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EFECTO DEL AGONISTA DE GNRH ACETATO DE DESLORELINA EN FELINOS

DOMESTICOS (FELIS CATUS) PREPUBERES

Palabras claves: Felino doméstico, Analogo de GnRH, Contracepcion, Postnato

RESUMEN

Debido a la marcada prolificidad propia de la especie, la sobrepoblacion de felinos domésticos (Felis
catus) representa un problema mundial. Bajo el objetivo general de brindar un aportate al control de la
reproduccion indeseada felina, en este Trabajo de Tesis: se evalud el patron posnatal de los esteroides
sexuales fecales, se estudid la eficacia (postergacion de la pubertad e infertilidad) y la seguridad
clinica de un agonista de larga duracién (acetato de deslorelina) y un antagonista (acyline) de GnRH
en gatos postnatos, y finalmente se describio el efecto histologico del agonista sobre las gonadas. Se
realiz6 una asignacion aleatorizada a los tratamientos, incluyendo un grupo control, a 48 gatos
mestizos hermanos de camada. Los felinos se controlaron clinica, reproductiva y
endocrinologicamente hasta la pubertad cuando se probé su fertilidad in vivo. Finalmente, los animales
se castraron y se estudiaron macro y microscopicamente sus gonadas. Tanto la testosterona como el
estradiol fecales se hallaron significativamente elevados en las primeras 4 a 5 semanas de vida, en
machos y hembras controles, respectivamente. Los dos grupos tratados con analogos tuvieron una
disminucion significativa de las concentraciones fecales en estas mismas semanas. Posteriormente, los
esteroides sexuales mantuvieron concentraciones basales y sin diferencias entre los tres grupos hasta la
prepubertad. La deslorelina, pero no el acyline, pospuso significativamente la pubertad y provoco un
30% de infertilidad. No se observaron efectos colaterales clinicos, a excepcion de un caso de pidmetra
en el grupo tratado con el agonista. En el estudio histologico de las gonadas se observo una
disminucion significativa de las células de Sertoli y de la hilera seminal, en los machos, y de los
foliculos primordiales, primarios y secundarios, en las hembras. La disrupcion enddcrina con un

agonista de GnRH de larga duracion durante la ventana critica postnatal disminuy6 las hormonas



sexuales fecales y causd un deterioro reproductivo con algunos efectos colaterales, este tratamiento

podria tener futuro como contraceptivo en la especie y merece mas estudios.



EFFECT OF THE GNRH ANALOG, DESLORELIN ACETATE, IN PREPUBERTAL

DOMESTIC CAT (FELIS CATUS)

Key words: Domestic cat, GnRH analogs, Infertility, Postnatal

SUMMARY

Due to its marked prolificacy, overpopulation of domestic cats (Felis catus) is a worldwide problem.
Under the overall objective of contributing to the control of the unwanted feline reproduction, in this
Thesis a) the postnatal pattern of fecal sexual steroids b) the clinical efficacy (defined as infertility)
and safety of a long-term GnRH agonist (deslorelin acetate) and a GnRH antagonist (acyline) and c)
the histologic effect of the agonist on the gonads were described. A randomized controlled trial was
carried out in 48 postnatal crossbred littermate kittens. The felids were followed up clinically,
reproductively and endocrinologically until puberty when their fertility was in vivo tested. Finally,
they were castrated/spayed and their gonads were examined grossly and microscopically. Both fecal
testosterone and estradiol concentrations were significantly diminished by the analog treatments
during the first 4 to 5 postnatal weeks in males and females, respectively. Subsequently, fecal sex
steroids achieved basal concentrations without differences among the three groups. Deslorelin, but not
acyline, significantly delayed puberty and caused 30% infertility. No clinical side effects were
observed, except for a pyometra case in the agonist -treated group. A significant decrease in Sertoli
cells and the height of tubular epithelium in males and in primordial, primary and secondary follicles
in females were observed in the microscopical examination of gonads. It is concluded that the
endocrine disruption with a long-term release GnRH agonist during the postnatal critical window
decreased fecal sex hormones and impaired reproduction causing some reproductive undesirable
effects. This treatment may have contraceptive potential in this species and, therefore, further studies

are guaranteed.



INTRODUCCION GENERAL

Durante un largo periodo de tiempo la reproduccion de los gatos domésticos (Felis catus) no ha sido
suficientemente estudiada. Sin embargo, en las tltimas décadas los trabajos en esta especie se han
incrementado debido a su uso como modelo de investigacion para felinos en peligro de extincion y de
patologias humanas (Axner y Forsberg, 2002). Ademas, los gatos, aumentaron notablemente su
popularidad como mascotas ya que se adaptan facilmente a los espacios reducidos y a largas jornadas
laborales de sus propietarios (Zasloff, 1996).

La gata doméstica es, de acuerdo a su ciclo estral, poliéstrica estacional dependiendo en gran medida
del fotoperiodo. La estacion reproductiva natural incluye, generalmente, la primavera y el verano. Sin
embargo, cuando la hembra es mantenida con 12-14 horas de luz, o si vive en latitudes templadas y
ecuatoriales, puede ciclar durante casi o todo el afio (da Silva y col., 2006; Faya y col., 2011).

Se considera que la gata doméstica alcanza la pubertad cuando ha ganado por lo menos el 80% de su
peso adulto (2,3 kg a 3,2 kg; Concannon y Lein, 1983). Asimismo, el comienzo de la actividad ovarica
esta influenciado por varios factores entre ellos el fotoperiodo y la condicion corporal (Verstegen,
1998).

En la hembra felina doméstica la ovulacion 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 hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y ésta
induce la liberacion de la hormona luteinizante (LH) por la hipofisis. Las gatas en estro responden con
la 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 (Lawer y col., 1993). También se han demostrado, con frecuencia variable,
ovulaciones espontaneas cuando las hembras se alojan solas y en ausencia de machos (Gudermunth y

col., 1997).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432011002570%23bib0010

Durante la estacion reproductiva, siempre que no ocurra la ovulacion, la hembra felina presenta una sucesion de
fases foliculares sin fases liteas. Si ocurre la ovulacion y se produce la fertilizacion, comienza una gestacion
(Jemmet y Evans, 1977). Esta ultima tiene una duracién en promedio 63 a 67 dias. Si los servicios se realizan
durante varios dias la ovulacion puede ocurrir en cualquiera de ellos ocasionando un alargamiento aparente de la
gestacion si se cuenta desde el primer dia del servicio (Root y col., 1995; Soame, 1936).

En el caso que la fertilizacion fracase se inicia una fase lutea denominada “pseudogestacion” con una
duracion de 40 dias (Verstegen, 1998). Luego de cada fase folicular y gestacion o pseudogestacion, la
hembra entra en un periodo corto de reposo sexual llamado interestro. Luego retoma nuevamente la
actividad sexual, o bien entra en anestro si ha finalizado la temporada reproductiva.

El anestro es un periodo caracterizado por la ausencia de ciclos estrales. Esta fase ocurre
fisiol6gicamente cuando disminuyen las horas de luz en otofio-invierno, con el consiguiente aumento
de melatonina y prolactina (Verstegen, 1998).

En la especie felina la citologia vaginal es un método utilizado como diagnostico para evaluar el
estadio del ciclo estral. En un extendido de células vaginales se pueden encontrar células parabasales,
intermedias y superficiales dependiendo el tamafo y 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 neutrdfilos, finalmente en las que estan en anestro hay células epiteliales
intermedias y parabasales (Mills y col., 1979).

