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Resumen

RESUMEN

El utero es un organo fundamental para la reproduccion en mamiferos. La
diferenciacion organogenética del mismo es un proceso regulado por diversos
mecanismos endocrinos, celulares y moleculares, y se completa durante las primeras
semanas de vida postnatal en roedores. Estos mecanismos programan a las células
uterinas durante el proceso de diferenciacion temprana para responder apropiadamente a
las senales hormonales durante la vida adulta. Por lo tanto, esta etapa de la vida es un
periodo critico del desarrollo, en el cual la exposicion a compuestos perturbadores
endocrinos (PE) puede alterar el programa normal de diferenciacion e inducir cambios
permanentes en la estructura uterina y su funcionalidad, con consecuencias adversas

para la salud reproductiva.

El glifosato es el ingrediente activo de una serie de formulaciones de herbicidas de
amplio espectro que se utilizan de forma masiva en todo el mundo para controlar las
malezas en 4reas tanto urbanas como rurales. En la actualidad no existe consenso
respecto al potencial carcinogénico y de disrupcion enddcrina de glifosato y sus
formulaciones. Distintos organismos que evaluaron el potencial carcinogénico de
glifosato, arribaron a diferentes conclusiones. Mientras que la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria concluyd que “no se detectaron evidencias de carcinogenicidad
para glifosato en estudios realizados en ratas y ratones”, la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud encontr6 que “hay
suficientes evidencias de carcinogenicidad en animales de laboratorio”, por lo que lo
clasifico en el afio 2015 como “probable carcindgeno para el ser humano” (Grupo 2A).
De la misma manera, mientras que algunos estudios han documentado que glifosato y
sus formulaciones son capaces de inducir la activacion del receptor de estrogenos alfa
(REa) y modular la expresion de genes estrogeno-sensibles, la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE.UU (EPA), concluyo que glifosato no presenta propiedades de PE, al

no detectar una interaccion con las vias de senalizacion del sistema enddcrino.

En relacion a los antecedentes disponibles acerca de las consecuencias de la exposicion
a glifosato sobre organos reproductivos, la mayoria se limita a los efectos sobre el
desarrollo y la funcionalidad del tracto reproductor masculino. Los estudios referidos al
tracto genital femenino, son escasos y no aportan evidencias de efectos sobre la

funcionalidad del mismo en la etapa adulta, especialmente cuando los oOrganos

v



Resumen

hormono-dependientes son expuestos a situaciones endocrinas enddgenas o exogenas
particulares como la gestacion o el tratamiento con hormonas. Por lo tanto, el objetivo
de la presente tesis doctoral fue evaluar la influencia de la exposicion postnatal a un
herbicida a base de glifosato (HBG) sobre la diferenciacion organogenética y funcional
del utero de la rata, y determinar si se producen consecuencias a largo plazo sobre la
fertilidad y el desarrollo de tumores ginecoldgicos. Para ello, crias hembra de rata de la
cepa Wistar recibieron inyecciones subcutdaneas cada 48 hs desde el dia postnatal (DPN)
1 hasta el DPN7 con solucién fisiologica (control) o una formulacion comercial a base
de glifosato (HBG) en una dosis de 2 mg de glifosato/kg/dia (en el orden de magnitud
de la dosis segura para glifosato de Img/kg/dia, definida por la EPA). Luego del
tratamiento, las crias hembra de ambos grupos experimentales fueron distribuidas al

azar en cinco experimentos diferentes.

En la primera etapa, se evaluaron los efectos de la exposicion postnatal a HBG sobre la
diferenciacion organogenética del utero. Para ello, las crias fueron sacrificadas en dos
etapas diferentes del desarrollo postnatal: §) en DPNS, para determinar la respuesta
aguda a la exposicion a HBG, al que definimos como periodo neonatal; y ii) en DPN21,
para investigar si los efectos persisten y/o se manifiestan 15 dias después de finalizado
el tratamiento, al que definimos como periodo prepuberal. En el ttero de estos animales
se evaluaron las caracteristicas histomorfologicas, la citodiferenciacion epitelial y
estromal, la proliferacion celular mediante inmunomarcacion para Ki67, y la expresion
de diversas moléculas involucradas en la diferenciacion organogenética del o6rgano,
tales como: receptores de esteroides (REa y receptor de progesterona (RP)), genes
homeoticos (Hoxal0) y de la familia de Wnt (Wnt7a). A su vez, en DPNS8 se realizaron
estudios para evaluar posibles modificaciones epigenéticas, mediante la determinacion
de la expresion del ARNm de las enzimas ADN metiltransferasas, y el estado de
metilacion del ADN y de modificaciones post-traduccionales de histonas en regiones
potencialmente regulatorias del gen Hoxal0. Los resultados indicaron que la exposicion
a HBG produce alteraciones de la morfologia uterina, evidenciadas por hiperplasia
epitelial y aumento del espesor del estroma y del miometrio circular, sin modificaciones
en los patrones de citodiferenciacion epitelial y estromal en DPNS8. Asimismo,
detectamos que estas modificaciones estaban vinculadas a un incremento en la
proliferacion celular y a alteraciones en la expresion del REa, RP y Hoxal0. En relacion

a HoxalO0, detectamos que el silenciamiento en la expresion del gen estaba asociado a



Resumen

mayores niveles de la histona 3 trimetilada en la lisina 9 e hipermetilacion del ADN en
regiones potencialmente regulatorias. Finalmente, los resultados indicaron que muchos
cambios detectados a nivel morfoléogico y molecular como consecuencia de la

exposicion a HBG persistieron hasta el periodo prepuberal (DPN21).

