio luminal. C: semana 2, se incrementa la invaginacion del epitelio
hacia el estroma y es posible observar un grado leve de tubulogénesis. D: semana 3; E: semana 4; F:
semana 5, se observan cortes transversales de las glandulas por debajo del EL. G: semana §; H:

semana 24, se incrementan la profundidad y las ramificaciones de las glandulas presentes en el

estroma. Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (40X).
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Figura 2: Proliferacion celular del utero felino determinada por inmunohistoquimica del antigeno

PCNA. A: prenatal (PRE), B: < de 8 semanas de edad (POS 1) y C: > de 8 semanas de edad (POS 2).
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Figura 3: Porcentaje de células uterinas felinas marcadas con PCNA (media £ SEM) desde la vida

prenatal (PRE) hasta la pubertad (POS 1 y POS 2). Epitelio luminal (A; p<0,01). Epitelio glandular

(B; p<0,01). Estroma (C; p<0,01). Los asteriscos representan diferencias (p<0,01).
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Discusion

En este estudio se describe por primera vez el desarrollo de las glandulas uterinas en felinos
domésticos desde el periodo prenatal hasta la pubertad. El conocimiento del desarrollo y proliferacion
endometrial en esta especie permitirad el estudio de métodos anticonceptivos permanentes basados en
la inhibicion de la adenogénesis uterina.

En ovinos y roedores (Gray y col., 2001; Cooke y col., 2012; Filant y col., 2012) se observo que los
efectos preventivos de la adenogénesis uterina producidos por los progestagenos, dependen de su
administracion antes del inicio de este evento fisioldgico. Por esta razon, resultd necesario realizar una
descripcion detallada de la histogénesis y proliferacion del endometrio felino que abarque los periodos
prenatal, posnatal y prepuberal.

A pesar de que se observéd una activa proliferacion celular tanto del EL como del E en el periodo
prenatal, el endometrio felino fetal no evidencidé ningln signo histoloégico de formacion glandular. La
adenogénesis se inicid durante la primera semana de vida y se completd basicamente en la semana 4.
A partir de esta semana, tanto el nimero como el tamafio glandular se incrementaron entre la semana 5

y la 8. En caninos domésticos, se reportd que la adenogénesis comienza al final de la semana 1 y
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finaliza entre la semana 6 y la 8 (Cooke y col., 2012). Estas coincidencias halladas en ambas especies
eran esperables, ya que los perros también son altriciales y con varios aspectos reproductivos
similares.

Para evaluar la proliferacion celular del utero en desarrollo, se utilizé un conocido marcador del ciclo
celular llamado antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). El antigeno de proliferacion celular
es una proteina nuclear que favorece la sintesis de ADN, encontrdndose elevada en la fase Gl
temprana y en la fase S del ciclo celular y muy baja en células inactivas (Aaltomaa y col., 1993). En el
presente trabajo, la inmunohistoquimica del antigeno PCNA reveld la presencia de activa proliferacion
celular en el periodo prenatal. Hasta el momento no se ha realizado ningtn trabajo en caninos que
describa la histogénesis del ttero y el patron de proliferacion celular en el periodo prenatal, razon por
la cual no se pudo realizar una comparacion entre estas especies.

Después del nacimiento y, en consonancia a lo observado histolégicamente, la mayor actividad
mitotica ocurrié durante las primeras 8 semanas de vida tanto en el EL como en el EG, para luego
decrecer a valores minimos en los 3 compartimientos estudiados. Este patron de proliferacion celular
también coincide con lo descripto para caninos domésticos (Cooke y col., 2012).

Se requieren mas estudios para explicar las razones por las cuales fracasé el primer intento de causar
agenesia glandular en felinos domésticos mediante la utilizaciéon de un progestageno (Lopez Merlo y
col., 2016) y de un androgeno (Demaldé y col., 2016) en el periodo posnatal, obteniendo, en el caso
del androgeno, s6lo una disminucioén en el area ocupada por glandulas y en la altura del epitelio
uterino post tratamiento. Podria ser que, en esta especie, sea necesaria la administracion prenatal de
esteroides para inhibir completamente la adenogénesis uterina y obtener asi un fenotipo aglandular.
Del presente estudio se concluye que, en felinos domésticos, aunque la proliferacion del EL comienza
en el periodo prenatal, la adenogénesis histologica comienza durante la primera semana de vida y

ambos fendmenos finalizan de la quinta a la octava semana.
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CONCLUSIONES FINALES

En las hembras felinas, el tratamiento neonatal con acetato de medroxiprogesterona no
alter6 la adenogénesis uterina, ya que no se evidencio reduccion ni en el area ocupada
por glandulas ni en la altura del epitelio uterino. El hecho de que todas las hembras
tratadas con el progestageno que ovularon hayan quedado prefnadas confirma la falla
en la induccion de infertilidad uterina en estos felinos. Estos resultados alertan a la
comunidad cientifica respecto a las diferencias interespecies y desalientan la
realizacion de futuros estudios con progestagenos con fines contraceptivos en los
gatos.