Los machos felinos alcanzan, normalmente, la pubertad con un peso aproximado de 3,5 kg y 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., 1994) y el ciclo espermatico tiene una
duracion de 46,8 dias (Franca y Godinho, 2003). El pene del esta cubierto por 100-200 espiculas
cornificadas y curvas, de Imm de largo, que se dirigen hacia la base del pene (Feldman y Nelson,

1996). Estas espiculas se desarrollan en la peripubertad y estimulan la liberacion 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).

Debido a sus particularidades reproductivas, los felinos domésticos son sumamente prolificos (Griffin,
2001a, b). Por ejemplo, una hembra puede producir mas de tres camadas de 4 a 5 cachorros por afo.
Asi, una sola pareja de gatos puede producir exponencialmente mas de 400.000 animales en 7 afios.
Los felinos, ademas, son dificiles de confinar, hecho que se agrava durante la temporada reproductiva.
En consecuencia, el control de la reproduccion indeseada en esta especie constituye un problema
sanitario y social severo a nivel nacional y mundial. Actualmente, el control de la reproduccion
indeseada de los felinos domésticos estd muy lejos de estar controlada (ACCD, 2002, 2004). En este
aspecto los lineamientos internacionales orientan al desarrollo de un compuesto de tnica aplicacion,
seguro y con efecto contraceptivo permanente (esterilizante).

Los métodos de control de la reproduccion con los que se cuenta hasta el momento pueden ser
quirtrgicos o farmacoldgicos. Las dos opciones tienen indicaciones y contraindicaciones individuales
y poblacionales especificas. Por un lado, el control quirtirgico, gonadectomia, es costoso, requiere
personal entrenado, infraestructura, equipamiento y tiempos de ejecucion y recuperacidon muy
prolongados para el control masivo de grandes poblaciones de animales. El control farmacoldgico
puede realizarse con hormonas esteroideas y no esteroideas, aunque tradicionalmente se ha realizado
con las primeras. Las hormonas esteroideas, ademas de no ser totalmente efectivas, provocan
innumerables efectos adversos como hiperplasia endometrial quistica, tumores mamarios, diabetes
mellitus, supresion adrenocortical y alteraciones dérmicas (Johnston y col., 2001).

Entre las opciones no esteroideas a considerar para el control de la reproduccion en esta especie se
encuentran los analogos de GnRH, que se vislumbran como drogas muy prometedoras (Gobello,
2007). La GnRH es un decapéptido producido por el hipotdlamo que act@ia sobre receptores
hipofisiarios estimulando la liberacion de FSH y LH que, a su vez, regulan la produccion de esteroides
y la funcion gonadal. La GnRH es una hormona con patrén de liberacion pulsatil que posee una vida
media corta de 2 a 5 minutos siendo degradada por proteasas (Hull, 1987). Los andlogos de GnRH se

sintetizaron por la sustitucion de aminoacidos en la molécula original de GnRH para crear moléculas



con mayor potencia, duracion y efectividad que la GnRH endogena. Esto se logré incrementando su
afinidad por los receptores y/o disminuyendo su degradacion o eliminacion. Asi se generaron potentes
agonistas por sustitucion de dos aminoacidos (posiciones 6 y 10) con potencias que superan las 200
veces la molécula original (Tarlatzis y Bili, 2004). Estos compuestos son ampliamente utilizados en
medicina humana para el tratamiento de pubertad precoz y enfermedades hormonodependientes (Mul
y Hughes, 2008). Con la administracion prolongada o con formulaciones de deposito de los agonistas
se produce la desensibilizacion de los receptores pituitarios a GnRH (down regulation; Mc Rae y col.,
1985; Vickery, 1985; Vickery y Nestor, 1987; Vickery y col., 1989) y por ende el cese de la liberacion
de las hormonas LH y FSH en mamiferos. Las formulaciones de larga duracion de estos analogos de
GnRH han demostrado prevenir el ciclo estral en la hembra y la fertilidad en el macho por periodos
que exceden el afio. Sin embargo, en animales sexualmente maduros, causan una estimulacion inicial
del eje gonadal, conocido como flare up, que resulta indeseable y limita severamente su aplicacion
masiva (Gobello, 2007). Contrariamente, los antagonistas, actiian de manera diferente uniéndose a los
receptores hipofisiarios y produciendo un bloqueo inmediato de los mismos. La principal ventaja que
tienen estos ultimos sobre los agonistas, es la de producir una supresion de la hipofisis mucho mas
rapida, sin la estimulacion inicial que provocan los agonistas (Armer y Smell, 2004; Herbst, 2003;
Heber y col., 1982).

En la bibliografia existe un solo reporte del uso de agonistas de GnRH en felinos domésticos
prepuberes. Risso y col. (2012) trataron gatas prepuberes con el 50% de peso adulto con implantes
subcutaneos de deslorelina de 4,7 mg obteniendo un retraso de la pubertad de 103,4+10,8 dias. A
nuestro conocimiento, no existen estudios en felinos con antagonistas de GnRH en periodos criticos

del desarrollo sexual (Kolho y col., 1989a, b).

En base a lo descrito anteriormente el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue contribuir al control
de la reproduccion indeseada en felinos domésticos mediante los siguientes objetivos especificos:
e Describir el patrén de secrecion de estrogeno y testosterona fecal desde el nacimiento hasta

inmediatamente antes de la pubertad



e Probar la eficacia (definida como postergacion de la pubertad e infertilidad) y la seguridad de los
analogos de GnRH, acetato de deslorelina y acyline, en animales posnatales

e Reportar los efectos del acetato de deslorelina posnatal en las gobnadas de animales ptberes
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CAPITULO1

HORMONAS ESTEROIDEAS SEXUALES EN MATERIA

FECAL DE FELINOS DOMESTICOS POSTNATOS

Introduccion

El incremento de las hormonas gonadales en el periodo perinatal es un fendmeno fisiolégico 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 (Corbier y col., 1992; Buger y col., 1991; Herath y col., 2001). Luego de
este periodo, de duracion variable, los esteroides gonadales declinan lentamente hasta los valores
basales tipicos de los animales prepuberes (Kolho y Huhtaniemi, 1989). En roedores el aumento
hormonal en postnatos afecta profundamente los patrones de diferenciacion sexual del sistema
nervioso central, la fisiologia reproductiva y el comportamiento, asi como también el desarrollo y la
madurez del sistema inmune (Kolho y Huhtaniemi, 1989). Existe, por lo tanto, un periodo critico de
vulnerabilidad en esta etapa. Si durante esta ventana de tiempo se producen exposiciones a agentes
exogenos (disruptores), éstos podrian afectar la competencia sexual del adulto (Pryor y col., 2000).

El periodo preciso de desarrollo reproductivo es especifico de especie y depende del estado de
madurez de los animales al momento del nacimiento (Gorski, 1985). Asi los carnivoros domésticos
nacen con un estado de madurez inferior al del resto de las especies domésticas. La existencia y
duracion del periodo de vulnerabilidad “critico” posnatal no se conoce en los felinos domésticos. Este
desconocimiento puede ser debido a la dificultad metodoldgica e imposibilidad ética para la extraccion
de muestras sanguineas en un animal de tamafio pequefio al momento del nacimiento. Teniendo en
cuenta estas razones y a fin de dilucidar parcialmente el comportamiento endocrino postnatal, en este

Capitulo se tomaron muestras de materia fecal y se determinaron los esteroides gonadales, estradiol y
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testosterona, en la hembra y en el macho respectivamente, desde el nacimiento hasta la prepubertad en

felinos domésticos.

