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INTRODUCCION

El glifosato es un herbicida de amplio espectro extensamente utilizado en la agricultura,
comunmente comercializado y empleado como formulados con adyuvantes y otras sustancias
consideradas inertes. En Argentina, el uso de herbicidas a base de glifosato (HBG) se increment6
drasticamente debido a la utilizacién de cultivos resistentes al glifosato (Castro Berman y col.,
2018). Los HBG han adquirido una gran transcendencia en los Ultimos afios por su eficacia y
relativa seguridad para humanos y animales. Sin embargo, algunos estudios realizados en ratas
Wistar sugieren que podria tener efectos adversos sobre el sistema reproductivo, actuando como
un potente perturbador endécrino (PE) (Benachour y col., 2007; Richard y col., 2005; Ingaramo
y col., 2020).

Las consecuencias de la exposicibn postnatal temprana a PE podrian evidenciarse
posteriormente como alteraciones en las funciones fisiolégicas del Gtero cuando este tejido es
sometido a estimulos hormonales especificos durante la etapa adulta. En este sentido, fallas en
los procesos de proliferacion, diferenciacion o angiogénesis endometrial durante la gestacion
pueden conducir a pérdidas recurrentes de prefiez e infertilidad (Choi y col., 2003; Mayhew y
col.,2004; Taylor y col., 1997).

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo, mediante ensayos uterotrépicos realizados en
ratas, demostramos que el HBG presenta efectos xenoestrogénicos (Varayoud y col., 2017). Por
otro lado, demostramos que la exposicién postnatal temprana de ratas a bajas dosis de HBG (2
mg/kg peso corporal/dia) induce cambios morfologicos en el Gtero de hembras prepuberales
(Guerrero Schimpf y col., 2017). Mientras que, en la etapa adulta, el dia gestacional (DG) 9,
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observamos alteraciones en la expresion de receptores esteroideos, fallas en la angiogénesis en
la decidua de los sitios de implantaciéon y un aumento en el nimero de sitios de implantacion
reabsorbidos al DG19 (Ingaramo y col., 2016; Ingaramo y col., 2017; Ingaramo y col., 2019;
Ingaramo y col., 2022).

Nuestra hipotesis de trabajo postula que la exposicion neonatal a la misma dosis y a dosis aun
méas bajas de HBG 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
en la expresion de moléculas relacionadas a procesos inflamatorios podria conducir a fallas en
la gestacion.

OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar los efectos de una exposicion neonatal a un HBG, a largo plazo, sobre la gestacion en
ratas de la cepa Wistar.
Objetivos particulares:
Evaluar en los organismos control y tratados con HBG:
e Paradmetros gestacionales.
o Expresion de moléculas relacionadas a la inflamacion.

METODOLOGIA

Los procedimientos con animales se realizaron siguiendo las normativas vigentes aprobadas por
la Universidad Nacional del Litoral, la guia de cuidado y uso de animales de laboratorio (National
Research Council, 2011). 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 1, 3,5y 7
postnatales (DPN) con solucion fisiolégica (C, n=8) o solucion comercial de herbicida: HBGO,2
(n=8, dosis: 0,2 mg/kg peso corporal/dia) o HBG2 (n=8, dosis: 2 mg/kg peso corporal/dia). Cada
grupo esta compuesto por crias de 3 madres diferentes 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 defini6 como dia 1 de prefiez el dia en que se observaron
espermatozoides en el extendido vaginal. Un lote de las hembras que efectivamente quedaron
prefiadas fueron sacrificadas al DG19 en camara de didéxido de carbono y guillotinadas. Al
momento del sacrificio, se contaron los sitios de implantacion y los sitios de reabsorcion, y
también se pesaron las placentas. Los sitios de implantacion sin placentas se congelaron
inmediatamente en N liquido y se mantuvieron en freezer a -80°C hasta la extraccién del ARN
total. Por RT-gPCR se cuantificaron moléculas relacionadas a procesos inflamatorios: el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), el factor nuclear
kappa B (NFkB) y la interleuquina 10 (IL10). Para ello, se extrae el ARN total de los sitios de
implantacién previamente conservados, y se someten a retro transcripcién (RT). La PCR en
tiempo real se realizé utilizando la técnica de fluorescencia del ADN doble cadena con el
colorante EvaGreen®. La amplificacién de los genes blanco se realizé con primers especificos
disefiados de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank. Se determinaron y
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compararon las eficiencias de las reacciones de los genes target y normalizadores. Con estos
datos posteriormente se cuantificd la expresion génica por el método de la curva estandar
relativa.

CONCLUSIONES

En la Tabla 1 se observa que la tasa de pérdidas post-implantacion de las ratas de los grupos
tratados, HBGO,2 y HBG2, fue significativamente mayor respecto al grupo control.

Tabla 1. Parametros gestacionales DG19.
Resultados: Media+SEM. *p<0,05 vs Control.

Control HBGO,2 HBG2
Peso de placentas (mg) 354+17 343+12 342+424
Sitios de implantacion (n) 11+1 11+1 11+1
Tasa de pérdidas post- 0+0 8+2* 4+3*

implantacion (n)

En cuanto a las moléculas inflamatorias, observamos que la expresién del ARNm de IL10 y TNFa
disminuy6 significativamente tanto en HBGO,2 como en HBG2 respecto al control. Mientras que,
la expresion del ARNm de INOS y NFkB fue significativamente mayor en HBGO,2 y HBG2
respecto al control (Figura 1).
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Figura 1. Expresién relativa de ARNm (%) en el DG19 de TNFa, NFkB, iNOS, IL10.
Resultado: MediatSEM. *p<0,05 vs. Control.

Los resultados presentados demuestran el rol del HBG como perturbador endécrino, dado que la
exposicion en una etapa temprana del desarrollo interfiere, a largo plazo, sobre la gestacion.
Si bien se observa una disminucién de TNFa, el incremento en la expresion de INOS y de NFkB,
junto con la disminucion de IL10 sugiere un ambiente altamente inflamatorio. El conjunto de estas
alteraciones en estadios avanzados de la gestacion pueden explicar parte de las pérdidas post-
implantatorias observadas con esta dosis 10 veces menor a la evaluada en trabajos previos.
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