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RESUMEN

La anticoncepcion de emergencia (AE), que en la actualidad consiste en la
administraciéon de una progestina sintética (levonorgestrel) dentro de las primeras
72 horas posteriores al coito, representa una de las alternativas mas confiables
para la prevencion de embarazos no deseados. Sin embargo, por su connotacion
poscoital es considerada por algunos sectores de la sociedad como un método
abortivo y por lo tanto su uso y distribucién han sido ampliamente
controvertidos. En este trabajo de tesis, y con la finalidad de contribuir con
informacién basada en evidencias, se propuso estudiar los efectos de la
administraciéon de levonorgestrel (LNG) sobre la funcién neuroenddcrina y
ovarica, as{ como endometrial de mujeres en edad reproductiva. La hipétesis de
este estudio establece que el LNG, ademas de su efecto anovulatorio, actia a
otros niveles con la finalidad de explicar su efecto anticonceptivo cuando la
progestina no inhibe la ovulacién. El estudio fue disefado con base en la
experiencia previa de nuestro grupo en relacion al establecimiento de la eficacia
anovulatoria del LNG en el ciclo menstrual. Los resultados de este estudio,
derivados del tratamiento con LNG durante la fase periovulatoria del ciclo (dia
LH-2), claramente demostraron la capacidad de la progestina de inhibir de
manera significativa la amplitud del pico preovulatorio de la hormona
luteinizante (LH), asf como de las concentraciones circulantes de estradiol (E,) y
estrona (E,) en esta fase del ciclo, sin afectar la secreciéon de progesterona (P,)

durante la fase latea. Por otra parte, el tratamiento con LNG resulté en cambios

Marta Margarita Durand Carbajal
México D.F. Octubre, 2011. Pagina 5



Doctorado en Ciencias Biomédicas

en el patrén de secrecion de glicodelina (Gd) tanto en la circulaciéon como en el
tracto reproductivo. Estos cambios estuvieron caracterizados por la elevacion de
la Gd tanto en la circulacion como en los fluidos uterinos obtenidos durante la
fase periovulatoria y lutea temprana a diferencia de lo observado en el ciclo
control. Estos resultados sugieren la participacion de mecanismos de accion
adicionales del LNG para ejercer su accion anticonceptiva en ausencia de efectos
sobre la ovulacién. Estos cambios se ubicaron principalmente a nivel de la
sintesis de estrégenos por las células de la granulosa, asi como a nivel

endometrial sobre la expresion de genes responsivos a la P,.
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1. INTRODUCCION
1.1 Definicién de la anticoncepciéon de emergencia
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud més de la mitad de los
embarazos no deseados terminan en abortos provocados. Esta cifra asciende
globalmente a 45.5 millones de abortos cada afio, de los cuales 19-20 millones
ocurren en condiciones de riesgo. Estos abortos ocasionan la muerte de
aproximadamente 68,000 mujeres, y millones presentan complicaciones
secundarias al procedimiento. El 97% de estas muertes ocurren en pafses en vias
de desarrollo. Por otra parte, se estima que cada aflo se registran cerca de
600,000 muertes maternas causadas por complicaciones del embarazo y el parto.
El embarazo no deseado y el aborto en condiciones de riesgo son dos problemas
prevenibles que ocasionan gastos en salud importantes a nivel mundial (1). La
anticoncepcion de emergencia (AE) representa una alternativa para la prevencion
de embarazos no deseados que ocurren por falta de proteccidon anticonceptiva
regular, y por lo tanto se espera tenga impacto importante en la reduccién de las
tasas de abortos provocados y de la muerte materna. La AE se define como el
uso de ciertos métodos anticonceptivos después del coito no protegido con la
finalidad de prevenir la ocurrencia de embarazo. Un acto sexual sin proteccion se
define como cualquier situacion en la que no se utiliza un método anticonceptivo

regular, o bien en aquellos casos de violacion, falla u olvido del método (2).
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1.2 Desarrollo de métodos de uso poscoital

Los primeros informes sobre el uso de un método anticonceptivo de emergencia
consistieron en duchas vaginales poscoitales con Coca-Cola (3). El uso de
estrogenos fue descrito en modelos animales en la segunda década del siglo
pasado (4-6);sin embargo, no fue sino hasta los afios 60’s, del siglo pasado,
cuando la anticoncepciéon hormonal poscoital se utilizé en seres humanos (7). La
introduccion de la AE como un método eficaz para la prevencion de embarazos
no deseados alcanzé su popularidad en los afos 70’s, conociéndose en los
Estados Unidos de Norteamérica como el método de Yuzpe (8). Este método
anticonceptivo consiste en la administracién combinada de etinil estradiol y
LNG dentro de las primeras 72 horas poscoito (9). A partir de 1980, y con la
finalidad de disminuir los efectos secundarios derivados de la administracion de
dosis elevadas del componente estrogénico, la produccion de pildoras
anticonceptivas conteniendo unicamente LNG representa la nueva generacién
de preparaciones para uso poscoital (10-12). Por otra parte, y gracias al trabajo
de investigaciéon realizado durante los udltimos 40 afios en tecnologia
anticonceptiva, existen hoy en dfa nuevas alternativas en AE tales como los
antagonistas del receptor de progesterona (mifepristona) (13), los nuevos
antagonistas de la neurohormona liberadora de gonadotropinas hipofisarias
(GnRH) (14), y recientemente el acetato de Ulipristal, un modulador selectivo del

receptor de progesterona, y de eficacia similar al LNG (15).
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1.3 Dosis y principio activo

El LNG es una progestina derivada de la 19-nortestosterona de segunda
generacion que actia como agonista del receptor de progesterona (Figura 1) y es
el componente activo de la AE de progestina sola. Su actividad progestacional la
hace parte de varias formulaciones utilizadas en anticoncepciéon hormonal. La
administraciéon de LNG solo o en combinaciéon con compuestos con actividad
estrogénica ha sido utilizada exitosamente como anticonceptivo poscoital en
diversos paises. El método de progestina sola consiste en 0.75 mg de LNG
poscoital administrados dentro de un periodo no mayor a 120 horas seguido de
una dosis similar 12 horas después, o bien de una dosis unica de 1.5 mg de LNG

(13,14,16).

Figura 1. Estructura bioquimica del 13-etil-17f-etinil-17f-hidroxi-4-gonen-3-
ona (LNG).

Este compuesto es biotransformado 7z vivo a otros metabolitos tetrahidro
reducidos en el anillo A de la molécula con diversas actividades agonistas a nivel

de los receptores para P, y estrogenos (Figura 2) (17).
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Figura 2. Biotransformacién y estructura bioquimica de LNG vy sus diferentes
metabolitos reducidos en el anillo A de la molécula. 5a-dihidrolevonorgestrel
(5a-LNG), 30,50- y 3B,50-tetrahidrolevonorgestrel (30,50-LNG y 3B,5a-LNG).
Tomado de Rocio-Becerra y cols. (17).