La administracion del mismo protocolo farmacolégico en machos felinos posnatos no
alter6 la fertilidad ni ninguno de los pardmetros macroscopicos 0 microscopicos
testiculares estudiados.

Muy probablemente, debido a los efectos proliferativos de los progestagenos sobre el
endometrio, se observo la presencia hiperplasia endometrial y piometra en las hembras
tratadas con AMP. Por esta misma causa, un aumento de la dosis, como estrategia para
lograr agenesia glandular, resultaria inviable debido a que los efectos colaterales
podrian ser mas prevalentes.

Por otro lado, ninguno de los felinos machos tratados con AMP presentd efectos
clinicos colaterales locales ni sistémicos relacionados con esta dosis de progestageno.
La posibilidad de elevar la dosis del progestageno posnatal en los machos queda

abierta aunque limitada por la eventual aparicion de efectos colaterales.
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En felinos domésticos, aunque la proliferacion celular del epitelio luminal del utero
comienza en el periodo prenatal, la adenogénesis histologica comienza durante la
primera semana de vida y ambos fenémenos finalizan de la quinta a la octava semana.
Estos resultados en hembras podrian sugerir que, en esta especie, sea necesaria la
administracion prenatal de esteroides para obtener asi un fenotipo aglandular que

garantice la infertilidad uterina.



PUBLICACIONES

61



62

Theriogenology 85 (2016) 718-723

Contents lists available at ScienceDirect .
THERIOGENOLOGY

Theriogenology

journalhomepage:www.theriojournal.com

Failure of a single dose of medroxyprogesterone acetate to induce

@ CrossMark

uterine infertility in postnatally treated domestic cats

M. Lopez Merlo, M. Faya, P.G. Blanco, A. Carransa, C. Barbeito, C. Gobello*

Laboratory of Reproductive Physiology, Faculty of Veterinary Medicine, National University of La Plata—CONICET, La Plata, Argentina

article info abstract

Article history:

Received 25 June 2015

Received in revised form 4 October 2015
Accepted 7 October 2015

In mice and sheep, neonatal administration of progesterone or progestins inhibited development of uterine
glands. The aims of the present study were (1) to describe uterine gland development on postnatal Days 6 to
8 and (2) to evaluate the effects of a single postnatal administration of a progestin on reproduction and adult
uterine glands morphology and function in domestic cats. Necropsy was performed on three 1-week-old
female cats which had died unrelated to this study. Ten female kittens were randomly assigned within the
first 24 hours of birth to: medroxyprogesterone acetate 10 mg/animal subcutaneously (MPA; n Y4 6) or
placebo (PLC; n %4 4) and followed up until puberty when they were mated. Twenty-four days after the end
of estrus, ovulation and pregnancy were diagnosed by serum progesterone measurement and
ultrasonography, respectively. Then, all the cats were ovariohysterectomized. After necropsy or surgery, the
excised organs were histologically evaluated. Seven queens ovulated (4 of 6 MPA and 3 of 4 PLC; P > 0.1)
and were pregnant (P > 0.1). Four MPA cats presented endometrial hyperplasia and one of them developed a
pyometra. The 1-week-old females presented uterine glands in the stage of budding and incipient penetration
of the glandular epithelium into the underlying stroma. The MPA-treated queens revealed that the area
occupied by uterine glands per square-micrometer (0.55 0.2 vs. 0.49 0.2; P > 0.1) and the height of the
glandular epithelium (Mm; 24.5 6.7 vs. 24.4 7.2; P > 0.1) did not differ from those of the PLC group. Neither
significant gross nor microscopical differences were also found for ovaries (P > 0.1). It is concluded that 1-
week-old kittens had an incipient stage of uterine gland development and that a single postnatal
supraphysiological dose of MPA did not alter uterine adenogenesis in this species. Furthermore, this
treatment seemed to predispose to uterine disease without prevention of fertility.
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1. Introduction optimal option to control undesired reproduction has not been found

for this species yet. In this regard, the ideal contraceptive should be

Domestic cat (Felis catus) overpopulation is arguably one of the
largest global problems facing animal advocates. Although several
approaches (i.e., surgical, hormonal, immunological, chemical, etc)
have been tried [ 1], the

* Corresponding author. Tel.: 54 221-4825372; fax: 54 221-425-7980.
E-mail addresses:  cgobello@fev.unlp.edu.ar,
com (C. Gobello).

cristinagobello@gmail.

0093-691X/$ — see front matter 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2015.10.013

efficient, safe, nonsurgical, and suitable for administration as a
single dose at a reasonable cost. A simple and permanent method for
sterilizing cats would benefit both animals and society.

