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INFORMACION SOBRE EL PROYECTO

1. — Titulo del Proyecto

- Titulo del Proyecto (en castellano)

Efectos multigeneracionales del glifosato en la histofuncionalidad
gonadal de ratas macho adultas

- Titulo del Proyecto (en ingles)

Multigenerational effects of glyphosate on gonadal histofunctionality in adult male rats

-Descripcion del Proyecto (en castellano) Resumen

Se define a un perturbador endocrino (PE) como “una sustancia o mezcla de sus-
tancias exdgenas que altera (n) alguna funcién del sistema endocrino y, en conse-
cuencia, causa (n) efectos adversos sobre la salud de un organismo intacto, su pro-
genie o subpoblaciones”. Entre los PE mas estudiados se mencionan los plaguicidas,
de uso domiciliario y agricola, y entre estos ultimos a los herbicidas a base de glifosato
(HBG); por ser los de mayor uso y aplicacién. Su principio activo, el glifosato, tiene
baja persistencia en el ambiente, pero su impacto ambiental depende del grado y la
frecuencia de aplicacién. La exposiciéon al herbicida puede ocurrir por la manipula-
cion laboral directa, o por residir en la cercania a las zonas de aplicacion o por la in-
gesta de agua o alimentos contaminados. Hay numerosa evidencia obtenida de estu-
dios epidemioldgicos y en animales de experimentacién que sostiene que los PEs,
estan involucrados en la disminucion de la fertilidad masculina. El estudio de los efec-
tos de los HBG o el glifosato puro (GLI) sobre la histofuncionalidad testicular de roe-
dores ha sido abordado utilizando distintos esquemas experimentales. Sin embargo,
no hay un acuerdo general acerca de si es mas nociva la exposicion a GLI o a un
HBG. Esta incertidumbre enfatiza la necesidad de contar con disefios experimentales
que permitan distinguir entre los efectos causados por el principio activo (glifosato) de
aquellos atribuibles a surfactantes y adyuvantes. Sumado a la necesidad de contar
con experimentos que permitan estudiar distintas generaciones. En los Ultimos afos
optimizamos un modelo de exposicion perinatal (durante la gestacion y lactancia) que
nos permite estudiar el impacto de los PE sobre |la descendencia F1 (1° generacién) y
F2 (2° generacién). Basandonos en los antecedentes y de acuerdo con nuestra expe-
riencia hipotetizamos que: “la exposicion a GLI o a un HBG induce efectos multigene-
racionales afectando las caracteristicas histolégicas y la funcionalidad testicular de
ratas adultas, que podrian comprometer la fertilidad de las mismas”. Plantemos como
objetivo general “analizar el impacto de una dosis (considerada ambientalmente rele-
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vante) de GLI o HBG sobre la histologia y la funcionalidad testicular, con énfasis en
los efectos multigeneracionales” utilizando dos enfoques experimentales (in vivo e in
vitro). A) Estudio in vivo: en los machos F2, descendencia de hembras F1 expuestas
in utero y durante la lactancia a GLI o HBG planteamos: 1) evaluar la fertilidad me-
diante un protocolo de cria continua; 2) determinar los niveles séricos de testosterona
y E2; 3) evaluar la histologia testicular, analizando la proporcion de las distintas po-
blaciones celulares; 4) cuantificar la proliferacion de las células intratubulares y la ex-
presion de receptores de hormonas esteroides en las mismas; diferenciando entre
células germinales y células de Sertoli; 5) evaluar la integridad de la barrera hemato-
testicular mediante el estudio de proteinas caracteristicas de las células de Sertoli; 6)
cuantificar la expresion de genes claves implicados en la integridad de la barrera he-
mato-testicular; 7) analizar la viabilidad celular y los procesos de necrosis y apoptosis
tisular mediante citometria de flujo. B) Estudio in vitro: utilizando un modelo de ex-
posicién in vitro sobre la descendencia F1, planteamos como objetivo especifico 8)
establecer los efectos de GLI o HBG sobre el desarrollo temprano de células germina-
les en cultivos de testiculos enteros.

-Descripcion del Proyecto (en ingles) Resumen

An endocrine disruptor (ED) is defined as "an exogenous substance or mixture of substances that alter(s)
some function of the endocrine system and consequently causes adverse health effects in an intact
organism, its progeny or subpopulations". Among the most studied EDs are household and agricultural
pesticides, and among the latter, glyphosate-based herbicides (GBHS), as they are the most widely used
and applied. Their active ingredient, glyphosate, is poorly persistent in the environment, but their
environmental impact depends on the extent and frequency of application. Exposure to the herbicide can
occur through direct occupational handling, by living near application areas, or by ingesting
contaminated food or water. There is sufficient epidemiological and experimental evidence to suggest
that EDs are involved in reducing male fertility. The effects of GBHSs or pure glyphosate (GLI) on rodent
testicular histofunction have been studied using different experimental designs. However, there is no
general agreement as to whether exposure to GLI or GBH is more harmful. This uncertainty highlights
the need for experimental designs that distinguish between effects caused by the active ingredient
(glyphosate) and those caused by surfactants and adjuvants. In addition, there is a need for experiments
to study different generations. In recent years, we have optimized a perinatal exposure model (during
gestation and lactation) that allows us to study the effects of EDs on F1 (1st generation) and F2 (2nd
generation) offspring. Based on the background and our experience, we hypothesized that “exposure to
GLI or a GBH induces multigenerational effects affecting histological characteristics and testicular
functionality in adult rats, which could affect their fertility”. Our general objective is to "analyze the
impact of a dose (considered environmentally relevant) of GLI or HBG on testicular histology and
functionality, with emphasis on multigenerational effects" using two experimental approaches (in vivo
and in vitro). A) In vivo study: in F2 males, offspring of F1 females exposed in utero and during
lactation to GLI or HBG, we propose to: 1) assess fertility using a continuous breeding protocol; 2)
determine serum testosterone and E2 levels; 3) assess testicular histology, analyzing the proportion of
different cell populations; 4) quantify intratubular cell proliferation and steroid hormone receptor
expression in the cells; differentiate between germ cells and Sertoli cells; 5) assess the integrity of the
blood-testicular barrier by studying proteins characteristic of Sertoli cells; 6) quantify the expression of
key genes involved in the integrity of the blood-testicular barrier; 7) analyze cell viability and the
processes of tissue necrosis and apoptosis by flow cytometry. B) In vitro study: using an in vitro
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exposure model on F1 offspring, our specific aim is to 8) determine the effects of GLI or HBG on early
germ cell development in whole testis cultures.

-Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en castellano)
1-  Reproduccion masculina
2- Glifosato y Herbicidas a base de
glifosato
3- Ratas
- Palabras Clave descriptivas del Proyecto (en ingles)

1- Male reproduction

2-  Glyphosate and glyphosate-based
herbicides

3- Rats

2 — Datos del Director/ar del Proyecto
- Nombre y Apellido

Milena de Lourdes Durando
- Unidad Académica

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional del Litoral (UNL).

- Teléfono oficial de contacto
+ 54 9 342-4575206 int 197

-Teléfono movil de contacto
+ 54 9 342-4235193

-E-mail del Director/a del Proyecto
mdurando@fbcb.unl.edu.ar

DATOS RESULTANTES DE LA EJECUCION DEL PROYECTO

-Describa la toma de muestras / datos a realizar

En el estudio se trabajara con ratas de la cepa Wistar, criadas en el bioterio del Insituto
de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL; UNL-CONICET), radicado en la FBCB. Los
animales seran mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (22°C + 2°C)
y fotoperiodo de 14 h de luz (06:00/20:00) y 10 h de oscuridad.

Para el manejo de los animales de experimentacion se seguiran las normas establecidas
en la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, publicada por la
Academia Nacional de Ciencias, USA.

Las ratas prefiadas seran tratadas segun el protocolo experimental descripto en el
proyecto. Las crias machos F2 serdn sacrificadas, en las edades establecidas, por
decapitacion para la obtencion de las muestras. Los procedimientos experimentales se

Dependencia: Secretaria de Ciencia, Bv. Pellegrini 2750 S3000ADQ Santa Fe
Arte y Tecnologia Tel: (0342) 457 1110 int.: 195
Email: cienciaytecnica@unl.edu.ar


mailto:mdurando@fbcb.unl.edu.ar

7
Tryor®

4@[) 1983/2023
40 anos de Democracia

. ),0/9

llevaran a cabo en el Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL,
UNL/CONICET) y transcurrirdn con minimo dolor y sufrimiento por parte de los
animales.

Se evaluara la fertilidad de los machos F2 utilizando hembras de nuestro bioterio, no
expuestas a ningan tratamiento. Al momento del sacrificio de los machos F2, se
obtendra sangre troncal y se disecardn las gonadas. Porciones de cada testiculo se
congelaran inmediatamente en N2 liquido y se mantendran a -80°C para estudios de
biologia molecular. Otras porciones seran fijadas en fijador de Davidson y
paraformaldehido (por 24 h) y se procesaran hasta su inclusion en parafina.

Adicionalmente, hembras adultas de la cepa Wistar de nuestro bioterio seran apareadas
con machos de fertilidad comprobada (no expuestos a ningun tratamiento). En el dia
del parto se obtendran los testiculos de las crias (F1). Los testiculos seran cultivados,
procesados y analizados segun se describe en el proyecto.

Para llevar adelante los objetivos planteados en el proyecto se aplicaran diversas
metodologias para analisis histologico, de inmunohistoquimica, de expresion de genes,
de citometria de flujo y de cultivo de drganos enteros. Dichas técnicas han sido
optimizadas en nuestro Instituto (tal como lo demuestran nuestras publicaciones),
contamos con la experticia y el equipamiento necesario.

Finalmente, los datos seran recopilados y almacenados en planillas de Excel, utilizando
las bases de datos de nuestro Instituto.

— Datos: ¢ Existe alguna razén por la cual los datos declarados no deban ser
puestos a disposicion de la comunidad / ser de acceso publico? (marque X)

NO

Sl. Elija una de las opciones:

se encuentra en evaluacion de proteccion por medio de patentes

no se iniciod el proceso de evaluacion de patentabilidad, pero podria ser
protegible

existe un contrato con un tercero que impide la divulgacién

X Otro. Justifique: los datos del proyecto no podran darse a conocer hasta que
no hayan sido publicados (articulos o tesis), para respetar las politicas de
privacidad que exigen las revistas y para resguardar la originalidad de
nuestro trabajo.
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— Periodo de Confidencialidad: Es el periodo durante el cual los datos no
deberian ser publicados, contado a partir del momento de la toma de los mismos.
El periodo maximo para la no publicacion es de 5 (CINCO) afios posteriores a su
obtencion. Luego de este periodo, los datos estarén disponibles para la
comunidad / seran de acceso publico.

Si Ud. considera que este tiempo es insuficiente, y necesita prorrogar el periodo
de confidencialidad, indique sus motivos y la cantidad de afios adicionales que
considera necesarios. Marque su opcion con “X”.

1 (UN) afo

2 (DOS) afios

3 (TRES) anos

4 (CUATRO) afio

X 5 (CINCO) afios

Otro.

Motivos:
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