En una segunda etapa, evaluamos si la exposicion postnatal a HBG modifica la
sensibilidad uterina al 17B-estradiol (E2), utilizando un modelo de rata prepuber
ovariectomizada (OVX) sometida a una estimulaciéon cronica con E2. Al destete
(DPN21), las ratas hembra fueron OVX bilateralmente y se les colocaron implantes de
E2 (1 mg/ml) que se mantuvieron hasta los dos meses de edad (DPN60). En ese
momento se recolectaron muestras de Utero y se determinaron las caracteristicas
histomorfologicas, la proliferacion celular (mediante inmunomarcacion para Ki67) y la
expresion de genes estrogeno-sensibles, tales como REa, REf, Wnt7a y B-catenina. El
tratamiento con HBG indujo alteraciones morfologicas, evidenciadas por el desarrollo
de hiperplasia uterina, y un incremento en la altura del epitelio luminal y en la densidad
de nucleos del estroma. Ademas, en las hembras expuestas a HBG detectamos un
aumento en la proliferacion celular inducida por E2, que estuvo acompanado por un
incremento en la expresion de los receptores de estrogeno (REo y REP) y una

desregulacion en la via de sefializacion de Wnt/B-catenina.

En una tercera etapa, investigamos los efectos de la exposicion a HBG sobre el ciclo
estral y los niveles séricos de los esteroides sexuales, E2 y progesterona (P4). Para ello,
un grupo de animales control y expuestos a HBG durante la primera semana de vida
postnatal se mantuvo con agua y comida ad [ibitum hasta los 4 meses de edad
(DPN120). En ese momento y durante cuatro ciclos estrales consecutivos, se evaluo la
regularidad del ciclo mediante la realizacion diaria de extendidos vaginales. Asimismo,
en la mafiana del estro del primer ciclo evaluado se extrajeron muestras de sangre de la
cola para evaluar los niveles séricos de E2 y P4. Las ratas hembra expuestas
postnatalmente a HBG presentaron ciclos estrales alterados. Este patron de ciclicidad se
vio reflejado en un aumento en la duracion del ciclo estral a expensas de un mayor
porcentaje de tiempo en proestro y estro. A su vez, el tratamiento con HBG produjo un
incremento en los niveles séricos de E2 y una disminucion en los de P4, con un

incremento concomitante en la relacion E2/P4.
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En una cuarta etapa de la tesis, estudiamos los efectos de la exposicion al HBG sobre la
fertilidad de la hembra y la diferenciacién funcional del utero durante el periodo post-
implantatorio. Para ello, un grupo de animales control y expuestos al HBG se mantuvo
con agua y comida ad libitum hasta alcanzar la madurez sexual (DPN90). En el DPN90,
las ratas hembra fueron alojadas individualmente con machos de fertilidad comprobada.
Aquellas ratas hembra que durante 3 semanas consecutivas de haberlas puesto a prefiar
no presentaron espermatozoides en su extendido vaginal, fueron consideradas no
prefiadas y con este dato se calcul6 el porcentaje de prefiez. Las hembras que resultaron
prefiadas fueron asignadas a uno de los siguientes experimentos: i) Evaluacion de la
eficiencia reproductiva mediante la determinacion de distintos pardmetros de fertilidad
(n® de cuerpos luteos; n°® de sitios de implantacion (SI) y n°® de sitios de reabsorcion) en
dia de gestacion (DG) 19, y ii) Evaluacion de una de las principales vias de sefializacion
que regulan el proceso de decidualizacion: RP/COUP-TFII (del inglés: Chicken
ovalbumin upstream promoter transcription factor II)/Bmp2 (del inglés: Bone
Morphogenetic Protein 2), en los SI en DGY. La exposicion postnatal a HBG no afect6
la tasa de prefiez puesto que todas las hembras resultaron prefiadas. Sin embargo, el
grupo expuesto a HBG mostrd un incremento en el n® de sitios de reabsorcion en DG19,
sin cambios en el n® de SI. En DGY, las hembras expuestas a HBG exhibieron una
reaccion decidual alterada, evidenciada por cambios morfoldgicos en los SI y por una
disminucion en la expresion del RP y sus moléculas de sefializacion, COUP-TFII y

Bmp?2.

En una ultima etapa de esta tesis, evaluamos si la exposicion postnatal al HBG
promueve el desarrollo de lesiones pre-neoplésicas y/o neoplésicas en utero y vagina.
Para ello, un grupo de animales control y expuestos postnatalmente a HBG se mantuvo
con agua y comida ad libitum hasta alcanzar los 20 meses de edad, momento en el cual
se extrajeron biopsias de utero y vagina para analisis histopatologico. El tratamiento con
HBG provoco el desarrollo de neoplasias ginecoldgicas, que fueron caracterizadas como
leiomioma uterino y rabdomiosarcoma vaginal. Adicionalmente, los animales expuestos
a HBG desarrollaron neoplasias benignas en higado y en la glandula mamaria (adenoma

de vias biliares intrahépatico y fibroadenoma mamario).

En conclusion, los resultados de esta tesis muestran que la exposicion postnatal a bajas
dosis del HBG produce alteraciones en la diferenciacion organogenética del tutero, y

provoca efectos adversos a largo plazo sobre la salud reproductiva, como subfertilidad y
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desarrollo de tumores ginecologicos. Diversos mecanismos moleculares podrian estar
involucrados en los efectos observados, entre los cuales podemos mencionar: la accion
de la formulacion como PE, la alteracion del epigenoma, el incremento en la
sensibilidad uterina al E2, el aumento en la relacion E2/P4 a nivel sérico y la alteracion

de los patrones de ciclicidad estral.

