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Resumen

Levonorgestrel (LNG), una progestina ampliamente usada para anticoncepcién hormonal regular, también es usada
en anticoncepcion de emergencia (AE) para prevenir el embarazo después de un coito no protegido. Sin embargo, su
modo de accién en AE sélo se entiende parcialmente. Una pregunta no resuelta es si AE previene el embarazo
interfiriendo con eventos postfecundacién. Aqui, nosotros reportamos los efectos del tratamiento agudo con LNG
sobre la ovulacién, fecundacién e implantacién en la rata. LNG inhibié la ovulacién total o parcialmente,
dependiendo del momento del tratamiento y/o la dosis total administrada, mientras que no tuvo efecto en la
fecundacién ni la implantacién cuando se administré justo antes o después del coito, o antes de la implantacién. Se
concluyé que la administracién postcoital aguda de LNG, a dosis varias veces mayor que la usada para AE en
mujeres, que es capaz de inhibir la ovulacién, no tenia ningtin efecto postfecundacién disminuyendo la fertilidad en
la rata.
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1. Introduccion

Levonorgestrel (LNG), una progestina ampliamente usada para anticoncepcion hormonal regular, también es usada
en anticoncepcion de emergencia (AE), sola o combinada con estrégeno. AE hormonal es tomada después de un
coito no protegido para prevenir el embarazo. El modo de accién de AE se ha vuelto un asunto de debate acalorado
en varios paises latinoamericanos y del Caribe. La pregunta principal se centra en si la AE previene el embarazo
interfiriendo con eventos postfecundacion. Este problema es de importancia para muchas personas, que consideran
que una nueva vida humana empieza cuando el proceso de fecundacion finaliza. De acuerdo a esto, la interferencia
con eventos postfecundacion llevaria a la pérdida de vida humana.

Cuando una mujer toma AE, ella no sabe si toma las pildoras antes o después de la ovulacién y antes o después de la
fecundacion. Por razones éticas y logisticas, no ha sido posible segregar grupos de mujeres que tomen AE después de
la fecundacién para evaluar su efecto en el establecimiento del embarazo. No hay evidencia directa, a favor o en
contra, de que el tratamiento agudo con LNG previene el embarazo por interferencia con eventos postfecundacién.
Por otro lado, la experimentacién animal permite segregar grupos tratados antes o después de eventos criticos, como
la ovulacién, fecundacién e implantacion en orden a definir la contribucién de eventos pre y postfecundacién a la
eficacia anticonceptiva de la droga. Aunque la extrapolacion de los resultados al humano tiene limitaciones
considerables, los experimentos en animales frecuentemente dan un indicio respecto de los posibles mecanismos que
operan en el humano.

Se sabe que el tratamiento agudo con LNG administrado durante la fase follicular puede inhibir o retrasar la
ovulacién en varias especies, incluso en el humano [1]. También, el tratamiento agudo con LNG administrado dentro



de las primeras 10 h después del coito disminuyé el nimero de espermatozoides recuperados desde la cavidad uterina
en mujeres [2]. Segin nuestro conocimiento, tal efecto no se ha descrito en animales. Ademas, su accién cuando es
dado después del coito no ha sido bien documentada. Por consiguiente, nosotros emprendimos experimentos en
animales para investigar la posible ocurrencia de efectos postfecundacion.

En este articulo, nosotros describimos los efectos del tratamiento agudo con LNG dado antes o después de la
ovulacién o fecundacién, o antes de la implantacién sobre los pardmetros de fertilidad en la rata. La variable
principal de intervencién fue el momento de la administracidn relativa a la ovulacién, coito y fecundacién. Las
variables medidas fueron el porcentaje de animales que ovularon, el nimero medio de huevos ovulados, el porcentaje
medio de huevos fecundados y el nimero medio de embriones implantados.

2. Material y métodos
2. 1. Animales

Ratas hembras adultas de la cepa Sprague Dawley que pesaron aproximadamente 200 g y ratas machos adultos de 5-
7 meses de edad se usaron. Todos los animales se mantivieron en la misma pieza con agua y alimento peleteado ad
libitum, iluminacién desde las 7:30 a.m. a las 9:30 p.m. y temperatura entre 20-24°C.