El LNG es una progestina sintética con elevada afinidad por el receptor
de P,. Su actividad biolégica es considerablemente mayor a la de la P, natural a
juzgar por estudios a nivel de la transcripcion. En la figura 3 se muestran los
patrones de respuesta transcripcional de genes reporteros con elementos de

respuesta al receptor de P,. Como puede observarse el uso de dosis equimolares
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de LNG resulta en la activaciéon de la transcripcion génica 10 veces mayor que la

obtenida con la P, natural (17).
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Figura 3. Actividad transcripcional del LNG via el receptor de P, en un sistema
de co-transfeccion en células Hella con genes reporteros. El 100% de la
actividad corresponde a la obtenida con la dosis de 1 x 10° M de P,. Tomado de
Rocio-Becerra y cols. (17).

1.4 Efectividad y mecanismos de accion

La AE no es ni tampoco forma parte de los métodos de uso regular para el
control de la fertilidad (16). La eficacia relativa de este método es del 85%
comparada con la obtenida con los métodos combinados de uso regular (>99%)
(9). La eficacia también depende del intervalo que existe entre el coito y su
administracién, entre mayor, menor es su efecto anticonceptivo (Figura 4). Sin
embargo, la verdadera eficacia del método se desconoce ya que depende de

estudios clinicos controlados con placebo, mismos que por sus caracteristicas de
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disefio no son éticamente recomendables (9, 13, 18). Existe evidencia clinica que
indica que la administracion de LNG después de las primeras 24 horas
posteriores a la ruptura folicular no modifica la tasa de embarazos esperados
(19). Esta observacién concuerda con los estudios de Novikova y cols. (20) y
Noé y cols. (21), los que demostraron que el efecto anticonceptivo del LNG se
observé cuando la administracion ocurrié durante la fase preovulatoria, y no asi
en la fase posovulatoria (Tabla 1). Estos hallazgos fueron calculados de acuerdo
a las probabilidades de embarazo establecidas durante la ventana fértil del ciclo

ovarico por Wilcox y cols. (19).
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Figura 4. Relaciéon entre la efectividad de la AE en sus dos modalidades

combinada (Yuzpe) o de progestina sola (LNG) con el intervalo coito-
tratamiento en horas (9).

Marta Margarita Durand Carbajal
México D.F. Octubre, 2011. Pagina 12



Doctorado en Ciencias Biomédicas

Tabla 1. Efectividad del LNG administrado en las fases pre y posovulatoria del
ciclo ovarico.

Dias del coito con respecto No. mujeres Administracion Numero de embarazos Efectividad
a la ovulacién (dia 0) en riesgo de de LNG esperados/observados
embarazo

Novikova N.y cols. (ref. 20):

Dias -5 a-2 34 Preovulatoria 4,15/0 100%
Dias-1a0 17 Posovulatoria 3.45/3 13%
Totales 51 Pre+Posovulatoria 7.60/3 60%

Noé G. y cols. (ref. 21):

Dias-5a-1 87 Preovulatoria 13.2/0 100%
Dias 0 a +1 35 Posovulatoria 7.1/6 13%
Totales 122 Pre+Posovulatoria 20.3/6 70%

En apoyo a estas observaciones, los estudios sobre los mecanismos de
accion publicados por otros autores y por nuestro grupo (22-25), corroboraron
que el efecto del LNG a la dosis recomendada para AE es la inhibicién o el
retraso de la ovulacion, sin efectos significativos sobre la capacidad de migracion
y la penetracién de los espermatozoides al ovocito, asi como, alteraciones
motfologicas y/o moleculares del endometrio. Los tesultados obtenidos a partir
de biopsias endometriales de mujeres que recibieron LNG tomadas durante la
llamada ventana de implantaciéon (dia LH+9), demostraron la presencia de
patrones histolégicos de la morfologia endometrial, asi como sobre diferentes
marcadores de receptividad endometrial evaluados por inmunohistoquimica
similares a los observados en muestras obtenidas durante los ciclos control (23).
Estos resultados sugieren que los efectos biologicos del LNG fueron similares si
no idénticos a los producidos por la P, natural (Tabla 2) (22, 25). Estas

evidencias se apoyan en las observaciones de Lalitkumar y cols., quienes
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demostraron en cultivos mixtos del estroma y células epiteliales del endometrio
la ausencia de cambios en las tasas de adhesion del blastocisto en presencia de
LNG a diferencia de lo observado con la mifepristona, un inhibidor selectivo del

receptor de P, (20).

Tabla 2. Parametros morfométricos y marcadores de receptividad endometrial
en biopsias de endometrios de mujeres tratadas con LNG.

Parametro morfométrico Control (n=41) LNG (n=24)
media t DE media * DE
No. de glandulas/ mm?® 29.3+6.3 28.5+3.8
Porcentaje de edema estromal 52.7+15.4 55.9+12.1
No. de arterias espirales/campo 5.6+£3.1 45+2.7
Marcadores de receptividad Control (n=41) LNG (n=24)
endometrial media t EE* media t EE*
Integrina av-f3 15+5 19+5
Mucina-1 140+ 7 1139
Calcitonina 69 +8 47 +6
Factor inhibidor de la leucemia 366 214
Factor de crecimiento epidermal unido a 25+4 214
la heparina
Factor de crecimiento epidermal vascular 89+8 94+8
Gene Hox-11 67 +10 568

* Unidades de densidad 6ptica/1500u,. Tomado de Durand vy cols. (22).

Estudios previos de nuestro laboratorio han identificado la presencia de
una “ventana’” muy estrecha dentro del ciclo menstrual donde la administracion
del LNG no afecta el proceso de la ovulaciéon (25), en otros estudios, nuestro
grupo demostr6é en mujeres tratadas con LNG durante la fase estrogénica tardia,
la presencia de glicodelina (Gd) en suero en las fases periovulatoria y latea
temprana, a diferencia de los ciclos control (Figura 5), sugiriendo cambios en los
patrones de secrecion de proteinas endometriales cuya expresion se encuentra

muy probablemente regulada bajo el efecto progestacional del LNG (27). Estos
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resultados son importantes en el sentido que ofrecen alternativas adicionales para
el estudio del efecto anticonceptivo del LNG cuando este no modifica el

fenémeno de la ovulacion.

101

[=2) o)
1 I

Gd (ng/mL)
"

Figura 5. Concentraciones medias circulantes diarias de Gd durante la fase lutea
de los ciclos control ( O) y tratados con LNG (@) el dia LH-3. Cada punto
representa la media + DS. Los resultados fueron normalizados con respecto al
dia de la mayor secrecién de la LH en suero (LH 0). * p<0.05 vs ciclos control.
Tomado de Durand y cols. (27).

1.5 Glicodelina en suero como marcador del efecto de la P, en el
endometrio

La Gd es una glicoproteina que pertenece a la super-familia de las lipocalinas y
que dependiendo de las modificaciones que ocurren en su molécula a nivel
postraduccional se generan varias isoformas responsables de una variedad de
acciones que ocurren a nivel reproductivo e inmunolégico (28-30). La

glicosilacion de Gd varfa significativamente de un tejido a otro confiriéndole
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patrones de secrecion y funcion diferenciales. La isoforma de origen endometrial
llamada Gd-A, (28, 29) es una glicoproteina de estructura monomérica de 28-
kDa y sintetizada por las células epiteliales del endometrio. La sintesis de esta
proteina endometrial es regulada por la P, lutea (30).El grupo de Seppili y cols.
(31) y el nuestro (32) han identificado en ciclos ovulatorios la presencia de Gd en
suero en mujeres durante la fase Iutea, la cual ocurre inmediatamente posterior a
la secrecion maxima de P,. Estos cambios no se observaron en el suero de

mujeres con ciclos anovulatorios (Figura 6).