In mammals such as sheep, pigs, dogs, and rodents, the uterus is
not fully developed or differentiated at birth, and uterine gland
morphogenesis is primarily a postnatal event [2,3]. For example,
canine uterine adenogenesis is initiated by the end of neonatal Week
1 and is completed by Weeks 6
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to 8 [4]. No information is available concerning domestic cat uterine
adenogenesis.

Uterine glands originate as shallow gland buds from the luminal
epithelium that invaginate to form tubules through the stroma toward
the myometrium when they begin to coil and branch. Although the
initial timing of these events may be influenced by gestation length
[2,3], final endo-metrial maturation and growth may not occur until
after puberty and, perhaps, even after pregnancy [5].

Uterine glands secretory products are required for establishment
of uterine receptivity and conceptus preim-plantation, elongation,
and survival [6]. Thus, organiza-tional alterations during
endometrial gland formation may lead to infertility because of
pregnancy loss as blastocysts hatch normally but fail to survive [6].

Exposure of the developing urogenital tract to steroids can affect
structure and function of adult tissues compro-mising reproductive
performance [7]. Particularly, proges-tin administration during the
critical postnatal organizational period can alter the developmental
trajec-tory of the uterus with lasting consequences. Exposure of
neonatal ewe lambs from birth to 32 weeks of age to the synthetic
progestin, norgestomet, ablated endometrial gland morphogenesis
[8]. In mice, application of proges-terone from postnatal Days 3 to 9
blocked adenogenesis and caused adult infertility [9].

The ability of neonatal progestin treatment in sheep and mice to
produce uterine infertility suggests that an approach of this kind may
provide a permanent contra-ceptive strategy with application in
companion animal species for addressing overpopulation problems.

To test this hypothesis, the aims of the present study were (1) to
describe uterine gland development on post-natal Day 7, (2) to
evaluate the effects of a single postnatal administration of a
progestin on reproduction and adult uterine glands morphology and
function, and (3) to assess the clinical safety of this treatment in
domestic cats. For this purpose, medroxyprogesterone acetate, a
potent, long-term effect progestin which is inexpensive and
worldwide available [10], was chosen as the endocrine disruptor.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Three short-hair female kittens born in the Institutional Colony
of the Veterinary School of the National University of La Plata
which had died because of traumatic reasons between days 6 and 8
after birth were used to study early postnatal uterine gland
development.

2.1.1. Experiment 2

Ten female kittens (6 litters) born in the same colony were
included in the trial to evaluate the effects of a single postnatal
administration of a progestin on reproduction and adult uterine
glands morphology and function. These latter animals were
identified, reared free in indoor cat-teries (3 rooms 4 3 meters, with
14 hours of light per day and appropriate enrichment), weaned at the
age of 40 days, and fed with dry commercial premium kitten food
and water ad libitum. The kittens were socialized by a group of

trained students. 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 ex-periments were
conducted under the guidelines estab-lished in The Guide for The
Care and Use of laboratory Animals, USA.

2.2. Pharmacologic protocols

The females of the same litters were randomly assigned to one of
the following treatment groups within the first 24 hours of birth:
medroxyprogesterone acetate 10 mg/ animal (Singestar MP, Konig,
Argentina) subcutaneously (sc; MPA; n % 6) or placebo: 0.2-mL
corn oil sc (PLC; n V4 4).

2.3. Follow-up

All the animals were followed up until the first pubertal signs
appeared. During the follow-up period, the cats were observed
looking for sexual behavior 1.5 hours twice a day and physically
examined including weighing once a week. Clinical side effects
were also recoded. Vaginal cytology
[11] was carried out 3 times/week from the third month of age
onward. Puberty was defined by the finding of >80% superficial
keratinized cells and a clean background in the vaginal smears
accompanied by the typical estrous behavior [12].

2.4. In vivo fertility tests

As the female cats attained puberty, they were exposed to a
fertile tomcat during the whole estrous period. Matings were
observed and/or diagnosed by the presence of sper-matozoa in the
vaginal smears. Twenty—four days after the end of estrus, peripheral
blood samples were taken for ovulation assessment by
electrochemiluminescence immunoassay determination of serum
progesterone (P4; Elecsys Progesterone II; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany; P4 > 5 ng/mL; [12]). The lower detection
limit and the sensitivity of this assay are 0.03 and 0.15 ng/mL,
respectively. Within-run precision was less than 5%. Preg-nancy
diagnosis was carried out by ultrasonography in all cats [13].