Las hembras se sometieron diariamente a frotis vaginal. Los estados del ciclo estral se clasificaron segin Turner [3].
Para obtener animales prefiados, cada hembra en proestro o estro se enjaulé individualmente con dos machos intactos
por 1 h o toda la noche. Al final de este periodo, la presencia de semen, sangre o un tapén en la vagina y/o la
presencia de espermatozoides en el frotis vaginal era indicacién de que el coito habfa ocurrido. Si el coito ocurrid, el
dia del estro se designé dia 1 de prefiez (P1).

El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales se hicieron conforme con las pautas éticas del
Comité de Etica Institucional.

2.2. Soluciones de LNG

LNG en polvo se obtuvo desde los implantes Norplant (Leiras, Turku, Finlandia) o desde Schering AG, Berlin,
Alemania. LNG se disolvié en 100 1L ce dand (Med, Danstadt, Alenanid vy luego se dluyé con 1,2-
propanediol (Sigma, St. Louis, MO, USA) a una concentracién final de 100 T g/mi_.

2.3. Tratamientos

Cada rata se inyectd subcutdneamente con LNG 50 T gkgdepsso corpord por inyeadén o con vehiculo, excepto en
un grupo control que no se inyectd. Esta dosis es aproximadamente cuatro veces mayor que la dosis usada para AE y
se presume que su biodisponibilidad es mayor debido a la administracién sistémica. Esta dosis se dio una a cuatro
veces con intervalos de 12-h. El momento del tratamiento relativo a la ovulacidn, coito, fecundacién e implantacién
se resume en Figs. 1y 2.

2.4. Efecto del tratamiento preovulatorio sobre la ovulacion

Cada rata se inyecté con LNG o vehiculo dos veces por dia (8:00 a.m. y 8:00 p.m.) en diestro y en proestro [Grupo 1
(G1)] o con una sola inyeccién a las 8:00 p.m. del diestro (G2) o a las 8:00 a.m. del proestro (G3). Estas ratas se
sacrificaron en estado de estro para evaluar el porcentaje de animales que ovularon y el nimero medio de huevos
ovulados por rata.

2.5. Efecto del tratamiento antes del coito y ovulacion sobre la fecundacion e implantacion

Los resultados del experimento anterior indicaron que una sola inyeccién de LNG en proestro no afectaba la
ovulacién. Por consiguiente, era factible estudiar los efectos del tratamiento preovulatorio (en proestro) sobre la
fecundacion e implantacion.

Ratas en proestro se inyectaron con LNG o vehiculo una vez a las 4:00 p.m. Cada rata se enjaulé con dos machos
desde las 9:30 a las 10:30 p.m. Si el coito se verific, la hembra se aislé y se sacrific6 en P2 para evaluar el
porcentaje de huevos fecundados (G4). Si el coito no habia tenido lugar a las 10:30 p.m., la hembra permanecié toda
la noche con los machos. Cuando el coito se verificd a la mafiana siguiente, la hembra se aislé y se sacrificé en P2



para evaluar el porcentaje de huevos fecundados o se sacrificé en P12 para evaluar el nimero de embriones
implantados (G5). El nimero de hembras que no se cruzaron (que no participaron del coito) fue muy bajo y estas
hembras se desecharon.

2.6. Efecto del tratamiento después del coito y antes de la ovulacion sobre la fecundacion e implantacion

Las ratas en proestro se enjaularon con machos desde las 9:00 a las 10:00 p.m. A aquellas que participaron del coito
se les inyecté LNG a las 11:00 p.m. (G6) o LNG o vehiculo a las 11:00 p.m. y de nuevo 12 h después (G7). Estas
ratas se sacrificaron en P2 o P 12.

2.7. Efecto del tratamiento después de la ovulacion y antes del coito sobre la fecundacion e implantacion

Las hembras se inyectaron con LNG o vehiculo una vez a las 8:00 a.m. en el dia del estro e inmediatamente se
enjaularon con machos hasta las 9:00 a.m. (G8). Aquellas que participaron del coito se aislaron y se sacrificaron en
P2 o P12.

2.8. Efecto del tratamiento después de la ovulacion y coito sobre la fecundacion e implantacion

Las hembras se enjaularon con machos desde las 8:00 a 9:00 a.m. en el dia de estro. Si el coito se verificd, la hembra
se inyecté inmediatamente con LNG o vehiculo y se sacrificé en P2 o P12 (G9).