20
Ciclo ovulatorio
- 60
15 Py
- 40
10
- 20

o

P, (ng/mL)
Gd (ng/mL)

L &0
15 P,
A Gd
L 40
10 -
L 20
0
20

Figura 6. Concentraciones circulantes de Gd y P, lutea en mujeres ovulatorias y
mujeres anovulatorias. LLos resultados fueron normalizados tomando como dfa 0
la maxima secrecion de la LH en suero. Tomado de Durand y cols. (32).
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De manera interesante la Gd-A tiene propiedades inhibitorias sobre la
interacciéon que ocurre entre ambas gametas, masculina y femenina, durante el
proceso de la fecundacién (33). Esta capacidad inhibitoria radica en la propiedad
del espermatozoide de interactuar con Gd-A saturando los sitios de
reconocimiento los que a su vez interactian con las células del cumulo ovarico
(34-36). Como la expresion endometrial de la Gd se encuentra bajo la regulacion
de la P, latea (30, 37, 38), ésta, durante la fase periovulatoria, se encuentra
ausente tanto en el endometrio como en el resto del tracto reproductivo (30). El
gene que codifica a esta proteina en el humano se localiza en el cromosoma
9934, y su regiéon promotora posee elementos de respuesta hormonal para
glucocorticoides 'y P, (39, 40). La expresion de Gd-A, evaluada por
inmunohistoquimica e hibridacién zz situ, ocurre entre 5 y 7 dias posteriores a la
ovulaciéon y permanece hasta finales de la fase lutea (41). Por otra parte, se ha
demostrado que la presencia de Gd-A en suero es paralela y correlaciona
significativamente con su contenido en el tracto reproductivo (r=0.77;
p<0.0001) (42). De esta manera, la determinacién de las concentraciones en
suero de Gd-A refleja los cambios de esta proteina que ocurren a nivel
endometrial e intrauterino y suelen ser utilizadas como marcadores del efecto de

la P, sobre el endometrio.

- ]
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis de este estudio establece que la administracién periovulatoria de
LNG resulta, por su efecto progestacional, en el cambio del patrén temporal de
secrecion de la Gd endometrial durante el ciclo menstrual tanto en suero como
en el tracto reproductivo femenino. La hipdtesis nula establece que la
administracion de LNG no ocasiona cambios significativos en el patrén de
secrecion de Gd endometrial cuando se compara con el obtenido en el ciclo
control.

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de Gd en suero y en el
tracto reproductivo durante la fase ovulatoria y lutea tardia del ciclo ovarico de
mujeres que permanecieron ovulatorias después del tratamiento con LNG. Los
objetivos especificos de esta tesis fueron los relacionados con el estudio de los
cambios hormonales a diferentes niveles del eje reproductivo de mujeres
expuestas a la administraciéon de LNG a las dosis utilizadas en anticoncepcion de

emergencia en la fase folicular tardfa del ciclo menstrual.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Participantes
Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion
Biomédica en Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran. Todas las mujeres aceptaron participar voluntariamente, asi
como firmar la carta de consentimiento informado. Se reclutaron 30 mujeres
sanas sin riesgo de embarazo con salpingoclasia bilateral (8 mujeres), pareja
vasectomizada (1 mujer) o en abstinencia sexual (21 mujeres), entre los 22 y 37
afios de edad (mediana de 30 afios), con ciclos menstruales regulares con
duraciéon entre 25 y 34 dias (29.2 + 0.5 dias). Todas las voluntarias negaron el
uso de anticonceptivos hormonales u otra medicacién en los ultimos 6 meses
previos al ingreso del estudio. Las participantes fueron mujeres sanas tanto por
la historia clinica como a la exploraciéon fisica, asi como por estudios de
laboratorio, incluyendo citologia hematica completa, general de orina y citologia
cérvico-vaginal. Las variables de peso, talla y presion arterial fueron registradas
por un mismo investigador al momento de su ingreso. A cada mujer se le solicitd

el registro de sus sangrados menstruales durante el estudio.

3.2 Diseno del estudio
Se trata de un estudio clinico auto-controlado realizado en 30 mujeres sanas con
funcién ovarica normal y sin riesgo de embarazo. Se estudiaron dos ciclos

menstruales en cada mujer uno correspondié al ciclo control y el siguiente al
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ciclo tratado con LNG. El ciclo menstrual se definié como el intervalo de
tiempo que ocurre desde el primer dia del sangrado menstrual hasta el dia previo
del siguiente periodo menstrual. El ciclo fue subdividido en varias fases. La fase
folicular se consider desde el primer dfa del sangrado hasta el dia que ocurrio la
maxima liberaciéon de LH y la fase lutea, desde el final de la fase folicular hasta el
dia previo de la siguiente menstruacion. Las mujeres fueron admitidas en el
estudio durante los primeros 10 dias del ciclo menstrual. En el ciclo tratado, las
voluntarias recibieron 1.5 mg de LNG (Glanique, Asofarma de México, SA de
CV) en dos dosis de 0.75 mg administradas con 12 horas de intervalo durante la
fase preovulatoria del ciclo ovarico aproximadamente dos dias antes del pico de
liberaciéon maxima de LH. En esta fase del ciclo, el diametro folicular por
ultrasonido vaginal (UTV) oscil6 entre 16 y 19 mm de diametro. En ambas fases
del ciclo, las voluntarias fueron instruidas para identificar a través de un analisis
colorimétrico la presencia de LH en orina (LHu) a partir del dia 11 del ciclo
menstrual. Una vez identificada la presencia de LHu se llevé a cabo la
monitorizacion diaria del crecimiento folicular por UTV hasta la ocurrencia de la
ruptura folicular (RF). La RF por UTV se establecié por la presencia de por lo
menos tres de los siguientes criterios: disminuciéon o desaparicion del diametro
y/o del foliculo dominante, respectivamente, la presencia de bordes gruesos e
irregulares y el incremento de la ecogenicidad del foliculo y/o la presencia de
liquido libre en la cavidad peritoneal (43). El analisis por UTV se realizé por el

mismo observador con un equipo de Antares Sonoline Siemens (Siemens
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Medical Solutions EUA, CA) adaptado con transductores de multifrecuencia de
5y 7.5 Hz. Las mujeres que no presentaron durante el ciclo control la prueba
positiva de LHu y datos ultrasonograficos de RF fueron excluidas del estudio. Se
tomaron muestras diarias de sangre total durante ambos ciclos del estudio
durante la fase periovulatoria y litea completa para la cuantificacion de LH, E,,
E,, P,y Gd. Las muestras de sangre fueron centrifugadas y almacenadas a —35°C
hasta su procesamiento. La presencia de Gd-A en el tracto reproductivo se llevo
a cabo en muestras de liquido uterino obtenidas durante la fase periovulatoria
(LH+1) y latea tardia (LH+12). Los liquidos uterinos se obtuvieron por lavados
uterinos realizados previa administracion de 400 mg de ibuprofeno (Advil,
Wyeth SA de CV, México). Posterior a la exposicion del cervix y limpieza del
mismo con solucion fisiolégica, se inserté un catéter para inseminacion
(CORNE, SA de CV, México) en la cavidad uterina para gradualmente inyectar
10 mL de solucién fisiologica y la aspiracion de la misma con una jeringa de 20
cc. Este procedimiento se repitidé tres veces con la finalidad de recuperar la
mayor cantidad posible de muestra. Las muestras se almacenaron a —35°C hasta

su analisis.