Materiales y métodos

Animales

En este trabajo se utilizaron un total de 14 cachorros felinos (hembras n=7; machos n=7) desde el
nacimiento hasta su prepubertad. Los animales nacieron y vivieron a lo largo de todo el estudio en la
colonia experimental de nuestro laboratorio de acuerdo con las normas internacionales del Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio. Durante las primeras 6 semanas de vida estos animales se
ubicaron en la maternidad con sus madres y luego del destete se introdujeron al plantel general donde
permanecieron sueltos en ambientes de 3 x 4 metros enriquecidos para su distraccion. A partir del
primer mes de vida se les comenzd a ofrecer alimento balanceado de cachorro y agua ad [libitum.
Todos los animales fueron expuestos a un fotoperiodo positivo de 14 horas luz y 10 horas de
oscuridad. Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Uso y Cuidado Animal de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina y todos los experimentos
fueron conducidos bajo las guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory

Animals, USA.

Diserio experimental

Los felinos fueron examinados fisicamente semanalmente. El examen fisico constd en el pesado,
medicion de la altura a la cruz y del largo (desde la articulacion escapulo-humeral hasta la tuberosidad
isquiatica). A partir de la semana 12 de vida, en los machos se examiné la separacion balano prepucial
y la aparicion de espiculas peneanas (Johnston y col., 2001) una vez por semana. Asimismo, en las
hembras se realiz6 citologia vaginal tres veces por semana a partir de la misma edad (Mills y col.,

1979).
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Los cachorros se observaron de forma diaria (un minimo de 1,5 horas dos veces al dia) hasta la
aparicion de la pubertad. Para los machos, se definié pubertad cuando éstos tuvieran separacion balano
prepucial completa y la aparicion de espiculas peneanas. Para las hembras la presencia de hasta, o mas

de, dos citologias vaginales en un lapso de 2 semanas con > 80% de células superficiales.

Recoleccion de materia fecal, extraccion humeda de los metabolitos fecales y determinaciones
hormonales

Las muestras de materia fecal para la obtencion de esteroides sexuales (17B-estradiol [17B-E,] para las
hembras y testosterona [T] para los machos) fueron tomadas semanalmente. Durante las primeras 5
semanas de vida fue necesario realizar estimulacion rectal para su obtencion. Los animales de mayor
edad fueron encerrados en gateras individuales con alimento y agua hasta su defecacion. Una vez
obtenidas las muestras, éstas fueron congeladas a -20 °C hasta su procesamiento.

El procesamiento de la materia fecal se realizo a través del método descripto por Brown y col. (2008)
con algunas modificaciones realizadas por Risso y col. (2010a, b). Brevemente, las muestras fueron
homogenizadas, luego se tomd una alicuota de 250mg de cada una, a las que se les agrego 5 ml de
alcohol etilico absoluto, y se las agitdé primero a mano y después con vortex por un minuto. Se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos, se separd el sobrenadante y se extrajeron 200ul que se
colocaron en un ependorf para dejarlo evaporar hasta su sequedad. El residuo seco fue resuspendido en
200ul de buffer de esteroides para su posterior medicion. Finalmente, los metabolitos fecales fueron
determinados por electroquimioluminiscencia (Elecsys Testo II and Estradiol II, Roche Diagnostics,

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

Andlisis estadistico

La concentracion de los esteroides sexuales fecales de T y 17B-E, (mediatSEM) en machos y en
hembras, respectivamente fueron analizados por ANOVA de medidas repetidas. Para caracterizar
mejor los datos, éstos se dividieron en dos ventanas consecutivas de tiempo (VT) que fueron definidas

y comparadas para machos (semanas postnatales de 1 a la 4 vs. 5 a la 14) y las hembras (semanas
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postnatales 1 a la 5 vs. 6 a la 13). El nivel de significancia fue establecido en p<0,05 (SPSS 17.0,

SPSS, Chicago, IL, USA)

Resultados

Los animales llegaron a la pubertad a las 14,3+0,3 y 13,3+0,4 semanas de vida para machos y
hembras, respectivamente. La concentracion de T fecal (p<0,01; Figura 1) y del7p-E, fecal (p<0,01;
Figura 2) variaron a lo largo de las semanas del estudio. Se encontraron diferencias significativas
entre las concentraciones hormonales de VT1 vs. VT2 en machos (61,4+7,9 vs. 16,9+2,2 ng/g;

p<0,01) y en hembras (78,2+12,5 vs. 11,2+4,0 ng/g; p<0,01).
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Figura 1: Testosterona fecal (media+SEM) de 7 machos cachorros felinos postnatos (0 representa el

nacimiento) seguidos hasta la peripubertad.
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Figura 2: Estradiol fecal 17-f (mediatSEM) de 7 hembras cachorras postnatas (0 representa el

nacimiento) seguidas hasta la peripubertad.

Discusion

La pubertad en este trabajo se encontré en los limites inferiores de los valores normales reportados en
la bibliografia para ambos géneros (Johnston y col., 2001). Este sesgo puede ser debido a los
diferentes modos de definir pubertad en los distintos estudios.

Se encontrd un aumento significativo de los esteroides sexuales en las primeras semanas de vida y una
notable disminucidn posteriormente. Este hecho también ocurre en otras especies como en la rata, en
donde el aumento ocurre los primeros 4 dias de vida (Csernus, 1986), en el cerdo del dia 2 al 4 de vida
(Rigaudiére y col., 1976), el mono del dia 1 al 90 de vida (Robinson y col., 1978) y el hombre de los
30 a los 180 dias de vida (Andersson y col., 1998). Para el caso particular de las hembras existe un

menor niumero de reportes endocrinologicos posnatales. Asi, en la rata hembra a los 10 dias de vida
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comienzan a aumentar los niveles de la hormona foliculo estimulante y la produccion de estrogeno
(Herath y col., 2001).

En relacién a los valores hormonales absolutos, un dato interesante de este estudio, es que los
resultados de T fecal obtenidos en VT1 de los machos son similares a los encontrados en los machos
adultos enteros de nuestra colonia (61,4+7,9 ng/g vs. 60,1+12,5 ng/g; Faya y col., 2012). Para el caso
de las hembras, los valores de 17B-E, de la VT1 resultaron cuatro veces superiores al de nuestras gatas
adultas en celo (78,2+12,4 ng/g vs. 17,1+1,8 ng/g; Risso y col., 2010b). Este patron de secrecion,
inicialmente con niveles hormonales adultos e inmediatamente después con tipicas concentraciones
prepuberes infantiles, también fue encontrado en otras especies como ratas, monos y humanos
(Bidlingmaier, 1980; Kolho y Huhtaniemi, 1989; Quigley, 2002). La ausencia de incremento de los
esteroides sexuales antes de la finalizacion del experimento fue, muy probablemente, debida a la
temprana definicidon de pubertad tomada para este estudio.

Este estudio constituye el primer reporte de la cronologia de los esteroides sexuales en felinos
domésticos postnatos. Se concluye que, en el gato doméstico, el aumento postnatal de hormonas
esteroideas fecales, testosterona y estradiol, tanto en machos como en hembras ocurre desde la semana
1 ala4yS5, respectivamente, pudiendo ser este periodo la ventana critica del desarrollo reproductivo

postnatal.
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CAPITULO 11

EFECTO DE LOS ANALOGOS DE GNRH, ACETATO DE DESLORELINA Y ACYLINE, EN

FELINOS DOMESTICOS POSTNATOS

Introduccion

Entre las opciones no esteroideas a considerar para el control de la reproduccion en felinos domésticos
se encuentran los analogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que incluyen
agonistas y antagonistas. Estos han sido producidos por la sustitucion de aminoacidos en la molécula
nativa de GnRH y como resultado se obtuvo mayor potencia y prolongacion de la duracion de sus
efectos (Karten y Rivier, 1986) por lo que se vislumbran como drogas muy prometedoras para el
manejo de la reproduccion indeseada en estos animales (Gobello, 2007).