2.9. Efecto del tratamiento después de la fecundacion sobre la implantacion

Las ratas en proestro se enjaularon toda la noche con machos. En las que se verificé el coito, se inyect6 LNG o
vehiculo a las 11:00 p.m. de P1 y a las 11:00 a.m. de P2 (G10) o a las 11:00 p.m. de P3 y a las 11:00 a.m. de P4 (G
11) y se sacrificaron en P12. Un experimento aparte (no mostrado) determiné que si el coito ocurre durante la noche,
la fecundacién se completaba aproximadamente al mediodia en nuestra colonia de ratas. Entonces, estos dos
tratamientos se dieron después que la fecundacién habia tenido II .

2.10. Evaluacion de la ovulacion, fecundacion e implantacion

Las ratas de los tratamientos preovulatorios (G1-3) se sacrificaron por una sobredosis de éter al mediodia del estro
para evaluar el nimero de ovocitos presentes en sus oviductos. Las ratas de los demds experimentos (G4-11) se
sacrificaron entre las 3:00 y las 4:00 p.m. en P2 o P12 para evaluar el nimero de huevos fecundados y no fecundados
o el nimero de embriones implantados, respectivamente. En estro o P2, los oviductos se removieron y perfundieron
con solucién salina para contar el nimero de huevos usando baja amplificacién (250x). Cuando fue necesario, los
complejos cimulo-huevo se dispersaron con hialuronidasa (Sigma). Para evaluar la ocurrencia de fecundacién, los
huevos se pusieron entre cubre y portaobjetos, y se examinaron usando microscopia de campo claro (400x). Los
huevos se consideraron fecundados cuando una cola de espermatozoide se vio en el citoplasma o en el espacio
perivitelino. En P12, cada sitio de implantacién se disec, usando una lupa, para verificar la presencia o ausencia de
un embrién (60X). Sélo los sitios de implantaciéon que contenian embriones vivos se presentan en los resultados.

2.11. Andlisis de datos

Los datos respecto de la ovulacién son expresados como el porcentaje de ratas que ovularon calculado sobre el
ndmero total de animales tratados y también como el nimero medio de ovocitos ovulados por rata que ovul6 + EE.
Todas las ratas que participaron del coito tenfan huevos fecundados o embriones implantados. Asfi, s6lo el porcentaje
medio de huevos fecundados y el niimero medio de embriones implantados es presentado para cada grupo. Las
pruebas estadisticas One-sided Fisher’s Exact y Chi Cuadrado se aplicaron apropiadamente a las Tablas de
Contingencia de Dos Vias del porcentaje de ratas que ovularon. La prueba estadistica Kruskal Wallis se usé para el
nimero medio de ovocitos ovulados y el nimero medio de embriones implantados. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a un p <0.05. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo dentro del Programa
computacional Intercooled Stata 6.0 para Windows (Stata Corporation, College Station, Texas, USA).

3. Resultados
3.1. Efecto del tratamiento preovulatorio sobre la ovulacion (G1, G2y G3)



El porcentaje de ratas que ovularon después de la inyeccion de LNG o vehiculo, dos veces por dia en diestro y
proestro (G1), fue 0% y 83%, respectivamente. El nimero medio de huevos ovulados en el grupo control fue 8.0 +
1.6 (Fig. 1). El porcentaje de ratas que ovularon entre aquellas tratadas en la tarde del diestro (G2) o en la mafiana
del proestro (G3) fue 25% y 63%, respectivamente, con LNG, y 88% en los dos grupos controles. La diferencia entre
experimental y control en G2 es estadisticamente significativa (p = 0.02). El niimero medio de huevos ovulados fue
6.0 £3.0y 9.0 2.0, respectivamente, para ratas tratadas con LNG; y 4.7 £ 0.8 y 7.1 + 0.8 para los controles. Estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas.

3.2. Efecto del tratamiento antes del coito y ovulacion sobre la fecundacion e implantacion (G4 y G5)

Todas las ratas en estos experimentos tuvieron los huevos fecundados en P2 o los embriones implantados en P12. El
porcentaje medio de huevos fecundados después de inyectar LNG o vehiculo a las 4:00 p.m. del proestro y coito
entre 9:30 y 10:30 p.m. (G4), fue 100% en ambos grupos. Entre aquellas que tuvieron coito (GS5), el porcentaje
medio de huevos fecundados fue 100% en el grupo de LNG y 98 + 1.8% en los controles, y el nimero medio de
embriones implantados fue 9.2 + 1.1 y 10.2 £ 0.5, respectivamente (Fig. 2). Ninguna de estas diferencias fue
estadisticamente significativa.

