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l. RESUMEN

Laprincipal hormona involucrada en la expresion de la conducta sexual masculina en
mamiferos es la testosterona, aunque diversas evidencias experimentales han demostrado la
participacion de los estrégenos en la expresion de esta conducta. Se ha descrito que
andrégenos y estrdgenos gjercen acciones sinérgicas en la restitucion de esta conducta en la
rata macho castraday este hecho se ha utilizado experimental mente para evaluar las acciones
androgénicas y/o estrogénicas de diversos compuestos. Por otra parte, se ha demostrado que
algunos andrégenos sintéticos como la 7a-metil-19-nortestosterona  (MENT), no
susceptibles de ser metabolizados a compuestos con actividad estrogénica, son efectivos para
regtituir la conducta sexual masculina en algunas especies. Algunas progestinas sintéticas
como €l levonorgestrel (LNG), gjercen ademas de su propia accidon progestacional, efectos
androgénicos potentes y efectos estrogénicos muy débiles a través de su metabolismo, que
no han sido evaluados en el sistema nervioso central. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la efectividad de esteroides sintéticos con acciones androgénicas potentes, pero con efectos
estrogénicos practicamente nulos (MENT) o muy débiles (LNG y sus derivados), para
regtituir la conducta sexual masculina de la rata macho castrada. En el primer estudio se
compard la conducta sexual inducida por la administracion de 5, 10 o 100 ng diarios de
MENT con la inducida por 200 ng diarios de testosterona (T) y con la mostrada por un
grupo de ratas intactas. Al cabo de 28 dias de tratamiento se comparo el peso de los érganos
sexuales accesorios de las ratas de los diferentes grupos experimentales. En e segundo
estudio se investigd el efecto per se de la administracion del LNG o de sus metabolitos
reducidos en los carbonos 3y 5 (5aLNG, 3a,5aLNG y 33,5aLNG), en dosis diarias de 500
0 de 1000 ng por 21 dias, sobre la restitucion de la conducta sexual masculina de grupos de
ratas macho castradas, asi como el efecto androgénico o el efecto estrogénico de estos
compuestos (300 ny diarios) al probar su capacidad para sinergizar con estradiol (Ez, 5 ng
diarios) o con 5a-dihidrotestosterona (DHT, 300 ng diarios), respectivamente. Se evalud
también el efecto de los diferentes tratamientos sobre los pesos de los érganos sexuales
accesorios. MENT a las dosis diarias de 100 ng, 10 ng y aln a 5 ng fue efectiva para
regtituir la conducta sexual incluyendo eyaculacion, en la mayor parte de los sujetos (84 a

100%). Los animales castrados que recibieron 10 ng de MENT mostraron un nivel de



conducta sexual similar a presentado por las ratas tratadas con 200 ng de T y a del grupo de
ratas intactas, pero mostraron pesos de los érganos sexuales accesorios significativamente
menores a los de estos dos grupos. Esto indica que la potencia de MENT sobre la
estimulacién de la conducta sexual es 20 veces mayor que la de T pero sblo 3 a 4 veces
mayor para estimular el crecimiento de los tejidos periféricos. EI LNG a la dosis de 1000
pero no de 500 ng diarios, restituyo la expresion de la conducta sexual masculina en un nivel
similar a de animales tratados con la misma dosis de testosterona, aunque con un curso
temporal mas lento, mientras que el 5aLNG estimulé la conducta sexual masculina en un
nimero significativamente menor de los sujetos. Los derivados 3a,5aLNG y 3R3,5aLNG
estimularon actividad de monta pero no de intromision ni de eyaculacion. La administracion
de LNG + E; activo completamente la actividad de monta y de intromisién, pero la conducta
de eyaculacion sblo se restituyd en forma parcial. La combinacion de 5aLNG + E, y las
combinaciones de 3a,5aLNG o de 3R3,5aLNG + E, fueron significativamente menos
efectivas, a estimular un nimero menor de intromisiones y de eyaculaciones. El 3a,5aLNG
y el 5aLNG en combinacion con DHT regtituyeron parcialmente la conducta sexual
masculina. EI LNG (1000 nyg diarios), pero no sus metabolitos, indujo un incremento
significativo de los pesos de los érganos sexuales accesorios. Los resultados demostraron
gue atas dosis de LNG inducen un efecto androgénico conductual potente y que la
reduccion del anillo A disminuye esta potenciay da lugar a un efecto estrogénico débil. En
su conjunto, los resultados de los dos estudios indican que estos compuestos sintéticos, a
través de un efecto androgénico potente, fueron capaces, a las dosis utilizadas, de restituir la

conducta sexual de las ratas castradas.



[I. INTRODUCCION

La conducta sexual de los mamiferos ha sido objeto de numerosos estudios como parte
del andlisis integral de su conducta (Beach, 1967; Dewsbury, 1979; Hart, 1978; Heimer y
Larsson, 1964; Kurtz y Adler, 1973; Larsson, 1956; Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994,
Sachs y Barfield, 1976). EI comportamiento sexual es el resultado de una serie de
interacciones continuas entre la hembra y e macho con caracteristicas y secuencias muy
particulares en cada especie, estando a menudo congtituidas por conductas altamente
estereotipadas (Dewsbury, 1979).

Al igual que otras expresiones conductuales, el comportamiento sexual representa la
actividad de estructuras particulares en el sistema nervioso central (SNC), sobre las cuales
acttian las hormonas gonadales modificando su funcién.

Este comportamiento es desencadenado en respuesta a un estimulo sexual adecuado,
presentando variaciones durante la vida del individuo en funcion de laedad y la experiencia
y es modulado por factores sociales y ambientales (Dahlof y Larsson, 1978; Dewsbury,
1979; Larsson, 1973; Larsson, 1978; Larsson, 1979; Rosenblatt y Aronson, 1958; Sodersten
y cols,, 1977).

Asi como otras funciones reproductivas dependen de las acciones de las hormonas
gonadales sobre los diferentes 6rganos blanco sensibles a ellas, el comportamiento sexual se
modifica al variar los niveles de hormonas gonadales circulantes. Como ejemplo, en algunas
especies la reproduccién se presenta en forma estacional (Saltiel, 1988; Vaencia y
Bustamante, 1988) y los periodos de quiescencia en la funcidén gonadal estan acompariados
por la ausencia de comportamiento sexual, manifestédndose éste solo en la estacion
reproductiva.

En relacion a la conducta sexual masculina y revisando las primeras evidencias
experimentales sistematicas que dieron informacion acerca de la influencia de las hormonas
sobre este comportamiento, en la generalidad de las especies de mamiferos estudiadas, se ha
descrito que la castracion suprime la actividad sexual del macho y esta actividad puede ser
restituida mediante la administracion de hormonas testiculares (Beach y Holtz, 1946; Beach
y Holtz, 1949; Beach y Pauker, 1949; Grunt y Y oung, 1953; Michael y Wilson, 1974; Sachs
y Barfield, 1976).



Sin embargo, ain cuando se han realizado numerosos estudios para identificar cual o
cuales de las hormonas secretadas por €l testiculo son las hormonas activas para la expresion
de la conducta sexual masculina, esto es actualmente todavia un punto en estudio.

Diversos autores han investigado igualmente, la posible participacion de las hormonas
resultantes del metabolismo extragonadal de los esteroides testiculares para la expresion de
este comportamiento (Luttge, 1979; Whalen y cols., 1985), asi como la participacion de
esteroides de origen extragonadal (Bloch y Davidson, 1968; Thompson y cols., 1976) e
inclusive productos de origen vegetal o animal que pueden formar parte de la dieta (Santti y
cols., 1998).

Los principales esteroides secretados por €l testiculo son androgenos y la testosterona
(T) es e androgeno més importante debido a su mayor actividad biolégica. La
androstendiona y la dehidroepiandrosterona son también secretadas por €l testiculo, teniendo
menor actividad androgénica (Eik-Nes, 1965; Hall, 1988). Estas hormonas son sintetizadas
por las células de Leydig. El testiculo también secreta estrogenos, que son sintetizados tanto
por las células de Leydig como por las células de Sertolli, como ha sido demostrado en
cultivo (Dorrington y Amstrong, 1975), pero una parte importante de los estrdgenos que se
encuentran en el plasma proviene de la conversion extratesticular de esteroides no
estrogénicos (Fishman y cols., 1967).

Los esteroides testiculares son productos metabdlicos de la conversion enzimética del
colesterol mediante una serie de reacciones que se muestran esguematicamente a

continuacion:

Colegterol
PregnIon ona »  Progesterona

17a-OH-Pregnenolona —— 17a-OH-Progesterona

Dehidroepiandrosterona —®  Androstendiona — % Estrona

3 Iy

D>-Androstendiol — Testlsterona p Estradiol

-Di hidrote;tosterIna

3a,5a-Androstandiol 3i,5a-Androstandiol



El colesterol es una molécula con 27 domos de carbono dispuestos en una estructura
Ilamada ciclo pentano perhidro fenantreno que consta de cuatro anillos: A, B, Cy D y una
cadena lateral de ocho carbonos. El colesterol es metabolizado por enzimas mitocondriales,
lo que resulta en el rompimiento de launidn que existe entre los carbonos 20 y 22 y con €llo,
en la separacion de una parte de la cadena lateral, dando origen a un esteroide de 21 atomos
de carbono, la pregnenolona, y a partir de ella, a la progesterona.

En la via metabdlica de las hormonas esteroides, la progesterona es el primer
compuesto con actividad bioldgicay es la molécula a partir de la cual habran de derivar otras
progestinas, los gluco- y mineralocorticoides, también de 21 &omos de carbono, los
andrégenos con 19 dtomos de carbono y los estrogenos con 18 (Loza-Arredondo y cols.,
1988).

Las transformaciones metabdlicas estructurales que ocurren en las progestinas
determinan cambios en su actividad biolégica, pudiendo modificarse sus acciones
progestacionales, resultando moléculas con acciones androgénicas y subsecuentemente
esteroides con actividad estrogénica.

Los esteroides naturales tienen una vida media corta en la circulacion, por lo que se ha
estudiado el efecto de la modificacion de su estructura en esteroides sintéticos que
mantengan su actividad biol6gica, que tengan una vida media mas larga, que puedan ser
activos cuando se administran por via oral, transdérmica o en depdsitos subcutaneos y en
algunos casos, que tengan una mayor capacidad de interaccionar con los receptores
intracelulares de hormonas esteroides (Cravioto y cols., 1997; Brenner, 1982; Goldfien
1991; Garza-Flores y cols, 1991; Pérez-Palacios y cols, 1988). Los esteroides sintéticos, por
sus caracterigticas estructurales, metabdlicas y de interaccidon con los diferentes receptores,
han sido una herramienta farmacoldgica muy Util para e estudio de los mecanismos de
accion de los esteroides naturales sobre el SNC en la regulacion de la expresion del
comportamiento sexual (Baum, 1979; Sodersten y Gustafsson, 1980)

Algunos esteroides sintéticos con actividad progestacional que han sido desarrollados
para su uso en la clinica, como la noretisterona (NET), €l levonorgestrel (LNG) y el
gestodeno, tienen también el nlcleo basico del ciclopentanoperhidrofenantreno y son
reconocidos como sustrato por las enzimas de las progestinas naturales (Larreay cols., 1987;
Lemusy cols., 1992; Pérez-Palaciosy cols, 1981; Lemusyy cols., 2001).



La actividad biol6gica de las hormonas esteroides depende de su estructuramolecular y
de su interaccion con receptores especificos intracelulares que se encuentran en los 6rganos
blanco a los esteroides. Existen receptores para cadatipo de hormona esteroide, por gemplo,
hay receptores para progestinas, receptores para androgenos, receptores para esrégenosy ya
se han descrito subtipos de algunos de ellos (Pérez-Palacios y cols., 1988; Kuiper y cols,
1997).

Dentro de cada grupo de hormonas esteroide (progestinas, andrégenos, estrogenos), los
distintos compuestos exhiben diferentes afinidades por el receptor correspondiente y de ello
depende, en gran parte, su actividad biolégica. Una vez que una hormona esteroide se une a
su receptor especifico, el complejo esteroide-receptor induce una respuesta biolégica
determinada (Loza-Arredondo y cols., 1988; Pérez-Palacios y cols, 1988).

En algunos casos una hormona esteroide puede expresar diferentes respuestas a unirse
areceptores diferentes. Asi por ejemplo, algunos esteroides, tanto naturales como sintéticos,
gjercen acciones diferentes a las descritas inicialmente para ellos en relacion a su afinidad
por los receptores intracelulares;, por lo tanto, algunas progestinas sintéticas ejercen
colateralmente a su accion progestacional, acciones androgénicas y/o estrogénicas; tal es el
caso de la NET, una progestina sintética potente, que gerce ademas de sus efectos
progestacionales, acciones androgénicas (Garza-Flores y cols., 1986; Grumbach y cols.,
1959; Suchowsky y Junkmann, 1961) y estrogénicas (Garza-Flores y cols., 1986; Larrea 'y
cols.,, 1984; Vilchis y cols., 1986) debido a su metabolismo y a la interaccién de sus
metabolitos con receptores diferentes a los receptores para progestinas (Chavez y cols.,
1985; Pérez-Palacios y cols., 1981; Pérez-Palacios y cols., 1988). Igualmente, algunas
acciones de los androgenos naturales estdn mediadas por sus metabolitos, mientras que otras
dependen de la molécula del andrégeno per se (Eik-Nes, 1965; Coffey,1988).

En la expresion de la conducta sexual masculina de los mamiferos, participan a menos
dos componentes. un componente motivacional que impulsa a la busqueda de la pargja y al
inicio de la interaccion con ellay un mecanismo consumatorio o de gjecucion, gue permite la
realizacion de la copula (Beach, 1967). Se ha reportado la participacion adicional de un
mecanismo modulador que puede inhibir o facilitar a los dos componentes previamente
mencionados, de acuerdo con estimulos ambientales y sociales (Beyer, 1976).



El modelo experimental de la restauracion de la conducta sexual masculina en la rata
macho castrada, conducta que de acuerdo a numerosas evidencias es regulada por un efecto
sinérgico de andrégenos y estrégenos, es Util para la identificacion de las diferentes acciones
gue gercen los eteroides, ya que, a través de los numerosos estudios que se han realizado
con diversos tratamientos hormonales, se ha demostrado que algunos de los parametros de la
conducta sexual masculing, indicativos de la ejecucién, son principal mente estimulados por
andrégenos en tanto que otros parametros, indicativos de la motivacion, son estimulados en
forma dptima bajo la accion de estrogenos (Davidson, 1969).

En la rata macho, las evaluaciones tradicionales de la actividad copulatoria se han
basado en la identificacion de tres patrones conductuales diferentes. monta, intromision y
eyaculacion, asi como en la descripcion de su curso temporal (Dewsbury, 1979; Larsson,
1956; Larsson, 1979). Una serie copulatoria incluye varias montas y respuestas de
intromision que culminan en una respuesta de eyaculacion. Esta es seguida de un periodo de
cuatro a diez minutos, durante el cual el macho permanece refractario a la estimulaciéon
sexual. El nimero y curso temporal de las respuestas copulatorias permite reconocer y
cuantificar los siguientes parametros.

1) Latenciade monta: tiempo transcurrido desde la entrada de la hembra al areade
observacion hasta la primera monta realizada por el macho (monta: accién del
macho en gue se trepa sobre la grupa de la hembra realizando movimientos
pélvicos pero sin lograr la insercion peneana intravagina);

2) Numero de montas: las veces que el macho realiza la respuesta de monta hasta
la presentacion de la eyaculacion;

3) Latenciade intromisién: tiempo transcurrido desde la entrada de la hembra a la
jaula del macho hasta la presentacion de la primera respuesta de intromision
(intromisién: monta con las caracteristicas motoras correspondientes a la
insercion peneana intravaginal realizada por el macho, o sea, un movimiento
pélvico profundo hacia adelante seguido por la desmonta y separacion brusca
del macho con dos o tres pasos hacia atras);

4) Numero de intromisiones: las veces que el macho rediza la respuesta
conductual de intromision hasta la presentacion de la eyaculacion;



5) Latencia de eyaculacion: tiempo transcurrido desde la primera respuesta de
intromision hasta la respuesta de eyaculacion (eyaculacion: monta con
intromision que culmina en un movimiento pélvico profundo que es sostenido
por 1 a 2 segundos y acompafiado por la flexion repetida de los cuartos
posteriores, movimientos que caracterizan a la expulsion seminal. Estos
movimientos son seguidos por la separacion de las patas delanteras, terminando
con ello la sujecion de la hembra);

6) Intervalo posteyaculatorio: tiempo transcurrido desde la respuesta de
eyaculacion hasta larealizacion de una nueva respuesta de intromision.

En la conducta sexual de la rata macho se puede evaluar también el intervalo
interintromision. Con este parametro, en una serie copulatoria se puede estimar la rapidez
con la que se suceden unas respuestas a otras, a relacionar el nimero de intromisiones
observadas con € tiempo transcurrido para su realizacion (Meisel y Sachs, 1994.Sachs y
Barfield, 1976).

Otro pardmetro evaluado es la relacion entre e nimero de intromisiones realizadas
respecto al nimero total de montas + las respuestas de intromisién en una serie copulatoria.
Esta egtimacion, denominada proporcién de aciertos (Meisel y Sachs, 1994), aporta
informacion sobre la eficiencia en la gjecucion de la copulacion y se calcula en la siguiente
forma

No. deintromisiones

proporcion de aciertos =

No. de montas + No. de intromisiones

La latencia de monta y €l intervalo posteyaculatorio son parametros que reflgjan la
motivacién y son principalmente estimulados por compuestos con actividad estrogénica; por
otraparte, la latencia de intromision, el nimero de intromisiones, la proporcién de aciertos y
la latencia de eyaculacion son parametros de ejecucion y son principalmente estimul ados por
componentes con actividad androgénica (Davidson, 1969; Meisel y Sachs, 1994).