Los antagonistas de GnRH bloquean de forma competitiva los receptores de GnRH adenohipofisiarios
ejerciendo una accion inhibitoria inmediata (Herbst, 2003). Las nuevas generaciones de antagonistas
fueron probadas en pequefios animales, en tres estudios en caninos domésticos, en donde se demostrd
que una unica aplicacion del antagonista, acyline, interrumpia la espermatogénesis, el ciclo estral y la
gestacion sin efectos adversos (Valiente y col., 2007, 2009a, b). Por otro lado, la administracion
prolongada de los agonistas de GnRH produce la desensibilizacion e invaginacion de los receptores de
GnRH adenohipofisiarios (down regulation) luego de una estimulacion inicial del eje gonadal (Mc Rae
y col., 1985; Vickery, 1985; Vickery y Nestor, 1987; Vickery y col., 1989). En carnivoros domésticos,
las formulaciones de larga duracion de los agonistas de GnRH previenen el ciclo estral en la hembra y
la fertilidad en el macho por periodos que exceden el afio (Munson y col., 2001; Driamcourt y col.,
2006). Como resultado, tanto antagonistas como agonistas, producen el cese de la liberacion de las
hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH), con una consiguiente disminucion de la

liberacion de las hormonas esteroideas e infertilidad posterior.
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Como se describio en el Capitulo I, en las especies altriciales, el aumento de las hormonas gonadales
en el periodo postnatal es esencial para la competencia reproductiva en la edad adulta. En ratas este
aumento de hormonas esteroideas lleva a la organizacion y desarrollo de las estructuras hipotalamicas
que luego seran fundamentales para un correcto funcionamiento gonadal (Kolho y Huhtaniemi, 1989).
En los felinos domésticos el aumento de las hormonas esteroideas postnatales fecales ocurren en las
primeras 4 a 5 semanas de vida para machos y hembras, respectivamente, pudiéndose considerar como
el periodo critico postnatal para la especie (Faya y col., 2013). La disrupcion enddcrina del eje gonadal
durante esta ventana critica del desarrollo reproductivo puede causar efectos deletéreos en las
funciones enddcrinas de un individuo impidiendo el correcto funcionamiento pituitario-gonadal (Pryor
y col., 2000).

A nuestro conocimiento, no existen estudios sobre el efecto de los anadlogos de GnRH en el periodo
critico postanal del desarrollo sexual en felinos domésticos. Por lo expuesto, el objetivo de este
Capitulo fue describir y comparar el efecto reproductivo de una formulacion de larga duracion del
agonista de GnRH, el acetato de deslorelina, y de un antagonista de tercera generacion, el acyline, en

felinos domésticos postnatos.

Materiales y métodos

Animales

En este trabajo se utilizaron un total de 48 cachorros felinos (hembras n=24; machos n=24) desde el
nacimiento hasta sus primeros signos de pubertad. Los animales nacieron y estuvieron, a lo largo de
todo el estudio, en la colonia experimental de nuestro laboratorio de acuerdo con las normas
internacionales del Cuidado de los Animales de Laboratorio. Los gatos fueron expuestos a fotoperiodo
positivo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. Durante las primeras 6 semanas de vida se
alojaron en la maternidad con sus madres y luego se introdujeron al plantel general. A partir del mes

de vida se les comenzd a ofrecer alimento balanceado de cachorro y agua ad libitum. Todos los
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animales permanecieron sueltos en ambientes de 3 x 4 metros enriquecidos para su distraccion.
Ademas fueron sociabilizados por alumnos entrenados. Este estudio fue revisado y aprobado por el
Comité de Uso y Cuidado Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La
Plata, Argentina 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 farmacolégico

Los hermanos de camada del mismo sexo fueron ubicados aleatoriamente en uno de los tres
tratamientos propuestos:

- Acetato de deslorelina* 1,6 mg** (Ovuplan®, PepTech, Australia) subcutaneo (sc) el primer dia de
vida (Ag; n > 16)

- Acyline (Contraception & Reproductive Health Branch Center for Population Research, NIH,
Bethesda, MD, USA) 33 ng/100g** sc el primer dia de vida y luego semanalmente durante 3 meses
(Antag; n > 16)

- Control (Control; n > 16)

* El acetato de deslorelina (6-D-tryptophan-9-[N-Ethyl-LProlinamide]-10 desglycinamide) se inyect6
en forma de implantes (2,3 x 4 mm) biocompatibles cargados en jeringas descartables en la region
dorsal del cuello.

**Las dosis de ambos andlogos fueron seleccionadas de acuerdo a estudios previos en carnivoros

domésticos (Risso y col. 2010; Garcia Romero y col. 2012 Risso y col. 2012).

Seguimiento

El seguimiento de los animales se extendid hasta la aparicion de los primeros signos clinicos de
pubertad. Los cachorros se observaron diariamente durante un minimo de 2 horas a fin de detectar la
aparicion de comportamiento sexual caracteristico de cada sexo (Johnston y col., 2001) y/o de algin
efecto adverso. Ademas, semanalmente se evalud el peso, la altura del suelo a la cruz, y la longitud

corporal, con la técnica descrita en el Capitulo L.
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Los gatos machos se revisaron semanalmente a fin de detectar el momento de separacion balano
prepucial y la aparicion de espiculas peneanas (van den Dungen y col., 1989); ademas se midieron sus
testiculos en largo, ancho y profundidad con el fin de obtener el volumen testicular V=LxW’x0,52; L=
largo; W= ancho (Lin y col., 2009). En las hembras se realizaron citologias vaginales 3 veces por
semana usando hisopos 6ticos embebidos en solucion fisiologica, se tifieron con Tincion 15 (Biopur®,
Sta Fe, Argentina) y se analizaron e interpretaron de acuerdo a Mills y col. (1979).

Para todos los casos se defini6 la aparicion de la pubertad temprana cuando, en el macho, fue posible
la separacion balano-prepucial completa y se visualizaron espiculas peneanas. Para el caso de la

hembra cuando aparecieron hallazgos vaginales citologicos propios del estro (Mills y col., 1979).

Recoleccion de materia fecal, extraccion humeda de los metabolitos fecales y determinaciones
hormonales

Se tomaron muestras de materia fecal para la obtencion de los esteroides sexuales (estradiol [17B-E,]
para las hembras y testosterona [T] para los machos) semanalmente. Las muestras fueron recogidas y
conservadas como se describio en el Capitulo I. El procesamiento de la materia fecal se realiz6 a
través del método descripto por Brown y col. (2008) con algunas modificaciones realizadas por Risso

y col. (2010a, b) de acuerdo a lo explicado en el Capitulo I.

Prueba de fertilidad in vivo

Cuando los animales alcanzaron la pubertad fueron expuestos para su monta a un gato del sexo
opuesto de fertilidad probada hasta 3 oportunidades (estros de la hembra) consecutivos. Se observaron
los apareamientos y la libido de los animales, la que 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. Treinta dias mas tarde se le realizo

el diagnostico de gestacion en todas las hembras por ultrasonografia (Mattoon y Nyland, 1995).
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Andlisis estadistico

La fertilidad, libido y seguridad fue comparada entre los tres tratamientos por medio de Fisher's Exact
test, mientras que la edad a la pubertad fue analizada por medio de un ANOVA de una via seguido por
un test de Tukey.

