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RESUMEN

Los neuroesteroides son moléculas con un alto potencial de uso farmacoldgico aun en estudio.
Participan de la regulacion enddécrina de la modulacién del sindrome pre menstrual post
menopausico y en enfermedades neurodegenerativas. En este caso en particular, abordamos
el efecto potencial sobre la fertilidad y diversos aspectos de la biologia reproductiva de la

hembra.

Tanto en veterinaria como en proyectos clinicos en humanos el andlisis de estos efectos
putativos puede aportar significativamente en el desarrollo de drogas anticonceptivas y

eventualmente en drogas protectoras de procesos cancerigenos.

DISENO DE INVESTIGACION

Objetivos generales:

- Evaluar el efecto de la administracidon de ALLO intrabursa a las 24 h sobre los procesos
de muerte celular programada (apoptosis), formacidon de nuevos vasos sanguineos

(angiogénesis) y sobre la morfo-fisiologia ovarica de la rata adulta en ciclo.

- Determinar mediante una curva dosis/respuesta la dosis efectiva en este nuevo modelo
experimental de administracion via intra-bursa ovarica (5 pl/ovario). Se probaran 5
puntos comenzando por la dosis farmacoldgica de 6000nM (6 uM), luego se ird
descendiendo (600 nM, 120 nM, 60nM y 10 nM) hasta el valor referido por la

bibliografia como el minimo fisioldgico circulante (Purdy y col., 1991).
Objetivos especificos:

Determinar el efecto in vivo de ALLO en ratas virgenes de 60 dias de edad sobre los siguientes

parametros:

- Analisis morfométrico (Histoldogico): Determinar en los 5 puntos de la curva las posibles
alternaciones en la morfologia y morfometria de las estructuras ovaricas, mediante el
estudio de la histologia ovarica (Kheradmand, et al; 2009) y la verificacion de la

ovulacion post tratamiento.
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- Estudios Inmunohistoquimicos: Estudiar la modulaciéon por ALLO sobre la expresion de
los receptores de estréogenos (ER) y progesterona (PR) en ovarios por
inmuniohistoquimica. Identificar por inmunohistoquimica factores pro y anti-
angiogénicos especificos (a-actina y Von Willebrand) y de factores pro y anti
apoptéticos (Caspasa 3 clivada y BCL2, BAX) y el factor de proliferacion PCNA con el fin

de identificar su localizacion tisular o citoldgica.

- Estudios Enddcrinos: determinar por quimioluminiscencia y Radioinmunoanalisis las
concentraciones de hormonas esteroideas en suero y en muestras de tejido ovarico. El
dia del sacrificio, se colectara la sangre troncal de los animales (24 h posteriores a la
administracion de los neuroesteroides). Las muestras de suero se conservaran a —-30°C

hasta la determinacion de Es y Pg.

- Estudios Enzimoldgicos: Medir en tejido ovarico la actividad de la enzima 3B-HSD en
respuesta a la administracion de ALLO con el fin de evaluar la reactividad metabdlica
biosintética al neuroesteroide. Previamente en el proyecto 2008-2009 se midieron las

actividades de 3B-HSD y la 20a-HSD con el modelo i.c.v. en HMB y ovario.

- Estudios de funcionalidad: Determinar el posible mecanismo de acciéon de ALLO sobre el
receptor GABAa mediante la administracién concomitante de Bicuculina (agonista
GABAa). Este procedimiento se llevara a cabo sdlo en el grupo a sacrificar a las 24 h

post administracién y con la dosis que haya resultado efectiva.

- Determinar si la accion de Allo en el ovario es mediada por la activacién de los

receptores de membrana de progesterona.

- Medir los niveles de pregenolona, progesterona y ALLO por la técnica de HPLC en

liquido folicular y en suero de ratas.

Reactivos: Allopregnanolona (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). ALLO sera
inicialmente diluida en propilenglicol a una concentracion de 600 uM. Las concentraciones
posteriores de ALLO (600nM, 120nM, 60nM y 10nM) se obtendran por dilucidn de la solucién
inicial en solucion fisioldgica (Laconi y col., 2001, 2002, 2012 y 2015). La concentraciéon 6 pM
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corresponde a un nivel sub-maximo circulantes de stress (Purdy, 1991). El vehiculo utilizado
sera preparado a partir de solucidn salina mas un volumen de propilenglycol semejante al
usado en la dilucion inicial de ALLO (Laconi y col, 2001, 2002, 2012, 2016 y 2017).