Los diversos estudios sobre la regulacion hormonal de la conducta sexual masculina
de larata macho han mostrado que el primer componente afectado por lagonadectomiaes la

eyaculacion; posteriormente se pierde la capacidad para lograr la insercion vaginal del pene



durante las montas y finalmente el anima deja de montar y de realizar actividades
precopulatorias como €l olfateo genital (Beach y Holtz, 1946; Madlafousek y cols., 1976;
Stone, 1939). En la rata macho sexualmente experta, aunque existen diferencias
interindividuales respecto al tiempo que tarda en aterarse y finalmente desaparecer cada uno
de los componentes de la conducta sexual, la conducta de eyaculacion deja de manifestarse
en un promedio de 18 dias después de la castracion (Larsson, 1979) y aproximadamente a
los 3 meses después de la cirugia el animal no muestra ya interés por la hembra ni realiza
montas (Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994).

Los efectos de la castracion sobre la actividad sexual pueden revertirse mediante la
administracion exdgena de testosterona (Beach y Holz, 1946; Beach y Holz, 1949: Stone,
1939) que es €l principal andrégeno producido por el testiculo (Hall, 1988), sugiriendo que
la disminucion y subsecuente eliminacién de la conducta sexual que resultan de la
castracion, se deben principalmente a la falta de esta hormona androgénica.

Cuando se inicia la adminigracién de un tratamiento hormona una vez que la
actividad sexual ha desaparecido por completo después de la castracion, un estimulo
hormonal adecuado es capaz de restablecer la conducta sexual del individuo a los niveles de
actividad que presentaria estando intacto. Los tratamientos con dosis subdptimas de
tegosterona 0 con otras hormonas menos androgénicas, restablecen solo parciamente la
conducta sexual (Beyer y cols., 1973; Larsson, 1979; Whalen y cols, 1985), lo cual puede
manifestarse con alteraciones en algunos pardmetros indicativos de ejecuciéon o de
motivacion (Meisel y Sachs, 1994).

La testosterona puede biotransformarse a diversos metabolitos y éstos han sido
implicados en e mecanismo de accidn de testosterona sobre el SNC. Por la accion de la
enzima 5a-reductasa, la testosterona se puede metabolizar a 5a-dihidrotestosterona (DHT),
hormona que es biol6gicamente muy activa en la hipdfisis para la regulacion de la secrecion
de gonadotrofinas (Martini, 1982), en misculos dependientes de androgenos para su
crecimiento y funcién (Vida, 1960) y en tejidos del tracto reproductor masculino cuyas
caracteristicas anatomofuncionales son estimuladas por este metabolito (Bruchowsky y
Wilson, 1968; Coffey, 1988; Wilson y Glyona, 1970). Por otra parte, la testosterona puede
biotransformarse a E; por la actividad del sistema enzimatico de aromatasas (Hall, 1988;
Loza-Arredondo y cols., 1988). Aun cuando la DHT ejerce una actividad bioldgica periférica



muy importante en los érganos sensibles a andrégenos, en general es poco efectiva para
estimular la actividad sexual de los sujetos, pero estarestitucion no es comparable a laque se
presenta a administrar testosterona (Davidson y cols., 1971; Feder, 1971; MacDonald y
cols, 1970; Whalen y Luttge, 1971).

MacDonald y cols. (1970) compararon inicialmente el efecto de la testosteronay de la
DHT para inducir conducta sexual en ratas macho castradas y posteriormente Beyer y cols
(1973), compararon €l efecto de diez andrégenos naturales, observando que solamente
aguellos gue se pueden aromatizar, 0 sea, que se pueden convertir a estrégenos, son efectivos
para inducir la expresion del comportamiento sexual después de la castracion en ratas
macho, en tanto que los andrégenos 5a y 513 reducidos no estimularon la conducta sexual
aln cuando los primeros fueron muy potentes para estimular respuestas androgénicas en
telidos periféricos. Esto sugirié que la 5a reduccion de los androgenos no es suficiente para
ejercer su accion sobre las estructuras neurales relacionadas con la expresion de la actividad
sexual en larata macho. A la vez, estos dos estudios sugirieron la participacion importante
de la aromatizacidon en el mecanismo de accion de la testosterona sobre la actividad sexual
masculina de la rata macho.

Varias evidencias han apoyado la teoria de la aromatizacion, o sea, la participacion de
estrogenos en el mecanismo de accion de la testosterona para la expresion del
comportamiento sexual masculino, no solo de mamiferos sino también de otros grupos
zoolégicos (Alexandre y Balthazart, 1986; Luttge, 1979; Whalen y cols., 1985). Asi por
giemplo, se ha demostrado de que en las zonas del SNC implicadas en la expresion de este
comportamiento, hay actividad de aromatasas (Naftolin y cols., 1975). En estas zonas del
SNC se haidentificado al E; como metabolito después de la administracion de testosterona
(McEwen, 1976). Estas zonas captan selectivamente tanto testosterona como E, (McEwen y
cols., 1979). La administracion de estrégenos a ratas macho castradas es capaz de regtituir la
actividad sexual de los individuos aln cuando se requieren dosis relativamente elevadas (50
pg diarios) de esta hormona (Davidson, 1969; Sodersten, 1973). La administracion de
blogueadores de aromatasas interfiere con la estimulacion de la conducta sexual inducida por
€l propionato de testosterona (PT) en la rata macho castrada (Beyer y cols., 1976; Morali y
cols, 1977) y edta inhibicion se revierte al administrar simulténeamente benzoato de E;



(BE), indicando que la inhibicion de la aromatizacion de los androgenos impidié la
expresion de la conducta sexual masculina (Morali y cols., 1977).

Por otro lado, la participacion de ambos metabolitos de la testosterona, DHT y E; en
forma sinérgica para la expresion de la conducta sexual masculing, ha sido demostrada en
varias especies, especidmente en la rata (Baum y Vreeburg, 1973; Feder y cols, 1974;
Larsson y cols. 1973a; Larsson y cols, 1973b). Asi con laideainicial de que el E; estimulara
anivel del SNC la motivacion sexual pero que no fuera totalmente efectivo para retituir la
conducta copulatoria por su falta de acciones androgénicas periféricas, se realizaron estudios
en los que se administré6 simultaneamente E, y DHT y se observé que la combinacion de
estos dos egteroides daba como resultado la retitucion total de la conducta sexual masculina
en dosis que, por si solas, solo estimulaban en forma parcial la conducta sexual (Baum y
Vreeburg, 1973; Feder y cols. 1974; Larsson y cols, 1973a; 1973b). Poseriormente, se
demostré que la accion sinérgica de estas dos hormonas ocurre en €l SNC, ya que laDHT se
forma en el tejido cerebral a partir de testosterona (Martini, 1982) y la implantacion
intracerebral de DHT es capaz de restituir la conducta sexual cuando se administra en forma
simultanea con E; por via sistémica (Baum y cols., 1982). Los mecanismos celulares por
medio de los cuales se gerce este sinergismo no han sido esclarecidas. Sin embargo,
recientemente se ha postulado que, en condiciones fisiologicas, la expresion de la conducta
sexual masculina en la rata esta mediada por la interaccién de la testosterona con los
receptores intracelulares de andrégenos. Esta idea fue demostrada por McGinnis 'y Dreifuss
(1989) en un estudio en el que encontraron que la administracion de testosterona en dosis
suficientes para interactuar con los receptores androgénicos, restituia la actividad sexual en
forma comparable a la de las ratas intactas, en cambio, laadministracion de E; de DHT o de
la combinacién de ambos, en dosis suficientes para interaccionar con los receptores
respectivos, no era suficiente para restituir la conducta sexual completa, requiriéndose para
ello, dosis mas altas, que estos autores consideran como no fisiolégicas.

El andrégeno sintético 7a-metil-19-nortestosterona (MENT) ofrece una herramienta
farmacoldgica adecuada para explorar esta posibilidad. Este esteroide sintético es captado
con alta afinidad por los receptores de andrégenos en la prostata de la rata (Liao y cols,,
1973), es un egteroide efectivo en la regulacion de la liberacion de gonadotrofinas (en
particular LH) (Kumar y cols., 1992) y gjerce acciones androgénicas moderadas en tejidos



sexuales accesorios debido a que no se 5a reduce (Agarwal y Monder, 1988). Esto hace que
la actividad biol6gicade MENT no se amplifigue en los érganos periféricos, como ocurre en
cambio con la actividad de T (Kumar y cols.,, 1992). Se ha sugerido que este andrégeno
sintético puede ser atil como terapia hormonal de reemplazo en humanos que asi lo
requieran, o con fines anticonceptivos en el vardn (Sundaram y cols, 1993). Efectivamente,
en un estudio realizado en un nimero pequefio de pacientes, se demostré que MENT ejerce
efectos androgénicos a dosis menores que las de testosterona (Anderson y cols, 1999). Por
otra parte, se ha descrito recientemente que MENT presenta una muy baja afinidad de unién
relativa por los receptores de estrégenos (0.03 %) en comparacion con el estradiol (100%) y
gue carece de efectos estrogénicos de acuerdo a varios parametros estudiados (Beri y cols,,
1998).

o H

A

“ CH-

7a-METIL-19-NORTESTOSTERONA

Por otro lado, la NET que ha sido utilizada cominmente como una progestina con
fines anticonceptivos, gerce también algunas acciones androgénicas y estrogénicas. Por
gjemplo, induce un crecimiento parcial de tejidos andrégeno-dependientes, como la prostata
ventral y las vesiculas seminales en la rata macho castrada (Morali y cols, 1990), e induce
virilizacion en fetos femeninos de madres tratadas con este esteroide durante la gestacion
(Grumbach y cols, 1959, Suchowsky y Junkmann, 1961). También NET estimula el
crecimiento uterino de la rata ovariectomizada, e induce en la hipéfisis de la rata la sintesis
de receptores de progesterona estrégeno-dependientes (Vilchis y cols, 1986). Todas estas

acciones son mediadas a través de los productos de su conversion metabdlica reducidos en el



anillo A. Asi, se ha demostrado que NET tiene una alta afinidad por el receptor de
progeserona y una menor afinidad por el receptor de andrégenos, la 5a-dihidro-
noretisterona (5aNET) interacciona con €l receptor de androgenos, en tanto que €l tetrahidro
derivado 3b,5a-tetrahidro NET y en menor proporcion e 3a,5a-tetrahidro NET
(3b,5aNET; 3a,5aNET) muestran alta afinidad por el receptor de estrGgenos, siendo
capaces de iniciar respuestas celulares estrogeno-dependientes (Chavez y cols, 1985).

En el modelo experimental de la rata macho castrada se ha comprobado que la NET
gjerce acciones androgénicas importantes sobre el comportamiento sexual y estas acciones se
complementan con acciones estrogénicas resultantes de su biotransformacion al derivado
3i3,5a-reducido (Morali y cols, 1990).

Otras progestinas sintéticas, como e LNG, ejercen también diversos efectos
hormonales; en algunos sistemas biolégicos se demostré que el LNG ejercia efectos
androgénicos méas potentes que NET (Barranco y Jones, 1974; Batzer, 1986; Dash y cols,,
1988; Nikkilay cols., 1983). Se ha demostrado que estos efectos son ejercidos tanto por €l
LNG como por su derivado 5a reducido, 5a-dihidrolevonorgestrel (5aLNG), producto de la
reducciéon enzimatica, los cuales interaccionan con relativa alta afinidad con el receptor de
andrégenos, en forma similar a la descritapara NET.

Por otra parte, otros estudios realizados demostraron que el LNG no gjercia efectos
estrogénicos (Bowers y cols, 1958; Schwartz y Hammerstein, 1974) y de hecho no se
encontrd una interaccion significativa del LNG ni de sus metabolitos 5a-, 3ab5a-, o 335a-
reducidos, con el receptor de estrégenos (RE) aislado del Gtero de ratas inmaduras (Lemus y
cols, 1992). Sin embargo, en un estudio reciente se demostré que los metabolitos tetrahidro
reducidos de LNG interaccionan con el RE con una afinidad de union relativa baja pero son
capaces, en dosis altas, de transactivar un sistema de levaduras dependiente de estrogenos
cotransfectado con el gene del RE humano y elementos de respuesta a estrégenos unidos a
un vector reportero del gen de la 3-galactosidasa (Santillan y cols, 2001). Este es un sistema
gue, comparativamente con los tejidos sensibles a estrégenos, presentes en mamiferos, es
capaz de identificar acciones estrogénicas muy bajas, permitiendo evaluar potencias
relativas. Para el caso del 3BLNG, en este sistema la potencia es 750 veces menor que la del

estradiol, en tanto que la del 3aLNG es todavia 2.1 veces menor (Santillan y cols, 2001).



No se ha investigado la magnitud de los posibles efectos androgénicos y/o estrogénicos de

estos compuestos sobre el SNC.
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. JUSTIFICACION

El posible efecto que MENT ejerza sobre la restauracion del comportamiento sexual
de la rata macho castrada, aportara evidencias en cuanto a la efectividad de un andrégeno
gue no se aromatiza in vivo, que presenta una muy baja afinidad de union relativa por los
receptores de estrégenos y que carece de efectos estrogénicos, 1o que representa un modelo
experimental adecuado para evaluar la posible accion de andrégenos sobre el
comportamiento sexual de la rata. Por otra parte, aportard evidencias en cuanto a la
efectividad de la estructura D*-3 cetona vs la 5a reduccion en el estudio del mecanismo de
accion de los andrégenos sobre la expresion de este comportamiento (Estudio |).

En virtud de que se desconocen los diferentes efectos de tipo hormonal del LNG y de
sus metabolitos sobre el SNC, es importante investigar las posibles acciones androgénicas
y/o estrogénicas de los derivados reducidos en el anillo A del LNG y su capacidad para
sinergizar con estradiol o con DHT, en la restitucién de la conducta sexual de la rata macho
castrada (Estudio I1).

IV. HIPOTESIS DE TRABAJO

HIPOTESIS GENERAL

La adminigtracion de esteroides sintéticos con acciones androgénicas potentes y
efectos estrogénicos practicamente nulos (MENT) o muy débiles (LNG y sus derivados) es
efectiva pararestituir la conducta sexual masculina de larata macho castrada

HIPOTESIS PARTICULARES

El androgeno sintético 7a-metil-19-nortestosterona, compuesto que no interacciona
con los receptores de estrogenos y que por su edructura quimica esta impedido para
aromatizarse, gjerce acciones en el SNC capaces de restituir la conducta sexual masculinade
larata macho castrada.

El androgeno sintético 7a-metil-19-nortestosterona ejerce acciones androgénicas
periféricas que se manifiestan al estimular el crecimiento de los 6rganos sexuales accesorios

de larata macho castrada.



El levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en los carbonos 3 y 5, per se, son
capaces de retituir la conducta sexual masculina de la rata macho castrada.

El levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en los carbonos 3 y 5 gjercen acciones
androgénicas que se manifiestan por su efectividad para la restitucion de la conducta sexual
masculina de larata macho castrada a sinergizar con estradiol.

Los metabolitos 3a,5a y 3b,5a-reducidos del LNG ejercen acciones estrogénicas que
se manifiestan por su efectividad para la restitucion de la conducta sexual masculina de la
ratamacho castrada a sinergizar con 5a-dihidrotestosterona.

El levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en los carbonos 3 y 5 gjercen acciones
androgénicas periféricas que se manifiestan a estimular el crecimiento de los érganos
sexuales accesorios de la rata macho castrada.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evauar la efectividad de esteroides sintéticos con acciones androgénicas potentes y
efectos estrogénicos précticamente nulos (MENT) o muy débiles (LNG y sus derivados)
pararestituir la conducta sexual masculina de larata macho castrada.

OBJETIVOS PARTICULARES

Investigar las acciones de la 7a-metil-19-nortestosterona para restituir la actividad
copulatoria masculina de la rata macho castrada.

Investigar los efectos androgénicos periféricos de la 7a-metil-19-nortesosterona sobre
el crecimiento de los 6rganos sexuales accesorios de larata macho castrada.

Investigar las acciones per se del levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en los
carbonos 3y 5, pararestituir la actividad copulatoria masculina de la rata macho castrada

Investigar las acciones androgénicas del levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en
los carbonos 3 y 5, en su capacidad para sinergizar con estradiol para restituir la actividad

copulatoria masculina de la rata macho castrada



Investigar las acciones estrogénicas del levonorgestrel y sus metabolitos reducidos en
los carbonos 3 y 5, en su capacidad para sinergizar con 5a-dihidrotestosterona para restituir
la actividad copulatoria masculina de la rata macho castrada.

Investigar los efectos androgénicos periféricos del levonorgestrel y sus metabolitos
reducidos en los carbonos 3 y 5, sobre el crecimiento de los 6rganos sexuales accesorios de
larata macho castrada.

VI. MATERIAL Y METODOS

Se presentan en esta seccion los procedimientos que fueron comunes a los dos estudios
realizados, en cuanto al manegjo de los animales de experimentacion, a las evaluaciones de la
conductay al analisis estadistico de los resultados. Los procedimientos particulares de cada
uno de los estudios, se presentan en sus secciones correspondientes.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las normas éticas establecidas
para el manejo de animales de experimentacion, aprobadas por la Comision de Investigacion
del Ingtituto Mexicano del Seguro Social.