3.3 Cuantificaciones hormonales
La detecciéon de LHu se realiz6 con la prueba colorimétrica Ovuquick (CORNE
SA de CV, México) (44). Las concentraciones de LH, E,, E, y P, en suero y
liquido  uterino  se  cuantificaron  por  duplicado  por  métodos

inmunoradiométricos (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA) con
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la metodologia descrita previamente (23). Los coeficientes de variacién inter-
analisis fueron <10 % para todas las hormonas y el de variacién intra-analisis fue
de 3.08%, 6.75%, 7.61% y 7.95% para LH, E,, E,y P,, a las concentraciones de
239 mUI/ml, 66 pg/mL, 30 pg/mL y 1.46 ng/ml., respectivamente. Las
concentraciones de Gd en suero y liquido uterino se determinaron utilizando
analisis inmunofluorométricos tipo sandwich descritos previamente (27, 32). Los
coeficientes de variacién intra e inter-analisis fueron de 7.2 % y 5.2%,
respectivamente. La concentraciéon de Gd en suero y liquido uterino se expresod
en ng/ml. La concentracién de Gd-A en los liquidos intrauterinos se normalizo6
por la concentracién de proteina expresada en mg/ml. Para evitar sesgos de
medicion, todas las muestras provenientes de la misma mujer fueron
cuantificadas en el mismo analisis. Debido a que las variaciones en las
concentraciones hormonales durante el ciclo ovarico es un fenémeno biolégico
muy variable e inclusive de ciclo a ciclo en un mismo sujeto, establecimos
nuestros propios valores de referencia de las diferentes hormonas y de Gd a lo
largo de los ciclos ovaricos controles en la poblacion estudiada. Dividimos el
“ciclo ideal” de 28 dias en fases establecidas. Para dividir el ciclo en las diferentes
fases utilizamos el mismo criterio que en el estudio de Novikova y cols. (20). Los
datos de cada hormona fueron normalizados tomando como dia O el dia de la
maxima secrecion de LH en suero. La fase folicular se subdividi6é en temprana
(desde el primer dia de la menstruacion al dia LH-9), media (desde el dia LH-8 -

LH-5) y tardia (desde el dia LH-4 - LH-2). La fase peri-ovulatoria comprendio
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del dia LH-1 - LH+1, la fase lutea temprana (los dias LH+2 - LH+4), la atea
media (los dfas LH+5 -LH+11), y la fase latea tardfa los dias LH+12 hasta el dia
previo del siguiente periodo menstrual. Los resultados de estos valores de
referencia expresados como la media £ EE, asi como los valores maximos de
secrecion de cada una de estas hormonas en las diferentes fases del ciclo se
muestran en la Tabla 3. Basados en estos valores de referencia establecimos que
el pico maximo de secrecién de E, ocurrié entre los dias LH-2 y LH-1 y la

ocurrencia de la RF el dia LH+1.

Tabla 3. Concentraciones hormonales durante el ciclo menstrual.

Fase del ciclo LH mUI/mL E,pg/mL P4ng/mL Gd ng/mL

MediatEE V.max MediatEE V.max MediatEE V.max MediatEE V. max

Fase folicular:

temprana 2.910.6 6.8 33.2+3.9 53.3 2.6+0.9 2.56 1.2+0.4 3.90
media 3.9+03 16.1 69.4+5.2 199.8 0.6+0.1 3.90 1.1+0.1 2.90
tardia 8.2+0.6 23.4 162 +12 521.8 0.9+0.2 11.30 0.8+0.1 2.40

Fase peri-ovulatoria

27.8+29 87.60 155+ 14 618.8 1.5%0.3 13.0 0.7+0.1 1.50

Fase lutea:
temprana 3.96 £ 0.28 15.70 109+6 306.6 6.4+0.4 23.90 0.9+0.1 11.20
media 2.22 +0.15 10.30 134 %5 366.3 10.3+0.5 35.20 105+1.1 74.90
tardia 2.02+0.24 8.10 736 215.6 3.7+0.6 19.70 39.8+3.6 117.50

V. max: valor maximo.

3.4 Analisis estadistico

La secrecion endometrial de Gd-A evaluada en liquido uterino durante la fase
peri-ovulatoria y lutea tardia del ciclo fue el principal desenlace y objeto de este
estudio, por lo que el analisis estadistico se plane6 con base a este parametro. El

analisis estadistico comparé las diferencias entre las concentraciones en suero
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diarias e integradas de Gd durante las fases periovulatoria y latea completa entre
los ciclos control y los ciclos tratados, asi como las concentraciones
petiovulatorias y de la fase lutea tardia de Gd-A en liquido uterino. De la misma
manera, el analisis compar6 las diferencias entre las concentraciones
periovulatorias en suero diarias e integradas de LH, E, y E,, y las
concentraciones luteas de P,.L.a RF, las caracteristicas de los ciclos y los patrones
de sangrado entre los ciclos control y tratados también fueron analizados. El
analisis se realiz6 tanto en las mujeres que ovularon como en las que no
ovularon posterior al tratamiento con LNG. Las concentraciones integradas para
todas las hormonas fueron analizadas calculando el area bajo la curva (ABC)
durante las fases periovulatoria y latea de los ciclos control y tratados. Se utilizé
la prueba de anadlisis de varianza ANOVA con pruebas Post-hoc o bien la prueba
equivalente no paramétrica segun el caso para determinar las diferencias
significativas (p<0.05) entre las concentraciones hormonales tanto en suero
como en liquido uterino, las caracteristicas del ciclo y el desarrollo folicular en
los ciclos del grupo control y en los ciclos de ambos grupos tratados. Las
concentraciones intrauterinas de Gd-A en los ciclos control y tratados fueron

comparadas utilizando la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Todos
los valores fueron expresados en medias = EE. Finalmente, se realizaron analisis

de regresion lineal para correlacionar las concentraciones periovulatorias de E,

con los diametros foliculares registrados durante los dias LH-4 a LH+0.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas

En este estudio participaron voluntariamente 30 mujeres sanas entre los 22 y 37
afios de edad, con ciclos menstruales regulares para ser estudiadas durante un
ciclo control (sin tratamiento) y un ciclo experimental (con tratamiento).Las

caracteristicas clinicas de las voluntarias se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas basales de los grupos estudiados.