En conjunto, los resultados de esta tesis aportan nuevas evidencias a favor del potencial
carcinogénico y de la actividad como PE de los HBGs, como asi también conocimiento
acerca de los mecanismos moleculares afectados. Consideramos que estos hallazgos
contribuirdn al desarrollo de politicas sanitarias y de prevencion que minimicen el
riesgo para la salud humana y animal que implica la exposicion a este agroquimico. Sin
lugar a dudas, el compromiso de los organismos regulatorios en la adopcion de estas

politicas y en la busqueda de alternativas mas seguras es una necesidad ineludible.

Por ultimo, consideramos que para el herbicida en estudio como para tantos otros
compuestos con actividad de PE a los que estamos expuestos, seria muy importante para
nuestra salud y la del ecosistema tener en cuenta el principio de precaucion: “Cuando
haya peligro de danio grave o irreversible, la ausencia de informacion o certeza
cientifica no deberd utilizarse como razon para postergar la adopcion de medidas

eficaces para impedir la degradacion del medio ambiente” .
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ABSTRACT

The uterus is an essential organ for reproduction in mammals. Uterine organogenetic
differentiation is regulated by several hormonal, cellular and molecular mechanisms,
and is completed during the first postnatal week in rodents. These mechanisms program
uterine cells during organogenetic differentiation to respond appropriately to hormonal
cues later in life. Therefore, this stage of life is a critical period of development, in
which exposure to endocrine disrupting chemicals (EDC) can alter normal
differentiation program and induce permanent changes in the structure and function of

the uterus, with adverse consequences for reproductive health.

Glyphosate is the active principle of a number of broad spectrum herbicides extensively
used all over the world to control weeds in urban and rural areas. In the last years, it has
been controversy and debate regarding the carcinogenic and the endocrine disrupting
potential of glyphosate and its commercial formulations. Several bodies of experts have
evaluated glyphosate carcinogenicity and drawn different conclusions. While the
European Food Safety Authority concluded “no evidence of carcinogenicity was
confirmed in either rats or mice”, the International Agency for Research on Cancer
found there is “sufficient evidence of carcinogenicity in animals” and classified
glyphosate as “probably carcinogenic to humans” (Group 2A). Similarly, while some
studies have documented that glyphosate and its formulations can induce the activation
of the estrogen receptor alpha (ERa) and modulate the expression of estrogen-sensitive
genes, the US Environmental Protection Agency (EPA) concluded that glyphosate does
not have endocrine disrupting properties, since no evidence of a possible interaction

with the endocrine signaling pathways has been detected.

Regarding the available information about the consequences of glyphosate exposure on
reproductive organs, most studies have focused on developmental and reproductive
effects on the male reproductive tract. To our knowledge, available reports on the
adverse consequences on the female reproductive system are scarce and do not provide
evidence of effects on functional differentiation during adulthood, especially when
hormone-dependent tissues are exposed to particular endocrine situations, such as
gestation or exogenous hormonal treatment. Therefore, the aim of the present thesis was

to evaluate the influence of postnatal exposure to a glyphosate-based herbicide (GBH)
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on the organogenetic and functional differentiation of the rat uterus, and to determine
the long-term adverse consequences on female fertility and the development of
gynecological tumors. Female Wistar pups were injected subcutaneously every 48 hs
from postnatal day (PND) 1 to PND7 with saline solution (control) or a commercial
formulation of GBH at a dose of 2 mg of glyphosate/kg/day (in the order of magnitude
of the reference dose of 1 mg/kg, assigned for glyphosate by the US EPA). After
postnatal treatment, female pups from both experimental groups were randomly divided

into five main experiments.

In a first part, we evaluated the effects of postnatal exposure to low doses of a GBH
formulation on uterine organogenetic differentiation. Female pups were sacrificed at
two different developmental time points: i) on PND8, to evaluate the acute response to
GBH, defined as the neonatal period, and i) on PND21, to investigate whether the
effects persisted and/or were manifested in a stage distant from the GBH exposure,
defined as the prepubertal period. In the uteri of these animals, we evaluated
histomorphological features, epithelial and stromal cytodifferentiation, cell proliferation
by the detection of Ki67, and the expression of proteins involved in uterine
organogenetic differentiation, such as: steroid receptors (ERa and progesterone receptor
(PR)), homeotic genes (HoxalO) and members of the Wnt gene family (Wnt7a). In
addition, on PND8 we evaluated possible epigenetic modifications by determining the
mRNA expression of DNA methyltransferases, and DNA methylation status and histone
post-translational modifications in regulatory regions of the Hoxal0 gene. The results
indicated that GBH-exposure induces alterations in uterine morphology, evidenced by
epithelial hyperplasia and increased stromal and circular myometrium thickness, with
normal epithelial and stromal cytodifferentiation patterns on PNDS. In addition, we
detected that these modifications were linked to augmented cell proliferation and
alterations in the expression of ERa, PR and Hoxal0O. Regarding HoxalO gene, we
detected that silencing in its expression was associated with higher levels of
trimethylated histone 3 in lysine 9 and hypermethylation of DNA in regulatory regions.
Finally, the results indicated that many changes detected at the morphological and
molecular levels as a consequence of GBH exposure persisted until the prepubertal

period (PND21).