Animales de experimentacion.

Los animales utilizados fueron ratas macho adultas de 80 a 90 dias de edad (260-290 g
de peso corporal) de la cepa Wistar, provenientes del bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM.

Las ratas se mantuvieron en jaulas colectivas de acrilico en grupos de 6 animales por
jaula, con libre acceso aagua y alimento y con ciclos de iluminacion invertidos de 14 h luz:
10 h de obscuridad, quedando comprendido el periodo de luz de las 18:30 h alas 8:30 h.

Los animales tuvieron por 1o menos dos semanas de adaptacion al ciclo de iluminacidn
y alas condiciones del bioterio. Después de este periodo se evalud su conducta sexual en tres
pruebas con intervalos de 3 dias entre cada una de ellas, seleccionandose para incluirse en
los grupos experimentales aquellos animales que presentaron eyaculaciones en por o menos
2 de estas pruebas.

Los animales seleccionados se castraron bajo anestesia con éter, a través de una

incision en el escroto, por 1o menos 90 dias antes de iniciar los tratamientos.



Transcurrido este tiempo, los animales se colocaron en jaulas individuales y se verificd
gue ya no mostraran actividad sexual en 2 pruebas de 15 min. cada una, con tres dias de
intervalo entre una y otra. Una vez comprobada la ausencia de actividad copulatoria, los
animales se asignaron a azar a los diferentes grupos experimentales para el inicio de los
tratamientos.

Evaluacion dela conducta sexual.

L as pruebas se realizaron durante la fase obscura del ciclo, iluminando el area con luz
roja de baja intensidad. Cada rata se colocd en una jaula de observacion de Plexiglas
(60x60x40 cm) y con el piso cubierto por aserrin. Después de un periodo de adaptacion de 5
min, se introdujo en el &rea una hembra receptiva. Las hembras utilizadas como estimulo,
recibieron 5 pg de BE tres veces por semana y 500 pug de progesterona 4 h antes de la
prueba.

La conducta sexua de los animales se evalud siguiendo los procedimientos
establecidos (Beyer y cols, 1973), Larsson, 1979; Morali y cols, 1977; 1990; 1994; Meisdl y
Sachs, 1994), através del andlisis de los siguientes parametros.

1) latenciade monta

2) numero de montas

3) latenciade intromision

4) ndmero de intromisiones
5) latenciade eyaculacion
6) intervalo posteyaculatorio
7) intervalo interintromision
8) proporcion de aciertos.

Cada prueba se termin6 a cumplirse una de las siguientes condiciones: @) 15 minutos
después de la entrada de la hembra al é&rea de observacion si e macho no realizd ninguna
respuesta de intromision en este tiempo; b) 30 minutos después de la primera respuesta de
intromision si el macho no present6d la respuesta de eyaculacion en ese periodo; c) al
presentarse la primera respuesta de intromision después de la respuesta de eyaculacion; d) 30
min después de la respuesta de eyaculacion s no se presentd una nueva respuesta de

intromision. Estas condiciones de prueba se han establecido con base en observaciones



previas de la incidencia de respuestas en la rata macho y corresponden a las utilizadas en la
generalidad de los estudios (Beach y Holtz, 1946; Beach y Holtz, 1949; Beyer y cols, 1973;
Davidson, 1969; Dewsbury, 1979; Larsson, 1979; Meisel y Sachs, 1994; Sachs y Barfield,
1976; Whalen y cols, 1985).

Durante los tratamientos experimentales se evalud la conducta de los animales dos
veces por semana. Después de completar la Ultima prueba, los animales fueron sacrificados
por una sobreexposicion a éter y se disecaron las vesiculas seminales y la préstata ventral,
pesandose hasta una aproximacion de décimas de miligramo.

Analisis Estadistico.

Las proporciones de animales con actividad y de pruebas en las que los animales
fueron activos, se compararon entre los grupos con la prueba exacta de Fisher y la de chi-
cuadrada (c?) respectivamente.

El nimero de respuestas, sus latencias y la proporcion de aciertos se compararon entre
los grupos utilizando la prueba “t” de Student o la prueba “U” de Mann-Whitney, de acuerdo
aladistribucion de los datos.

El peso de los 6rganos sexuales accesorios se evalud con la prueba “t” de Student.

Una p<0.05 se considero significativa (Siegel, 1972; Montgomery, 1991).

Estudio | .- Efecto del acetato de 7a-metil-19-nortestosterona sobre la restitucion de la

conducta sexual de la rata macho castrada.

Animales de experimentacion.

Los sujetos utilizados fueron 45 ratas macho castradas que fueron sometidas a los
procedimientos mencionados previamente en la seccion de Material y Métodos y un grupo
adiciona de seis ratas intactas de la misma edad que los animales castrados, €l cual sirvio

como grupo control positivo.



Esteroides

Se utilizaron acetato de 7a-metil-19-nortestosterona proporcionada por el Dr. Wayne C.
Bardin (Population Council, N.Y, EEUU) y acetato de testosterona, comprado en Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU).

Diseflo experimental
Los esteroides se disolvieron en molecusol (2-hidroxi-propil-b-ciclodextrina),

(Pharmatec, Inc., Alachua, FL, EEUU), disuelto a 30% en agua esteril bidestilada y se
administraron en forma continua durante 28 dias, utilizando bombas miniosméticas Alzet,
Modelo 2002 (Alzo Corp,. Palo Alto, CA, EEUU). Las bombas se llenaron, bajo condiciones
estériles, con las soluciones de los esteroides preparados en las concentraciones requeridas
de acuerdo a las dosis que se fueran a administrar y se implantaron subcutaneamente en la
region interescapular de los animales. El volumen contenido en cada bomba es liberado en
forma continua y constante por 14 dias. Al inicio del estudio se implanté a cada animal una
bomba y al cabo de 14 dias fue retirada y reemplazada por una nueva, completando asi el
periodo de estudio de 28 dias.

Los animales se asignaron al azar auno de los siguientes grupos experimentales.

Grupo 1: MENT, 100 nyg a dia (n=11)

Grupo 2: MENT, 10 ng a dia (n=10)

Grupo 3: MENT, 5 ng d dia (n=6)

Grupo 4: T, 200 ng a dia (n=10)

Grupo 5: vehiculo (control negativo) (n=8)

Grupo 6: animales intactos no tratados (control positivo) (n=6)

Estudio Il. Efecto del levonorgestrel y de sus metabolitos reducidos en €l anillo A,

sobre larestitucion de la conducta sexual de la rata macho castrada.

Animales de experimentacion.
Los animales utilizados fueron 154 ratas macho castradas que fueron sometidas a los

procedimientos mencionados previamente en la seccion de Material y Métodos.



Esteroides.

Se utilizaron T, DHT y E, (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, EEUU). El LNG fue
proporcionado amablemente por Schering Mexicana, S.A. de C.V. (México) y los derivados
5a LNG, 3aLNG y 3bLNG fueron sintetizados en la Division de Estudios de Posgrado de
la Facultad de Quimica, UNAM, México. El 5aLNG se sintetizo a partir de LNG mediante
reduccion con litio-amoniaco, se cristalizé de acetato de etilo-hexano y se purificd por
cromatografia FLASH (Still y cols., 1978); el 3aLNG fue preparado mediante la reduccion
del 5aLNG con L-selectride bajo condiciones anhidras (Brown y Krifhnamurthy, 1972); se
obtuvo una mezcla de los derivados reducidos 3a y 3bLNG (98 y 2% respectivamente). La
sintesis del 3bLNG se realizé a partir del 5aLNG mediante su reduccion por borohidruro de
sodio (Bowers y cols., 1958). Los acoholes epiméricos resultantes fueron separados por
cromatografia FLASH utilizando el sistema acetato de eilo-hexano (3:7). La pureza
quimica del LNG y sus derivados se determinaron por su punto de fusiéon, cromatografia
liquida de alta presion (HPLC), espectro de absorcién en infrarrojo y resonancia magnética
nuclear-H. Las constantes fisicas y espectroscdpicas de los derivados del LNG reducidos en
el anillo A han sido previamente descritas (Lemus et al, 1992).

Disefio Experimental
LaT y laDHT se disolvieron en un pequefio volumen de diclorometano y una vez
disueltos se agregd el volumen requerido de vehiculo (aceite de maiz), evaporando después
completamente el diclorometano en un bafio de aguaa 60°C, bagjo corriente de nitrogeno. El
LNG vy sus derivados se disolvieron en un peguefio volumen de acohol etilico absoluto
correspondiente al 10% del volumen final requerido para su administracion y una vez
disueltos se agrego el volumen requerido de vehiculo (aceite de maiz). Las dosis diarias se
inyectaron subcutdneamente en un volumen de 0.2 a 0.4 ml por 21 dias que dur6 el estudio.
Para evaluar la capacidad de los compuestos per se pararestituir la conducta sexual de
larata macho castrada se administraron diariamente los siguientes compuestos:
T, 500 ng (n=9)
LNG, 500 ng (n= 8)
5aLNG, 500 ng (n=8)
3aLNG, 500 ng (n=8)



3bLNG, 500 ng (n=8)
T, 1000 ng (n=10)
LNG, 1000 ng (n=7)
5aL NG, 1000 ng (n=8)
3aLNG, 1000 ng (n=10)
3bLNG, 1000 ng (n=7)
Vehiculo, (n=10)

Se evalud la actividad androgénica del LNG y de sus derivados mediante su capacidad
para sinergizar con E,, administrando diariamente los siguientes compuestos:
DHT, 300ng+ E,, 5ng (n=8)

LNG, 300ng+ E;, 5ng (n=7)
5aLNG, 300 ng + E,, 5 ng (n=8)
3aLNG, 300 ng + E,, 5 ng (n=7)
3bLNG, 300 ng + Es, 5 ng (n=7)
Vehiculo + E, 5 ng (n=10)

Se evalud la posible actividad estrogénica del LNG y de sus derivados mediante su
capacidad para sinergizar con DHT administrando diariamente los siguientes compuestos:
E,, 5y + DHT, 300 g (n=8)

LNG, 300 g+ DHT, 300 g (n=8)
5aL.NG, 300 ng + DHT, 300 ng (n=8)
3aL.NG, 300 ng + DHT, 300 ng (n=8)
3bLNG, 300 mg + DHT, 300 g (n=8)
Vehiculo + DHT, 300 ng (n=12)

El grupo que recibié tratamiento con 300 ng diarios de DHT + 5 ng diarios de E; en
estos dos esquemas experimentales, sirvido como control positivo para la evaluacion de las
acciones androgénicas y estrogénicas respectivamente, de los compuestos.

Las dosis utilizadas en este estudio se seleccionaron con base en estudios previos en
los que se utilizaron androgenos naturales (Morali y cols., 1994) o progestinas sintéticas

(Morali y cols, 1990) que exhibieron efectos androgénicos o estrogénicos al ser

administrados en esquemas de dosis similares.



VII. RESULTADOS

Estudiol.

Laadministracién de MENT a las ratas castradas que ya no mostraban actividad sexual
espontanea, luego de 90 dias de la cirugia, restituyé la conducta sexual en forma dependiente
de la dosis. MENT a las dosis diarias de 100 ng, 10 ng y ain a 5 ng fue efectiva para
regtituir la conducta de monta, de intromision y de eyaculacion, en la mayor parte de los
sujetos (84 a 100%). Los animales castrados que recibieron 200 ng de T como controles,
mostraron un nivel de conducta sexual idéntico al presentado por el grupo de ratas intactas
de la misma edad no tratadas (Tabla, 1 Fig. 1), indicando que 200 ng al dia del androgeno
natural, fue una dosis de reemplazo adecuada.

La incidencia de conducta de monta, de intromision y de eyaculacion en los animales
tratados con 100 g diarios de MENT, fue idéntica a la presentada tanto por los animales
tratados con 200 ng de T, como por los animales intactos no tratados, como lo indican las

proporciones de pruebas con actividad (Tabla 1).

TABLA 1. PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD SEXUAL MOSTRADA POR
RATAS MACHO INTACTAS Y POR RATAS CASTRADAS SOMETIDAS A
LOSDIFERENTES TRATAMIENTOS.

Intactos no Tegtosterona MENT MENT MENT Vehiculo
tratados 200 pg/dia 100 pg/dia 10 pg/dia 5 pg/dia
(n=6) (n=10) (n=11) (n=10) (n=6) (n=8)

% Ss con Monta 100 100 100 100 100 38**°
% Ss con Intromisién 100 100 100 100 100 25%** 00
% Ss con Eyaculacion 100 100 100 90 84 Q** o0
% Pruebas con Monta 93 100 97 100 79** 20%**°0°
% Pruebas con I ntromision 90 98 95 91 63***° Gr**000
% Pruebas con Eyaculacion 87 94 92 75%* 40***°0° Q***c00
Interv Inter Introm (min) 141+0.11 0.90+0.05 0.53+0.03**°  1.31+0.07* 2.18+0.25* 6.22+3.78*°°
Proporcion de Aciertos? 0.54+0.02 0.57+0.02 0.68+0.01*°  0.52+0.01 0.37+0.02*° 0.25+0.13*°
Latencia de Monta (min)? 1.02+0.30 0.76+0.34 0.53+0.28 0.55+0.21 3.43+0.47** 7.78+2.12%
Latencia de Introm (min)? 3.94+1.23* 1.11+0.42° 0.87+0.32° 1.04£0.30°°  4.44+0.73** 6.93+1.33*°°
Latencia de Eyac (min)? 9.00+1.94 8.92+1.44 4.66+0.75*°  8.77+1.40 17.95+£3.94*° -
Intervalo Post Eyac (min)? 6.20+0.95 7.05+0.38 5.57+0.37* 7.35+0.33 10.3440.67%*°° -

* p<0.05 **p<0.01 *** p<0.001 comparadas con e grupo tratado con T, 200 ug
°p<0.05 °°p<0,01 °°°p<0.001 comparadascon €l grupo de machosintactos no tratados
@promedio + EE
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Fig. 1. Porcentajes acumulativos de ratas castradas que mostraron conducta de monta, de intromision y de
eyacul acion durante cuatro semanas de tratamiento con acetato de testosterona (T) 200 ng/dia, acetato de 7a-

metil-19-nortestosterona (MENT) 100, 10 o 5 ng/dia o con vehiculo. Un grupo de ratas intactas, no tratadas
sirvio como control. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los

grupos.




Resultados similares se observan en los Ss tratados con 10 ng diarios de MENT, adn
cuando la presentacién de conducta de eyaculacion fue tardia en relacién a la del grupo
tratado con T y ala del grupo control intacto (Fig. 1). Una dosis menor de MENT (5 ng a
dia) fue menos efectiva.

El andlisis detallado de los parametros de la actividad sexual mostré nuevamente que
los efectos de MENT sobre la conducta sexual fueron dependientes de la dosis. Se obtuvo
una restitucion completa de la conducta sexua de los animales castrados, a niveles de
actividad similares a los de las ratas intactas, con 10 ng diarios de MENT, como lo muestran
los intervalos interintromision, las proporciones de aciertos y las latencias de monta y de
eyaculacion (Tabla 1). Aun mas, las latencias de intromision en estos Ss bgjo tratamiento
con MENT (10 ng al dia) fueron menores que las de los animales intactos de la misma edad,
indicando una mejor gecucion copulatoria. Los animales tratados con 10 ng diarios de
MENT mostraron parametros de actividad sexual también comparables a los del grupo
tratado con T (200 ng a dia). La administracion de MENT a la dosis de 100 ng diarios
resulté ser un estimulo més efectivo que el de 200 ny diarios de T; de este modo, los
animales que recibieron esta dosis de MENT mostraron intervalos interintromision y
latencias de eyaculacion significativamente més cortos y proporciones de aciertos
significativamente mayores que los presentados por los Ss tratados con T e incluso por los
animales intactos no tratados. La administracion de MENT a la dosis de 5 ng diarios
restituyé en forma completa la conducta sexual de los animales castrados; sin embargo, la
gjecucion de su actividad copulatoria fue significativamente mas lenta que la de los Ss
intactos y que la de los animales castrados tratados ya sea con T 0 con mayores dosis de
MENT como lo indican las | atencias de respuestay los intervalos interintromision (Tabla 1).

El efecto de la administracion de MENT sobre los pesos de la prostata ventral y de las
vesiculas seminales en los grupos experimental es fue también dependiente de las dosis como
se muestra en la Fig. 2. Los pesos de estos tejidos en los sujetos tratados con 100 y con 10
nmg de MENT fueron mayores (p<0.001) que los de los animales castrados que fueron
tratados con el vehiculo. El tratamiento con 100 ny diarios de MENT indujo un mayor
aumento en el peso de la prostata ventral y en el de las vesiculas seminales que el inducido

por 200 ny diarios de T, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa. De



hecho, €l peso de la préstata ventral de los sujetos tratados diariamente con 100 ng de
MENT fue similar al de los sujetos intactos no tratados pero e peso de las vesiculas
seminales fue menor (p<0.001). A la dosis de 10 ng diarios, MENT indujo un menor
aumento en el peso de la prostata ventral (p<0.001) y de las vesiculas seminales (p<0.01)
gue €l inducido por 200 ng de T y que €l inducido por 100 ng diarios de MENT (p<0.001) y

es0s pesos fueron también menores (p<0.001) que los de los tejidos de los animales intactos.

my
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Fig. 2. Efecto de cuatro semanas de tratamiento con acetato de testosterona (T) (200 ng/dia), acetato de 19-

nor-7-a-metil-19-nortestosterona (MENT) (100, 10 o 5 ng/dia) o vehiculo sobre € peso de los érganos
sexual es accesorios, comparado con € peso de los 6rganos sexual es accesorios de un grupo de ratas intactas

(Promedio = DE). Léeras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los
grupos.