Las concentraciones de T y 17B-E,, el peso corporal y las mediciones se compararon por un ANOVA
de medidas repetidas en el tiempo seguido del test de Tukey. Todas las comparaciones entre los tres
grupos se llevaron a cabo hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del
grupo Control. A partir de ese momento, se continué describiendo los hallazgos de los grupos tratados
con los analogos. Los datos de las hormonas fecales y el volumen testicular se dividieron en dos
ventanas de tiempo (VT) consecutivas definidas en el Capitulo I: ventana de tiempo 1 (VT1; semana 1
a 5 postnatal) vs. ventana de tiempo 2 (VT2; semana 6 hasta el final del periodo de comparacion). Los
resultados se expresaron como media+SEM vy el nivel de significancia se establecio en p<0,05 (SPSS

17,0, SPSS, Chicago,IL, USA).

Resultados

Los primeros signos de pubertad fueron postergados en animales tratados con Ag (62,9+3,5 semanas;
rango 42 a 91semanas; p<0,01) pero no en los tratados con Antag (15,5+1,7 semanas; rango 16 a 20
semanas; p>0,05) cuando se los compar6 con los animales Control. La media de la edad a la pubertad
para los animales Ag fue 58,0+4,7 y 67,8+ 4,8 semanas para machos y hembras, respectivamente. Por
otro lado, los mismos valores en los animales Antag fueron 18,8+2,9 semanas para los machos y
14,2+0,5 semanas las hembras. La libido a la pubertad fue levemente menor a normal en todos los
animales sin diferencias entre los grupos (p>0,1) y todos los animales, tanto de los grupos de analogos
como los del grupo Control tuvieron servicio. Quince (15/16) de cada uno de los grupos Antag y

Control y so6lo once (11/16) de los animales Ag demostraron ser fértiles luego de la pubertad y



25

apareamiento (p>0,1). Las hembras infértiles (tres) tuvieron un intervalo interestro corto (< 20 dias)
después de los servicios.

No se observaron complicaciones clinicas (incluyendo el “flare up” para los animales del grupo Ag) ni
alteraciones comportamentales a lo largo de todo el experimento (p>0,1) exceptuando una hembra
(1/8) del grupo Ag. Esta hembra alcanzoé la pubertad a las 91 semanas, recibid servicio y 18 dias mas
tarde presentd piometra a cérvix abierto. La evaluacion macroscopica del utero mostrd 4 sitios de
implantacion embrionaria.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos y ambos sexos para el peso (p>0,1;
Figura 1), largo (p>0,1; Figura 2) y alto corporal (p>0,1; Figura 3) hasta que los primeros signos de
pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. Sin embargo, luego de este periodo 9/16
animales del grupo Ag desarrollaron una contextura fisica y un peso similar al de un gato
gonadectomizado incluyendo sobrepeso (7 a 8 sobre una escala de condicion corporal a 9),
disminuyendo notablemente de peso hasta llegar a la normalidad (5 a 6/9) 4 a 8 semanas antes de su
pubertad.

El volumen testicular difirié en los tratamientos a lo largo de las ventanas de tiempo (p<0,01), siendo
el grupo Control el que tuvo valores mas altos que los grupos Ag (p<0,01) y Antag (p<0,05) durante la
VT2, pero no durante la VT1 (p<0,1 para ambos analogos; Figura 4). En ambos grupos, Ag y Antag,
los animales tuvieron un incremento del volumen testicular 2 a 3 semanas antes de la pubertad
(informacién no presentada).

Ambas concentraciones fecales, T (p<0,01; Figura 5) y 17B-E, 17-p (p<0,01;Figura 6), difirieron en
los tratamientos a lo largo del periodo de seguimiento, siendo Antag y Ag diferente del Control
(p<0,05; para ambas hormonas) pero no entre ellos (p>0,05; para ambas hormonas). En los animales
Ag y Antag, las concentraciones de hormona fecal en machos (p<0,01; Figura 7) y hembras (p<0,01;
Figura 8) fueron mas bajas que los del grupo Control durante VT1 pero no en VT2 en donde no hubo

diferencia entre los grupos (p<0,1).
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Figura 1: Peso (media+SEM) de 48 cachorros 24 hembras (A) y 24 machos (B) postnatos tratados

(semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y seguidos hasta

que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. No se hallaron

diferencias significativas entre los grupos ni ambos sexos (p>0,1).
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Figura 2: Largo corporal (media+SEM) de 48 cachorros 24 hembras (A) y 24 machos (B) postnatos

tratados (semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y seguidos

hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. No hubo

diferencias significativas entre los grupos ni ambos sexos (p>0,1).
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Figura 3: Alto corporal (media+SEM) de 48 cachorros 24 hembras (A) y 24 machos (B) postnatos
tratados (semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y seguidos
hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. No hubo

diferencias significativas entre los grupos ni ambos sexos (p>0,1).
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Figura 4: El volumen testicular (media+SEM) de 24 cachorros machos postnatos tratados (Semana 1)

con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y seguidos hasta que los

primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. Se dividi6é en ventanas de

tiempo (VT) de la semana 1 ala 5 (VT1) ydela 6 ala 14 (VT2), siendo los valores del grupo Control

mayores que los Ag y Antag (p<0,05) durante la VT2, pero no en VT1 (p>0,1).
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Figura 5: Concentracion de testosterona fecal (T; mediatSEM) de 24 cachorros machos postnatos
tratados (semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y seguidos
hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. Las
concentraciones de T difirieron entre los tratamientos (p<0,01), siendo Ag y Antag diferentes del

grupo Control (p<0,01) pero no entre ellos (p>0,05).
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Figura 6: Concentraciéon de estradiol fecal (17B-E,; media+tSEM) de 24 cachorras hembras
postnatas tratadas (semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratadas
(Control) y seguidas hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del
grupo Control. Las concentraciones de E, difirieron entre los tratamientos (p<0,01), siendo Ag y

Antag diferentes del grupo Control (p<0,01) pero no entre ellos (p>0,05).
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Figura 7: Concentracion de testosterona fecal (T; media+SEM) de 24 cachorros machos postnatos
tratados (Semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratados (Control) y
seguidos hasta que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. Se
dividieron dos ventanas de tiempo (VT) desde la semana 1 ala 5 (VT1) ydela 6 ala 14 (VT2). Las

diferentes letras sobre las columnas representan diferencias significativas de p<0,01.
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Figura 8: Concentracion de estradiol fecal (17B-E,; media+SEM) de 24 cachorras postnatas tratadas
(Semana 1) con acetato de deslorelina (Ag), acyline (Antag) o no tratadas (Control) y seguidas hasta
que los primeros signos de pubertad aparecieron en los animales del grupo Control. Se dividieron en
ventanas de tiempo (VT) de la semana 1 ala 5 (VT1) y dela 6 ala 13 (VT2). Las diferentes letras

sobre las columnas representan una diferencia significativa de p<0,01.
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Discusion

En este estudio de gatos postnatales se demostré que los agonistas de larga duracion, pero no los
antagonistas, fueron efectivos en la postergacion de la pubertad por periodos que excedieron el afo.
En comparacion con otro trabajo en donde se aplicd acetato de deslorelina en hembras prepuberes
(Risso y col., 2012), la postergacion fue mayor en los animales postnatos de este Capitulo. De igual
manera, en terneros machos inmunizados contra GnRH, también se provocd una temporaria
perturbacion endocrina con efectos de larga duracion en el desarrollo testicular con retraso en la
pubertad (Hernandez-Medrano y col., 2012). Estos resultados sustentan la existencia de una ventana
critica del desarrollo de manera tal que la perturbacion de la unidad endocrino-gonadal durante este
periodo resulta en un deterioro a largo plazo de la funcion gonadal futura. Sin embargo, los animales
de este estudio tratados con acyline no presentaron postergacion significativa de la pubertad, esto se
puede deber a la administracion de una dosis insuficiente que no logré concentraciones hormonales
basales durante el periodo critico.