Ciclo control ov-LNG+ anov-LNGt p
n=30 n=20 n=10
Edad (afios) 30.0+0.7 29.2+0.9 316+1.1 0.277
[22-37] [22-36] [27-37]
Paridad (embarazos) 19+0.3 1.4+0.3 2.9+0.5* 0.024
[0-5] [0-4] [0-5]
Peso (Kg) 67.7 £3.0 64.6 +3.2 74+4.7 0.175
[50-105] [50-105] [57-92]
Talla (cm) 154.4+1.0 154 +1.2 156 +2.1 0.725
[145-167] [145-166] [148-167]
IMC (Kg/m?) 28.4+1.1 27.4+1.3 30.5+2.1 0.342
[21-45] [21-45] [24-40]
Tension arterial (mmHg):
Sistdlica 111+1.8 113+2.1 109+3.5 0.614
Diastdlica 73+1.4 72+1.7 75+2.4 0.728
Método anticonceptivo
durante el estudio (n (%)):
Oclusion tubaria 8(26.7) 4 (20) 4 (40) 0.364
Abstinencia sexual 21 (70) 16 (80) 5(50)
Vasectomia 1(3.3) 0(0) 1(10)

T Mujeres ov-LNG (mujeres ovulatorias tratadas con LNG), mujeres anov-LNG (mujeres
anovulatorias tratadas con LNG). *p = 0.007 vs mujeres ov-LNG. Los resultados estin
expresados como la media £ EE, [rango].
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La administraciéon de LNG resulté en la inhibicién de la ovulaciéon en 10
de las mujeres a juzgar por la ausencia de LHu con disminucion significativa de
la liberaciéon de LH en sangre y de la P, con ausencia de datos por UST de la
ocurrencia de RF. Debido a que no se observaron diferencias significativas
relevantes en las caracteristicas clinicas en las mujeres que ovularon y las que no
ovularon, los 30 ciclos control fueron considerados como grupo de referencia.
De los parametros clinicos mostrados en la Tabla 4, sélo la paridad fue
significativamente mayor en el grupo de anovulatorias tratadas con LNG (anov-
LNG), sin embargo, esta diferencia no tuvo relevancia clinica para los fines de
este estudio. Aun a pesar de que la media del indice de masa corporal IMC) de
las mujeres estudiadas mostraron valores de sobrepeso, todas las voluntarias

tuvieron ciclos controles ovulatorios.

4.2 Efectos del LING sobre las caracteristicas hormonales del ciclo
ovarico

Como se muestra en la Tabla 5, todas las mujeres presentaron ciclos controles
ovulatorios normales de 25 a 34 dias de duracién, presencia de LH urinaria,
concentracién maxima preovulatoria de LH en suero de 41.2 = 21.2 mUI/ml,,
concentracién maxima preovulatoria de E, en suero de 213 + 108 pg/mlL,

evidencia ultrasonografica de ruptura folicular y fases luteas de 9 a 18 dias de

duracion. Las concentraciones maximas de P, en la fase lutea se observaron en el
dia LH+8.1 £ 0.3 con una media del area bajo la curva de P, (P,~ABC) de 81 *

0.5 ng/ml. en 11 dias postetiores al pico en suero de LH. La Gd en suero se
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encontr6 en los limites de sensibilidad del analisis en los ciclos control
durante la fase preovulatoria (LH-2 a LHO) y la fase lutea temprana (LH+1a
LH+4) del ciclo. La administracion de LNG modificé significativamente la
duraciéon de los ciclos (p <0.001) a expensas del acortamiento de la fase latea (p
<0.001). Tanto el dia del ciclo, asi como el diametro mayor del foliculo
dominante el dfa que se detecto el colapso folicular por UTV fueron similares en
el ciclo control comparado con el ciclo tratado en las mujeres que ovularon (ov-
LNG) (p=0.309 y p=0.570, respectivamente). En el grupo de mujeres
anovulatorias (anov-LNG), no se observo la RF.

Tabla 5. Caracteristicas del ciclo ovarico control y tratado.

Ciclo control ov-LNG+ anov-LNG+ p
n=30 n=20 n=10
Duracién del ciclo (dias) 29.2+0.5 26.9 £ 0.5* 23.8 £ 2.6* <0.001
[25-34] [23-33] [14-41]
Duracidn de la fase folicular (dias) 15.5+0.5 14.5+0.6 16+2.0 0.326
[11-22] [11-22] [6-29]
Duracidn de la fase lutea(dias) 13.7+0.3 12.5+0.6* 7.8 +1.2*%% <0.001
[9-18] [9-20] [4-12]
Ruptura folicular(dia del ciclo) 15.9+0.5 15.2+0.4 -- 0.309
(mm de didametro mayor) 16.7+t1.6 14.4+5.1 -- 0.570
Dia de maxima secrecion de:
LH (dia del ciclo) 15.5+0.5 14.5+0.5 16.0+1.8 0.285
P,(dia LH) 8.1+0.3 8.1+0.3 - 0.922
Maxima secrecion ovulatoria de:
LH (mUI/mL) 41.2 +21.2 15.9 + 8.9* 12.5+12.1* <0.001
E, (pg/mL) 213 + 108 98 + 45* 113 + 84* <0.001
ABC- P, lutea (ng/mL/11 dias) 81+6.5 78 £9.1 4.8 +2.3%t <0.001
ABC -Gd lutea (ng/mL/9 dias) 8.7+5.6 22.8 +3.2* 14.5 +3.3% <0.001
Diametro folicular (mm) el dia de la -- 18.4+0.4 16.8 £ 0.5 0.028
administracion de LNG
Administracion de LNG (dia LH) -- -2.1+0.4 -2.51+0.6 0.877

LLa duracion de la fase folicular fue calculada desde el primer dia de sangrado y la fase latea fue
calculada a partir del dfa de la maxima secreciéon de LH en suero (LHO). T Mujeres ov-LNG
(mujeres ovulatorias tratadas con LNG), Mujeres anov-LNG (mujeres anovulatorias tratadas
con LNG). *p < 0.05 vs ciclo control. fp < 0.05 vs mujeres ov-LNG. Los resultados estan
expresados como la media = EE [rango].
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4.3 Efectos del LING sobre el desarrollo folicular

Como se muestra en la Figura 7, la RF ocurrié el dia 2.7 + 0.9 después del
tratamiento. La administracion de LNG no modificé la tasa de crecimiento
folicular, incluyendo el dia del ciclo en que ocurrié la RF al comparado con los
ciclos control (15.2 £ 0.4 dfas vs 15.9 & 0.5 dias, respectivamente). La media del
diametro folicular el dia de la toma del LNG fue similar a la observada en el ciclo
control (17.8 = 1.8 mm vs 18.2 £ 3.9 mm, respectivamente). Sin embargo,
cuando se analiz6 en forma separada, en el grupo de mujeres ov-LNG el patron
de crecimiento fue similar al observado en el ciclo control mientras que la media
del diametro folicular fue significativamente menor en el grupo de mujeres anov-

LNG al momento del pico maximo de secrecion de LH en suero.