In a second part, we evaluated whether postnatal GBH exposure might modify the

sensitivity of the uterus to 17B-estradiol (E2), using a model of prepubertal
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ovariectomized (OVX) rats submitted to chronic stimulation with E2. At weaning
(PND21), a subset of female rats were bilaterally OVX and treated with capsules filled
with E2 (1 mg/ml) until they were two months of age. On PND60, uterine samples were
removed to evaluate histomorphological features, cell proliferation by the detection of
Ki67 and the expression of estrogen-sensitive genes, such as ERa, ERP, Wnt7a and B-
catenin. GBH treatment induced morphological alterations in the rat uterus that were
evidenced by the development of uterine hyperplasia, increase of luminal epithelial cell
height and higher stromal nuclei density. In addition, GBH-exposed females showed
increase in E2-induced cell proliferation, induction of both ERa and ERp, and

deregulation of Wnt/B-catenin signaling pathway.

In a third step, we evaluated whether a brief postnatal exposure to GBH disrupts estrous
cyclicity and serum levels of the sex steroids, E2 and progesterone (P4). A subset of
control and GBH-exposed animals were kept with feed and water ad libitum, without
further treatment until they were four month of age (PND120). From PNDI120 and
during four consecutives cycles, the estrous cycle was daily monitored by vaginal
smears. In addition, blood from the tail was obtained on the morning of the estrus of the
first cycle to determine E2 and P4 serum levels. GBH-exposed rats showed alterations
in estrous cyclicity. Accordingly, GBH females exhibited prolonged estrous cycles and
spent more time in proestrus and estrus. Moreover, an increased level of E2 and
decreased level of P4, with a concomitant increase in E2/P4 ratio, was detected in GBH-

exposed rats.

In a fourth stage of the thesis, we investigated whether postnatal GBH exposure alters
female fertility and uterine functional differentiation during the post-implantation
period. On PND90, a subset of female rats were housed individually for three
consecutive weeks with males of proven fertility to allow several possible matings.
Female rats that become pregnant were assigned to one of the following experiments: i)
Evaluation of the reproductive performance, by determining the pregnancy rates, the
number of corpora lutea, and the implantation and resorption sites on gestational day
(GD) 19, and ii) Evaluation of one of the endocrine signaling pathways that regulates
uterine decidualization: PR/COUP-TFII (Chicken ovalbumin upstream promoter
transcription factor II)/Bmp2 (Bone Morphogenetic Protein 2) at the implantation sites
(IS) on GD9. Postnatal exposure to GBH did not affect the pregnancy rate since all

females became pregnant. However, the GBH-exposed group showed a significant
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increase in the number of resorption sites on GD19, without changes in the number of
IS. On DGY, females postnatally treated with GBH showed alterations in uterine
decidualization, evidenced by morphological changes at the IS and downregulation of

PR and its signaling molecules, COUP-TFII and Bmp2.

In the last part of the thesis, we evaluated whether GBH postnatal exposure promotes
the development of pre-neoplastic and neoplastic lesions in uterus and vagina of aged
rats. A subset of control and GBH-exposed animals were kept with feed and water ad
libitum, without further treatment until adulthood. Animals were sacrificed at 20 months
of age, and the uteri and vagina were dissected and processed for histopathology. We
found that GBH treatment elicited the development of gynecological neoplasms,
characterized as uterine leiomyoma and vaginal rhabdomyosarcoma. Additionally,
GBH-exposed animals developed benign neoplasms in the liver and in the mammary

gland (intrahepatic bile duct adenoma and mammary fibroadenoma).

In conclusion, our results show that postnatal exposure to low doses of GBH not only
alters uterine organogenetic differentiation, but also causes long-term adverse effects on
female reproductive health, such as subfertility and the development of gynecological
tumors. Several molecular mechanisms could be involved in the adverse effects induced
by GBH exposure, among which we can mention: endocrine disruption, epigenetic
modifications, enhanced sensitivity of the rat uterus to E2, increased E2/P4 serum levels

and abnormal estrous cyclicity.

Overall, the results of this thesis provide new evidences about the carcinogenic potential
and endocrine disrupting activity of GBHs, as well as knowledge about the molecular
mechanisms involved. We believe that these findings will contribute to the development
of health and prevention policies that minimize the risk to human and animal health that
exposure to this agrochemical implies. Undoubtedly, the commitment of regulatory
bodies in the adoption of these policies and in the search for safer alternatives is strictly

necessary.

Finally, we consider that for the herbicide under study as for many other compounds
with EDC activity to which we are exposed, it would be very important for our health
and the environment to take into account the precautionary principle: “Where there are

threats of serious or irreversible damage, lack of full scientific certainty shall not be
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used as a reason for postponing cost-effective measures to prevent environmental

degradation”.
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INTRODUCCION

“Lo importante es no dejar de cuestionar.

La curiosidad tiene su propia razon de existir”.

Albert Einstein
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El Utero es un o6rgano fundamental para la reproduccion en mamiferos. Entre sus
principales funciones fisiologicas podemos mencionar: i) el transporte, almacenamiento
y maduracién de espermatozoides; ii) la provision de un ambiente adecuado para la
implantaciéon, supervivencia, y desarrollo del embriéon y las membranas
extraembrionarias asociadas; y, #ii) la contraccion ritmica de la musculatura uterina,

necesaria para la expulsion de las crias durante el parto.