3.3. Efecto del tratamiento después del coito y antes de la ovulacion sobre la fecundacion e implantacion (G6 y G7)

Todas las ratas tuvieron huevos fecundados en P2 o embriones implantados en P12. El porcentaje medio de huevos
fecundados en ratas que participaron del coito entre las 9:00 y las 10:00 p.m. (en proestro) y se les inyecté con LNG
a las 11:00 p.m. (G6) fue 100% y el nimero medio de embriones implantados fue 11.2 + 0.4. El nimero de
embriones implantados en animales contempordneos no tratados (no inyectados) fue 11.0 £ 0.5 (indicado con
asterisco en Fig. 2). En aquellas inyectadas con LNG a las 11:00 p.m. del proestro y 11:00 a.m. del estro (G7), el
porcentaje medio de huevos fecundados fue 94 + 5.6% y el niimero medio de embriones implantados fue 10.8 + 0.5
para LNG y 10.0 £ 0.7 para los controles (Fig. 2). Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa.

+
+

3.4. Efecto del tratamiento después de la ovulacion y antes del coito sobre la fecundacion e implantacion (G8)

El porcentaje medio de los huevos fecundados en ratas tratadas a las 8:00 a.m. del estro y que participaron del coito
dentro de la siguiente hora fue 75 + 14.8% para LNG y 97 + 3.3% para los controles. El nimero medio de embriones
implantados fue 15.3 + 0.6 y 12.9 £ 0.8, respectivamente (Fig. 2). Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente
significativa.

3.5. Efecto del tratamiento después de la ovulacion y coito sobre la fecundacion e implantacion (G9)

El porcentaje medio de huevos fecundados en ratas inyectadas inmediatamente después del coito en estro temprano
fue 97 + 3.3% para LNG y 100% para el vehiculo, y el nimero medio de embriones implantados fue 11.8 £ 1.6 para
LNG y 12.8 + 0.8 para los controles (Fig. 2). Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa.

3.6. Efecto del tratamiento después de la fecundacion sobre la implantacion (G10y G11)

Todas las ratas tuvieron embriones implantados en P12. El nimero medio de embriones implantados en aquellas
tratadas a las 11:00 p.m. de P1 y a las 11:00 a.m. de P2 (G 10) fue 11.0 £ 0.8 para LNG y 10.6 £ 0.7 para los
controles. En aquellas inyectadas con LNG o vehiculo a las 11:00 p.m. de P3 y a las 11:00 a.m. de P4 (G 11), el
nimero medio de embriones implantados fue 11.8 + 0.8 y 10.0 + 0.9, respectivamente (Fig. 2). Ninguna de las
diferencias fue estadisticamente significativa.

4. Discusion

Los resultados presentados demuestran que el tratamiento agudo con LNG, brevemente antes o después del coito,
antes o después de la fecundacidn, o antes de la implantacion, no tiene efecto sobre el establecimiento de la prefez
en la rata intacta (Fig. 2). Esto excluye que LNG interfiere con pasos postfecundacion en esta especie y estd de
acuerdo con el hecho que el tratamiento diario con LNG a ratas castradas es capaz de sostener la prefiez [4]. Ninguna
evidencia de efecto antifertilidad atribuible a la interferencia con eventos postfecundacién pudo demostrarse. Por
contraste, el tratamiento preovulatorio con LNG pudo inhibir ovulacién. La supresion de la ovulacion fue altamente
dependiente de cdmo se efectud la administracion (Fig. 1). El porcentaje de animales que no ovuld fue 100%, 75% y



37%, después de la(s) inyeccion(es) de LNG dos veces por dia, una vez en la tarde del diestro o una vez en la
mafana del proestro, respectivamente. La efectividad de una sola inyeccién disminuyé cuando el tratamiento se
acerc6 estrechamente al momento esperado del episodio ovulatorio. Por consiguiente, LNG inhibi6 la ovulacién total
o parcialmente dependiendo del momento del tratamiento y posiblemente la dosis total administrada. La relacién
dosis-respuesta no se examind adecuadamente. La posibilidad que la ovulacién pudiera haber sido retrasada no
puede excluirse, porque nosotros no realizamos las autopsias en el tercer dia después del estro para probar la
ocurrencia de ovulacidn retardada.