LH
24 -
l RF
. 22 - b
£
= LNG
= 20 v
1=
=S
=
E 18
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1] i
= 16
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14
12 _I T T T T T 1
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Dia LH

Figura 7. Diametro folicular (mm) durante los ciclos control y tratado con LNG
en las mujeres ovulatorias y anovulatorias. Ciclo control ( @), ov-LNG (@),
anov-LNG (W). LH (dia de la maxima secrecion de LH en suero), RF: ruptura
folicular. Los resultados estan expresados como la media = EE. *p<0.05 vs
control
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4.4 Efectos del LNG sobre los parametros hormonales

El patrén de secrecion de LH en los ciclos control y tratados, asi como la media
de las ABC en muestras de suero tomadas del dia LH-3 a LH+3 se muestra en la
Figura 8. El tratamiento con LNG result6 en la disminucion significativa de la
amplitud del pico preovulatorio de LH en suero, asi como de las ABC de las
concentraciones de LH obtenidas durante la fase estrogénica tardia,
periovulatoria y lautea temprana en ambos grupos ov-LNG y anov-LNG.
(Figuras 8A y 8B, respectivamente). A pesar de estos resultados, no se
observaron diferencias en las concentraciones liteas de E, en las mujeres del
grupo ov-LNG comparadas con las del ciclo control (Figura 8C). La
determinacion de las concentraciones en suero de E, y E; se muestran en las
Figuras 8C, 8D y 9, respectivamente. Como puede observarse las
concentraciones de E, en los ciclos tratados fueron significativamente menores
(p<0.05) durante la fase ovulatoria comparadas con las obtenidas en los ciclos
control. De manera similar, las determinaciones de E,; en los ciclos tratados
(Figura 9) fueron también significativamente menores (p<<0.05) durante la fase

ovulatoria que las observadas en los ciclos control.
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Figura 8. Concentraciones en suero de LH y E, en el ciclo control (@), ov-LNG
(@) y anov-LNG (W) RF: ruptura folicular. Los resultados estan expresados
como la media  EE. *p<0.05 ov-LNG y anov-LNG vs control.
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Figura 9. Concentraciones en suero de estrona. Ciclo control @), ov-LNG (@),
ruptura folicular (RF). Los resultados estan expresados como la media + EE.
*p < 0.05 vs control.
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El estudio de la correlacion entre los diametros foliculares con las
concentraciones de E, en suero en los ciclos control mostré correlacion positiva
t=0.56) y significativa (p<0.0001) durante los dias LH-4 a LH+0. Esta
correlaciéon perdié significancia en los ciclos tratados (r=0.21, p=0.09); sin
embargo, las medias de los diametros foliculares no mostraron cambios
significativos entre los ciclos tratados y controles (17.5 mm vs 18.9 mm,
respectivamente), a diferencia de la media del ABC de las concentraciones de E,
la que mostr6 diferencias estadisticamente significativas (880 * 83.7 pg/mlL vs

043 + 51.5 pg/ml,, respectivamente) (Figura 10).
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250 4
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Diametro folicular (mm) Diametro folicularimm)

Figura 10. Correlacion entre el diametro folicular y las concentraciones
circulantes de E, en los ciclos control y tratados con LNG.

Las concentraciones de P, en suero durante la fase latea de los ciclos
tratados tanto en las mujeres ov-LNG como anov-LNG se muestran en la
Figura 11. Las mujeres que ovularon con LNG presentaron concentraciones de
P, similares a las del ciclo control, mientras que las mujeres que no ovularon las

concentraciones de P, latea permanecieron en los limites de sensibilidad del
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analisis. A pesar de este hallazgo, el tratamiento con LNG redujo
significativamente la media de la duraciéon del ciclo de las mujeres que ovularon
vs la de los ciclos control (26.9 £ 0.5 dias vs 29.2 £ 0.5 dias, respectivamente; p<
0.05) a expensas de un acortamiento significativo de la duracion de la fase latea
(12.5 £ 0.6 dias vs 13.7 £ 0.3 dias, respectivamente; p< 0.05) como se observa en

la Tabla 5.
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Figura 11. Concentraciones en suero de P,. En el ciclo control (  )@v-LNG
(@) y anov-LNG (W) RF: ruptura folicular. Los resultados estan expresados
como la media + EE. *p < 0.001 vs control y ov-LNG.

4.5 Efectos sobre las concentraciones de Gd en suero y en el tracto
genital

Como se muestra en la Figura 12, en los ciclos control las concentraciones

maximas de Gd en suero se observaron durante la fase litea tardia. La elevacion
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maxima ocurrié aproximadamente el dia LH+15. El tratamiento con LNG en la
fase preovulatoria del ciclo adelanté el patron de secrecion hacia la fase lutea
temprana y lutea media a partir del dia LH+2 (Figura 13A). La media de los
valores del ABC de Gd (Figura 13B) fueron significativamente mayores
comparada con la de los ciclos control (22.8 + 3.2 ng/mlL vs 8.7 + 5.6 ng/ml,
respectivamente; p<0.05). Las concentraciones en suero de Gd en el grupo de
mujeres que no ovularon incrementaron al igual que en las mujeres que ovularon
con LNG (Figura 13A) a pesar de las bajas concentraciones de P, durante la fase

latea temprana como se muestra en la Figura 11.
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Figura 12. Concentraciones de Gd en suero durante el ciclo menstrual.Ciclo
control (@), ov-LNG (@), anov-LNG (W), RF: ruptura folicular. Resultados
expresados como la media + EE.
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Figura 13. Concentraciones de Gd en suero durante la fase litea temprana.
Ciclo control (@), ov-LNG ( @), anov-LNG ( ¥), RF: ruptura folicular. Los
resultados estan expresados como la media = EE. *p < 0.05 vs control.

Las concentraciones de Gd en los liquidos uterinos (Gd-A) obtenidas en
los dias LH+1 y LH+12 de ambos ciclos control y tratado en el grupo de
mujeres ovulatorias se muestran en la Figura 14. En el panel A se observa que en
los ciclos tratados con LNG, las medias de Gd-A en las muestras obtenidas el
dia LH+1, correspondiendo al dia de la ruptura folicular y a tres dias después de
la administracion de LNG, fueron significativamente mayores comparadas con
las observadas en el ciclo control (17.7 £ 5.9 ng/mg de proteina vs 4.5 £ 0.99
ng/mg de proteina, respectivamente; p= 0.019). La media de las concentraciones
de Gd-A en los liquidos uterinos tomados el dia LH+12 en ciclos tratados con
LNG fue menor pero estadisticamente no significativa cuando comparadas con

la obtenida en los ciclos control (Figura 14B).
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Figura 14. Concentraciones de Gd-A en los liquidos uterinos obtenidos en los
dias LH+1 y LH+12 (Panel A y B, respectivamente) tanto en los ciclos control
como en el grupo ov-LNG. Los resultados estan expresados como media = EE,
*p = 0.019 vs control.

Las concentraciones de P, en los liquidos uterinos de las mujeres ov-LNG
tomados en los dias LH+1 y LH+12 se encontraron bajas y cercanas al limite de
sensibilidad del analisis (<0.2 ng/ml.) y sin cambios significativos comparadas
con las obtenidas en los ciclos control. Las comparaciones entre el dia LH+1 vs
LH+12 tanto del grupo control como del tratado tampoco mostraron diferencias
significativas (Tabla 0).