El andlisis de los efectos dosis-respuesta de MENT en comparacion con los efectos de
T, mediante el programa Allfit (De Lean y cols., 1977) indicé que MENT fue tres o cuatro
veces mas potente que T pararegtituir los pesos de los 6rganos sexuales accesorios, mientras
gue fue 20 veces mas potente que T en cuanto alarestituciéon de la conducta sexual.



Estudio | 1.

Efecto dela administracion de LNG o de sus metabolitos reducidos.

La mayor parte de los sujetos tratados diariamente con 500 ug de LNG o de sus
metabolitos 5a reducidos presentaron la actividad de monta (63 a 88% de los sujetos). Sin
embargo, solo 38 a 63% de los sujetos mostraron conducta de intromision y estos
tratamientos practicamente no estimularon la conducta de eyaculacién, que solamente se

presentd en uno de los animales tratados con 5aL NG (Fig. 3; Tabla 2).

TABLA 2. PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD SEXUAL MOSTRADA POR LAS
RATAS MACHO CASTRADAS, TRATADAS CON LNG O SUS
METABOLITOS (500 ny/dia).

Testosterona LNG 5aLNG 3aLNG 3bLNG Vehiculo
500ny/dia 500nm/dia 500n/dia 500ny/dia 500ng/dia 02ml
(n=9) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=10)
% Ss con Monta 100 63 88 88 88 80
% Ss con Intromisién 89* 38° 63 0°°° 38° 30°
% Ss con Eyaculacion 89*** 0°°° 13¢°° 0°°° 0°°° 0°°°
% Pruebas con Monta 82%** 19°°° 48*°°° 44%0°° 56%***°° 23°°°
% Pruebas con I ntromision 70%** 6°°° 15°°° 0°°° 8°°° 4°0°
% Pruebas con Eyaculacion BL*** 0°°° 200° 0°°° 0°°° 0°°°
Interv. | nter Introm.(min)a 18+ 0.2%** 7.3 £3.3°°° 5.2+ 0.6¥°°° - 16.6 + 6.3°° 12.5+2.5°°°
Proporcioén de aciertos & 0.60 + 0.05***  0.28+0.07°  0.20+0.03°°° - 0.11+0.06°°°  0.12+0.03°°°
Latencia de Monta(min)a 2+05* 6.9 £0.4°° 7.3+0.1°° 74+0.1°° 6.4+0.8°° 7917
Latencia de | ntrom. (min)a 29+0.7* 83+21° 74+19° - 92+42° 8.2+3.1°
a - o - - -
Latencia de Eyac. (min) 141£17 22.9
a - o
Intervalo Posteyac. (min) 77£02 18.2

a
Promedio + EE de las Ultimas dos pruebas conductual es.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, comparados con €l grupo tratado con vehiculo.
° p<0.05, °° p<0.01, °°° p<0.001, comparados con €l grupo tratado con Testosterona.
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Fig. 3. Efectos conductuales intrinsecos del levonorgestrel (LNG) y de sus metabolitos 5a-reducidos. Los
resultados se presentan como porcentgjes acumulativos de ratas macho castradas que mostraron conducta de
monta, de intromison y de eyaculacion durante los 21 dias de tratamiento con estos compuestos (500 ng/dia).
Ratas macho castradas, tratadas con testosterona (T, 500 ng/dia) o con vehiculo (VEH), sirvieron como
controles positivo y negativo respectivamente. A ladosis empleada, ni € LNG ni sus metabalitos restituyeron
la conducta de eyaculacion. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los grupos.



En forma similar, la actividad de monta se presentd en aproximadamente la mitad de
las pruebas redlizadas, a excepcion del grupo tratado con LNG, que sblo mostré esta
conducta en 9 de 48 pruebas (19%). La conducta de intromision se presentd en un nimero
muy escaso de las pruebas realizadas y sdlo en una prueba bajo tratamiento con 5aLNG
hubo conducta de eyaculacion.

Los pardmetros conductuales revelaron en general un efecto muy escaso de todos los
tratamientos en comparacion con el grupo tratado con T (Tabla 2).

Al administrar una dosis mayor de LNG o de sus metabolitos (1000 ug/dia), se
encontraron diferencias altamente significativas entre los grupos (p<0.01) en cuanto a la
incidenciay al nimero de respuestas asi como a su curso temporal (Fig. 4, Tabla 3).

El tratamiento con LNG restituy6 la conducta copulatoria en todas las ratas castradas.
Todos los sujetos presentaron conducta de monta y 6 de los 7 (86%) presentaron
intromisiones y conducta de eyaculacion, aungue con un retardo a través del periodo de
tratamiento (Fig. 4). El retardo en €l inicio de las conductas de intromision y de eyaculacion
determind un bajo porcentgje de pruebas con intromision (29%) y con eyaculacion (24%) en
este grupo (Tabla 3); sin embargo, una vez que los animales comenzaron a mostrar la
respuesta de eyaculacion, la incidencia de esta respuesta aumentd notoriamente (45%), al
solo considerar las tres Ultimas pruebas. Los animales tratados con LNG presentaron
similares latencias de intromision y de eyaculacién y similares proporciones de aciertos que
las de los animales tratados con T (Tabla 3).

El 5aLNG restituyé parciamente la conducta copulatoria de los animales castrados
(Figura 4), pero solo algunos de ellos (38%) mostraron la respuesta de eyaculacion en un
menor porcentaje de las pruebas que las ratas tratadas con LNG o con T (Tabla 3). Los
animales tratados con 5aLNG mostraron intervalos interintromision més largos (p<0.01) y
menores valores de su proporcion de aciertos (p<0.01), pero latencias de respuesta similares
alasdelosanimales tratados con LNG o con T ((Tabla 3).

El tratamiento con los derivados 3aLNG o 3bLNG estimulé la conducta de
intromision en una baja proporcion de pruebas (3%; 17%) y fue totamente inefectivo para
restablecer la conducta de eyaculacion en las ratas castradas (Fig. 4). Las latencias de monta
de los animales tratados con 3bLNG fueron similares a las de los animales tratados con LNG
oconT (Tabla3).
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Fig. 4. Efectos conductuales intrinsecos del levonorgestrel (LNG) y de sus metabolitos 5a-reducidos. Los
resultados se presentan como porcentajes acumulativos de ratas macho castradas que mostraron conducta de
monta, de intromision y de eyaculacién durante los 21 dias de tratamiento con estos compuestos (1000 ng/dia).
Ratas macho castradas, tratadas con testosterona (T, 1000 ng/dia) o con vehiculo (VEH), sirvieron como
controles positivo y negativo respectivamente. El LNG restituyd la conducta sexual incluyendo eyaculacion en
los animales tratados (p<0.001 en comparacion con VEH, prueba de X?), mientras que la 5a-reduccion del
LNG resultdé en una disminucion de sus efectos conductuales. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.



TABLA 3. PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD SEXUAL MOSTRADA POR LAS
RATAS MACHO CASTRADAS, TRATADAS CON LNG O SUS

METABOL I TOS (1000 ny/dia).

Testosterona LNG 5aLNG 3aLNG 3bLNG Vehiculo
1000ng/dia 1000ny/dia 1000ngy/dia 1000ng/dia 1000ng/dia 02ml
(n=10) (n=7) (n=8) (n=10) (n=7) (n=10)
% Ss con Monta 100%** 100%** 100%** 40°° 85%* 20°°°
% Ss con Intromision 100%** 86+ ** T5x** 20°°° 28°° 0°°°
% Ss con Eyaculacion 100%** 86+ ** 3g**ee 0°e° 0°°° 0°°°
% Pruebas con Monta 83*** B2r**e° 69*** 27°°° 4gxec° 10°°°
% Pruebas con I ntromision 83x** 29 ¥k oo 33k rxoce 3eee 17%°°° 0°°°
% Pruebas con Eyaculacion 75%** 24,k 000 13x°c° 0°°° 0°°° 0°°°
a o oo 000 000 ~
Interv. Inter Introm.(min) 09+01 18 +04 24104 27 + 05 41+10
0.68+0.04 053+007  039+0.07°° 0.32+0.04°°  024%0.01°°° -

- . a
Proporcion de aciertos

a ° ° 000 oo
L atencia de Monta (min) 1L7£11% 26 £0.7** 50+16*°  10.8+07 36+08*** 13405

L atencia de Introm. (min) 20+11 28+08 37+10 119£06°  12:01
a
L atencia de Eyac. (min) 93+14 113£30 10.7+35
7408 167£26°°  120+18°

Intervalo Posteyac. (mi n)a

a
Promedio + EE de las Ultimas dos pruebas conductual es.

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, comparados con €l grupo tratado con vehiculo.

° p<0.05, °° p<0.01, °°° p<0.001, comparados con €l grupo tratado con Testosterona.

Efectosdel LNG y de sus derivados administrados en combinacién con E;
Laadministracion de LNG en combinacién con E; restituy6 la conducta de monta y de
intromision en la mayor parte de los sujetos (100 y 86% respectivamente) con un curso
temporal similar a través del periodo de tratamiento y en un porcentgje similar de pruebas,
gue los animales del grupo control tratado con DHT y E, (Fig. 5). Sin embargo, en los
animales tratados con LNG + E; s6lo se presentd la conducta de eyaculacion en 43% de los
sujetos en 23% de las pruebas, valores significativamente menores (p < 0.05; p < 0.001) que
los del grupo control tratado con DHT + E, (Fig. 5; Tabla4). No obstante, la incidencia de
respuestas eyaculatorias mostradas por los animales tratados con LNG + E, fue
significativamente mayor (p < 0.001) que la observada en el grupo de animales que sblo

recibieron vehiculo + E, (Tabla 4).
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Fig. 5. Efectos conductuales androgénicos del levonorgestrel (LNG) y de sus metabolitos 5a-reducidos
evaluados por su capacidad de sinergizar con estradiol (Ey). Los resultados se presentan como porcentajes
acumulativos de ratas macho castradas que mostraron conducta de monta, de intromisién y de eyaculacién
durante 21 dias de tratamiento con LNG, 5aLNG, 3aLNG o0 3RLNG (300 ng/dia) en combinacion con E, (5
ny/dia). Ratas macho castradas tratadas con DHT (300 ng/dia) o con vehiculo, en combinacion con E, (5
ny/dia) sirvieron como controles. LNG restituyd la conducta de intromision en la mayor parte de los sujetos
(86%), y la de eyaculacion en 43% de dlos (p<0.05 en comparacion con VEH + E,, prueba de X?), mientras
gue sus metabolitos 5a-reducidos fueron menos efectivos (p<0.01 en comparacion con DHT + E,, prueba de
X?). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.



La combinacién de 5aLNG + E, fue menos efectiva para restablecer la conducta
copulatoria de las ratas castradas en comparacion con el tratamiento de LNG + E; (Fig 5;
Tabla 4). De este modo, € nimero de animales tratados con 5aLNG + E, que presentaron
intromision y eyaculacion (50% y 25% respectivamente) y el nimero de pruebas con
actividad (29% y 8% respectivamente) fueron significativamente menores (p<0.05) que los
de los animales tratados con LNG + E, y que los del grupo control tratado con DHT + E; (p
< 0.001). La incidencia y nimero de respuestas conductuales mostrados por los animales
tratados con 5aLNG + E; no fueron significativamente diferentes que los del grupo control
tratado con vehiculo + E; (Fig. 5; Tabla 4).

La administracion de 3aLNG + E; o0 3bLNG + E; activo la conducta de monta en
todos los Ss pero no restablecio la actividad de eyaculacion. De hecho, €l nimero de sujetos
en estos grupos que mostraron intromisiones y eyaculacion, asi como el nimero de pruebas
en el que las realizaron, fueron significativamente menores que las de los sujetos tratados
con LNG + E; (p<0.05) o DHT + E, (p < 0.001) y similares alos del grupo control tratado
con vehiculo + E; (Fig. 5; Tabla4).

TABLA 4. PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD SEXUAL MOSTRADA POR LAS
RATAS MACHO CASTRADAS, TRATADAS CON LNG O SUS
METABOLITOSEN COMBINACION CON E..

DHT + E LNG+E; 5aLNG+E, 3aLNG+E; 3bLNG+E, Vehiculo+ E;
(300ng, 5nm) (300ny, 5ny)  (300nm, 5ng)  (300nm, 5mg)  (300nm, 5ng)  (0.2ml, 5ng)
(n=8) n=7) (n=8) (n=7) (n=7) (n=10)

% Ss con Monta 100 100 75 100 100 100
% Ss con Intromisién 100 86 50° 57 28°° 60
% Ss con Eyaculacion 100* 43° 25°° 14°°° 0°°° 10°°°
% Pruebas con Monta 90* 90* 54 oo° 74°° 86 77
% Pruebas con | ntromision TTx** B7*** 29°°° 21°°%° 10°°° 23°°°
% Pruebas con Eyaculacion 63*** 24*x*000 8eee 5°°° 0°ee 1°°°
Interv. Inter Introm. (min)® 1.0+0.1* 2.5+ 04° 54+£21° 7.2+0.8°°° 8.0£20°°°  51%26°
Proporcién de Aciertos® 0.68+0.03***  0.38£0.04°°° 0.24+0.06°°° 0.23£0.04°°° 0.15+0.01°°° 0.32%0.05°°°
Latencia de Monta (min) 0.6 +0.3* 2.2+09° 42£20° 24+07° 31£08° 39£1.0°
Latencia de | ntrom. (min) 2 20+1.1 27+04 30£13 7.6£22° 8.4+£6.2° 30£11
Latenciade Eyac. (min) ? 11.3+22 192+ 2.4 19.1+38 16.2 - 29.0
Interv. Post Eyac. (min) 95+1.2 12.2£13*° 8.6+ 0.7 8.8* - 8.7

@ Promedio + EE de las Ultimas dos pruebas conductual es.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, comparados con el grupo tratado con vehiculo + E,.
° p<0.05, °° p<0.01, °°° p<0.001, comparados con el grupo tratado con DHT + E;.



Efectosdel LNG y de sus derivados administrados en combinacién con DHT

El tratamiento con LNG + DHT solo restableci6 en forma parcial la conducta
copulatoria de las ratas castradas, la cual fue similar a la observada en los animales control
gue recibieron vehiculo + DHT (Fig. 6; Tabla 5). La incidencia de respuestas de monta, de
intromision y de eyaculacion fue significativamente menor (p < 0.001) que la de los
animales control, tratados con E; + DHT.

Por el contrario, los tratamientos con 5aLNG + DHT o con 3aLNG + DHT
esimularon un mayor nivel de actividad copulatoria que el mostrado por los animales
control tratados con vehiculo + DHT (Fig. 6; Tabla 5). De hecho, 63 % de los Ss tratados
con estas combinaciones mostraron conducta de eyaculacion, aungue en una menor
proporcién de pruebas (23 %) que las observadas en las ratas control tratadas con E; + DHT.

El tratamiento combinado de 3bLNG + DHT fue capaz de activar la conducta de
monta en 75 % de los Ss, pero tuvo efectos muy limitados sobre las respuestas de
intromision y de eyaculacion, cuya incidencia no fue significativamente diferente a la
observada en los animales control tratados con vehiculo + DHT (Fig. 6; Tabla5).

TABLA 5. PARAMETROS DE LA ACTIVIDAD SEXUAL MOSTRADA POR LAS
RATAS MACHO CASTRADAS, TRATADAS CON LNG O SUS
METABOLITOSEN COMBINACION CON DHT.

E+DHT LNG+DHT  5aLNG+DHT 3aLNG+DHT 3bLNG+DHT Vehiculo+DHT
(5r,300ng)  (300n,300nD)  (300ng,300n)  (300nm,300ng)  (300ng,300ng) (0.2 ml,300nm)
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=12)
% Ss con Monta 100* 88 88 88 75 50°
% Ss con Intromisién 100* 63 63 88 50° 50°
% Ss con Eyaculacion 100** 50° 63 63 25°° 33°°
% Pruebas con Monta 96*** 5O °°° 58 °o° 5gxo0° 46*°°° 19°°°
% Pruebaas con | ntromision TTx** 35xo0° 31*°c° 42x %0 21°°° 19°°°
% Pruebas con Eyaculacion 63%** 17°°° 23xo0° 23xoc° 6°°° 14°°°
Interv. Inter Introm. (min)® 1.0+ 0.1* 36£14° 31£06°% 26+0.7° 3.0£0.7°° 1.8+04°
Proporcién de Aciertos® 0.68 + 0.03* 0.41+0.04°°  0.52+0.06° 0.66 + 0.05 0.40 £ 0.10°° 0.58 £ 0.09°
Latencia de Monta (min) 2 0.6 +0.3* 45+1.2° 6.6+ 1.2° 45+0.9° 8.0+1.0°° 35+15°
Latencia de | ntrom. (min) 2 2.0+1.1* 46+05° 7.0£20° 53+11° 6.8+ 05° 67+1.6°
Latencia de Eyac (min)? 11.3£22 23.1+3.3° 21.7+25° 129+14 19.2£4.3° 145+13
Interv Post Eyac. (min)® 95+1.2* 132£25° 137 £15° 144£11° 23.9+97°° 146+16°

@ Promedio + EE de las Gltimas dos pruebas conductuales.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, comparados con el grupo tratado con vehiculo + DHT.
° p<0.05, °° p<0.01, °°° p<0.001, comparados con el grupo tratado con E,+ DHT.
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Fig. 6. Efectos conductuales estrogénicos ddl levonorgestrel (LNG) y de sus metabolitos 5a-reducidos,
eval uados por su capacidad de sinergizar con DHT. Los resultados se presentan como porcentajes acumul ativos
de ratas macho castradas que mostraron conducta de monta, de intromision y de eyaculacion durante 21 dias de
tratamiento con LNG, 5aLNG, 3aLNG o 3RLNG (300 ng/dia) en combinacion con DHT (300 ng/dia). Ratas
macho castradas y tratadas con E, (5 ng/dia) o con vehiculo, en combinacion con DHT (300 ng/dia) sirvieron
como controles. Los metabolitos 5a-reducidos del LNG (5a- y 3aLNG) gercieron ligeros efectos estrogénicos
(porcentgjes de Ss con eyaculacion, NS en comparacion con los del grupo tratado con E; + DHT, prueba de
X?). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los grupos.