Todos los animales alcanzaron la pubertad, sin embargo, 5 del grupo Ag no fueron fértiles. La
infertilidad en las hembras pudo deberse a una falla del pico preovulatorio de LH, ya que todas las
infértiles presentaron periodos de interestro anovulatorios. Hubo variabilidad de respuestas, dicha
variabilidad ya fue descrita previamente en perros y gatos tratados con agonistas de GnRH (Janssens y
Janssens, 1991; Munson y col., 2001). Ademas, esta variacion de respuesta podria ser eventualmente
reducida con el aumento de la dosis a utilizar. Por otro lado, para definir esta infertilidad como
permanente se necesitarian estudios mas prolongados.

Como se ha visto en otros trabajos, no hubo alteraciones en el sitio de aplicacion (Romagnoli y col.,
2009; Vickery y col., 1989). En cuanto a la gata del grupo Ag que presentd pidmetra, existe un reporte
previo de una hembra felina tratada prepuberalmente que también presentd esta entidad patologica
(Risso y col., 2012) lo que refuerza la idea de la deslorelina como agente causante.

Aungque el crecimiento de los animales tratados no se vio afectado hasta la semana 13 a 14, més de la

mitad de los animales del grupo Ag que no llegaron a la pubertad presentaron los genitales externos y
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el peso corporal (incluida la distribucion grasa; Fettman y col., 1997; Nguyen y col., 2004) similar al
de animales castrados quirurgicamente, evidenciando su estado hipogonadico antes de alcanzar la
pubertad.

El bajo volumen testicular presente en los animales tratados con andlogos de GnRH pudo deberse a la
falta de estimulo de las hormonas hipofisiarias en la edad temprana. En otros estudios la inmunizacion
temprana contra GnRH en ovejas, produjo una disminucion posterior de las hormonas LH y FSH con
un marcado retraso en la separacion balanoprepucial (Brown y col., 1995). La diferencia del volumen
testicular entre los animales tratados y controles pudo ser provocada a una falla en el desarrollo de las
estructuras del tibulo seminifero que dan volumen al testiculo (Okwun y col., 1996)

En este trabajo se logrd, en las primeras semanas de vida, un descenso hormonal parcial en el grupo
Ag y un descenso aun menor en el grupo Antag, comparados con el grupo Control. A pesar de las
diferencias significativas con el grupo Control, los animales tratados con ambos analogos no tuvieron
niveles basales (como los de la segunda ventana de tiempo) de los esteroides sexuales fecales (17B-E,
y T) durante la primeras semanas postnatales, indicando que las dosis administradas fueron
insuficientes para un propdésito contraceptivo duradero. El inicial descenso hormonal en los animales
tratados con el agonista sugiere el origen neonatal gonadal de las mismas.

Se concluye que tanto la administracion neonatal temprana de un agonista de GnRH de larga duracion,
el acetato de deslorelina, o de un antagonista de GnRH, el acyline, disminuyen parcialmente los
esteroides sexuales fecales durante las primeras semanas postnatales de forma segura ocasionando, en

el caso de los Ag pero no de los Antag, un significativo retraso en la llegada de la pubertad.
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CAPITULO 111

EFECTO HISTOLOGICO GONADAL DEL ACETATO DE DESLORELINA EN EL

PERIODO POSTNATAL FELINO

Introduccion

La regulacion temprana de la dinamica de la foliculogénesis en la hembra y de la division de las
células de Sertoli en el macho, son de vital importancia para la vida reproductiva adulta de los
mamiferos. La transicion de los foliculos primordiales a foliculos primarios es un proceso irreversible,
para luego continuar creciendo hasta la ovulacion o bien hasta la inevitable destruccion por atresia
(Kezele y Skinner, 2003). Por lo tanto, la tasa de reclutamiento folicular y la transicion de foliculos
primordiales a primarios son de critica importancia para la reproduccion de la hembra. Un control
anormal del reclutamiento y desarrollo folicular puede conducir a falla ovérica prematura (Kezele y
Skinner, 2003). En la gata la formacion de los ovocitos primordiales comienza entre los 40 a 50 dias
de desarrollo fetal aproximadamente y es posible que se complete para el dia 8 después del nacimiento
(Bristol-Gould y Woodruff, 2006).

Por su parte, en el macho, el nimero de células de Sertoli, va a determinar la cantidad de células
germinales que pueden soportar a lo largo de la espermatogénesis y por lo tanto la produccion
espermatica (Orth y col., 1988; Sharpe, 1994, 1999). La replicacion de estas células en ratones y otros
roedores ocurre en la etapa postnatal (Sharpe, 2000). En los felinos domésticos también se observaron
células de Sertoli indiferenciadas en esta misma etapa (Sanchez y col., 1993).

Los analogos de GnRH utilizados como disruptores endocrinos en roedores y monos durante la
ventana de tiempo postnatal mostraron efectos esterilizantes (Mann y Fraser, 1996; Kolho y

Huhtaniemi, 1989). Existen diferentes reportes luego de la administracion postnatal de analogos de
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GnRH, que describen disminucion del peso gonadal (van den Dungen y col., 1989), reduccion del
diametro y epitelio tubular (Trudeau y col., 1983; Sharpe y col., 2000) y del nimero de células de
Sertoli (van den Dungen y col., 1989). Por su parte, en la hembra se observo disminucion del nimero
de foliculos en crecimiento y de foliculos antrales (Muir y col., 1993; van Cappellen y col., 1989).
Como se menciond en el Capitulo anterior, los gatos tratados postnatalmente con acetato de
deslorelina presentaron las concentraciones de estradiol-17 B y testosterona fecales significativamente
disminuidas durante las primeras 5 semanas de vida, retraso de la pubertad por mas de un afo e
infertilidad en 30% de los casos (Carranza y col., 2014). Por todo esto, la administraciéon de un
agonista de GnRH durante el periodo postnatal puede tener una potencial accion
contraceptiva/esterilizante en esta especie.

A nuestro conocimiento no existen reportes previos de la respuesta histologica gonadal al uso de un
agonista de GnRH en la ventana critica posnatal felina. Por ello, el objetivo de este Capitulo fue
describir los efectos del acetato de deslorelina en las gonadas de los felinos domésticos tratados

postnatalmente.

Materiales y Métodos

Animales, protocolo farmacoldgico y procedimientos

Treinta y dos gatos, nacidos en nuestra colonia experimental y que se utilizaron para el Capitulo
clinico previo, en donde fueron sexados al nacimiento, identificados y criados sueltos en gateras. A los
animales se les asigno aleatoriamente a uno de los siguientes tratamientos dentro de las primeras 24
horas de vida: acetato de deslorelina 1,6 mg (Suprelorin; Virbac, France) (n=16; 8 hembras y 8
machos; Ag) o el grupo control que no recibid tratamiento (n=16; 8 hembras y 8 machos; Control).
Finalmente, todos los felinos fueron gonadectomizados al alcanzar la pubertad (Carranza y col., 2014).
Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité¢ de Uso y Cuidado Animal de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina y todos los experimentos fueron
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conducidos bajo las guias establecidas por The Guide for The Care and Use of Laboratory Animals,

USA.