Tabla 6. Concentraciones de P, en los liquidos uterinos.

Dia del ciclo Grupo control ov-LNG*t p
n =30 n=20
LH+1 0.43+0.13 0.26 +0.05 0.152
LH+12 0.58 £ 0.26 0.32+0.10 0.355

T Mujeres ov-LNG (mujeres ovulatorias tratadas con LNG). Los resultados estan expresados
como la media £ EE en ng/mg de proteina.
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5. DISCUSION

Este estudio se basé en experiencias previas de nuestro laboratorio sobre los
efectos del LNG a nivel del eje reproductivo en la mujer (22, 23, 27). En estos
estudios fue clara la relacion que existe entre el dia de la administracién de la
progestina con la de sus efectos a nivel del proceso ovulatorio. En efecto, entre
mas cercana es la ovulacién menor es el efecto del LNG para afectarla. Este
estudio estuvo disefiado para que la administracion del LNG no afectara la
funcién ovulatoria y de esta manera poder investigar diferentes variables del ciclo
como la tasa de crecimiento folicular, las caracteristicas del pico preovulatorio de
LH, la ocurrencia de ovulacion y las caracteristicas de duracion de la fase lutea y
de la secrecion hormonal que la caracterizan, incluyendo otras variables como la
determinaciéon de las concentraciones en suero y liquido uterino de la Gd.
Dentro de los hallazgos mas interesantes de este estudio fue la observacion de
que la administraciéon de LNG en una fase del ciclo, que de acuerdo a la
determinacién urinaria de la LH correspondia a la fase preovulatoria temprana
(dia LH-2), la tercera parte de las sujetos no presentaron ciclos ovulatorios. Esta
observacion puntualiza la imprecision que existe entre los métodos cualitativos
como marcadores del fenémeno ovulatorio comparados con otros como la
cuantificaciéon de la LH en suero o la estimacién morfolégica del desarrollo
folicular durante el ciclo, que si bien no se recomiendan para su uso rutinario, s
son de importancia en estudios de investigacion clinica. L.a observacion en este

estudio sobre las diferencias en el diametro folicular al momento de la
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administraciéon de LNG en mujeres ovulatoria versus no ovulatorias confirma las
imprecisiones arriba sefialadas. Con este disefio experimental y ain en presencia
de variables no esperadas como la inhibicién de la ovulacién, fue posible
investigar, como objetivo principal en este estudio, la ocurrencia de cambios
durante la fase periovlatoria del ciclo que pudieran explicar el efecto
anticonceptivo del LNG en sujetos ovulatorios, tanto desde el punto de vista
hormonal como morfolégico. Uno de ellos y quiza el mas importante fue la
observacion en las mujeres ovulatorias de la inhibicion significativa de la
amplitud y area bajo la curva de la descarga preovulatoria de la LH. Este hallazgo
se acompané de la ruptura del foliculo y la presencia de un patrén de secrecion
de P, durante la fase lutea similar al observado en los ciclos control. Estos
hallazgos sugieren que aun a pesar de la significativa disminucién de la LH en
suero durante la fase preovulatoria, los mecanismos responsables de la ruptura
folicular y formacién del cuerpo liteo no sufrieron alteraciones. Estas
observaciones indican que ademas de la elevacion aguda de la LH existen otros
factores involucrados y probablemente no alterados que participan en este
tenémeno (45-49). Sin embargo, nuestros resultados sobre la significativa
disminucién de E, y E; durante la fase periovulatoria de mujeres tratadas con
LNG sugiere fuertemente que la capacidad hormonal del foliculo dominante
para sintetizar cantidades adecuadas de estrogenos para esta fase del ciclo se
encuentra significativamente disminuida, afectando muy probablemente también

la calidad del ovocito expulsado y probablemente su capacidad reproductiva (50).
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Por otra parte, el hallazgo de un patrén de secrecion de estrogenos y P, similar al
encontrado en los ciclos control sugiere que la diferenciacion de la célula lutea
depende solo en parte del efecto luteinizante de la LH. Con relacién a la
disminucion significativa de estrogenos durante el periodo periovulatorio, existe
evidencia experimental que indica el importante efecto de la P, natural sobre la
expresion de aromatasas en la célula de la granulosa (51). Estas observaciones
permiten establecer el probable efecto de LNG, derivado de su actividad
progestacional, sobre la expresion de aromatasas en el foliculo ovarico durante la
fase ovulatoria, alterando el patron de secrecion aguda de la LH en esta fase del
ciclo. La observacion, por otra parte, de la disminucion también significativa de
la E, apoya el concepto del efecto de LNG sobre las aromatasas sobre todo por
la ausencia en el ovario de las enzimas responsables del metabolismo de E, a
otros metabolitos como la E;, como la 17f-hidroxi esteroide desihidrogenasa
tipo 2, la cual en otros tejidos como el endometrio y la glandula mamaria se
encuentra bajo regulacion de la P, natural (52). En apoyo de estas observaciones
y como parte de nuestro objetivo principal, decidimos evaluar las correlaciones
que existen entre el didmetro folicular y las concentraciones de estrogenos
circulantes tanto durante el ciclo control como el tratado con LNG. Este analisis
nos permiti6 establecer que a diferencia del diametro folicular, las
concentraciones de estradiol se encontraron significativamente menores que las
observadas durante el ciclo control. Esta observaciéon sugiere que la

administracion de LNG durante la fase periovulatoria (LH-2) no tuvo ningtin
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efecto significativo sobre los mecanismos responsables del adecuado desarrollo
folicular a pesar de las diferencias significativas de la amplitud del pico
preovulatorio de la LH durante la fase ovulatoria del ciclo tratado. Estos
hallazgos estan de acuerdo con el concepto de que el desarrollo folicular en las
fases tardfas del ciclo son independientes de las concentraciones de
gonadotropinas y obedece mas a un proceso relacionado con la expresion
diferencial de factores de crecimiento que modifican el desarrollo y respuesta
folicular a diferentes eventos hormonales que se suceden y conducen al
fenémeno de la ovulacién. Sin embargo, las diferencias observadas en las
concentraciones de E, y E; circulantes, durante las fases periovulatorias de los
ciclos control y tratado, nos permiten sugerir el efecto del LNG sobre la
capacidad de biotransformaciéon de estroégenos por la unidad teca-granulosa a
nivel de la expresion de la aromatasa folicular. En efecto, una de las acciones de
la P, natural son sus efectos a nivel trancripcional sobre la expresiéon de la
aromatasa (51).

Este hallazgo por si solo, explicaria satisfactoriamente el efecto
anticonceptivo de LNG en la fase periovulatoria inmediata, en donde se pierde
significativamente su efecto anovulatorio (23). En efecto en un estudio similar
Croxatto y cols., sugirieron que parte de los mecanismos anticonceptivos del
LNG, cuando se administra durante la fase periovulatoria, es la generaciéon de
una gameta femenina funcionalmente deficiente secundaria a la inadecuada

estimulacion por la LH hipofisaria (53). Estos resultados no esperados son
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novedosos y de importancia para el conocimiento de los mecanismos de accion
de la AE, y representan quiza la primera observacion sobre el efecto del LNG
durante los diferentes eventos que ocurren durante la fase fértil de ciclo, y sobre
todo, sobre los mecanismos neuroendocrinos que ocurren a nivel de la unidad
hipotalamo-hipoéfisis-ovario involucrados en el complejo fenémeno de la
ovulacion.