Efectos periféricos del LNG y de susderivados

Laadministracion de 500 pg/diade LNG o de sus metabolitos 5aLNG y 3aLNG, pero
no lade 3bLNG, estimulé parcialmente el crecimiento de la prostata ventral (Fig. 7) aunque
este efecto fue menor a provocado por T (p<0.01), mientras que en €l crecimiento de las
vesiculas seminales solamente el LNG tuvo efecto, pero menor (p<0.01) queel deT.

El tratamiento con 1000 pg/dia de LNG increment6 significativamente (p < 0.001)
los pesos de la préstata ventral y de las vesiculas seminales de las ratas castradas, en
comparacion con los pesos de estos tgjidos en los animales control que recibieron solo el
vehiculo. Los efectos del LNG sobre los 6rganos sexual es accesorios fueron similares a los
observados en los animales tratados con T (Fig. 7). El tratamiento con 5aLNG indujo un
efecto significativamente menor en los pesos de la prostata ventral y de las vesiculas
seminales en comparacion con los tratamientos de LNG o T. Los derivados 3aLNG o
3bLNG indujeron muy poco efecto, si acaso, sobre los pesos de la progtata ventral y de las
vesiculas seminales de las ratas castradas (Fig. 7).

La administracion combinada de LNG o de sus metabolitos reducidos en e anillo A
con E; no indujo una modificacion significativa de los pesos de los érganos sexuales
accesorios en comparacion con los de los Ss control tratados con vehiculo + E; (Fig. 7).

Cuando & LNG o sus derivados reducidos fueron administrados simultaneamente
con DHT alos animales castrados, no se incrementaron los pesos de la prostata ventral y de
las vesiculas seminales, los cuales fueron similares a los de los sujetos tratados solo con el
vehiculo + DHT.
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Fig. 7. Efectos androgénicos periféricos del LNG y de sus metabolitos 5a-reducidos. Se muestran los efectos
de 21 dias de tratamiento diario con LNG, 5aLNG, 3aLNG, 3RLNG (500 o 1000 ng) o con su combinacion
(300 ng) con E; (5 ng) o con DHT (300 ng), sobre el peso de los Grganos sexuales accesorios. Ratas castradas
y tratadas con T (1000 ng), con DHT (300 ng) + E; (5 ng), con E; (5 ng) + vehiculo (VEH), con DHT (300 ng)
+ VEH, o con VEH solo, sirvieron como controles. Los datos se presentan como promedios + DS. Las barras
con letras diferentes tuvieron diferencias estadisticamente significativas entre | os tratamientos (p < 0.05, prueba
t de Student), al compararse la préstata ventral o las vesiculas seminales.



VIIl. DISCUSION

Estudio |

Los resultados obtenidos proporcionan evidencia de que el andrégeno sintético
MENT es un agente efectivo para restituir la actividad copulatoria masculina completa en
ratas macho castradas, con una potencia considerablemente mayor, en términos de dosis, ala
de T. Se ha mostrado que MENT restituye la respuesta de eyaculacion a la estimulacion
eléctrica en monos rhesus en los que se suprimié la espermatogénesis y la respuesta de
eyaculacion por la administracion continua de un agente agonista potente de la LHRH
(Sundaram y cols., 1987). MENT es efectiva para mantener la conducta sexual masculina en
ratones (Ogawa y cols, 1996) y en hamsers (Wood y cols, 1996). También se ha
demostrado que e 17-(1-adamantoato) de 17a-metil-19-nortestosterona, otro éster de
MENT, restituyé la actividad sexual en conejos castrados (Hunt y Cheng, 1973). El presente
estudio compar6 la potencia de MENT administrado en forma continua en cuatro niveles de
dosis, con una dosis de T efectiva (200 pg/dia) para la restitucion de la conducta en ratas
macho castradas.

Cuando se administr6 MENT a la dosis de 10 pg/dia, se estimulé la conducta
copulatoria masculina de los animales con una eficiencia comparable a la gjercida por T en
la dosis de reemplazo utilizada. Los grupos tratados con MENT (10 pg/dia) y con T (200
po/dia) mostraron parametros de actividad sexual idénticos a los que se observaron en
animales intactos no tratados. La administracion de MENT a una dosis mayor (100 pg/dia)
di6 por resultado una sobreestimulacion de la conducta sexual de las ratas castradas. Los
animales que recibieron MENT a este nivel de dosis, presentaron intervalos interintromision
y latencias de eyaculacion significativamente menores y proporciones de aciertos
significativamente mayores en comparacion con los animales tratados con T y con las ratas
intactas no tratadas. Los experimentos en los que se utilizaron menores dosis de MENT
revelaron que este androgeno sintético es todavia efectivo para estimular la conducta sexual
a la dosis de 5 pg/dia, aunque con menor potencia, en tanto que la administracion de 1
pg/dia no gercié ningun efecto (datos no presentados). De estos datos se concluye que la
potencia de MENT para estimular la conducta sexual fue dosis-dependiente y que su efecto



para la restitucion completa de esta actividad en las ratas macho castradas fue
aproximadamente 20 veces mayor que ladeT.

Se ha sugerido que los pardmetros de motivacion (latencias de monta, intervalos
interintromision, intervalos posteyaculatorios) son principamente facilitados por la
administracion de estrogenos (Davidson, 1969). Es interesante hacer notar que la
administracion de MENT a las dosis de 10 y 100 ng/dia, restituyo la conducta sexual de los
sujetos, no solo con parametros de ejecucion muy efectivos (proporciones de aciertos), sino
también con pardmetros indicativos de motivacion similares a los de los animales intactos o
a los de los animales tratados con testosterona. Esto pareceria indicar que MENT egjerce
efectos estrogénicos. Sin embargo, |os efectos estrogénicos que pudiera ejercer MENT, si los
hay, no deben contribuir importantemente para sus acciones sobre la conducta sexual, dado
gue solo se ha demostrado su aromatizacion in vitro en fracciones microsomales de placenta
enriquecidas de aromatasas, condiciones que no corresponden a las del substrato neural
(LaMorte y cols,, 1994). Adiciondmente, a analizar la posible actividad estrogénica de
MENT en ratas hembra, se ha encontrado que este andrégeno no induce cornificacion
vagina ni la sintesis de receptores de progesterona estrogeno-dependientes en € Utero de la
ratay gque las acciones uterotroficas que g erce dependen de su interaccion con los receptores
de androgenos (Beri y cols., 1998). Queda como una posibilidad el explorar los posibles
efectos estrogénicos de MENT en ensayos mas sensibles a este tipo de actividad.

La observacion de que MENT, un andrégeno que no se 5a-reduce, activa el substrato
neural para la conducta sexual masculina con una potencia mayor que la de T, sugiere
fuertemente que la 5a-reduccion enzimatica de los androgenos puede no requerirse para
gjercer este efecto. El metabolismo de MENT difiere del de T en que MENT no es
bioconvertida a metabolitos 5a-reducidos (Agarwal y Monder, 1988; Kumar y cols., 1992).
Esta observacion farmacoldgica concuerda con los datos de McGinnis y Dreifuss (1989)
quienes han propuesto que en condiciones fisiolégicas la T més que la DHT juega un papel
principal en la regulacion de la conducta sexual masculina de la rata. Apoyo adicional para
este concepto deriva de hallazgos acerca de que la administracion de inhibidores de la 5a-
reductasa no suprime la conducta sexual masculina en diferentes especies (Alexandre y
Balthazart, 1986; McGinnisy cols., 1987; Sodersteny cols. 1986).



La potencia mayor de MENT para estimular la conducta sexual en comparacion ala
de T, se correlaciona bien con sus actividades biolégicas antigonadotréficas y anabdlicas
potentes en la rata castrada. Asi, MENT es 25 veces més efectiva que T para suprimir los
niveles de gonadotrofinas en el suero y 11 veces mas potente para incrementar |os pesos de
los musculos bulbocavernoso y elevador del ano (Kumar y cols., 1992).

En el presente estudio MENT indujo un aumento dependiente de la dosis, en el peso
de la préstata ventral y de las vesiculas seminales, como habia sido previamente demostrado
(Kumar y cols., 1992). Sin embargo, la respuesta de los 6rganos sexuales accesorios a las
hormonas esteroides en el presente estudio, fue menor que la encontrada por estos autores
(Kumar y cols., 1992), posiblemente porque en el presente estudio €l intervalo postcastracion
después del cual se inicié e tratamiento con andrégenos fue més largo, pese a que siendo
mayor el peso corporal de nuestros animales se esperaria que sus tejidos tuvieran un peso
mayor. En forma interesante, el efecto androgénico inducido por MENT, sobre el
crecimiento de los 6rganos sexuales accesorios, fue significativamente menos potente que el
efecto sobre la conducta. Asi, unadosis de MENT (10ug/dia) que fue suficiente para regtituir
la conducta sexual completa de las ratas castradas, tuvo efecto androgénico muy pequefio
sobre los 6rganos sexuales accesorios. Aun més, MENT a una dosis mayor (100 pg/dia), no
regtituyé en forma completa el peso de estos tejidos. La observacion de que MENT fue
solamente 3 a 4 veces més efectiva que la T para restituir el peso de la préstata ventral y de
las vesiculas seminales, confirma el concepto de que la actividad biologica de este
andrégeno sintético sobre estos 6rganos no se amplifica debido a sus caracteristicas
metabdlicas que hacen que no se 5a-reduzca, a diferencia de los efectos androgénicosde T.

En resumen, los resultados de este estudio demuestran que MENT tiene una potencia
muy alta para estimular la conducta sexual masculina, gerciendo en efecto relativamente
escaso sobre la prostata ventral y las vesiculas seminales. Estos datos proporcionan un apoyo
adicional para el uso clinico potencial de este andrégeno sintético como agente terapéutico,

de sustitucion o como anticonceptivo en el varon.

Estudio Il
Laregtitucion de la conducta sexual de las ratas castradas que se observé luego de la

adminigtracion de dosis altas de LNG (1000 ny/dia) se puede interpretar como una



demostracién de un efecto androgénico agonista de esta progestina sintética, particularmente
por el hecho de que los valores de los parametros conductuales regulados por andrégenos e
indicativos de la gjecucion, como la proporcion de aciertos y las latencias de intromision y
de eyaculacion en los animales tratados con LNG, fueron muy similares a los de los
animales del grupo control tratado con T. Dosis menores de LNG (500 y 300 ny/dia) aunque
fueron efectivas, tuvieron menor potencia para activar la conducta copulatoria. El efecto
androgénico de LNG a nivel del SNC se correlaciond con su capacidad para incrementar los
pesos de la prostata ventral y de las vesiculas seminales. Estas observaciones estan de
acuerdo con la ata afinidad de unién relativadel LNG al receptor de andrégenos (RA), tanto
en tejidos neural es como periféricos sensibles a hormonas (Lemusy cols., 1992).

El hallazgo de que el 5aL.NG fue significativamente menos efectivo que el LNG para
restituir la conducta copulatoria de las ratas castradas indica que la reduccién del anillo A
disminuye su actividad androgénica en el SNC en forma similar alo que se observa luego de
la 5a-reduccion de andrégenos naturales (Meisel y Sachs, 1994; Morali y cols., 1994;
Whalen y cols., 1985). Mas aln, el 5aLNG fue también significativamente menos potente
gue e LNG para incrementar los pesos de los Organos sexuales accesorios en las ratas
castradas. El hecho de que la 5a-reduccion del LNG disminuyd su potencia androgénica en
los 6rganos periféricos no concuerda con el hecho de que el 5aLNG se una al receptor de
androgenos con una afinidad relativa mayor que el LNG, compuesto del que deriva (Lemus
y cols.,, 1992). Este hecho contragta marcadamente con el concepto clasico de que la 5a-
reduccién de la testosterona no solo incrementa su afinidad de union al RA (Liao y cols.,,
1973; Martini, 1982), sino que también amplifica sus efectos androgénicos en los érganos
periféricos andrégeno-dependientes (Dorfman y Shipley, 1956; Liao y cols., 1973). El efecto
paraddjico de que la 5a-reduccidon del LNG disminuya su actividad es similar al descrito
previamente parala moléculade NET (Lemusy cols., 1997; Morali y cols., 1990). Dado que
la naturaleza de este fenémeno ha sido atribuida, en el caso de NET, a la presencia de un
etinilo en el C-17 (Lemus et al., 1997), parece l6gico extrapolar esta explicacion al LNG y a
otras moléculas de progestinas 19-nor que portan un grupo etinilo en posicion 17a.

La subsecuente reduccion de la molécula del LNG en 3a o en 3b resulto en la
completa eliminaciéon de sus efectos androgénicos tanto a nivel central como periférico. De

hecho, el 3aLNG o & 3bLNG no indujeron activacion de la conducta copulatoria ni



aumento de los pesos de los 6rganos sexuales accesorios en las ratas castradas, o cual
correlaciona con la falta de interaccion de ambos derivados tetrahidro reducidos del LNG,
con el RA (Lemusy cols., 1992).

LNG o sus derivados se administraron a una dosis menor (300 ng/dia), en
combinacion con E, para evaluar su capacidad de sinergizar como andrégenos, con los
efectos conductuales del E,. El hallazgo de que sdlo la administracion de LNG + E, fue
capaz de activar en forma completa la conducta copulatoria de los animales castrados,
aunque con menor efectividad que la administracion de DHT + E,, demostré que la molécula
origina del LNG posee actividad androgénica intrinseca. Las observaciones de que la
administracion de 5aLNG + E, no fue efectiva para redituir la conducta copulatoria
completay de que el 3aLNG o 3bLNG + E, fueron totamente inefectivos, sugiere que la
reduccion de la molécula de LNG en el anillo A resulta en la disminucidn de su potencia
androgénica intrinseca, confirmando los resultados obtenidos luego de la administracion del
LNG o de sus metabolitos, solos.

Paraevaluar si el LNG o sus metabolitos pueden inducir efectos conductuales de tipo
estrogénico, se administraron en combinacion con DHT. Los tratamientos con 5aLNG +
DHT o 3aLNG + DHT fueron los Unicos capaces de activar la conducta sexual de los sujetos
a un nivel mayor que €l de los animales control que recibieron el vehiculo + DHT. Estos
resultados sugieren gque los metabolitos del LNG reducidos en el anillo A gjercen efectos
conductuales de tipo estrogénico aunque con una potencia significativamente menor que la
del E,, hallazgo que coincide con un informe reciente en donde se demuestra que los
metabolitos tetrahidro-reducidos del LNG interaccionan con el receptor de estrogenos (RE)
con una afinidad de unién relativa significativamente menor que ladel E, y que son capaces,
a muy altas dosis, de transactivar un sistema de levaduras estrogeno-dependiente
cotransfectado con el gen del RE humano y con elementos de respuesta a estrégenos unidos
a un vector reportero de la b-galactosidasa (Santillan y cols., 2001). El efecto estrogénico
débil del 5aLNG y del 3aLNG pudo ser el factor que determiné que no se observaran
efectos facilitadores significativos sobre los parametros de motivacion sexual (latencias de
monta y de intromision, intervalos inter-intromision y posteyaculatorios) en respuesta a estos

tratamientos.



La potencia de los efectos conductuales estrogénicos gjercidos por dosis altas de los
derivados del LNG reducidos en el anillo A fue significativamente menor que la de los
metabolitos correspondientes de NET, previamente descritos (Morali y cols., 1990),
observaciéon que se correlaciona con sus diferentes afinidades de unién a RE (Chéavez y
cols., 1985; Santillan y cols., 2001) y también con los efectos estrogénicos observados en
humanos y en ratas luego de la administracion de NET (Etchegoyen y cols., 1983; Larreay
cols., 1984; Pérez-Palacios y cols., 1981; Vilchisy cols., 1986).

En forma interesante, la observacion de que e 33 % de las ratas castradas tratadas
con el vehiculo + DHT, utilizadas como grupo control, exhibieron conducta copulatoria
completa, confirma resultados previos indicando que la DHT a dosis atas es capaz de
regtituir la conducta sexual de animales castrados, sexualmente expertos, de diversas
especies de mamiferos (Meisel and Sachs, 1994; Whalen y cols, 1985). Nosotros hemos
sugerido que los efectos conductuales de la DHT son gjercidos por su propia potencia
androgénica y por los efectos estrogénicos de sus metabolitos no-fendlicos, los 3b,5a- y
3a,5a-androstandioles (Moraliy  cols., 1994).