2.5. Ovariohysterectomies

After assessment of pregnancy or nonpregnant state, all queens
were ovariohysterectomized, and their ovaries and uteri subjected to
histology. For the surgery, the animals were premedicated with
atropine sulfate, (Atropine Sulfate, John Martin; 0.04 mg/kg, sc),
acepromazine maleate (Ace-dan, Holliday; 0.03 mg/kg sc), and
butorphanol  (Torbutol Plus, Fort Dodge; 0.2 mgkeg,
intramuscularly); anesthesia was induced with sodium thiopental
(Pentovet TM, Rich-mond; 8 mg/kg, intravenously) in all the
females. Once the females were endotracheally intubated, anesthesia
was maintained with isoflurane and oxygen in a closed system. A
midline laparotomy was performed to excise the ovaries and uteri.
After surgery, ketoprofen (Ketofen, Fort Dodge; 1 mg/kg) was
injected sc (once) and then orally every
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24 hours during 4 additional days. All the queens were placed for
adoption.

2.6. Gross and histomorphometric examination

Immediately after necropsy (experiment 1) or surgery
(experiment 2), genital tracts were excised. The ovaries and uteri
were macroscopically examined and weighed.

The ovaries were sectioned longitudinally, placed in Bouin’s
fixative for 12 hours, and then changed to alcohol 70 and processed
routinely with paraffin embedding. After processing, 5-Mm serial
sections were cut, mounted on slides, stained, deparaffinized in
xylene, rehydrated in graded 70% ethanol solutions, and stained
with hematoxylin and eosin.

Follicles were classified as primordial (small ovocyte surrounded
by a single layer of squamous or cubic epithe-lial cells), primary
(bigger ovocyte surrounded by a single layer of higher epithelial
cells), secondary (two or more layers of granulosa cells and a theca
cell layer), antral (fluid-filled antrum, mural, and cumulus granulosa
cells and two or more layers of thecal cells), or atretic (degenerated
granulosa cells and follicular fluid containing cellular debris) [14].
The number of primordial, primary, secondary, and antral follicles;
CL; and atretic follicles per square-millimeter was determined on a
computer screen using

20 captured images ( 20) per animal.

Uteri were sectioned longitudinally for internal in-
spection. Cross sections (approximately 0.5—1 cm) were taken from
a point midway between the external bifurca-tion and the tip of each
uterine horn and processed as described for the ovaries. In the case
of pregnant cats (see in the following sections), placentation sites
were avoided from the cross-sections.

The uteri were examined for the presence or absence of
endometrial glands. The area occupied by uterine glands per square-
microns of endometrium over the total area of each microscope field
was measured by planimetry. The height of the glandular uterine
epithelium was assessed counting 100 cells in a total of 10 images
per uterus taken with a 10 objective.

All histologic images were obtained from a microscope
(Olympus BX50, Tokyo, Japan; 10 ) through an attached digital
RGB video camera (Evolution VF Color; Q Imaging, USA) and
digitalized in a 24-bit true-color tagged image file format. These
images were analyzed using the (Image Pro Plus version 6.0; Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA).

2.7. Statistical analysis

Quantitative and qualitative differences between MPA and PLC
groups were analyzed by the Fisher exact and the Student t tests,
respectively. All data were expressed as mean standard deviation,
and P values < 0.05 were considered significant.
3. Results

3.1. Experiment 1

All the 6- to 8-day-old kittens presented uterine glands in the
stage of budding of luminal epithelium and incipient

penetration of the glandular epithelium into the underlying strome
(Fig. 1).

3.2. Experiment 2

Neither age (43.7 5.9 vs. 35.3 5.8 weeks; P > 0.05) nor body
weight at puberty (2760.1 331.5 vs. 2720.0 153.9 g; P > 0.1
differed between MPA and PLC groups. Five of the six MPA kittens
presented a sharp “prepuce like” vulva and mild clitoris enlargement
during postnatal weeks 5 to 20 when they gradually normalized.

All the pubertal females showed normal sexual behavior (P >
0.1), and when exposed to males during estrus, accepted repeatec
matings. Ovulation occurred in 7 (4 of 6 MPA and 3 of 4 PLC; P >
0.1) of the 10 queens after estrus. The 7 queens that ovulatec
demonstrated to be pregnant without differences between treatmen
groups (P > 0.1). Nonpregnant females were in interestrus at the
time of ovariohysterectomy.

No permanent side effects were observed (P > 0.1) except on¢
pregnant MPA queen that presented an open cervix pyometra after
pregnancy diagnosis just before ovariohysterectomy was carried out.

No significant gross nor microscopical differences were founc
between treatments for any studied ovarian parameter (Table 1; P >
0.1). Uterine wet weight did not differ between groups (MPA 3.86
1.1 vs. PLC 4.10 p 1.9 g; P > 0.1). The gross internal evaluation of
the excised uteri revealed a thick and irregular endometrium in 4 o}
6 MPA cases (Fig. 2); one of them presenting accumulation of
abundant pus (pyometra case mentioned previously). The presence
of embryonic vesicles was also found in 4 MPA queens (including
the previous one with pyometra in which the vesicles were empty)
Conversely, none of the PLC queens, either pregnant or not
presented gross uterine abnormalities.