La inhibicién de la ovulacién en la rata después de la administraciéon de una dosis de LNG se ha documentado
previamente. La ovulacién se retrasé en ratas inyectadas por la tarde del metaestro con LNG 50 | gkg dsudto en
aceite, mientras que se suprimié totalmente con 200 I gkg (5). Cuondb LNG dsudto en aodteseinyeds en la tarde
del diestro, bloqueé la ovulacién de una manera dosis-dependiente; la dosis antiovulatoria fue 200-400 T gkg (6).
Las diferencias mds obvias con nuestros experimentos son el vehiculo usado y el momento de administracién. En
nuedroestudo, 501 gkgaeLNG dsudtos en 1,2-prooaned d inyediados enlatadedd destroinhili6 1a ovulacion
en 75% de los animales y cuatro dosis administradas cada 12 h comenzando en la mafiana del diestro (en total = 200

T gk sugrimieron comd efamentel aovu ad6n.

Hay mucha informacién acerca de los efectos de LNG en la ovulacién en mujeres. En forma resumida, LNG puede
inhibir la ovulacién cuando se administra uno o mas dias antes de la ruptura folicular [7-9]. Es conocido que LNG
afecta la ovulacion en animales [5,10] y mujeres [11], por lo menos a través de la interferencia con la sefializacion de
la pituitaria. Se han reportado los efectos inconsistentes de LNG sobre los marcadores de la receptividad endometrial
en mujeres [8,9]. El efecto de LNG sobre los marcadores de receptividad en la rata no se estudiaron en el presente
estudio.

En conclusién, la administracién postcoital de LNG, a dosis capaces de afectar la ovulacién, no tuvo efecto
antifertilidad atribuible a la interferencia con eventos postfecundacién en la rata.
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LNG Vehiculo

o Numero Numero
% de medio % de medio
ratas de ratas de
Grupos qué  puevos Y€ nuevos
ovularon _ . . ovularon auulado
Gt || | | * 0(6) 0 83(6) 8.0+1.6
G2 | i * 25%(8) 6.0:3.0 88*(8) 4.70.8
G3 | i 63(8) 9.0%2.0 88(8) 7.1

I:*:F:I

Diestro Proestro Estro
Fig. 1. Efectos de la administracion preovulatoria de levonorgestrel (LNG) o vehiculo sobre la ovulacién en la rata. |

= momento de cada inyeccién de LNG o vehiculo; | = momento aproximado de ovulacién (linea entrecortada); * =
autopsia. La escala de tiempo indica los dias del ciclo estral, con los periodos de luz y oscuridad pintados con barras
blancas y negras, respectivamente. n = nimero de animales tratados. T Por rata que ovulé; *p = 0.02.

LNG Vehiculo
% de Numero % de Numero
A B huevos medio de huevos medio de
fecundado embriones fecundado embriones
r + implantados + implantados
Grupos c s +EE (n) + EE (n) s +EE (n) + EE (n)
Gal -ii 100(5) - 100 (5) -
G5 |-ii o i o 100 (5) 9.2+1.1(6) 98+1.8(5) 10.2+0.5(5)
Ge 1:i o * 100 (5) 11.2+04(5) - 11.0 £ 0.5 (7)*
G7 1 | . ® 94+56(2) 10.8x0.5(5) @ ----- 10.0 £ 0.7 (4)
G8 |' o e 75+13.8(6) 15.3+0.6(6) 97 +3.3(6) 12.9+0.8(8)
G9 -| e e 97+33(6) 11.8+1.6(4) 100 (5) 12.8 £ 0.8 (4)
G10 || ¢ 11.0 £0.8 (5)  -=---- 10.6 £ 0.7 (5)
G11 —: I e mme- 11.8+t08(4) - - 10.0 £ 0.9 (5)
I
ProP1 P2 P3 P4 P5 P12
Est

Fig. 2. Efectos de levonorgestrel (LNG) o vehiculo sobre la fecundacién e implantacién en la rata. | = momento de cada inyeccién
de LNG o vehiculo; — = periodo de apareamiento que resulté en coito; A, B, y C = momentos aproximados de ovulacion,
fecundacion e implantacion, respectivamente; ® = autopsia. La escala de tiempo indica los dias del ciclo de estral (Pro: proestro;
Est: estro) y dias de prefiez (P1-P12). n = nimero de animales tratados. *Animales no inyectados con vehiculo. Ninguna de las
diferencias fue estadisticamente significativa.