1 | Diferenciacion organogenética del utero. Etapa postnatal

El desarrollo organogenético y la diferenciacion de la mayoria de los 6rganos del tracto
reproductor femenino se completan durante el periodo prenatal. Sin embargo, el Utero
no se encuentra completamente desarrollado o diferenciado al nacimiento. El
establecimiento de la histoarquitectura especifica del tejido uterino se completa
postnatalmente en roedores (ratas y ratones) y animales domésticos [1-3]. El patrén de
diferenciacion radial que tiene lugar durante esta etapa del desarrollo establece las tres
capas histologicas de la pared uterina: endometrio, miometrio, y perimetrio. La
morfogénesis postnatal del utero presenta eventos comunes en todos los mamiferos, que
incluyen: i) la organizaciébn y estratificacion del estroma endometrial; i) la
diferenciacion y el crecimiento del miometrio; y, #ii) el desarrollo y la diferenciacion de

las glandulas endometriales a partir del epitelio luminal (adenogénesis) [4].

En ratas y ratones, el desarrollo postnatal del utero es muy similar, y la morfologia del
organo se establece en el dia postnatal 15 (DPN15) en ambas especies [5]. Al
nacimiento, el utero de la rata y del raton carece de glandulas endometriales y consiste
en un epitelio simple sostenido por un mesénquima indiferenciado. Entre el nacimiento
y el DPN10, el mesénquima uterino se diferencia en el estroma endometrial radialmente
orientado, el miometrio circular interno y el miometrio longitudinal externo (Figura 1)
[5]. La alfa actina de musculo liso (a-SMA) y los filamentos intermedios desmina y
vimentina se utilizan como marcadores de diferenciacion celular para miocitos,
miofibroblastos y fibroblastos. Estos marcadores son especificos de tejido y su patrén
de expresion se encuentra regulado durante los procesos de desarrollo [5,6]. En el DPN5
en ratones y DPN7 en ratas, invaginaciones epiteliales comienzan a formar brotes de
epitelio glandular (yemas) en el estroma en desarrollo, lo que marca el inicio del
proceso de adenogénesis (Figura 1). Sin embargo, la presencia de las glandulas

endometriales no se observa hasta el DPN7 en el raton y DPN9 en la rata [7-9]. A partir
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de este momento y hasta el DPNI5 (Figura 1), los procesos de tubulogénesis,
ramificacion y enrollamiento dan origen en roedores a glandulas tubulares simples
ligeramente enrolladas que se extienden a través del estroma hasta alcanzar la capa
circular interna del miometrio[8]. La citodiferenciacion epitelial (glandular y luminal)
se caracteriza por la expresion de citoqueratina 8 (CKS8), una queratina especificamente
encontrada en células epiteliales que componen epitelios cilindricos simples (Figura 2),
y que es esencial para el mantenimiento de la integridad celular y la diferenciacion

epitelial [10].

——— Adenogénesis ——

Crias hembra F—Tubulogénesis —
Crecimiento radial y Presencia de
= Smancecion =4 Formacion glandulas
del mesénquima de yemas endometriales
I i | /L | | | | |
B | Vi I I I I |
Dia postnatal () 5 7 9 10 15
Nacimiento Capa del Miometrio Organizacién
miometrio longitudinal histologica
circular organizado  similar al
en haces adulto

+———-0rganizacion y diferenciacion del miometrio——

Figura 1. Representacion esquemadtica de la secuencia de eventos durante la morfogénesis
postnatal uterina en la rata. Modificado de Guerrero Schimpf'y col., 2018.

La proliferacion de las células uterinas durante el desarrollo postnatal es critica para el
crecimiento normal del utero y su morfogénesis. Las células uterinas epiteliales,
estromales y miometriales proliferan rapidamente durante el periodo neonatal [11,12].
Sin embargo, la proliferacion disminuye con la edad, alcanzando su punto mas bajo
entre los DPN15-20, para luego aumentar en los animales jévenes con el inicio de la
pubertad y el aumento en los niveles circulantes de 173-estradiol (E2) [11,13]. Ademas,
la proliferacion epitelial es fundamental para aspectos criticos de la adenogénesis
uterina, tales como la gemacion del epitelio glandular y la invasioén del estroma por

parte de las glandulas uterinas nacientes [14].
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Figura 2. Marcadores de citodiferenciacion celular en utero de DPNS. Se muestra la
inmunomarcacion para citoqueratina 8 (CK8), vimentina y alfa actina de musculo liso (aSMA),
marcadores de diferenciacion para células epiteliales, fibroblastos y miocitos. EL, epitelio
luminal; ES, estroma subepitelial; MC, miometrio circular; ML, miometrio longitudinal. Barra:
50 um. Modificado de Guerrero Schimpf'y col., 2018.

El proceso de diferenciacion organogenética del utero esta regulado por interacciones
epitelio-mesénquima  finamente orquestadas por la expresion de genes
morforegulatorios especificos y numerosas cascadas de genes que regulan la
diferenciacion de las células madre, la proliferacion y el crecimiento tisular [15]. Los
genes morforegulatorios involucrados en estos procesos de desarrollo comprenden
aquellos que codifican: i) miembros de la familia Hox, i) miembros de la familia Wnt,

y iii) los receptores de hormonas esteroides ovaricas [4,16].
1.1| Genes de la familia Hox

Los genes homeoticos de la familia Hox (del inglés: Homeobox) cumplen un rol
esencial en el establecimiento de patrones de expresion especificos que definen los
limites tisulares a lo largo del eje anteroposterior del cuerpo durante el desarrollo. En
diferentes especies, como humanos y roedores, los genes Hox se encuentran agrupados
en cuatro clusters separados: A, B, C y D, los que a su vez estan compuestos por 9-13
genes [15]. Estos genes poseen una secuencia altamente conservada de 183 pb que
codifica para un dominio de 61 aminoacidos, denominado homeodominio. Este dominio
tiene la capacidad de unirse al ADN y actuar como factor de transcripcion, alterando la
expresion de genes que le confieren a las células identidad espacial inequivoca en las

diferentes regiones a lo largo del eje antero-posterior del cuerpo [16,17].