Los resultados de este estudio en su conjunto, demuestran que el LNG a altas dosis
induce efectos androgénicos tanto a nivel central como periférico y unaactividad estrogénica
débil mediada por sus productos de conversion metabolica. Los datos sefialan el papel del
metabolismo del LNG para explicar algunos efectos inducidos por dosis muy altas,
suprafarmacoldgicas, de esta progestina sintética.



IX. CONCLUSIONES

Los resultados de esos dos estudios aportan informacion acerca de la capacidad de
MENT y del LNG y sus metabolitos, esteroides sintéticos con acciones androgénicas
potentes y efectos estrogénicos préacticamente nulos (MENT) o muy débiles (LNG y sus
derivados), para regtituir la conducta sexual de larata macho castrada.

1) MENT es un andr6égeno muy potente para restituir la conducta sexual de la rata
macho castrada.

2) Este efecto parece no requerir de su 5a-reducciéon ni de acciones estrogénicas
adicionales.

3) El hecho de que MENT no se 5a-reduzca no le impide gercer una alta potencia
androgénica sobre la expresion de la conducta sexual, pero puede ser la razon de que su
potencia androgénica periférica sea comparativamente menor.

4) LNG es una progestina con acciones androgénicas casi tan potentes como lasde T
para restituir la conducta sexual de la rata macho castrada y para inducir el crecimiento de
los 6rganos sexuales accesorios, al menos a la dosis de 1000 ng diarios.

5) La5a-reduccion del LNG reduce sus efectos androgénicos sobre la conducta sexual
y permite una débil expresion de efectos estrogénicos (5a-LNG y 3a-LNG).

6) Los efectos androgénicos del LNG sobre la conducta sexual se pueden considerar
potentes dado que se gjercen sin la participacion o s6lo muy débil, de una accidn estrogénica
de sus metabolitos.

7) LNG per se gjerce efectos androgénicos periféricos.

8) Laba-reduccion del LNG reduce sus efectos androgénicos periféricos.
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an Androgen That Does Not Undergo S«-Reduction’

GABRIELA MORALI* ANA ELENA LEMUS," RAUL MUNGUIA > MARCELA ARTEAGA, GREGORIO
PEREZ-PALACIOS,*® KALYAN SUNDARAM ® NARENDER KUMAR® and C. WAYNE BARDIN®

Division of Pbharmacology,’ Biomedical Research Unit IMSS, Department of Reproductive Biology'
UAM-Fztapalapa, and National Institute of Nutrition S. Zubirdn,® Mexico City, Mexico 14000
The Population Council® New York, New York 10021

ABSTRACT

The synthetic steroid Fa-methyl-19-nortestosterone (MENT) binds with high affinity to the androgen receptor and exerts
biological effects at some peripheral target tissues with a pokency greater than that of nawrally occurring androgens. In vivo,
MENT docs not underge enzymatic Se-reduction and as a consequence, its biologic action on prostate and other organs of
the male reproductive tract is not amplified as is that of testosterone (T). Thus, in castrated ats, a dose of MENT that will
maintain normal muscle mass and gonadotropin levels will not malntain normal prostate and seminal vesicle welghts, To in-
vestigate the ability of MENT to restore male sexual behavior in castrated rats, varying doses of MENT acetate were admin-
Istered for 4 wk by use of s.c. mini-osmotic pumps. Animals treated with T acetate {200 pg/day) and nontreated intact ani-
mals served as positive contrels, while a group of animals receiving vehicle alone were the negative controls. Steroid acetates
are mpidly converted to T and MENT in blood. Appropriate sterold delivery was assessed by measurement of serum andro-
gen concentrations. Male behavioral parameters were recorded twice per weeke At the end of treatment, the weights of sex
accessory organs were also recorded. The administration of MENT acetate at daily doses of 100 pg and 10 pg induced full
copulatory behavior in a manner similar to that observed with doses of 200 pg T acetare. Analysis of detailed parameters of
sexual activity revealed that the higher dose of MENT (100 pg/day) restored full cjaculatory behavior comparable with that
observed in nontreated intact animals, whercas animals receiving 10 pg/day MENT exhibited longer ejaculation latencies and
postejaculatory intervals that were similar to those of T acetate (200 pg/day ) treated znimals, It is significant that the lower
dose of MENT acetate (5 pg/day) was also able to stimulate cjaculatory behavior in most animals, although in a smaller
proportion of tests and with longer kitencies. The results demonstrate that MENT acetate was highly potent in promoting sexual
behavioral activity as determined in castrated rats. We conclude that activation of male sexual behavior in rais does not re-

quire A-ring reduction of the androgen molecule,

INTRODUCTION

Even though the mechanisms involved in the hormonal
regulation of male sexual behavior in rodents have been
extensively investigated, the precise role of androgens vs,
estrogens in this phenomenon has remained a controver-
sial issue [1-7]. Furthermore, studies on activation of male
sexual behavior with dihydrotestosterone (DHT), the 5o-
reduced metabolite of testosterone (T), have yielded con-
flicting results [1, 7-9]. Reports from several laboratories [10-
13] have demonstrated that DHT displays a synergistic ef-
fect when administered simultaneously with estradiol-178;
however, recent evidence seems to indicate that under
physiological circumstances, testosterone, acting via the an-
drogen receptor, is indeed the key agent responsible for
activating the neurons responsible for male behavior [14].
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Studies using synthetic steroids have been instrumental in
identifying alternative modes of action, even though these
modes of action may differ from those exhibited by natu-
rally occurring hormones [15-17]. Recently, we have doc-
umented that norethisterone (NET), a nonphenolic, nona-
romatizable synthetic progestin, activates rat male sexual”
behavior through its intrinsie androgenic potency coupled
with the estrogen-like potency of its 3p,5a¢- and 3a,50-tet-
rahydro metabolites; these findings provide evidence that
NET does not require enzyme-mediated aromatization for
stimulating male copulatory activity [18].

The present study was aimed at investigating the activity
of the potent synthetic androgen 7o-methyl-19-nortestos-
terone (MENT) [19, 20] in restoring male sexual behavior
in long-term castrated adult rats. Such a study was of in-
terest since this synthetic steroid does not undergo So-re-
duction in vitro or in vivo [21, 22].

Further interest in evaluation of the behavioral potency
of MENT stemmed from the fact that this synthetic andro-
gen is highly effective in suppressing pituitary gonadotro-
pins [22], is higher in myotropic activity than in prostatic
growth-promaoting activity [22, 23), and may be suitable for
male fertility regulation as well as for androgen replace-
ment therapy.
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MATERIALS AND METHODS

Steroids

MENT acetate (7a-methyl-3-oxo-4-estrene-173-yl acetate)
was custom synthesized by Steraloids, Inc, Wilton, NH. T
acetate was purchased from Sigma Chemical Co., St Louis,
MO. These steroids were dissolved in 30% Molecusol (2-
hydroxypropyl-B-cycledextrin; Fharmatec, Inc., Alachua, FL)
in bacteriostatic water and continuously administered for
28 days via Alzet mini-osmotic pumps, model 2002 (ALZA
Corp., Palo Alto, CA) under sterile conditions. Pumps were
filled with steroid solutions at appropriate concentrations
and implanted s.c. in the interscapular region of animals.
To maintain 28-day treatment, the pumps were replaced at
the end of 14 days.

Animals

Adult male Wistar rats (425-475 g), bred in our labo-
ratory, were selected for the study on the basis of their
displaying complete sexual behavior including ejaculation
in at least three screening tests. Animals were housed in
individual cages with food and water available ad libitum
and were maintained under a reversed light-dark cycle
(14L:10D; lights-on at 1830 h). Rats were castrated under
ether anesthesia at least 60 days prior to experiments. Evi-
dence that no sexuval activity was retained was obtained in
at least two behavioral tests before steroid treatment. An
additional group of age-matched intact rats served as pos-
itive controls.

Experimenial Design

At initiation of the 4-wk study, each animal received a
pump for steroid delivery for 14 days. The pumps were
replaced at the end of 2 wk. Animals were assigned to one
of the following experimental groups: group 1 {n = 11),
which received 100 pg/day MENT; group 2 (n = 10), which
received 10 pg/day MENT; and group 3 (n = 6), which
received 5 pg/day MENT. Group 4 (n = 10), receiving T
acetate (200 pg/day), and group 5 (n = 6), consisting of
intact, nontreated animals, served as positive controls. Group
6 (n = 8) animals, treated with vehicle only, acted as neg-
ative controls.

Bebavioral Assessmert

Male sexual behavior was evaluated by standardized
iechniques [1, 4, 24, 25]. Tests began on the day of implan-
ation of the mini-osmotic pumps (test 0) and continued
thereafter twice per week for 4 wk. Tests were performed
during the dark phase of the cycle under dim red light, Rats
were placed in plexiglas observation cages (60 X 60 x 42
cm), and after a 5-min adaptation period, each was pre-
sented with a receptive female. Stimulus females received
5 pg estradiol benzoate three times per wk and 0.5 mg
progesterone 4 h before testing. The number of mounts

and intromissions as well as the mount, intromission, and
ejaculation latencies and the postejuculatory interval were
recorded. The test was ended in one of the following cir-
cumstances: 1) at 15 min afier the presentation of the fe-
male to the male if no intromission had occurred by that
time: 2) at 30 min afier the first intromission if no ejacu-
lation bad occurred; or 3) after the first intromission fol-
lowing ejaculation.

The rate of copulation and its efficiency were evaluated
as the interintromission interval and the hit rate, respec-
tively. The interintromission interval is the result of divid-
ing the ejaculation latency by the number of intromissions
or of dividing 30 min by the number of intromissions when
no ejaculation occurs. The hit rate is the result of dividing
the number of intromissions by the total number of mounts
plus intromissions displayed by the animal in a given test;
it renders an estimation of the efficiency of the consum-
matery mechanism [24, 25]. After completion of the last be-
havioral test, blood samples were withdrawn by cardiac
puncture and centrifuged, and serum was stored ar —20°C
until assayed. Serum levels of T and MENT were deter-
mined by specific radicimmunoassays described earlier
[15, 26]). Animals were killed by overexposure to ether, and
ventral prostate and seminal vesicles were removed and
weighed to the nearest 0.1 mg.

Statistical Tests

Proportions of sexually active animals and proportions
of tests in which animals were active were analyzed by Fish-
er's test and X* test; the number and latencies of behavioral
responses and the ongan weights were analyzed by the Mann-
Whitney U-test and Student’s f-test, respectively. Group dif-
ferences were considered significant when p < 0.05 was
reached (rwo-tailed test) [27].

RESULTS

Administration of MENT to long-term castrated rats in-
duced male sexual behavior in a dose-dependent manner.
Indeed, MENT at daily doses of 100 pg, 10 pg, and even 5
pg was effective in restoring mounting, intromission, and
ejaculation activitles in most rats (84-100%), while at a dose
level of 1 pg/day it was completely ineffective. Castrated
animals receiving T (200 pg/day), used as the positive con-
trol group, displayed a full copulatory behavioral pattern
identical 1o that chserved in the age-matched intact, un-
treated rats (Fig. 1, Table 1),

The occurrence of mounting, intromission, and ejacu-
lation in animals treated with 100 pg/day MENT was iden-
tical 1o that seen both in animals treated with 200 pg/day
T and in intact, nontreated animals, as assessed by the pro-
portion of positive tests (Table 1). Similar results were ob-
served in animals treated with 10 pg/day MENT, although
a slight delay in the appearance of ejaculatory responses
over the course of reatment was observed (Fig, 1). A lower
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FIG, 1. Cumulative percentage of castrated rats that showed mount-
ing, intromission, and ejaculation during 4 wk of treatment with testoster-
one acetate (T) {200 pg/day), with MENT acetate (MENT} (100, 10, or 5 pg/
day), or with vehicle. Intact, untreated rats served as a control group, Ve-
hicle-treated animals did not exhibit efaculation. *p < 0.01; **p < 0.001 as
compared to the T-treated group.

dose of MENT (5 pg/day) was less effective (Fig. 1). When
MENT was administered at a daily dose of 1 pg/day 1o a
group of four rats, no effecs upon copulatory behavior were
seen, although sporadic mounting activity was elicited (data
not shown).

Detailed analysis of copulatory parameters further dem-
onstrated that the potent behavioral activity of MENT was

dose-dependent. Full restoration of copulatory behavior in
long-term castrated animals to levels similar 1o those ex-
hibited by intact males was attained with 10 pg/day MENT
as revealed by the interintromission interval, the hit rate,
and the mount and ejaculation latencies (Table 1). More-
over, the intromission latencies in these treated rats were
shorter than those of age-matched intact animals, indicating
a beter copulatory performance, Animals treated with 10
pg/day MENT exhibited copulatory parameters compara-
ble to those of the T (200 pg/day)-treated group. Admin-
istration of MENT at 100 pg/day resulted in an overreplace-
ment: thus, animals receiving this dose exhibited significantly
shorter interintromission intervals and efaculation laten-
cies, and significantly higher hit rates, than those observed
in both untreated intact rats and testosterone-treated cas-
trates. Administration of MENT at 5 pg/day elicited full sex-
ual behavior in castrated animals; however, the copulatory
performance was significantly slower than that exhibited by
intact, untreated rats and castrates treated either with T or
with MENT at higher doses, as indicated in Table 1.

The effect of MENT administration upon weights of ven-
tral prostate and seminal vesicles in the study groups was
also dose-dependent, as shown in Figure 2. Treatment with
MENT at 100 pg/day was more effective than 200 pg/day
T in inducing a significant increase in ventral prostate (p
< 0.01) and seminal vesicle (p < 0.05) weights. However,
the weights of sex accessories in these animals were lower
than those of intact nontreated control animals. At 10 pg/

. day, MENT also induced a significant increase in ventral

prostate and seminal vesicles weights, although with less
potency, whereas at 5 pg/day MENT was ineffective.

Measurement of serum MENT (ng/ml) at the end of the
reatment period revealed that concentrations were dose
related in all experimental groups (mean  SD): group 1,
0.75 = 0.5; group 2, 0.17 % 0.07; and group 3, 0.08 = 0.02,
Serum MENT concentration in individual animals within each
treated group did not correlate with their behavioral per-
formance. Serum T level in the T-treated group was 231
+ 0.25 ng/ml

Statistical analysis via the Allfit computer program [28],
used to compare the dose-response effects of MENT with
data from intact untreated rats and T-treated castrates from
this and previous studies, indicared that MENT was three to
four times more potent than T in restoring sex accessory
organ weight. To assess sexual behavior restoration, the data
from MENT- and T-treated animals were compared with those
from the intact rats used as controls. The results indicated
that the potency of MENT was approximately 20 times higher
than that of T.

DISCUSSION

The results presented herein provide evidence that the
synthetic androgen MENT is an effective agent for restoring
full male copulatory behavior in long-term castrated rais,
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TABLE 1. Paramaters of sexual activity displayed by castrated male rats at the end of various ireaiments.

Intaet Testosterong MENT MENT MENT Vehicle
untreated 200 pg/day 100 g fday 10 pg/fday 5 pg/day

Parameters of sexual activity [n = B) {m o= 10) tn=11) {n =10} in =8 [n = B}
% Rais with mount 100 100 100 100 a0 38
% Rats with intramission 100 00 100 100 100 el
% Rats with ejaculation 100 100 100 a0 B4 o
% Tests with mount 93 100 o7 100 79" o
% Tests with intromission 90 S8 95 a1 B g5
% Tests with sjaculation a7 94 a2 o 40 o=
Interintromission interval [sec)* ‘B4.GD = B.AD 54,20 = 3.39 31.50 = 1.45" 7B.80 = 397° 130,60 = 14.80" 373.27 = 28.34"
Hit rate® 0.54 = 0,02 057 = 0.02 0.68 = 001" 052 = 0.0 037 = o002 025 = 0.02%
Mount latency min}t 1.02 0,63 0.27 0.89 322" 8.B2"
Intromission latency (minit 347 0.84 070" 1.68" 4,82 B
Efaculation latency (min)t 581 10.29 5.87* 8.31 20.23% =—
Post-gjaculatory Interval (min}t 530 7.06 576" 7.08 10.60° ==

*p < 0.05, % < 0.01, “p < 0.001, as compared to the 200-ig T-treated group.
*p < 0.05, *p < 0.01, 'p < 0.001, as compared to the intact, untreatad group.
*Mean + SEM.

tMedian.

with a potency remarkably higher than that of testosterone.
MENT has been shown to restore ejaculatory response
electrical stimulaton in rhesus monkeys in which sper-
matogenesis and ejaculatory response has been abolished
by continuous administration of a potent LHRH agonist via
osmotic pumps [29]. It has also been reported that 7a-methyl-
19-nortestosterone 17-{1-adamantoare), another MENT es-
ter, was able to restore sexual activity in castrated male rab-
bits [30). The present study compared the behavioral po-
tency of MENT, continuously administered at four dose levels,
with an effective behavioral replacement dose of T (200 pg/

EX] VENTRAL PROSTATE
[ED SEMIMAL VESICLES

3008

200y

INTACT TZ00ug  MENTKOug MENT)Oug  MENT,Sug  Vehicls

FIG. 2. Effect of 4 wk of treatment with testosterons acetats [T) {200
g fday), MENT acetate (MENT) (100, 10, or § ug/day), or vehicle on ac-
cessory sex organ growth as compared to the organ weights of a group
of intact rats (mean = SD).

day) in long-term castrated rats. Steroids were acetylated at
position 17 to enhance their release from implant delivery
Systems.