Animales de experimentacién: Ratas hembras adultas virgenes de la cepa Sprague Dawley

(Rattus norveguicus) de 60 dias de edad, con un peso de 250 - 300g, nacidas y criadas en el
bioterio central de IMBECU. Serdn mantenidas de a 4 animales por caja, en condiciones
controladas de temperatura (21+2°C) e iluminacién (12 hs luz/12 hs oscuridad), con libre
acceso a alimento (alimento balanceado Cargill, Cérdoba, Argentina) y agua. Todos los
experimentos realizados en este trabajo seguirdn las pautas para cuidado y uso de animales
de laboratorio provistas por el CICUAL (entidad que aprobd previamente nuestro protocolo
experimental N° 141021/2015), Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza, Argentina.

Disefo Experimental: En la mafana del proestro (09:00 hs) se administra intrabursa del

neuroesteroide en un volumen de 5ul/ovario (Abramovich y col, 2010) en el ovario izquierdo y
vehiculo en el derecho mediante una jeringa Hamilton ultradelgada sin provocar dano a las
estructuras aledafias. Los animales seran anestesiados segun los protocolos de rutina
(Ketamina 90 mg/kg + Xilazina 10 mg/kg i.p.) a las 24 hs post administracién de la droga se

sacrificaran los animales, el dia del estro.

Luego del sacrificio, se colectara la sangre troncal para los RIAs, se extraeran ambos ovarios y
se verificara la ovulacion mediante puncion en la ampula y recuento de los ovocitos. Luego se
limpian los ovarios y se fijan en solucidon de Bouin para el posterior procesamiento histoldgico

e inmunohistoquimico.

Técnica Quirurgica: Cirugia bilateral exposicidon de ovarios y administracién intra-bursa,

modificada de Abramovich y col, 2010.

Una vez anestesiado el animal, se procedera con la tricotomia y lavajes quirurgicos de las
zonas a incidir con iodopovidona y alcohol. Las zonas previamente mencionadas comprenden
el flanco derecho e izquierdo del abdomen, mas especificamente el lugar comprendido entre
las ultimas costillas y la tuberosidad coxal. Luego del embrocado se procede a realizar una
incision en piel, luego se procede a abrirse paso por el subcutdneo hasta el musculo oblicuo

externo abdominal, que es incidido con tijeras, se separan las fibras del musculo oblicuo
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interno y transverso abdominal, hasta el peritoneo, que también es incidido. Se procede a
levantar y exteriorizar el ovario, que es colocado sobre una gasa humedecida en solucién
fisioldgica. Se administran ALLO y Veh respectivamente (5ulL/ovario) con ayuda de una
jeringa tipo Hamilton. Con una pinza se sostiene al ovario para separarlo de algun depésito de
grasa periférica, de forma tal, que la bursa se separe un poco de las estructuras del ovario,
para garantizar un lugar de inoculacion claro. Una vez inyectado el ovario, se procede a su
reintroduccion a la cavidad abdominal y sutura de cada uno de los planos incididos. La
operacién descripta se lleva a cabo de cada lado abdominal, y una vez finalizada, se inyectan

0,15 ml de penicilina subcutanea, para la prevencién de posibles infecciones.

1- Estudios Histo-morfométricos: Luego de la fijacidn se deshidrataran los tejidos mediante

una serie descendiente de alcoholes y finalmente xilol (Merk, Germany) y se incluirdn en
parafina. Luego se cortaran secciones de 5um en micrétomo y se montaran en portaobjetos.
Posteriormente, secciones seriadas a diferentes niveles representativos del ovario se
destinaran para la tincién con hematoxilina-eosina que luego se examinaran bajo microscopio
optico (Zeiss, Germany o Nikon Eclipse E 200) con una camara digital anexada para el
registro de las imagenes. El resto de las secciones se utilizaran para los estudios
inmunohistoquimicos que se detalla en el punto 2. A continuacién, en un equipo de analisis
morfomeétrico con microscopio adosado a un equipo con un programa adecuado para tal fin
(Motic Image Plus 2.0) se procedera a las mediciones de las estructuras (diamétro medio).
También, se registrara el nUmero de cuerpos Iuteos y de foliculos en cada uno de sus
estadios. Previo a la extraccidn de los ovarios se evaluara si el animal ovulé mediante un
analisis bajo lupa. Luego se aplicara una formula (Kheradmand, 2009) para la estimacién del

volumen ovarico en respuesta a la administracién del neuroesteroide.

2- Estudios Inmunohistoquimicos: Se cortan secciones 5um y se incuban con los anticuerpos
especificos contra receptor de Es a, receptor de Pg (Fanelli y col., 1995), a-actina, Von
Willebrand, Caspasa-3 clivada, BCL2y el factor de proliferacién celular PCNA. Posterior al
revelado, la expresidon de cada uno de estos factores se cuantificard mediante el uso del

programa Image-Pro-Plus 4.1 (NIH).