Dentro de esta familia de genes Hox, los genes HoxalO y Hoxall intervienen en la
morfogénesis uterina regulando la diferenciacion y segmentacion del conducto de
Miiller (Figura 3A) [3]. En ratones modificados genéticamente se ha observado que la

alteracion en la expresion de estos genes produce cambios anatémicos significativos en
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la organizacion espacial y estructural del utero que conducen a anomalias reproductivas
en la etapa adulta [18]. La interrupcion en la expresion del gen Hoxal0 provoca que el
25% de la porcion anterior del utero se diferencie a oviducto, [19], mientras que la
delecion del gen Hoxall produce una disminucion en el nimero de glandulas

endometriales y un menor desarrollo del estroma endometrial [20].
1.2 | Genes de la familia Wnt

Los genes Wnt (del inglés: Wingless-related MMTYV integration site) son los homologos
en vertebrados de los genes “Wingless” de Drosophila Melanogaster, implicados en el
establecimiento de patrones de polaridad de los segmentos corporales durante la
embriogénesis de la mosca [21]. En los humanos y en roedores, codifican para una
familia de glicoproteinas secretadas que incluye al menos 16 miembros con secuencias
altamente conservadas, y que exhiben roles cruciales en la embriogénesis, en la

interaccion célula-célula, y en la proliferacion y diferenciacion celular [22,23].

Seis miembros de esta familia (Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wntll y Wntl6) se
expresan en el utero durante el desarrollo [24]. Durante la diferenciacion postnatal,
Wnt4, Wnt5a y Wntl6 se expresan predominantemente en el estroma endometrial
mientras que Wnt7a, Wnt7b y Wntl1 en el epitelio uterino. Ratones con delecion del
gen que codifica para WntS5a o Wnt7a presentan malformaciones en el tracto
reproductor femenino e infertilidad. Entre las alteraciones detectadas en los mutantes
para el gen Wnt5a se encuentran cuernos uterinos de menor didmetro con un epitelio
luminal normal, pero con ausencia de glandulas endometriales y estructuras cervicales y
vaginales bien definidas [25]. En forma similar, los ratones deficientes en Wnt7a poseen
utero hipoplasico con un epitelio luminal estratificado rodeado de una pequeiia capa de
estroma que carece de glandulas endometriales, un miometrio hiperplasico y
desorganizado, y bajos niveles de expresion de Wnt4, Wnt5a, Hoxal0 y Hoxall [26].
En el mismo sentido, la desregulacion de B-catenina que es un mediador intracelular
critico de la via de sefalizacion candnica de Wnt, induce la formacion de metaplasia
escamosa en el epitelio luminal y de hiperplasia en el epitelio glandular [27],
confirmando la importancia de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina en el

mantenimiento del diferenciacion epitelial del utero.

Se ha definido que se produce un control mutuo entre la expresion de Wnt7a y Wnt5a.

Por un lado, la expresion de Wnt7a seria indispensable para una correcta organizacioén
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epitelial y miometrial, y para el establecimiento del patrén de crecimiento radial de las
cé¢lulas mesenquimales (Figura 3B). La expresion de Wnt7a en el epitelio luminal
permitiria el mantenimiento (flechas de puntos) de altos niveles de expresion de Wnt5Sa,
y ademas de Wnt4, HoxalO y Hoxall en el estroma uterino. A su vez, las sefiales
inducidas por la expresion de WntSa producirian una represion de Wnt7a en las
invaginaciones del epitelio luminal. De acuerdo a los datos experimentales, esta caida
en la expresion de Wnt7a seria necesaria para el correcto desarrollo de las glandulas
endometriales. Por lo tanto, las interacciones mediadas por Wnt determinarian el destino
de las células epiteliales luminales, lo que les permitiria seguir las diferentes etapas del
proceso de adenogénesis (invaginacion, diferenciacion y formacion de las glandulas

uterinas) [4,25].
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Figura 3. Expresion de genes Hox y Wnt durante la diferenciacion organogenética del utero
del raton. (A) Representacion esquematica de la expresion espacial de los genes Hox y Wnt en
el tracto reproductor femenino durante en desarrollo. (B) Hipdtesis sobre el rol de los genes Hox
y Wnt en el patron de diferenciacion radial y el proceso de adenogénesis durante el desarrollo
postnatal del utero. EL, epitelio luminal; Mio, miometrio. Modificado de Spencer y col., 2012.

1.3 | Receptores de hormonas esteroides ovaricas

Los esteroides ovaricos E2 y progesterona (P4) son reguladores clave del crecimiento,
diferenciacion y funciones fisioldgicas de muchos tejidos, incluyendo el tracto
reproductor femenino. Estas hormonas ejercen su accién a través de su union a
receptores especificos, miembros de la superfamilia de receptores nucleares que actiian
como factores de transcripcion. Estos receptores, al unirse a su ligando o fosforilarse,

dimerizan e interaccionan con secuencias especificas del ADN altamente conservadas
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denominadas elementos de respuesta a hormona (HRE, del inglés: Hormone Response
Element), traduciendo sefiales provenientes del medio ambiente extracelular y alterando

la expresion génica para asi llevar a cabo la accion bioldgica de las hormonas [28].