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

gonadosomatico (%; Franca y Godinho, 2003).

Estudio microscopico y morfométrico

Se recolectd 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 tincion con Giemsa.

A los testiculos se les realizo un corte longitudinal. Luego las gonadas fueron colocadas en el fijador
de Bouin 12 horas, formol al 10% 48 horas y finalmente alcohol 70 hasta ser procesadas con el
procedimiento de rutina con 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-eosina. Las imagenes histologicas se obtuvieron desde un microscopio optico (Olympus
BX50) 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.

Se tomaron 20 iméagenes con un aumento de 20X por ovario y se determiné el numero de foliculos
primordiales, primarios, secundarios y antrales, de cuerpos luteos y de foliculos atrésicos por
centimetro cuadrado (Reggiani y col., 2012). Los foliculos fueron clasificados bajo el sistema
propuesto por Bristol-Gould y Woodruff (2006) en primordiales (ovocito pequefio rodeado por una capa
simple de epitelio plano), primarios (ovocito 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 o mas capas de células tecales) o
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atrésico (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).

Para los testiculos 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). Por este método también se registré 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 calculd 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, membarana basal, lumen, detrito celular, degeneracion
tubular. Ademas se calculo la longitud total de los tibulos seminiferos (metro; Franca y Godinho,
2003). Para diferenciar las células de Sertoli de la hilera seminal se realiz6 inmunohistoquimica
mediante el uso de anticuerpo monoclonal de raton antivimentina (monoclonal mouse antivimentin
clone 9, Dako). Como sistema de deteccion inmunohistoquimica se utilizé el iz En Vision (Dako,
Carpinteria, CA, USA). Las células con inmunomarcacion positiva mostraron una coloracion pardo
amarronado producto de la reaccion de 3-3"-diaminobencidina tetrahidroclururo-H,O,. Después de la
contratincion con hematoxilina alcoholica, los cortes se deshidrataron y se montaron para su analisis.

Las células se contaron en 20 secciones tubulares para cada animal.

Anadlisis estadistico
Los resultados descriptivos fueron expresados como media+SEM y la comparacion entre ambos
tratamientos (Ag vs. Control) se analizo por medio de un test de Student. El nivel de significancia se

fij6 en p<0,05.
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Resultados

El peso testicular himedo, las mediciones y el volumen asi como también el indice gonadosomatico
fueron significativamente menores en machos Ag que en los animales Control (Tabla 1), estos
mismos parametros no fueron significativamente inferiores en hembras Ag cuando se las compard con
las Control (Tabla 2).

En la miscroscopia ovarica se encontraron mayor numero de foliculos primordiales, primarios y
secundarios en las hembras del grupo Control que en las del grupo Ag (p<0,05; Figura 1). No hubo
diferencias significativas entre los tratamientos en el nlimero de cuerpos luteos y de foliculos antrales
(Tabla 3).

Todos los machos tuvieron motilidad y morfologia normal de los espermatozoides epididimales, salvo
dos animales Ag en donde se obtuvieron muy escasos espermatozoides para su evaluacion.

En la microscopia testicular, no se observaron diferencias significativas en las mediciones de los
tubulos seminiferos salvo en la altura del epitelio germinal. En la composicion de la hilera germinal se
observaron diferencias significativas entre grupos en los espermatocitos primarios, espermatocitos
secundarios, espermatides redondas, espermatozoides y células de Sertoli (p<0,05; Figura 2). Asi
como también se encontraron detrito celulares y degeneracion tubular en los animales del grupo Ag
pero no en el grupo Control. Por otro lado, no aparecieron diferencias significativas en el espacio
intertubular, ni en las células de Leydig. Ademas, el numero de células de Sertoli fue

significativamente menor en animales del grupo Ag que en los no tratados (p<0,01; Tabla 4).



Tabla 1: Parametros testiculares macroscopico de gatos tratados en la etapa postnatal con acetato de

deslorelina 1,6 mg (n=8) y controles no tratados (n=8).

Deslorelina Control
Largo testicular (cm) 1,59+0,05* 1,85+0,05*
Ancho testicular (cm) 1,31+0,05" 1,47+0,05"
Peso (g) 1,554+0,07* 1,95+0,05*
Volumen testicular (crn3) 1,29+0,13* 1,85+0,17*
indice gonadosomatico (%) 0,04+0,00* 0,05+0,00*

Los asteriscos en la misma fila indican diferencias *(p<0,05) o **(p<0,01) entre los grupos.

Tabla 2: Parametros ovaricos macroscopicos (media+SEM) de hembras tratadas en la etapa postnatal

con acetato de deslorelina 1,6 mg (n=8) y controles no tratadas (n==8).

Deslorelina Control

Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo
Largo ovérico (cm) 0,95+0,05 0,9+0,05 140,03 0,9+0,02
Alto ovarico (cm) 0,58+0,06  0,63+0,05 0,72+0,03  0,7+0,03
Peso ovarico (g) 0,18+0,01 0,18+0,02 0,21+0,02  0,240,01
Volumen ovarico(cm?) 0,19+0,03  0,21+40,02 0,25+0,02 0,23+0,03

Tabla 3: Estructuras ovaricas histologicas (mediatSEM) de las hembras de la Tabla 2.

Estructuras (mm°®)

Deslorelina

Control

Foliculos primordiales
Foliculos primarios
Foliculos secundarios
Foliculos Antrales
Cuerpos luteos

Foliculos atrésicos

461,4+34,01°
59,08+13,48"

1.074,26+117,46"
165,38+24,60°

17,5+2,58"
9,64+3,48
4,77+1,41
59,01+13,94

31,17+8,10"
14,43+5,31
4,043,0
51,48+12,03

Los asteriscos en una misma fila indica diferencias *(p<0,05) o **(p<0,01) entre los grupos.
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Tabla 4: Estructuras testiculares histologicas (media=SEM) de los machos de la Tabla 1.

Deslorelina Control
Eje tubular mayor (um) 220,08+6,42 216,72+3,16
Eje tubular menor (um) 176,87+10,62 176,45+2,65
Diametro tubular medio (um) 189,28+3,14 193,25+2,46
Area tubular (um?) 39666,55+2480,61 44394,93+6297,69
Perimetro tubular (um) 714,36+70,82 627,09+16,97
Altura del epitelio germinal (um) 39,68+0,92%* 72,7+1,20%**
Espermatogonias (Crn3) 0,08+0,02 0,15+0,04
Espermatocitos primarios (crn3) 0,19i0,04** 0,38i0,06**
Espermatocitos secundarios (cm3) 0,0015+0,0007* 0,004+0,0009*
Espermatides redondas (crn3 ) 0,31+0,08** 0,69+0,09**
Espermatides elongadas (crn3 ) 0,06+0,01 0,11+0,02
Espermatozoides (crn3) 0,01+0,00** 0,04+0,01**
Células de Sertoli (cm?) 0,09+0,02** 0,24+0,051**
Células de Leydig (cm3) 0,04+0,01 0,10+0,035
Compartimento intertubular (cm3 ) 0,06+0,01 0,04+0,01
Membrana basal (cm’) 0,05+0,01 0,07+0,01
Degeneracion celular (cm3) 0,18+0,05 0,00+0,00
Lumen (cm’) 0,15+0,04** 0,27+0,02%**
Detrito celular (cm’) 0,04+0,02 0,00+0,00
Proporcion tubular-intertubular 7,61+4,94 8,97+4,59
Largo tubular total (m) 34,52+6,64 51,97+9,91

Células de Sertoli por tabulo

17,45+1,93%*

26,65+1,13**

Los asteriscos en una misma fila indican diferencias *(p<0,05) o **(p<0,01) entre los grupos.
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Figura 1: Corteza ovarica de las gatas Ag y Control descrito en la Tabla 3. Nétese el menor numero
de foliculos primordiales presentes en el grupo agonista (A) en comparacion con el grupo Control (B).

Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina y eosina (20X).

Figura 2: Tincion de inmunohistoquimica de las células de Sertoli (células color pardo amarronado),
positivas al anticuerpo antivimentina de los tibulos seminiferos de los gatos y experimentos descritos
en la Tabla 4. Noétese el menor numero de células de Sertoli y la disminucion de la altura del epitelio

germinal presente en el grupo Agonista (A) en comparacion con el grupo Control (B; 40X).
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Discusion

Se ha descrito en varias especies, principalmente roedores y primates, que la disrupcion enddcrina
durante el periodo critico postnatal 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). El
efecto de este analogo de la GnRH en los felinos domésticos pudo ser directa sobre las gonadas, tal
como se describio en ratas hembras (Kogo y col., 1999) o bien por disminucion en la secrecion de
FSHy LH.

A diferencia de lo encontrado en roedores (Sokka y Huhtaniemi, 1990), en este trabajo no se observo
una disminucion del peso ovarico ni del indice gonadosomatico en los animales tratados con el
agonista. Esta diferencia de resultados podria explicarse por la presencia de grandes estructuras
ovaricas (cuerpo luteo, foliculos antrales) en ambos grupos de felinos en este estudio.

La disminucion del nimero de foliculos primordiales, primarios y secundarios coincide con estudios
previos en ratas y ovejas que sufrieron exposicion a un disruptor enddcrino en la etapa postnatal,
donde se encontro reducido el pool ovarico (Rodriguez y col., 2010; Rivera y col., 2011). Kezele y
Skinner (2003) encontraron que la aplicacion de esteroides en hembras ratas de 7 dias redujo el paso
de foliculos primordiales a primarios a solo el 30%. Muir y col. (2009) trataron a ratas hembras
neonatales con analogos de GnRH y encontraron diferencias significativas en el numero de foliculos
antrales comparado con el grupo control. Si bien en este estudio el numero de foliculos antrales
también se encontré disminuido no alcanzd una significancia estadistica. La disminucién del nimero
de foliculos primordiales, primarios y secundarios puede deberse a un efecto estimulador de la
apoptosis por parte del agonista. Por lo tanto, parece razonable asumir que las gatas Ag tendrian una
corta vida reproductiva debido a una infertilidad temprana por una falla ovarica prematura.

En este estudio se observd disminucion del peso, medidas testiculares (largo y ancho) y volumen
escrotal en los machos postnatos al igual que lo descrito en otras especies como monos (van den
Dungen y col., 1989; Mann y col., 1989) y wallabies (Hedger y col., 1986) con similares tratamientos

posnatales.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kezele%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12865310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Skinner%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12865310
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En cuanto a la observacion microscopica de los testiculos, en el presente estudio el diametro tubular
no se vio disminuido, esto es similar a lo hallado en ratas machos postnatos tratados con analogos de
GnRH (Huhtaniemi y col., 1986). En mamiferos machos la proliferacion de las células de Sertoli
ocurre durante el periodo fetal, neonatal y peripuberal (Sharpe y col., 2003). Sin el soporte fisiologico
y metabolico de las células de Sertoli la diferenciacion de las células germinales, meiosis y la
transformacion de células germinales a espermatozoides no ocurre (Sharpe y col., 2003). En este
estudio el nimero de células de Sertoli se vio disminuido en los animales tratados con el agonista, esto
podria explicar la presencia de degeneracion y detrito celular en los tibulos seminiferos de los felinos
tratados con deslorelina. Por otro lado, el numero de células de Leydig y de células intersticiales no se
vieron modificadas entre los grupos, algo similar se describié en ratas machos tratadas postnatalmente
con analogos de GnRH (Huhtaniemi y col., 1986). Sharpe y col. (2003) describieron que en ratas
macho las células de Leydig parecen no estar determinadas por el nimero de células de Sertoli por
testiculo, algo similar puede ocurrir en el gato.

Finalmente, estos hallazgos en ambos sexos soportan la hipdtesis que, de acuerdo con otros
mamiferos, las gonadas de los gatos tienen “elementos claves” (oocitos primordiales y células de
Sertoli) que completan su desarrollo o proliferacion en la etapa postnatal temprana, siendo susceptible
a la disrupcion enddcrina temprana y por consiguiente podrian ser utilizadas para estrategias de
contracepcion permanente. La interrupcion del desarrollo reproductivo durante los periodos criticos de
la organizacion, como el postnatal, puede alterar la capacidad funcional del animal adulto (Pryor y
col., 2000).

Se concluye que la administracion de acetato de deslorelina, en hembras disminuye el numero de
foliculos primordiales y en crecimiento y en machos decrece la cantidad de las células de Sertoli y del
epitelio germinal. La disrupcion enddcrina con un agonista de GnRH durante la etapa postnatal resultd
critica para el desarrollo reproductivo, vislumbrando implicancias para el desarrollo nuevas

metodologias contraceptivas seguras y permanentes en felinos domésticos.
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CONCLUSIONES FINALES

El gato (Felis catus) es una especie sumamente prolifica, cuya reproduccion esta lejos de ser
controlada. Los actuales métodos contraceptivos son dificultosos de llevar a cabo en grandes
poblaciones de animales como la gonadectomia, o bien tienen severos efectos colaterales

como los progestagenos.

El gato doméstico, al igual que otros mamiferos, presenta los esteroides sexuales (testosterona
y estradiol, para machos como en hembras respectivamente) fecales elevados durante las
primeras 4- 5 semanas de vida. La disrupcion hormonal durante este periodo podria afectar la

eficiencia reproductiva adulta.

La administracion postnatal de un agonista de GnRH de larga duracion, el acetato de
deslorelina, o de un antagonista de GnRH, el acyline, disminuy6 parcialmente los esteroides
sexuales fecales durante el periodo critico posnatal felino. La deslorelina postnatal, ocasiono
una postergacion significativa de la pubertad y 30% de infertilidad. Por el contrario, el acyline

no ocasiond alteraciones ni cambios reproductivos estadisticamente significativos.

Los felinos tratados con los analogos de GnRH, acetato de deslorelina y acyline, no
presentaron efectos colaterales locales ni clinicos sistémicos a excepcion de un caso de

pidmetra (5%) en una hembra tratada con el agonista.

La administracion postnatal de acetato de deslorelina, disminuy6 significativamente el nimero
de estructuras gonadales fundamentales para la gametogénesis como los foliculos primordiales

y en crecimiento en las hembras y las células de Sertoli, espermatocitos primarios y
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secundarios, espermatides redondas y espermatozoides en los machos felinos. Estos hallazgos

causarian un deterioro en la funcion reproductiva.

Finalmente, la disrupcion endocrina con agonistas de GnRH de liberacion prolongada durante
la ventana critica postnatal de desarrollo reproductivo felino podria constituir una herramienta

contraceptiva permanente y segura para la especie.

Esta Tesis alienta la realizacion de futuros estudios con dosis mas elevadas a fin de lograr una

inhibicidén hormonal profunda durante esta ventana critica del desarrollo reproductivo felino.
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