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INTRODUCCION

El glifosato es el ingrediente activo de algunos de los herbicidas mas ampliamente
utilizados en el mundo. Los herbicidas a base de glifosato (HBG) adquirieron gran
transcendencia en los Ultimos afios por su eficacia y relativa seguridad para humanos y
animales, sin embargo, algunos estudios sugieren que podrian tener efectos adversos
sobre el sistema reproductivo, actuando como un potente perturbador enddcrino (PE)
(Benachour, et al. 2007, Richard, et al. 2005).

Las consecuencias de la exposicion postnatal temprana a PE podrian evidenciarse
posteriormente como alteraciones en las funciones fisiolégicas del érgano cuando este
tejido es sometido a estimulos hormonales especificos durante la etapa adulta. En este
sentido, fallas en los procesos de proliferacién, diferenciacibn o angiogénesis
endometrial durante la gestacién pueden conducir a pérdidas recurrentes de prefiez e
infertilidad (Choi, et al. 2003, Mayhew, et al. 2004, Taylor, et al. 1997).

En nuestro grupo de trabajo, mediante un ensayo uterotrdpico realizado en ratas,
demostramos que el HBG presenta efectos xenoestrogénicos (Varayoud et al., 2017).
Por otro lado, demostramos que la exposicion postnatal temprana de ratas con bajas
dosis de HBG (dosis: 2 mg/kg de peso corporal) induce cambios morfolégicos en el Utero
de hembras prepuberales (Guerrero Schimpf, et al. 2017). Mientras que, en la etapa
adulta, al dia gestacional 9 (DG9), observamos alteraciones en la expresion receptores
esteroideos, de la via de sefializacion Wnt y fallas en la angiogénesis en la decidua de
los sitios de implantacion (Ingaramo, et al. 2016, Ingaramo, et al. 2017, Ingaramo, et al.
2022). Al dia gestacional 19 (DG19) se observé aumento en el nimero de sitios de
implantacién reabsorbidos (Ingaramo, et al. 2016, Ingaramo, et al. 2019). Nuestros
trabajos previos evidencian los efectos de la exposicion postnatal temprana a una dosis
ambientalmente relevante, sin embargo, los efectos a dosis mas bajas aun son
desconocidos.

Titulo del proyecto: Efectos de la exposicion a un herbicida a base de glifosato sobre la
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Es importante mencionar que la evidencia cientifica ha permitido que los organismos
regulatorios, en particular la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), establezcan
nuevos limites de exposicion, fijando la Ingesta Diaria Admisible (ADI) en 1 mg/kg peso
corporal/dia, y la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria) ha situado el ADI
en 0,5 mg/kg pc/ dia (Williams, et al. 2016). Nuestra hipétesis de trabajo postula que la
exposicion a HBG a dosis 10 veces menor que la evaluada previamente, en periodos
hormono-sensibles del desarrollo, afecta negativamente la funcionalidad de la decidua
y la placenta. Por lo tanto, nos interesa evaluar si la desregulacion de los receptores de
hormonas esteroideas en el Gtero de ratas expuestas neonatalmente a un HBG, puede
afectar el progreso de la gestacion y el desarrollo del feto.

OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar, en ratas de la cepa Wistar, los efectos de la exposicién durante el desarrollo
postnatal temprano a una muy baja dosis de un HBG sobre la gestacion.

Objetivos Especificos:

Evaluar, en ratas hembra adultas prefiadas que fueron tratadas en los primeros dias
postnatales con inyecciones subcutaneas de solucién fisiolégica o HBG (dosis: 0,2
mg/kg/dia):

a) Al dia gestacional 19: parametros gestacionales (cantidad de sitios de implantacién
uterinos, peso de las placentas y longitud de los fetos).

b) Al dia gestacional 9: la expresién del Receptor de Estrogenos a (REa) y del Receptor
de Progesterona (RP) por inmunohistoquimica en la decidua basal.