Los receptores de hormonas esteroides comparten similitudes estructurales y dominios
funcionales clave (Figura 4). EI dominio A/B en la region amino terminal contiene una
funcion de activacion (AF-1) que contribuye a la actividad transcripcional del receptor y
es independiente del ligando. Adyacente a ¢l, se encuentra el dominio C o dominio de
union al ADN (DBD), constituido por motivos de dedos de zinc responsables del
reconocimiento y union a sus secuencias blanco en el ADN (HRE). Este dominio es el
mas conservado entre los distintos receptores y es responsable de su dimerizacion, lo
que permite la formacion de homo y heterodimeros. A continuacion y cerca del extremo
carboxilo terminal, se localiza el dominio E o dominio de unién a ligando (LBD) que
contiene una funciéon de transactivacion 2 (AF-2) dependiente de la presencia del
ligando y que puede interactuar con moléculas coactivadoras y correpresoras de la

transcripcion [29].

Al menos dos receptores de estrogenos (REs) se han estudiado en profundidad hasta la
actualidad, el receptor de estrogenos alfa (REa) y el receptor de estrogenos beta (RE)
(Figura 4A). Dos genes diferentes, Esr/ y Esr2, ubicados en distintos cromosomas
codifican para el REa y el REP, respectivamente. Los DBD de ambos receptores
comparten un 97% de similitud de secuencia, mientras que los LBD comparten sélo un
60% de sus secuencias. Sin embargo, ambos receptores presentan afinidades similares
para 17-estradiol [30]. Por el contrario, el receptor de progesterona esta codificado
por un Unico gen en humanos y roedores, y su transcripcion a partir de la activacion de
diferentes promotores origina tres isoformas, RP-A, RP-B y RP-C (Figura 4B) [31]. La
isoforma A carece de 164 aminoéacidos en el extremo N-terminal que contiene la
isoforma B. La isoforma C, en cambio, contiene un DBD truncado, por lo que los
efectos bioldgicos de la P4 estarian mediados principalmente por las isoformas A y B

[32].
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Figura 4. Estructura de los receptores de hormonas esteroides ovaricas. (A) Representacion
esquematica de los receptores de estrogenos alfa (REa) y beta (REP). Los nimeros dentro de
cada dominio representan la longitud del dominio en aminoacidos. A/B, dominio A/B; C,
dominio C; D, region bisagra; E, dominio E; F, dominio F. (B) Representacion esquematica de
las distintas isoformas del receptor de progesterona (RP-A, RP-B y RP-C). Los nimeros del 1 al
8 representan los exones del gen. Las flechas negras indican los distintos sitios de inicio de la
traduccion. DBD, dominio de unién al ADN; LBD, dominio de unién a ligando; AF-1, dominio
de transactivacion independiente de ligando; AF-2, dominio de transactivacion dependiente de
ligando. Modificado de Hewitt y Korach, 2008, y Lee y col., 2008.

En las células, los receptores de las hormonas esteroides ovaricas influyen sobre la
transcripcion génica y producen diversas respuestas celulares a través de dos grandes
mecanismos. La via genémica clasica involucra la interaccion directa de los receptores
con sus genes blanco. La unién de la hormona al receptor induce un cambio
conformacional que promueve su dimerizacion. Asi el complejo hormona-receptor
migra al nucleo, recluta coactivadores (CoAc) y se une a los HRE localizados en
regiones regulatorias de genes blanco (Figura 5-1). El complejo hormona-receptor
también puede reclutar a otros factores de transcripcion, como AP1, SP1 o C/EBP-B, y
regular la expresion de genes que carecen del HRE (Figura 5-2) [30,32]. La via no
clasica involucra la activacion de vias de sefializacion en la membrana mediadas por
quinasas citoplasmaticas (MAPK, PI3K, PK) y segundos mensajeros (SM), que
conducen a la activacion de la transcripcion (gendmica) o al desarrollo de respuestas

rapidas que no requieren transcripcion ni sintesis proteica (no gendmicas) [33]. En el
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primer caso, las proteinas quinasas pueden fosforilar y activar a los receptores a partir
de la unién de factores de crecimiento (FC) a sus receptores en la membrana celular
(Figura 5-3) (este mecanismo se denomina también “via gendémica independiente de
ligando”, debido a que se produce en ausencia de ligando), o bien los esteroides
sexuales pueden unirse a receptores de membrana y activar cascadas de quinasas que
fosforilen factores de transcripcion y modifiquen la transcripcion de genes especificos
(Figura 5-4). Las acciones no gendmicas involucran la modulacion de segundos
mensajeros (Figura 6-5) luego de la unioén de los esteroides sexuales a receptores de
membrana, tales como calcio intracelular, AMPc y 6xido nitrico [33].

Membrana
citoplasmatica

Nucleo

SP1 (N) HRE

ependiente!
de ligando

(MAPK,
PI3K,PK)

% Citoplasma

Figura 5. Mecanismos de accion de los esteroides sexuales. Representacion esquematica de la
via clasica (1 y 2) y no clasica (3, 4 y 5) de accién de los esteroides sexuales 17B-estradiol y
progesterona, representados en el esquema a través de circulos amarillos. CoAc, coactivadores;
F, Fos; FC, factor de crecimiento; FT, factor de transcripcion; HRE, elemento de respuesta a
hormona; J, Jun; RE, elemento de respuesta; RS, receptor de esteroide; SM, segundo mensajero.
Modificado de Hewitt y Korach, 2008, y Binder y col., 2015.