3-Estudios enddécrinos: La sangre troncal extraida se llevara a bano termostatico a 20°C
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durante 10min para favorecer la formacién de coagulos, y asi eliminar eficazmente la proteina
fibrindgeno del suero. Luego se centrifugara 15 minutos a 1500 rpm y se extrajo el suero. Se
medira la concentracién de la hormona Estradiol y porgesterona por radio-inmuno-ensayo
(RIA) de doble anticuerpo en el IMBECU-CONICET, usando materiales gentilmente provistos
por A. F. Parlow y por el NHPP (National Hormone and Pituitary Prserogram, Harbor-UCLA
Medical Center, Torrance CA). Las hormonas seran radio-iodinadas usando el método de la
Cloramina T y purificadas mediante el pasaje por Sephadex G75. Todas las muestras seran
medidas por duplicado en el mismo ensayo. Se mediran también las mismas hormonas en

tejido ovarico.

4-Ensayos Enzimoldgicos: Determinacion de la actividad enzimatica 3B- hidroxiesteroide

deshidrogenasa (3B-HSD) - La actividad de la enzima 3B-HSD, sera realizada segun la
metodologia de Kawano T y col, 1988, con pequefas modificaciones. Los ovarios obtenidos
seran homogeneizados en Buffer Tris-HCl 0.1M pH 8, conteniendo EDTA 1Mm. El homogenato
se centrifugara a 30.000 rpm en ultracentrifuga Beckman . El sobrenadante se descarta, el
pellet resuspendido con Sacarosa 0,25 M y centrifugado a 3000 rpm. El sobrenadante
obtenido sera utilizado para la medicion de la actividad enzimatica 3B-HSD. (buffer Glicina-
NaOH, pH 9.4, Albumina Sérica Bovina y NAD+).El Buffer y las muestras seran pre-incubadas
por 5 minutos a 37°C. La reaccién se iniciard mediante la adicidon del sustrato de 38-HSD,
Pregnenolona, a la mezcla de reaccidn; se resuspenderd y se tomarar lecturas de absorbancia
a 340 nm en espectrofotdmetro Zeltec, cada 30 segundos, hasta que se estabilice la
absorbancia. De cada una de las muestras, se guardan 50 pl del homogenato para realizar la
determinacion de la concentracidon de proteinas totales, mediante el método de Lowry,
utilizando Albumina Sérica Bovina como Standart. Las actividades se expresan en
miliunidades/mg de proteina (mU/mg). Una unidad de enzima se define como la cantidad de

enzima que produce un pmol de NADH en un minuto a 37°C.

5-Estudios Funcionales- Analisis de mecanismo de accidn postulado: Tras la administracién de
ALLO + Bicuculina (agonista GABAa), se procedera al analisis de los 3 principales objetivos
planteados previamente, estudios morfométrico e inmunohistoquimico y endocrinos con el

fin de dilucidar si los efectos antes encontrados son revertidos por el antagonista GABAa que
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segun evidencias previas estaria presente en el ovario.

6- Receptores de membrana: Es bien conocido que el cancer de mama y el de ovario son

altamente agresivos y crecen en respuesta a los esteroides sexuales a pesar de que carecen
de expresion de los estrégenos clasica (E2) y receptores de progesterona (P4). Desde P4
componente de la membrana del receptor 1 (PGRM) se expresa en los tumores de cancer de
mama y es conocido para mediar la supervivencia celular P4-inducida, este estudio fue
disefiado para determinar la expresion de PGRM en ovarios de ratas tratadas con ALLO en la
regulacion de la proliferacidon y la supervivencia de células ovaricas in vitro y el crecimiento de

tumores in vivo.

7- Medicién de neuroesteroides en suero y tejidos: técnica GC masa/masa. Cabe destacar que
hemos invertido materiales y mucho tiempo en poner a punto la técnica de HPLC con Columna
para esteroides de los niveles del precursor de Progesterona (Pregnenolona, y
Allopregnenolona en liquido folicular y en suero ylos resultados no han sido satisfactorios, de
modo que para este ano hemos decidido cambiar a la espectrometria de masa que tiene mas

sensibilidad y especificidad.

RESULTADOS ESPERADOS

En base a los resultados obtenidos previamente con el modelo de adminsitracion intra cerebro
ventricular (inhibicién de la receptividad sexual, de la ovulacidén etc), claramente ligados a un
efecto del neuroesteroide sobre el eje hipotdlamo-hipofiso.ovarico, en este proyecto
esperamos dilucidar el efecto local del esteroide. Se conoce por bibliografia que los esteroides
pueden tener una gama muy variada de efectos dependiendo de su dosis y del sitio de accion
y del microambiente hormonal. De modo que esperamos encontrar cual es el efecto directo de
Allo sobre la funcionalidad ovarica apuntando a describir su potencialidad farmacoldgica en

tratamientos de patologias ovaricas.
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