Microscopic assessment of the uteri of the MPA-treated queens
revealed that the area occupied by uterine glands per square-
micrometer of endometrium (0.55 0.2 vs.

Fig. 1. Uterus (hematoxylin and eosin, 10X) of a 7-day-old female cat. Notice
budding and incipient penetration of the glandular epithelium into the stroma. GE
glandular epithelium; S, stroma.
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Table 1

Ovarian gross and histologic parameters (mean standard deviation) of female cats
treated postnatally with medroxyprogesterone acetate 10 mg/ animal (MPA; n % 6)
or placebo sc (n % 6) and ovariohysterectomized after pubertal estrous cycle.

Parameter MPA Placebo
Length (cm) 0.950.1 0.950.1
Height (cm) 0.750.2 0.630.1
Weight (g) 3 0.190.0 0.170.0
Volume (cm ) 2 0.30.2 0.20.0
Primordial ~ follicles/mm 216.8331.1 216.540.8
Primary follicles/mm 2 6.992.8 7.642.6
Secondary follicles/mm 0.80.3 0.530.3
gy 10Mcles/mm 0.102 0,1102
CL/mm s 0.310.1 0.340.3
Atretic follicles/mm 17.334.8 14.58.7

No significant differences were found between treatments (P > 0.1).

0.49 0.2; P > 0.1) and the height of the glandular uterine epithelium
(Mm; 24.5 6.7 vs. 24.4 7.2; P > 0.1) did not differ from those of the
PLC group (Fig. 3). Cystic endo-metrial hyperplasia was confirmed
in 4 of the 6 MPA-treated cats.

4. Discussion

Previous reports [9,15] support the investigation of the potential
use of neonatal progestins in small animal per-manent contraception.
This is the first study that describes feline endometrial development
at the end of the first postnatal week and the effect of a single
postnatal supraphysiological dose of a potent and time-released
progestin, that is, medroxyprogesterone acetate on uter-ine glands.

In this respect, similarly to dogs [4], another altricial carnivore
with similar gestation length and birth to puberty interval (for cat-
sized dogs; [16]), cats presented an incip-ient stage of uterine gland
development by the end of the first postnatal week. Furthermore,
both uterine glands per square-micrometer and glandular epithelium
height clearly increase to maturity with advancing age as shown in

Fig. 2. Gross uterine internal view of a selected female cat treated post-natally with
medroxyprogesterone acetate 10 mg/animal. Notice endome-trial thickening and
irregularity.

nontreated animals. The finding of an immature endome-trium
highlights the importance of testing the effect of postnatal progestins
for contraceptive purposes in feline species. Thus, in this study, a
single-dose, low-cost, prac-tical protocol was assessed to induce
uterine permanent infertility. For this purpose, medroxyprogesterone
acetate was administered within the first day of life. As this pro-
gestin is known to suppress the gonadal axis for a mini-mum of 3
weeks [10] and assuming that cats are not an exception among
mammals, the whole period of glandular development would be
coved with this single treatment.

This early progestin treatment did not seem to affect age at
puberty and somatic development, crudely assessed through body
weight at puberty. The transient vulvar and clitoris abnormalities
observed in most of the MPA-treated cats could be attributed to the
androgenic effect of pro-gestins [10].

In contrast to what has been reported for the neonatal
administration of other steroids in rodents and dogs [17,18], in this
study, progestins did not modify sexual behavior and libido during
heat. The hypothalamic-pituitary-ovarian axis functionality was,
apparently, not affected as ovulation occurred in almost all the
animals, and ovarian morphology was normal. The anovulation,
diagnosed in 2 MPA-treated queens, could be due to individual
thresholds to vaginal stimulation in these pubertal animals.
Furthermore, 1 PLC queen did not ovulate.

Histologic examination revealed that the supra-physiologic dose
of the long-term release progestin did not alter uterine adenogenesis
in these neonatal domestic fe-lids as neither the area occupied by
uterine glands nor the height of the glandular epithelium was
reduced by the progestin. Similarly, it has very recently been shown
that postnatal medroxyprogesterone acetate does not prevent uterine
adenogenesis in domestic dogs [19].

The fact that all the MPA queens which had ovulated became
pregnant further confirms the failure to induce a “functional” uterine
gland knockout phenotype in felids. Conversely, adult uterine gland
knockout ewes were unable to establish pregnancy [5]. Information
of fertility after neonatal progestins is not available for canids.

Because of the known stimulating effect of progestins on normal
endometrial glands [10], the appearance of endometrial hyperplasia
and pyometra was quite expected in these pubertal cats. In this
respect, it is worth to note that, although nonsignificant, the area
occupied by uterine glands was higher in MPA group. Additionally,
it should also be borne in mind that eventual long-term side effects
of this treatment could not be discarded out of the time frame of this
trial.