METODOLOGIA

Los procedimientos con animales se realizaron previo al inicio de la actividad de
formacion extracurricular siguiendo las normativas vigentes (Guide for the Care and Use
of the Laboratory Animal and of Agriculture Animals in Agricultural Research, USA)
aprobadas por la Universidad Nacional del Litoral. Se utilizaron ratas (cepa Wistar) de
nuestro bioterio mantenidas bajo condiciones controladas de temperatura (22°C + 2°C)
y fotoperiodo de 14 hs de luz (06:00/20:00). Crias de ratas hembra de la cepa Wistar se
trataron por via subcutanea los dias posnatales (DPN) 1, 3, 5y 7 con solucion fisiologica
(grupo control; n=13) o solucion comercial de herbicida a base de glifosato en una dosis
de 0,2 mg/kg/dia (HBGO,2; n=10). En los grupos se utilizaron crias de diferentes madres
con el objetivo de aumentar la diversidad genética. En el DPN90, las hembras de ambos
grupos se colocaron individualmente con machos de fertilidad comprobada. Se definié
como dia 1 de prefiez el dia en que se observaron espermatozoides en el extendido
vaginal. Las hembras que efectivamente quedaron prefiadas fueron sacrificadas en
camara de diéxido de carbono y guillotinadas en DG9 o DG19 para la evaluacion de la
expresion proteica y de los pardmetros gestacionales, respectivamente. Al momento del
sacrificio de los animales en DG19 (Control n=5; HBGO,2 n=5), se contaron los sitios de
implantacién y los sitios de reabsorcion. Del Gtero se extrajeron los fetos y las placentas
de los sitios de implantacion que fueron medidos y pesados. Los sitios de implantacion,
obtenidos de los animales en DG9 (Control n=8; HBGO0,2 n=5), fueron fijados en
formaldehido 10% (6 hs) e incluidos en parafina para estudios histomorfolégicos e
inmunohistoquimicos. Para realizar la caracterizacion histomorfolégica del tejido, cortes
seriados de 5 um de espesor fueron tefidos con hematoxilina. La determinacion de la
expresion del REa y RP en la decidua basal de los sitios de implantacion se realizd
mediante inmunohistoquimica (IHQ). La cuantificacion se realiz6 utilizando un sistema
computarizado de andlisis de imagenes, Image Pro Plus 3.0.1. Las imagenes digitales
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fueron capturadas utilizando camara de video color (Spot Insight V3.5, Diagnostic

Instruments, Sterling Heights, MI, USA) acoplada a un microscopio Olympus BH2
(Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japén).

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Los animales expuestos presentaron una disminucion en la longitud de los fetos y un

mayor nimero de pérdidas postimplantacidén respecto al grupo control (*p<0,05).
Tabla 1. Parametros gestacionales

Control HBGO,2
Longitud de fetos (mm) 31,4+0,5 29,6+0,3*
Peso de los fetos (mg) 2709,0+76,1 2594+64,5
Peso de las placentas (mg) 354,4+17,2 343,2+11,9
Sitios de implantacion (n) 11+1 11+1
Pérdidas postimplantacién (n) 00 8+2*

*p<0,05 vs Control

La expresion de REa en la decidua basal de los sitios de implantacion disminuy6 en la

zona antimesometrial respecto al grupo control, sin embargo, no se observaron cambios
en las demas zonas (Figura 1).
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Figura 1. Expresion del receptor de estrégeno alfa (REa) en la
decidua de los sitios de implantacién, grupo control y HBG 0,2.
*p<0,05 vs control.

La expresion del RP en la decidua basal de los sitios de implantacién disminuyé
significativamente respecto al grupo control en todas las zonas evaluadas (Figura 2).
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Figura 2. Expresion del receptor de progesterona (RP) en la
decidua de los sitios de implantacion, grupo control y HBG 0,2.
*p<0,05, ***p<0,001 y ****p<0,0001 vs control.

Los cambios observados en los pardmetros gestacionales, menor longitud fetal y mayor
namero de pérdidas embrionarias, junto con la menor expresién de RP y REa en la
decidua basal demuestran que la exposicion neonatal a una muy baja dosis de un HBG
interfiere con el normal desarrollo de la gestacion y de las crias en el DG9. Estos
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resultados evidencian los efectos a largo plazo, de la exposicion a un HBG durante
periodos sensibles del desarrollo, incluso en dosis menores que las consideradas como
seguras.
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