When MENT was given at 10 pg/day, it elicited complete
male copulatory behavior with an efficiency comparable o
that ohserved in animals treated with the replacement dose
of testosterone. Bath MENT (10 pg/day)- and T (200 pg/
day)-treated proups exhibited sexual activity parameters
identical 1o those observed in intact, nontreated animals.
Administration of MENT at a higher dose (100 pg/day) re-
sulted in a behavioral overreplacement in long-term cas-
wrated rats. In fact, animals receiving MENT at this dose level
presented significantly shorter interintromission intervals
and ejaculation latencies and higher hit rates as compared
to both T-treated and intact untreated rats. Experiments us-
ing lower doses of MENT revealed that this synthetic an-
drogen was still effective at the dose of 5 pg/day in elic-
iting sexual behavior, although with lower potency, whereas
the dose of 1 pg/day was not effective at all. From these
data it was concluded that the behavioral potency of MENT
was dose-dependent and that its effect for full restoration
of copulatory behavior in the castrated rat was approxi-
mately 20 times greater relative to T.

The striking observation that MENT—an androgen that
does not undergo Se-reduction—activates the neural sub-
strate for expression of male sexual behavior with a po-
tency greater than that of testosterone, Suggests strongly that
enzyme-mediated Sa-reduction of androgens may not be
required to exert this effect. Indeed, the metabolism of MENT
differs from that of T in that MENT is not bioconverted to
sa-reduced metabolites [21, 22]. This pharmacological ob-
servation is in line with the data of McGinnis and Dreifuss
[14], who have proposed that under physiological circum-
stances, testosterone rather than dihydrotestosterone plays
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a major role in the reguliation of masculine sexual behavior
in the rat, Further support for this concept derives from
findings that administration of Se-reductase inhibitors does
not suppress male sexual behavior in several species [31-
331

The higher behavioral potency of MENT as compared
with T correlates well with its potent antigonadotropic and
anabolic bioactivities in the castrated rat. Thus, MENT is 25
times more effective than T for suppressing serum gonad-
otropin levels and 11 times more potent for increasing the
weights of bulbocavernosus plus levator ani muscles [22]

Examination of sex accessories in the present study re-
vealed that MENT induced a dose-dependent increase in
prostate and seminal vesicle weights, as has been previ-
ously reported [22] The steroid responsiveness of sex ac-
cessories in the present study differed from that reported
previously [22] because in the present study, the animals’
body weight was higher and the postcastration interval be-
fore initiation of androgen treatment was longer. Interest-
ingly, the MENT-induced androgenic effect was significantly
less potent than the behavioral effect. Thus, a dose of MENT
(10 pg/day) that was sufficient to restore full behavioral
function in castrates elicited a rather minor androgenic ef-
fect in the reproductive wact. Furthermore, MENT at a higher
dose (100 pg/day) did not completely restore sex acces-
sory weight. The cbservation that MENT was only 3—4 times
more effective than T in restoring prostate and seminal ves-
icle weights confirms the concept that the biclogical activity
of this synthetic androgen in these organs is not amplified
due to its metabolic fearures.

In summary, the results of this study demonstrate that
MENT displays a remarkably high potency in inducing male
sexual behavior with relatively low effect on the prostate.
These data provide additional support for the potential clin-
ical use of this synthetic androgen as a therapeutic agent.
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Abstract

Levonorgestrel (LNG), a contraceptive progestin, exhibits, besides its progestational activity, other hormone-like effiects at the peripheral
level, To assess whether LNG and its metabolites exert androgenic and/or estrogenic actions at the central nervous system (CNS), their effects
on male sexual behavior in castrated rats were examined. LNG, So-dihydro LNG (50LNG}), and the 3o,50- and 38, 5a-tetrahydro derivatives
of LNG (30LNG and 3PLNG, respectively) were administered for 3 weeks either alone (1000 j:g/day) or in combination (300 pg/day) with
Sni-dihydrotestosterone (DHT, 300 pafday) or with estradiol-17( (Es, 5 pg/day). Copulatory behavior was assessed twice per week and sex
accessory organs weights recorded at the end of treatmenis. LNG restored full copulatory behavior comparable to that of testosterone treated
animals, although with a slight delay, whereas 5aLNG induced male sexual behavior in a significanily lower number of subjects. 38LNG and
3aLNG induced mounting but failed to restore intromission and ejaculation, Combined LNG+ E. trestment fully activated mounting and
intromission, but ejaculation was only partially restored. Combined 5aLNG + Ea treatment and the combinations of 3aLNG or 33LNG with
E; were significantly less effective, activating fewer intromissions and ejaculations. 3nLNG and 3aLNG, in combination with DHT, restored
male sexual behavior. LNG, but not its metabolites, induced a significant increase on the weight of sex accessory organs, The overall results
demonstrated that high doses of LNG induce a potent androgen agonistic behavioral effect and that its A-ring reduction diminishes this
potency and enables a shift towards a weak estrogen-like effect.

i 2002 Elsevier Science Ine. All rights reserved. -

Keywords: Male sexunl behavior; Levonorgestrel, Contraceptive progesting; Levonorgestrel metabolites; Androgenic effects of levonorgestrel

1. Introduction

Levonorgestrel (p-(l-norgestrel), LNG) is a totally syn-
thetic 13P-ethyl-substituted 19-nor progestin (Smith et al.,
1963) widely used either alone or combined with ethinyl-
estradiol in a variety of contraceptive formulations including
pills, injectubles, medicated intrauterine devices, subdermal
implants, vaginal rings, and more recently, emergency
coniraceptive pills (Ball et al., 1991; Cravioto et al., 1997
Garza-Flores et al., 1991; Piaggio et al., 1999; Sivin and
Stern, 1994; Thau and Jackanicz, 1994; WHO, 1998), LNG

" Comesponding author. Tel/fx: +52-55-3588-0100x 1441,
Eemail address: pperezpaliaol.com (G, Péree-Palacios),

induces hormene agonistic effects other than that of iis
progestational activity. Indeed, LNG specifically binds with
high affinity to the mineralocorticoid (Kuhl, 1996; Rebar
and Zeserson, 1991) and androgen intracellular receptors
{Cabeza et al,, 1995; Lemus et al., 1992; Phillips et al.,
1920} and exerts the corresponding effects with a relatively
high potency. On the contrary, the estrogen-like actions of
LNG have remained as a controversial issue. It has been
well documented that LNG, at high concentrations, induces
cell growth and proliferation of breast cancer cells (Cather-
ino et al., 1993; Schoonen et al., 1995ab; Van der Burg,
1991; Van der Burg et al., 1992)}—an effect that is precluded
by steroidal anti-estrogens but not by anti-progestins (Cath-
erino et al.,, 1993)—supgesting that the estrogen-like effects
of LNG are mediated by the estrogen receptor (ER).

Q09305725 — see front matter © 2002 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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However, a number of experimental evidences have dem-
onstrated that the LNG molecule does not interact at all with
ERs (Kuhl, 1996; Rebar and Zeserson, 1991) indicating that
this synthetic progestin does not induce estrogen agonistic
effects.

A number of studies have shown that LNG undergoes
extensive peripheral metabolism (Stanczyk and Roy, 1990)
and biotransformation to A-nng-reduced derivatives at hor-
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mone-sensitive organs (Cabeza et al., 1995; Lemus et al,
1992), in a similar manner to that reported for naturally
occurring androgens (Martini, 1982; Pérez et al, 1973;
Pérez-Palacios et al., 1970) and for other synthetic 19-nor
progestins (Larrea et al., 1987; Lemus et al, 2001), The
observation that A-ring reduction of progestins of the 19-nor
series may modulate the expression of their hormone-like
effects (Lemus et al., 2000; Pérez-Palacios et al,, 1993) at
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Fig. 1. Intrinsic behavioral effects of LNG and its A-ring-reduced metnbolites. Results are presented as cumulative pereentages of castriled male rats showing
mount, intremission, and cjaculation during 21 days of weatment {1000 jgiday) with LNG, 5aLNG, 3nLNG, or 3ALNG. Castraied ris treated with T (1 000
jig/day) or vehicle (VEH) scrved as controls. LNG restored full copulntory behavior in the treated Ss { P<.001, as compared to VEH), while Seereduction of
LNG resulted in a decrease of its behavioral effect (LNG metabolites, percentage of S5 with ejaculation: P<.01, as compared to LNG or T, Fisher Exact
Probability Test). 5
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both peripheral and central nervous system (CNS) levels
prompled us to investigate the androgen and/or estrogen
agonistic behavioral effects and potency of LNG and three
of its A-ring-reduced metabolic conversion producs in the
long-term castrated male rat. Activation of masculine sexual
behavior was used in this study as a screening experimental
model, taking advantage of its well-documented hormone-
repulated expression in rodents, The behavioral effects of
LNG and its metabolites were assessed by giving them
alone, as well as by their capability to synergize with either
estradiol-173 (E2) or Sa-dihydrotestosterone (DHT). The
peripheral hormone-like activity of the synthetic steroids
was assessed by their cffects on the ventral prostate and
seminal vesicles of the castrated animals.

Further interest in the conduction of this study stemmed
from the observation that enzyme-mediated So-reduction of
the molecule of norethisterone (NET), another 19-nor con-
traceplive progestin, enhances its binding affinity for the
androgen receptor (AR) (Chavez et al, 1985), but unex-
pectedly diminishes and almost abolishes its androgen
agonistic effects (Lemus et al., 1997).

2. Materials and methods
2.1, Steroids

Testosterone (T), DHT, and E; were supplied by Sigma
(St. Louis, MO). LNG was kindly provided by Schering

Mexicana, S.A. de C.V. (Mexico City). The Sa-reduced
derivative of LNG, Sa-dihydro LNG (5aLNG), was syn-
thesized by lithium-ammonia reduction of LNG, crystallized
from ethyl acetate-hexane, and purified by flash chromato-
graphy (Still et al., 1978). The 3o, Sce-tetrahydro derivative
of LNG (3aLNG) was prepared from reduction of 5alNG
with L-selectride under anhydrous conditions (Brown and
Krifinamurthy, 1972), A mixture of 3olNG (98%) and
3B, 5a-tetrahydro LNG (3BLNG) (2%) reduced denivatives
was obtained. Synthesis of 3BLNG was carried out by
sodium borohydride reduction of 5oLNG (Bowers et al.,
1958). The resulting epimeric alcohols were separated by
flash chromatography using the system ethyl acetate—hex-
ane (3:7). The chemical purity of LNG and its derivatives
was assessed by their melting points, HPLC behavior,
infrared absorption, and H-nuclear magnetic resonance.
The physical and spectroscopic constants of the A-ring-
reduced LNG derivatives have been previously deseribed
{Lemus et al., 1992).

2.2, Animals

Subjects (Ss) were 80- to 90-day-old (260-290 g body
weight) male Wistar rats bred in our laboratory and selected
on the basis of their display of the whole pattern of sexual
behavior including ejaculation, in at least three screening
{ests. Animals were housed in individual cages with food
and water available ad libitum, and were maintained under a
reversed light—dark cycle (0830 h off, 1830 h on). All rats

Table |

Parameters of sexual activity displayed by castrated male rats under the various steroid daily treatments for 21 days
T, LNG, 5aLNG, 1alNG, FBLNG, Vehicle
1000 pg 1000 g 1000 pg 1000 pg 1000 pg (n=10)
{n=10) n=T) (n=48) (n=10) (n=T)

% S5 with 100***, L= =, 100*=*, 40, gse=, 20,
mounting, 100% ==, G, T, 20t 28!, o't
intromission, and 100% = G+ ages M ottt o o't
ejaculation

% Tests with 3=, Gzeeet, Goree, aght: ag=t 10!
mounting, gieww 29""”" 33-0-.1". 3HII 17 %A ot
intromission, and j5een - LELEAL 132, ottt o' o'
ejaculation

Mount lateney (min}* L7211 26507 50164 10,5071 1620847 13.420.5"

Intromission 20+1.1 28+0.8 37+10 11.9+08" 122001 -
latency (min}*

Ejaculation 93+l 4 13430 10,7£3.5 - - -
Iatency (min)*

Postejaculatory 74+08 167261 12041.8 - - -
interval {min)"

Interintromission 0.9+0.1 1.820.4' 2404 27405 4110 -
interval (min)*

Hit rate® 0682004 0.53£0.07 0.3020.07" 0.32+0.04" p2420m" ~

" Mean+ S EM, of the last two behavior) tests,

* pe (5, as compared to the vehicle-treated grovp.

** p< 01, as comparcd to the vehicle-treated group,
=+ P 001, as compared 1o the vehicle-treated group.
f P<.05, as compared to the T-ireated group.

" p< 01, as compared to the T-treated group.

M pe 001, as compared 1o the T-treated group.



954 G. Morali o al, ¢ Pharmacology, Biochemistry and Behavior 73 (2002} 951-961

were castrated under ether anesthesia at least 90 days before
experiments. Evidence that no intromission and ejaculation
were retained before the onset of steroid treatments was
obtained in at least two behaviorl tests. All experiments
were performed in accordance with the NIH Guide for Care
and Use of Laboratory Animals and approved by the
Research Ethics Commitice of the Instituto Mexicano del
Seguro Social.

100 1

E

2.3. Experimental design

All steroids were subcutancously administered dissolved
in 10% ethanol—com oil. Injection volumes were (0.1-0.2
ml. Groups of rats were subjected to one of the following
treatments: Group 1: One of the following steroids alone
(1000 pg/day): T (p=10), LNG (n=T), 5aLNG (n=8),
IaLNG (1= 10), and 3BLNG (n=7) Group 2: E; (5 pg/

CHT+E,
LMNG+E,
SalMNG+E;
JalNG+E,
PLNGHE,
VEH-+E,

on e *r ¢ 0

(=]
-
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e

%, S5 WITH INTROMISSION
58 3

IEJO'|
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%o 55 WITH MOUNT

20 |

] T T T
0 I 2 3

MUIMEBER OF TESTS

Fig. 2. Androgen-like behavioral effeets of LNG ond its A-ring-reduced metabolites, as assessed by their ability to synergize with E;, Results are presented as

cumulative percentages of castrated male rats showing mount, intromissian, and cjaculation during 21
3ULNG (300 jg/day) in combination with Ex (3 peiday). Castrated rats treated with cither DHT (300 ug/day) or vehicle, in combi

days of treatment with LNG, 5alNG, 3oLNG, or
nation with E; (5 pg/doy)

served a5 controls. LNG restored intromission behavier in most Ss (86%) and ejaculution in 43% ( P<.05, us compared to VEH + Ea, Fisher Exact Probability
Test), while its So-reduced metabolites were less cffective { 2= .01, 25 compared to DHT +E;, Fisher Exact Probability Test).
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day) plus ene of the following steroids (300 pg/day): LNG
(n=T), 5aLNG (n=8), 3aLNG (n=7), 3LNG (n=T)
Group 3: combination of DHT (300 pg/day) with one of
the following steroids (300 pg/day): LNG (n=8), 5aLNG
(n=8), 3aLNG (n=R8), or 3PLNG (n=8). Additional
groups of animals that received E; (5 pgfday) (n=10),
DHT (300 pgiday) (n=12), or vehicle alone (n=10) for
21 consecutive days, were used as negative controls; ani-
mals (= 8) receiving DHT (300 pg/day) plus E; (5 pg/day)
served as positive controls. The doses of steroids used in
this study were chosen on the basis of previous studies using
naturally occurring androgens (Morali et al,, 1994) or
synthetic progestins (Morali et al., 1990%, which exhibited
androgenic and/or estrogenic behavioral effects when
administered in similar dose schemes.

2.4. Behavioral assessmemt

Male sexual behavior was evaluated by standard techni-
ques (Beyer et al., 1973; Larsson, 1979; Morali et al., 1990,
1993, 1994; Meisel and Sachs, 1994). Tesis began on the day
of the onset of treatment (Day 0) and continued thereafier
twice a week until Day 21. Tests were done during the dark
phase of the cycle under dim red light. Rats were placed in
Plexiglas observation cages (60 x 60 x 42 em), and aftera 5-
min adaptation period, each subject was presented with a
recepiive female. Stimulus fernales received 5 pg E; benzoate
three times per week and 0.5 mg progesterone, 4 h before

testing. The results are presented as cumulative percentage of
responsive animals to facilitate comparison with previous
studies in which the androgenic and/or estrogenic behavioral
activities of naturally occuwrring androgens (Beyer et al.,
1974; Morali et al., 1993) and synthetic progestins (Morali
et al., 1990) were assessed in castrated male rats,

The number of mounts and intromissions as well as the
mount, intromission, and ejaculation latencies, and the
postejaculatory interval, were recorded and measured, The
test was ended in one of the following circumstances: (1) 15
min after the presentation of the female to the male if no
intromission occurred, (2) 30 min after the first intromission
if no ejaculation had occurred, or {3) afier the first intro-
mission following ejaculation. The rates of copulation and
its efficiency were evaluated as the interintromission inter-
vals and the hit rates, respectively, The interintromission
interval results from dividing the cjaculation latency by the
number of intromissions, or by dividing 30 min by the
number of intromissions when no ejaculation occurs; the hit
rate results from dividing the number of intromissions by
the total number of mounts plus intromissions displayed by
the subject in each test; it renders an estimation of the
efficiency of the consummatory mechanism (Larsson, 1979;
Sachs and Barfield, 1972). The results of the behavioral
parameters analyzed were expressed as the average values
obtained in the last two tests (Days 18 and 21 of the
experiments) to avoid changes frequently observed in the
course of steroid treatments. After completion of the last

Table 2
Parameters of sexual activity displayed by castrated male rats under the various steroid daily treatments for 21 days
DHT+E;, LNG +E;, SaLNG+E;, I6LNG+E;, IALNG+E;  Vehicle+Eq,
300 and 300 and 300 and 300 and I0and | 02 mland
5 pg (n=8) Spg(n=T 5 g (n=8) Spg(n="7) Spg(n=7) 5 pg (n=10)
% Ss with mounting, 100, 100, 100* 100, 86, 43" 75, sof, 25" 100, 57, 14™ 100, 28, o' 100, 60, 10M"
mtromission, and
ejaculation
% Tests with mounting, D5 JTeee pIeee 90, GT* ", a4b it 54..m‘ 291"II gitt Nhrz'rn1 5t R&, “,In.uﬂl -”r_ 2]"1. it
intromission, and
ejaculation
Mount 0.6:0.3* 2209 4.2£2.0! 2.420.7! 3108 392000
latency {min)®
Infromission 2041.1 27104 30413 7.6+22 B4x62 10411
latency (min)*
Ejaculation 11322 19.2£2.4! 19.1£38 16.2 - 290
latency (min)®
Postejaculatory 9512 12245344 B6£07% 884 - 8.7
interval {min)®
Interintrommission 1O£0.0* 25:04" Sax2,1" 7.2x08"M g0£20M 5.1+2.6'
interval {min)” ]
Hit rate® 0.68£0.03% 0380041 024 +0.06' n232004'" 015001 0322005

* Mean+S.EM. of ihe last two behavioral tests.