Although disproved hypotheses are seldom reported, it is
believed that these results will contribute to the clarifi-cation of the
limited role of postnatal progesterone on the development of a
sterilizing strategy in this species. In this respect, the use of a larger
progestin dose or serial ad-ministrations appears unfeasible as side
effects could become more prevalent.

It is concluded that 1-week-old kittens had an incipient stage of
uterine gland development and that a single postnatal
supraphysiological dose of medroxyprogesterone acetate did not
alter uterine adenogenesis in this species.
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Fig. 3. Uterus (hematoxylin and eosin, 1.25X and 10X) of female cats treated postnatally with medroxyprogesterone acetate 10 mg/animal (A and C) or placebo (B and D) and

ovariohysterectomized after pubertal estrous cycle. GE, glandular epithelium; S, stroma.

Furthermore, this treatment seemed to predispose to uterine disease
without prevention of fertility.
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Article history: In this study it was determined the progression of uterine gland development from late gestation to puberty in domestic felids.
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uteri from female kittens: 45 and 65 days of gestation and 1 to 5, 8, 12, 16, 20 and 24 weeks postnatally were obtained. Uterine
cross-sections were submitted for routine histological and immunohistochemical quantification of proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) techniques. Although prenatal uteri presented no indication of adenogenesis, 1 week old uteri revealed an
incipient budding of the LE. During the second week budding increased and a mild degree of tubu-logenesis of the GE into the
stroma was detected. From the third to fifth weeks coiling, branching and cross-sections of glands appeared. These latter
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E:tywords findings were more evident in week 8 when GE began to penetrate through much of the S to week 24. PCNA immunostaining
Uterus revealed that DNA synthesis decreased throughout the study in the 3 cell compartments; (P < 0.01). Luminal proliferation
Endometrium began prenatally, it maintained up to postnatal week 8 to markedly decrease to puberty (P < 0.01). From postnatal week 3 up
Prenatal to week 8, GE mitotic activity was elevated becoming low thereafter (P < 0.01). Stroma actively proliferated prenatally (P <
Neonatal

0.01), diminishing up to week 8 (P < 0.01) and again during the last weeks (P < 0.01) of the study. It was concluded that, in
domestic felids, proliferation of LE begins prenatally, histological uterine adenogenesis commenced during the first postnatal
week and both events concluded by postnatal weeks 5e8.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

In eutherian mammals, the uterus develops as a specialization of the
paramesonephric or mullerian ducts, which gives rise to the oviducts, uterus,
cervix, and anterior vagina [1]. The mature uterine wall is comprised of two
functional compartments, the endometrium and the myometrium. The
endometrium is the inner mucosal lining of the uterus and is derived from the
inner layer of ductal mesenchyme. Histologically, the endometrium consists
of two epithelial cell types, luminal epithelium (LE) and glandular epithelium
(GE).
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The development and differentiation of most reproductive tract organs is
completed during the fetal period; however, the uterus is not fully developed
or differentiated at birth. Uterine glands begin to develop as invaginations of
LE that progressively invade the mesenchyme, ultimately resulting in an
extensive network of epithelial glands throughout the stroma (S). The timing
of these developmental events differs among species and reflects differ-ences
in uterine maturity at birth [2] which could be a function of gestation length.

Although, in most mammals, uterine gland morphogenesis is primarily a
post-natal event there are species differences in the time window at which
adenogenesis begins [2]. In general, uterine gland development involves
extensive coiling and branching morphogenesis [2], it is not before puberty
that endometrium achieves complete histological and functional maturity [3].
In this respect, it was hypothesized that domestic felids are not an exception
among mammals. Direct evidence of the essential nature
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of endometrium and their uterine secretions came with the demonstration that
endometrial glands are required for establish-ment and maintenance of
pregnancy [4].

Very scarce information is available regarding postnatal uterine
development in felids [5]. Indeed, the time course of endometrial gland
development and patterns of differentiation and proliferation of uterine
glandular and LE during late gestation, neonatal, infantile and pubertal life in
the cat have not been reported.

