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RESUMEN

Los esteroides sintetizados y metabolizados en el sistema nervioso central (SNC) se
denominan neuroesteroides. Allopregnenolona (ALLO) es el principal metabolito activo de
progesterona (Pg) y presenta multiples propiedades a nivel del SNC tales como la reduccién
de la ansiedad, potencia la memoria y el aprendizaje y otros efectos neuroprotectores. Los
neuroesteroides (ALLO y Pg) son benéficos en enfermedades neurodegenerativas y sobre
parametros de la conducta que subyace a sindromes como el pre mestrual y el post
menopausico. Los esteroides gonadales son factores criticos para la supervivencia,
neurotrofismo y neuroproteccién de las neuronas dopaminérgicas del cuerpo estriado, las que
se degeneran en la enfermedad del Parkinson. También ha sido demostrada la produccion de
este neuroesteroide en ovarios. En estudios previos demostramos que ALLO
intracerebroventricuar (i.c.v.) indujo cambios en la dindmica del sistema dopaminérgico
hipotaldmico mediante un mecanismo no-gendmico, interactuando a nivel de diferentes
sistemas de neurotransmisién como Dopamina, GABA y NMDA, y en forma gendmica
determinada por la activacion de receptores intracelulares a esteroides ovaricos. Este
fendmeno es de importancia en la regulacion del eje hipotalamo-hipoéfiso-gonadal que regula
la reproduccién por su accién sobre PRL, entre otras. Los neuroesteroides varian durante el
ciclo estral, la prefez y en situaciones de estrés. Previamente probamos que ALLO, icv y en
dosis sub-maximas de stress (6uM) ejerce efectos sobre parametros de la reproduccion.
Encontramos que ALLO (6uM) inhibid la secrecidn de hormona luteinizante (LH), la ovulacion y
la receptividad sexual, ademas, indujo un aumento de los niveles de Pg y prolactina. A nivel
central se conoce que ejerce sus efectos a través del receptor GABA, pero en el ovario aun se
desconocen los mecanismos. Hipotetizamos que el efecto de ALLO podria extenderse hacia la
morfo-fisiologia ovarica. Determinamos, entonces, con la misma dosis los efectos de ALLO
i.c.v. sobre el proceso de regresidn lGtea, la concentracion de Pg ovarica y sérica, el proceso
de apoptosis en foliculos y la morfometria de las distintas estructuras ovaricas junto con la

evaluacion de la proliferacién celular en foliculos ovaricos, y angiogénesis en cuerpos luteos.
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DISENO DE INVESTIGACION

Objetivos generales:
- Evaluar el efecto de la administracion de ALLO intrabursa a las 24 y 120 h (2 estros

consecutivos) sobre los procesos de muerte celular programada (apoptosis), formacion 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 modelo

experimental de administracién via intra-bursa ovarica (5 pl/ovario). Se probaran 5 puntos
comenzando por la dosis farmacoldgica de 6000nM (6 pM), luego se ira 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:

1-Andlisis morfométrico (Histoldgico): 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 verificacidon

de la ovulacion post tratamiento.

2-Estudios Inmunohistoquimicos: Estudiar la modulacion por ALLO sobre la expresion
de los receptores de estrégenos (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
apoptédticos ( Caspasa 3 clivada y BCL2, BAX) y el factor de proliferacion PCNA con el

fin de identificar su localizacidn tisular o citoldgica.

3-Estudios Endocrinos: Mediante Radioinmunoanalisis determinar las concentraciones

de hormonas en suero y en muestras de tejido ovarico. El dia del sacrificio, se colectara
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la sangre troncal de los animales (24 y 120 h posteriores a la administraciéon de los
neuroesteroides. Las muestras de suero se conservaran a —30°C hasta la determinacion

de Es y Pg.

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

actividades de 3B3-HSD y la 20a-HSD con el modelo i.c.v. en HMB y ovario.

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

post administracion y con la dosis que haya resultado efectiva.

6- Determinar si la accidon de Allo en el ovario es mediada por la activacion de los

receptores de membrana de progesterona.

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

liquido folicular y en suero de ratas.

RESULTADOS ESPERADOS

Se propone a Allopregnanolona como un esteroide modulador de la funcidn reproductiva de la

hembra, pudiendo tener efectos nocivos en dosis altas (situaciones de stress) o efectos

protectores de la funcionalidad celular ovarica en dosis fisiolégicas.
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