Este estudio, sin embargo, tuvo como objetivo principal establecer los
cambios en los patrones de secrecién de la Gd a nivel sanguineo, asi como en el
tracto reproductivo en ciclos menstruales (fase ovulatoria y lutea temprana) de
mujeres control y tratadas con LNG. La conocida y bien establecida dependencia
de la expresion de Gd por P, a nivel endometrial fue el motivo por el cual se
realiz6 este trabajo de tesis. La hipotesis experimental establecié que el LNG,
por su actividad progestacional, ocasiona el incremento de las concentraciones
de Gd de origen endometrial en el suero y el tracto genital. En efecto, estudios
previos por este y otros grupos demostraron que la administracion de LNG se
acompana de la presencia de Gd en la circulacion a diferencia de los ciclos
control (27). En estos casos la presencia de Gd ocurri6 en la fase latea temprana
del ciclo menstrual a diferencia de los ciclos control en donde la mayor
concentracion de Gd se observé durante la fase tardia del ciclo y precedida del
pico maximo de secrecién de la P,. Estos hallazgos concuerdan con estudios
previos realizados en mujeres que fueron tratadas con P, micronizada o

portadoras de implantes subdérmicos o de dispositivos intrauterinos liberadores
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de LNG (54-50) y apoyan que el efecto biologico del LNG es similar al de la P,
natural. En este estudio, y de manera similar a los anteriores, la administracion de
LNG se acompaié de la es la elevacion significativa de Gd circulante tanto en
los ciclos ovulatorios como en los anovulatorios. Estos resultados sugieren que
los cambios temporales durante el ciclo del patron de secrecion de Gd fueron
secundarios al efecto de la progestina sintética y no al de la P, natural dada su
ausencia en los ciclos anovulatorios. Estos resultados apoyan la naturaleza
progestacional del LNG vy sus efectos similares a los de la P, natural a nivel
endometrial. Por otra parte, este estudio demostrd, por primera vez, el aumento
significativo de Gd en los liquidos uterinos de mujeres tratadas con LNG
durante la fase periovulatoria. Este efecto se observé al momento de la ruptura
folicular, en donde todavia las concentraciones de Gd en suero no mostraban
cambios significativos con relacién a los observados en los ciclos control. Estas
observaciones sugieren que los cambios en la secreciéon de Gd en el tracto genital
toman lugar de manera mas temprana que las observadas en la circulacion e
indican que en caso de ovulacién en los ciclos tratados con LNG, la Gd se
encuentra presente y significativamente elevada en comparacién con los ciclos
no tratados. Independientemente de que estos resultados confirmen y apoyen la
actividad progestacional de LNG vy su capacidad de producir cambios a nivel
transcripcional similares a los de la P, natural en el endometrio humano, los
resultados de este estudio proporcionan una alternativa, ademas del efecto

anovulatorio de LNG, para explicar su eficacia anticonceptiva cuando su efecto
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anovulatorio es significativamente menor. La Gd en el tracto genital
normalmente se encuentra ausente durante la fase fértil del ciclo, lo que aunado a
otras evidencias experimentales que demuestran su interaccién con el
espermatozoide en el humano, sugiere que Gd tenga un papel regulador de la
actividad fecundizante de la gameta masculina. En efecto, Oehninger y cols., y
Seppala y cols., (31, 33, 36) han demostrado la actividad inhibitoria de Gd sobre
los mecanismos de interaccion de la gameta masculina con las proteinas que
conforman a la zona pelicida del ovocito humano. Esta propiedad, aunque
demostrada 7z witro, podria explicar de manera satisfactoria el efecto
anticonceptivo de LNG en ausencia de su efecto anovulatorio. A este respecto,
estudios recientes por nuestro laboratorio utilizando los liquidos uterinos
obtenidos durante la fase periovulatoria de mujeres tratadas con LNG han
demostrado, a diferencia de lo encontrado en liquidos uterinos de ciclos control,
cambios en la fisiologia espermatica, sobre todo en relacion a la tasa de reaccion
acrosomal espontanea, movilidad y capacitaciéon (57, 58). Estos resultados
apoyan fuertemente los efectos 7 wvitro de la GdA; sin embargo, estudios
recientes por Chiu y cols. (59) han demostrado el desplazamiento de GdA del
espermatozoide cuando este interactia con las células del cumulus del ovocito

humano.
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6. CONCLUSIONES

En este estudio se logré demostrar que los mecanismos de accién anticonceptiva
del método de progestina sola como anticonceptivo de emergencia dependen del
momento del ciclo en el cual se administra. Esta observacion es de particular
importancia dada su conocida eficacia anticonceptiva dependiendo de su relacion
temporal con la ocurrencia de la ovulacién. En efecto las propiedades
inhibitorias del LNG sobre la ovulaciéon dependen del grado de desarrollo del
foliculo ovarico. Las implicaciones de estos resultados son relevantes dada la
asociacion entre la probabilidad de embarazo durante el ciclo y el efecto
anovulatorio de la progestina sintética. En este estudio, parte de esta
controversia sobre los mecanismos de acciéon anticonceptiva del LNG que
difieren de los ya conocidos sobre la inhibiciéon de la ovulaciéon fue el motivo
para la elaboracion de la presente tesis de doctorado.

Los resultados de este estudio nos permitieron establecer que parte de los
mecanismos de accion del LNG se ubican a nivel ovarico, particularmente sobre
la  expresion génica de la aromatasa folicular. Este efecto podria
satisfactoriamente explicar los cambios a nivel neuroenddcrino que conducen a
la significativa disminucién de la amplitud de la liberaciéon aguda de la LH
hipofisaria, y por consiguiente de la calidad del ovocito liberado. Por otra parte,
estos cambios no modificaron la diferenciacion, desarrollo y funcién del cuerpo
lateo a juzgar por el patrén de secrecion de la Py, sugiriendo la integridad del

componente endometrial como ya fue previamente descrito por nuestro
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laboratorio. Por dltimo, nuestros resultados sugieren que los cambios producidos
por el LNG sobre el patréon de secrecion y contenido intrauterino de Gd
modifican la capacidad del espermatozoide para interactuar con la zona pelicida
del ovocito; sin embargo, no existen todavia estudios 7z wivo que asi lo
demuestren. Consideramos que este estudio contribuira de manera significativa
en proporcionar informacion basada en evidencias que sirvan de base para el
disenio de futuras investigaciones con la finalidad de establecer los mecanismos
de acciéon del LNG como anticonceptivo de emergencia o bien para el disefio de
nuevas formulaciones anticonceptivas con base a modificaciones del medio

hormonal durante los fenémenos de la RF y la fecundacion.
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8. ANEXOS
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