The ability of neonatal progestin treatment to inhibit uterine gland
formation and fertility in ruminants and mice [6€9] sug-gests that this type of
treatment could have promise as a contra-ceptive methodology in companion
animal species. Importantly, it is known that progestin effects are critically
dependent on age at initiation of treatment, requiring initiation before the
beginning of uterine adenogenesis [6,8,9]. Thus, a complete understanding of
the time course of feline adenogenesis will facilitate the devel-opment of a
rational strategy of neonatal steroid administration to permanently inhibit
uterine adenogenesis and produce sterility in abandoned domestic cats. In the
present study it was determined the progression of uterine gland development
from late gestation to just after puberty in domestic felids. Secondly, cell
proliferation patterns for luminal and GE as well as S were also described.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Twenty-four uteri from mixed-breed female kittens: 45 days of gestation
(n 4 2), just before parturition (approximately 65 days of pregnancy; n V4 2)
and 1 (n%2),2 (M %2),3M%2),4(n%2),50%2),8n%2),12n%
2), 16 (n %4 2), 20 (n Y2 2) and 24 (n V4 2) weeks postnatally were obtained
from the animals born in the Institutional Feline Colony of the Veterinary
School of the National University of La Plata (NULP) which had either died
due to reasons that would not affect their uterine development or been
submitted for elective ovariohysterectomy. Twenty e four weeks old females
had just attained puberty. All experiments were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee of this University (42.3.14P, 2014).

2.2. Histological examination

Immediately after necropsy or during surgery genital tracts were excised.
Uterine cross-sections were taken between the external bifurcation to the tip
of each uterine horn and placed in Bouin's fixative for 12 h and then changed
to alcohol 70 and pro-cessed routinely with paraffin embedding. After
processing, 5 Mm serial sections were cut, mounted on slides, stained,
deparaffinized in xylene, rehydrated in graded 70% ethanol solutions and
stained with hematoxylin and eosin. The uterine tissues were examined for
the presence or absence of endometrial glands as well for the description of
their stage of development according to Gray et al. (2001) [2]. All histological
images were obtained from a microscope Olympus BX50, Tokyo, Japan; 10X
through an attached digital RGB video camera (Evolution VF Color, Q
Imaging, USA) and digitalized in a 24 bit true color TIFF format.

2.3. Immunohistochemical quantification of PCNA

Uteri cellular proliferation was assessed at various ages by
immunohistochemical quantification of proliferating cell nuclear antigen
(PCNA). Sections (3 mm) were mounted on slides coated with [3-
(Methacryloyloxy)propyl]trimethoxysilane (M6514, Sigma, St. Louis, MO,
USA), passed through a decreasing graded alcohol

scale and incubated with 0.03% H2O3 in methanol (purum P99.0%) for 30
min at room temperature. Sections were then rinsed twice in PBS and exposed
to microwave with a power of 750 W 10 min, to antigen retrieval was used a
buffer citrate solution (pH 6.0). For PCNA localization, sections were then
incubated with mouse monoclonal anti- PCNA antibody (clone PC 10, ascites
fluid, Sigma Chemical, St. Louis, MO; 1:3000) at room temperature for 1 h.
The En VisionVR 151 detection systemlHRP system labeled anti-mouse
polymer (Dako Cytomation) was applied for 30 min. Liquid DAB (DakoVR
Cytomation) was used as chromogen and hematoxylin for counterstaining.
Negative control sections were prepared by omitting primary antibody.

The percentage of cells with PCNA - positive (dun) nuclei, was
determined for luminal and GE as well as S by counting 500 cells within 4
quadrant tissue sections from each uterine sample.

2.4. Statistical analyses

The percentage PCNA nuclear labeling (% PCNA - positive cells) for
each cell type (luminal glandular or stroma) were grouped as prenatally (PRE;
45 and 65 days of gestation), neonatally (POS1; 1 to 8 postnatal weeks) and
remaining weeks (POS2; 20 to 24 postnatal weeks) and compared by analyses
of variance followed by Tukey comparison test. To further characterize
results of each cell compartment, a Spearman correlation test was carried out
between PCNA percentages and cat age (parturition was consid-ered as age 0;
SPSS 17.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Results were presented as mean *
SEM and the level of significance was set on P < 0.05.

3. Results

Histogenesis of the feline endometrium from gestational life to just after
puberty is shown in Fig. 1. Both at gestation day 45 and immediately before
birth (approximately 65 days of pregnancy; Fig. 1A) the uteri presented no
indication of adenogenesis. One week old uteri revealed nascent endometrial
glands represented by an incipient budding of the simple columnar LE (Fig.
IB'"). During the second week of age budding of LE increased and a mild
degree of tubulogenesis of the GE into the underlying stroma was first
detected. A similar scenario appeared throughout the third (Fig. 1B"), fourth
and fifth postnatal weeks in which the tubulo-genesis was more marked along
the LE border and coiling and branching began to be visible appearing the
first cross-sections of rudimentary glands beneath the LE. An increase in the
number and depth of gland cross-sections was evident at postnatal week 8
(Fig. 1B"™). From that week up to the end of the study, coiling and branching
of the GE gradually penetrated through much of the endometrial S (Fig. 1C).