* P<.03, as compared to the vehicle + Ex-treated group.
*** P=<,001, a8 compared to the vehicle+ Ey-treated group.
! P< 05, as compared to the DHT + Ep-treated group.

" p< .01, as compared to the DHT + Ex-treated group.

MY P 001, as compared to the DHT + Ej-treaied jgroup.
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behavioral test, 8s were killed by overexposure to ether, and of the proportions of tests in which Ss were active was done
ventral prostate and seminal vesicles were removed and by +” tests. Numbers and latencies of behavioral responses
weighed to the nearest 0.1 mg. were compared between groups by repeated measures
analysis of variance followed by Tukey tests or Mann—

2.5, Statistics Whilney [/ tests when appropriate. Organ weights were
analyzed by the Student’s r test. Group differences were

The proportions of sexually active animals were ana- considerad significant when P <.05 was reached (two-tailed

lyzed by the Fisher's Exact Probability Test, while analysis test) {Montgomery, 1991).

£, +DHT
LNG+DHT
SalMNG+DHT
3alNG +DHT
IPLNG+DHT
VEH+DHT
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Fig. 3. Estrogen-like behaviorl effects of LNG and its A-ring-reduced metabolites, as assessed by their ability to synergize with DHT. Results are presented as
curnulative percentages of castraled male rals showing mount, intromission, and ejaculation during 21 doys of wreatment with LNG, 5aLNG, 3aLNG. or
IHLNG {300 pg/day) in combination with DHT (300 pg/day). Castrated rats treated with cither E; (5 jug/day) or vehicle, in combination with DHT (300 pg/day)
served as controls. Slight estrogenic effects were exerted by Seereduced metabelites of LNG (S0 and 3aLNG), since non-significant differences were found in
the pereentages of Ss with cjaculation as compared to Bz + DHT (Fisher Exact Probability Test),
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3. Results
3.1 Effects of LNG and its derivaiives given alone

Highly significant differences ( £<.01) between groups
were noticed in terms of the incidence, the number, and
emporal characteristics of behavioral responses (Fig. 1;
Table 1).

LNG treatment fully restored copulatory behavior m
long-term castrated rats, All Ss treated with LNG presented
mounting behavier and most of them (86%) displayed
intromission and ejaculatory behavior, although with a
slight delay over the course of treatment (Fig. 1). The
delayed onset of intromission and ejaculatory behaviors
conditioned a low percentage of lests with intromission
(29%) and with ejaculation (24%) in this group (Table 1};
however, once the Ss started to gjaculate, the incidence of
ejaculatory responses increased significantly (45%), as its
was recorded in the last three tests. LNG-treated animals
presented hit rates and intromission and ejaculation latencies
similar to those of control animals treated with T (Table 1).

5alLNG partially restored the copulatory behavior of
castrated animals (Fig. 1), but only a proportion of them
(38%) displayed ejaculatory responses in a lower percent of
tests than LNG or T-treated rats (Table 1). Animals treated
with 5aLNG exhibited significantly longer interintromis-
sion intervals (P=<.01) and lower hit rate values (P<.01)

but similar response latencies than those of animals receiv-
ing LNG or T (Table 1).

Treatment with the 3cLNG or 33LNG derivatives stimu-
lated mounting and intromission responses in a low propor-
tion of tests (27% and 3%; 48% and 17%) and it was totally
ineffective to restore ejaculatory behavior in castrated rals
(Fig. 1, Table 1). Mounting latencies of animals treated with
IBLNG were similar to those of LNG- or T-treated rats
(Table 1).

3.2, Effects of LNG and its derivatives given in combination
with E-

LNG in combination with E, restored mounting and
intromission behaviors in most Ss (100% and 86%, respect-
ively) with a similar timing over the course of treatment and
in a similar pereent of tests as those of the DHT + E; control
group (Fig. 2). However, ejaculation behavior in LMNG+E:-
treated animals was activated in only 43% of Ss in 23% of
tests, values significantly lower (P<.05; P<.001) than
those of the DHT +E; control group (Fig. 2; Table 2).
Nevertheless, the incidence of ejaculatory responses exhib-
ited by LNG+E;-treated rats was significantly higher
(P<.001) than that observed in control animals receiving
vehicle + E; (Table 2).

The combination SoLNG+E; was less effective to
restore copulatory behavior in castrated rats, as compared

Table 3
Parameters of sexual activity displayed by castrated male rats under the various steroid daily treatments for 21 days
E;+DHT, LNG +DHT, 5alLNG+DHT, 3oaLNG+DHT, 33LNG+DHT, Vehicle+ DHT,
5 and 300 g 300and 300 pg 300and 300 pg 300 and 300 pg 300 and 300 pg 0.1 ml and 300 pg
(n=4) (n=8) (n=8) (n=8) (n=F8) (n=12)
9% 85 with mounting, 100*, 100*, (DO** 8%, 63, 50 £8, 63, 63 88, 88, 63 75, 50¢, 251" so', 5o, 33"
intromission, nnd
ejaculation
% Tests with mounting, opr e sﬁmlll' 53-.[“‘ 58 ..1r|_ 46:.IH_ !glll.
intromission, and Tires, 351 3= aawul 21, 19,
ejaculation ERdd |7t 23+ i AL it 14M
Mount 06+0.3* 45412 6.6212" 4.5+09' 3.0+ 1.0 35415
latency (min)”
Intromission 0% 4.6+05! 7.0£20 53%1.11 6805 6,716
latency (min)®
Efaculation 113222 231433 217225 12914 192243 14513
lateney (min)”
Postejaculatory 95+1.2° 13.2+2.5' 13.7+1.5 144210 23.9+9.7" 14.62 1.6
interval {min}"
Interintramission 10£0.0" 614" ENEYAL 26207 3.0£07" 1.8x0.4'
interval {min}"
Hit rate* 068003 0,41 £0.04" 052006 0.66+0.05 t4n=0.10" 0.58+0.09'

* Mean+5.EM. of the last two behaviorl tests.

* p< .05, as compared o the vehicle + DHT-treated group.

** p< ], as compared to the vehicle + DHT-reated group.
*2% pe (01, as compared to the vehicle+ DHT-treated group.
! p< 05, as compared to the Ex + DHT-treated group,

11 p<_01, as compared 10 the E;+ DHT treated group.

" P 001, as compared o the B+ DHT-wreated group.
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with the combined treatment of LNG+ E- (Fig. 2; Table 2).
Thus, the number of 5aLNG + Es-treated Ss achieving
intromission and ejaculation (50% and 25%, respectively)
and the number of successful tests (29% and 8%, respect-
ively) were significantly lower (P <.05) than those of
animals treated with LNG + E5, as well as of the control
group receiving DHT+E; (P<.001). The incidence and

350
300 -

230 -

150 |

WEIGHT {mg)

100 -

50 <

200

150 —

WEIGHT (ma)

100 -

50

DHI+E, LMNG+E,

350

300 -

250 =

200

150

WEIGHT {ma)

100 -

ED <

number of behavioral responses shown by animals treated
with 5aLNG + E+ were not significantly different to those of
the control group receiving vehicle+ Ex (Fig. 2; Table 2).
Administration of 3aLNG +Ea or 3gLNG + E; activated
mounting behavior in all S5, but failed to restore ejaculatory
activity. Indeed, the number of Ss in these groups displaying
intromission and ¢jaculation and the number of suceessful

SalNG+E, 3ulNG:E, JPNGHE, VEH4E,

E,+DHl LMNG+DHT  SclMNG+DHT JolNG+DHT JPLNG+DHF  VEH4DHT

TREATMENTS

Fig. 4, Peripheral androgenic effects of LNG and its A-ring-reduced metabolites, Effects of 21 days of daily treatment with LNG, SaLNG, 3aLNG, JPLNG
{1000 ig), or with their combination (300 pg) with either E; (5 pg) or DHT (300 pg), on accessory sex organ weight. Castrated rars treated with T (1000 pg),
DHT (300 jugg) + Ea (5 ped, Es (5 pgd+ vehicle (VEH), DHT (300 jug)+ VEH, or VEH alonc, served as controls. Diata are presented as menns£5.D. Bars with
different letters are significantly different from one another { #< .05, Student’s ¢ lest) when comparing either ventral prostate or seminal vesicles weights.
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tests were significanty lower than these of animals treated
with LNG + Es (£<.05) or DHT + E; (P <.001) and similar
to those of the vehicle + E» control group (Fig. 2; Table 2).

3.3. Effects of LNG and its derivatives given in combination
with DHT

LNG + DHT treatment only partially restored copulatory
belavior in castrated rats, in a similar manner to that
observed in control animals receiving vehicle+ DHT (Fig.
3: Table 3). The incidence of mounting, intromission, and
gjaculatory responses was significantly lower (P<.001)
than that of control, E; + DHT-treated animals.

On the contrary, treatments with 5oLNG+DHT or
30LNG+DHT activated a higher level of copulatory
behavior than that exhibited by control animals treated
with vehicle + DHT (Fig. 3; Table 3). Indeed, 63% of Ss
treated with these combinations displayed ejaculatory
behavior, although in a lower proportion of tests (23%)
than that observed in control E; + DHT-treated rals.

The 3BLNG+DHT combined treatment was able to
activate mounting behavior in 75% of Ss, but it had very
limited effects on intromission and ejaculatory responses,
which were not significantly different to those observed in
control animals receiving vehicle+ DHT (Fig. 3; Table 3).

3.4. Peripheral effects of LNG and its derivatives

LNG treatment significantly increased (P<.001) the
ventral prostate and seminal vesicles weights in castrated
rats, as compared with those of control Ss receiving vehicle
alone, The effects of LNG on rat sex accessories were
similar to those observed in T-treated animals (Fig. 4).
Treatment with 5aLNG induced a significantly lower effect
in ventral prostate and seminal vesicles weights, as com-
pared with LNG or T treatments. 3aLNG or 3fLNG
induced very little, if any, effect upon the weights of
ventral prostate and seminal vesicles of castrated rats
(Fig. 4).

Combined administration of LNG or its A-ring-reduced
derivatives with E; did not induce a significant modification
on sex accessory organs weights, as compared with control
Ss treated with vehicle + E; (Fig. 4). When LNG and its A-
ring-reduced metabolites were simultaneously given with
DHT to castrated animals, the ventral prostate and seminal
vesicles weights were similar to those found in Ss treated
with vehicle+ DHT.

4. Discussion

The results presented herein indicate that the integrated
analysis of male copulatory behavior in rodents is a suitable
screening model to assess the hormone-like effects and
potency of synthetic contraceptive progestins and their
metabolic conversion produets. The results also provide

information on the mode of behavioral action of LNG and
its metabolites at the CNS.

The restoration of sexual behavier in castrated male rats
observed after the administration of large doses of LNG
(1000 pg/day) was interpreted as demonstrating an andro-
gen-like agonistic effect of this synthetic progestin (Fig. 1),
particularly since the values of androgen-regulated behav-
foral parameters as the hit rate and the intromission and
gjaculation latencies in LNG-treated animals were identical
to those of T-trcated animals used as a control group (Table
1). Lower doses of LNG (300 and 500 pg/day), although
still effective, were less potent to activate copulatory behav-
jor (data not shown). The androgenic effect of LNG at the
CNS cormrelated well with its capability to restore the weight
of the ventral prostate and seminal vesicles as noticed in the
castrated LNG-treated rats (Fig. 4). These observations are
in line with the relatively high binding affinity of LNG to
the AR, at both ceniral and peripheral hormone-sensitive
tissues (Lemus etal., 1992).

The finding that 5alLNG was significantly less effective
than LNG to restore copulatory behavior in castrated rats
indicates that enzyme-mediated A-ring reduction of LNG
diminishes its androgenic activity at the CNS in a similar
manner to that observed following Sc-reduction of naturally
oceurring androgens (Meisel and Sachs, 1994; Morali et al.,
1994: Whalen et al., 1985). Even more, 5oL NG was also
significantly less potent than LNG to increase the weights of
sex accessory organs in the castrated rats. The fact that So-
reduction of LNG diminished its androgen-like potency at
peripheral organs was unexpected, since SoeLNG binds with
a relative higher affinity to the AR than LNG, its parent
compound (Lemus et al., 1992). This striking finding isin a
sharp contrast with the classic concept that Sc-reduction of
naturally occurring androgens not only enhances their
binding affinity to the AR (Liao et al., 1973; Martini,
1982) but also amplifies their androgenic effects at peri-
pheral androgen-dependent organs (Dorfman and Shipley,
1956; Liao et al., 1973). The paradoxical effect of So-
reduction upon the LNG molecule is rather similar to that
reported for the NET molecule (Lemus et al,, 1997; Morali
et al., 1990). Since the nature of this unexpected phenom-
enon has been attributed, in the case of NET, to the presence
of the ethynyl moiety at C-17 (Lemus et al., 1997) it seems
plausible to extrapolate this explanation to LNG and other
19-nor progestin molecules bearing a 17o-cthynyl group.

Further 3 or 38 reduction of the 5aLNG molecule
resulted in a complete abolishment of its androgen like
effects at both central and peripheral levels. Indeed, 3alL NG
or 3BLNG induced neither activation of copulatory behavior
nor increase of sex accessery organs weights in the castrated
rats, an observation that comelates with the lack of inter-
action of both LNG tetrahydro reduced derivatives with the
AR (Lemus et al., 1992).

Treatments of LNG and its derivatives at a lower dose
{300 pg/day) combined with E; were used to assess their
capability to synergize as androgens with the behavioral
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effects of Ea. The finding that only the LNG + E; combina-
tion was able to fully activate the copulatory behavior
pattern in castrated animals, although with lower effective-
ness than the conirol DHT 4 E; combination, demonstrated
that the unchanged LNG molecule possesses intrinsic andro-
gen-like activity, The observations that SalLNG +Ea failed
to restore full copulatory behavior and that 3olNG or
JALNG +E» were completely ineffective suggest that A-
ring reduction of the LNG molecule results in a diminution
of its intrinsic androgenic potency, confiming the results
obtained following the administration of LNG and its
metabolites alone.

To assess whether LNG and its metabolites may induce
estrogen-like behavioral effects, they were administered in
combination with DHT to castrated rats. 5oLNG +DHT and
3aLNG+DHT were the only effective combinations cap-
able to activate sexual behavior at a level higher than that of
contrel animals recciving vehicle+ DHT. These results
suggest that A-ring-reduced LNG metabolites exert estro-
gen-like behavioral effects with a significantly lower
potency than E,, a finding that is in line with a recent report
(Santillin et al,, 2001) demonstrating that tetrahydro
reduced LNG metabolites interact with the ER with a
significantly low relative binding affinity and are able, at
very high doses, to transactivate an estrogen-dependent
yeast system co-transfected with the human ER gene and
estrogen-responsive elements fused to a B-palactosidase
reporter vector.

The potency of estrogen-like behavioral effects exerted
by high doses of A-ring-reduced LNG derivatives was
significantly lower than those previously reported for the
corresponding NET metabolites (Morali et al, 1990}, an
observation that correlates with their different binding
affinities to the ER (Chavez et al., 1985; Santillan et al.,
2001) and also with the well-known estrogenic effects
observed after NET administration {Etchegoyen et al.,
1983; Larrea et al., 1984; Pérez-Palacios et al., 1981; Vilchis
et al., 1986).

Interestingly, the observation that 33% of castrated
animalg treated with vehicle+DHT used as a control group,
exhibited full copulatory behavior, confirms previous
reports indicating that DHT alone may induce sexual
behavier in sexually experienced, castrated individuals of
several mammalian species (Meisel and Sachs, 1994,
Whalen et al., 1985). We have suggested that the behav-
ioral effects of DHT are exerted by its own androgenic
potency and the estrogen-like effects of its nonphenolic
metabolites, the 38,5 and 3¢ Sa-androstanediols (Morali
et al., 1994).

The overall results demonstrate that LNG at high doses
induces androgenic effects at both central and peripheral
levels and a weak estrogenic activity mediated by its
metabolic conversion products. All in all, the data underline
the role of metabolism of LNG to explain some effects
induced by nonpharmacological doses of this synthetic
progestin,
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