PCNA immunostaining revealed that DNA synthesis decreased
throughout the period of the study in the 3 cell compartments (r ¥4 0.75, 0.78
and 0.73 for the LE, GE and S, respectively; P < 0.01; Fig. 2A, B, C).
Luminal epithelium (Figs. 2 and 3A) prolif-eration began prenatally (23.1 £
2.1%), it maintained slightly, but not significantly, higher during the neonatal
POS1 period (25.3 £ 1.9%) to markedly decrease to minimal values up to
puberty (2,3 £ 0,9%; P < 0.01). As GE (Figs. 2B and 3B) was not
histologically distinct at birth, its immunostaining could be recorded from
post-natal week 3 onwards. From that week up to week 8 (POS1), mitotic
activity was elevated (23.4 + 3.1%) becoming low thereafter (POS2;
4.7.21.0%; P < 0.0). Stromal (Figs. 2 and 3C) proliferation was very active
prenatally (26.1 + 3.1%; P < 0.01), diminishing in POS1 (13.3 + 1.5%; P <
0.01) and again during POS2 periods (3.1 + 1.3%; P < 0.01) of the study.
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Fig. 1. Adenogenesis in feline uterus (hematoxylin and eosin, 40X). A: prenatal (PRE;
before parturition), B: postnatal 1 (POS1; B": 1 week, B": 3 weeks, and B": 8 weeks)
and C: postnatal 2 (POS2; 24 weeks old). GE: glandular epithelium, LE: luminal
epithelium, S: stroma. The scale represents 20 mm.

A

Fig. 2. Cell proliferation of feline uterus visualized by PCNA immunostaining (40X) as dun
nuclei. A: prenatal (PRE), B: 8 weeks of age (POS1) and C: > 8 weeks (POS2). The scale
represents 20 mm.

4. Discussion

In this study it is provided for the first time a complete overview of how
uterine glands develop and proliferate from prenatal period to just after
puberty in domestic felids. Although, a recent study provided a first step
toward this goal by describing the incipient stage of uterine adenogenesis in
one week old kittens [5] further knowledge was necessary for tuning up a
permanent uterine con-traceptive methodology in this species. Both murine
and ovine models [6,8,9] showed that full inhibition of adenogenesis requires
that treatments begin before the initiation of uterine gland devel-opment.
Thus, a detailed prenatal uterine description was also included.

In spite of an active epithelium and stromal proliferation, feline fetus
endometrium appeared very immature with no histological suggestion of early
gland formation. These findings are in line with those described for mice, rats,
sheep, pigs and cows [10el3] and different to from those of horses and
human beings [3,14]. In these felids uterine adenogenesis initiated during the
first postnatal week and uterine gland development appeared completed by
week
4. From that week onwards, both glandular number and size increased up to
postnatal weeks 5e8. In domestic dogs, uterine adenogenesis is initiated by
the end of the first neonatal week and
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Fig. 3. Percentage PCNA labeled feline uterine cells (mean + SEM) from prenatal life (PRE)
up to puberty (POS1 and POS2 or > 8 weeks of age, respectively). Luminal epithelium (A; P <
0.01). Glandular epithelium (B; P < 0.01). Stroma (C; P < 0.01). Asterisks represent differences
P <0.01.

it is completed by postnatal weeks 6e8 [15]. This coincidence be-tween
carnivores' species was quite expected as dogs are also altricial carnivores
with similar gestation length and life span to puberty assuming, for this latter
parameter, a similar adult body size.

To assess the proliferative activity of the developing uterus, a well known
cell cycle marker, namely proliferating cell nuclear antigen (PCNA) was
used. Proliferating cell nuclear antigen main function is in DNA replication
being elevated during the S and G2 phases of the cell cycle, but is very low in
quiescent cells [16]. Based on data for PCNA labeling, in feline uterus
luminal and stromal cell proliferation actively began prenatally. No
information is available concerning canine prenatal uterine development and
proliferation thus no comparisons can be made in these respects. After birth,
and in agreement with the endometrial morphological development,

the highest mitotic activity was reached during the first 8 postnatal weeks by
both luminal and GE to significantly decrease to minimal values thereafter in
the 3 studied cell compartments. This prolif-erative pattern is also in line with
what has been described for domestic dogs using MKI67 nuclear labeling
[15].

Further work is required to unveil the reasons why the first attempt to
cause feline uterine gland agenesia failed after both postnatal progestin [5]
and testosterone administration, obtaining only a decrease in the area
occupied by uterine glands and the height of the uterine epithelium using the
latter treatment [17]. It may be the case that, in this species, prenatal steroid
administra-tion is necessary to fully inhibit the estrogen mitogenic effects
[18] and, therefore, lead to an aglandular uterine phenotype that meets the
sterilizing overpopulation demands.

It was concluded that although, in domestic felids, proliferation of luminal
epithelium begins prenatally, histological uterine ade-nogenesis commenced
during the first postnatal week and both physiological events concluded by
postnatal weeks 5€e8.
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