1.3.1 | Receptor de estrogenos

El REa es la forma predominante en el utero y el principal mediador de los efectos de
los estrogenos en este organo [34]. Por el contrario, y a pesar de su expresion
relativamente baja en tUtero, el REP actia como un modulador negativo de las acciones
de los estrogenos. Distintos estudios han revelado que ratones mutantes para este gen

exhiben una respuesta exacerbada a un tratamiento exdgeno con E2 [35,36].
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En roedores, la expresion de los REs en el ttero en desarrollo ha sido reportada por
diversos autores. La inmunomarcacion para el REa se detecta por primera vez en las
células mesenquimales del ttero fetal en el dia gestacional 15 (DG15), mientras que su
expresion en el epitelio comienza a observarse en la ultima etapa del periodo fetal, y
aumenta marcadamente en el DPN4, alcanzando su punto maximo el DPN16 [33]. Se ha
descripto que el REP se expresa en el epitelio uterino durante el periodo neonatal, y que
su expresion disminuye con la edad [35]. A pesar de estos antecedentes, se ha
demostrado que el desarrollo y la morfogénesis uterina son normales en ratones
mutantes tanto para el REa como para el REB [34]. Especificamente, estudios de
recombinacion tisular han demostrado que la diferenciacion del epitelio uterino es
independiente de la expresion del REa en el estroma [7]. Por otro lado, distintos
trabajos han revelado que, a diferencia de lo que sucede en el adulto, la proliferacion de
las células uterinas epiteliales y estromales es independiente de la accion del E2 [11] y
de la expresion del REa en neonatos [13]. De la misma manera, se ha demostrado que el
proceso de adenogénesis ocurre normalmente durante el desarrollo postnatal de ratones
deficientes para el REa [13]. Sin embargo, la presencia de los REs en etapas tempranas
de la vida hace que el Utero y otros organos del sistema reproductor femenino sean

susceptibles a la accion de hormonas y compuestos con actividad hormonal [4].
1.3.2 | Receptor de progesterona

A diferencia de lo que ocurre con la expresion del REa durante el periodo fetal en
roedores, tanto las células uterinas mesenquimales como epiteliales son negativas para
el RP en este periodo. Al nacimiento, la expresion del RP comienza a detectarse en el
epitelio uterino alrededor del DPN3-5, y luego en el estroma, aumentando su expresion
con la edad [37,38]. En forma similar a lo que sucede en los ratones mutantes para el
REa, ratones deficientes para el RP exhiben una embriogénesis y un desarrollo uterino
postnatal normal [39]. Estudios de recombinacion tisular demostraron que la
diferenciacion del epitelio uterino es independiente de la expresion del RP en el estroma
[7]. A su vez, se ha observado que la exposicion a E2 y a compuestos con actividad
estrogénica durante el periodo neonatal es capaz de modular la expresion del RP en el

neonato [37,40].

El microambiente hormonal durante el periodo de morfogénesis uterina es crucial ya

que una serie compleja de interacciones entre los receptores hormonales y moléculas de
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sefializacion especificas, programara a las células uterinas para responder
apropiadamente a sefales hormonales durante la vida adulta. Una activacion inadecuada
de las vias de senalizacion que regulan los procesos de diferenciacion y desarrollo
puede afectar los programas organizacionales, alterar las vias normales de desarrollo e
inducir cambios permanentes en la estructura y funcion uterina, con posibles problemas

reproductivos a largo plazo [16,41-44].

2 | Diferenciacion funcional del utero y su regulacion. Etapa adulta

A partir de la pubertad, luego que la morfologia uterina se ha establecido, el utero
atraviesa diferentes procesos que pueden agruparse como procesos de diferenciacion
funcional. Los mismos estdn relacionados con modificaciones del 6rgano necesarias
para su funcionalidad durante la vida adulta. Tanto durante el ciclo estral como durante
la prefiez se producen profundos cambios regulados principalmente por los niveles de

E2 y P4.

Una vez completada la diferenciacion organogenética, la pared uterina en los roedores
se compone de tres regiones o capas (Figura 6): i) Perimetrio, es la capa mas externa
que recubre al Utero; estd compuesto por mesotelio y una delgada capa de tejido
conjuntivo laxo. Presenta abundantes vasos linfaticos, sanguineos y fibras nerviosas, y
estd recubierto por la serosa peritoneal; ii) Miometrio, se encuentra subyacente al
perimetrio. Esta compuesto por dos capas de musculo liso, una capa circular interna y
una longitudinal externa, separadas por una capa intermedia de tejido conectivo con
abundantes vasos sanguineos; y, iii) Endometrio, constituido por un epitelio cilindrico
simple que recubre el lumen del utero, y glandulas tubulares simples revestidas por un
epitelio cubico simple y rodeadas por una capa de tejido conectivo laxo muy

vascularizada, correspondiente al estroma endometrial [8].
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Figura 6. Imagen representativa de una seccion histologica de utero de rata coloreado con
hematoxilina-eosina. Se observan las caracteristicas histologicas del tejido: epitelio luminal,
glandulas endometriales, estroma, capa circular interna del miometrio, capa longitudinal externa
del miometrio y perimetrio. Tomado de Alarcon, 2015.

Como mencionamos anteriormente, a partir de la pubertad, el utero experimenta
cambios funcionales ciclicos (proliferacion, produccion de proteinas de secrecion,
apoptosis, etc.) en respuesta a cambios en los niveles séricos de las hormonas ovaricas
[45]. Al igual que durante el periodo de desarrollo postnatal, las interacciones entre el
estroma y el epitelio son criticas para mediar los efectos de estas hormonas, muchos de

los cuales ocurren a través de sus receptores especificos [46].
2.1 | Modificaciones hormonales durante el ciclo estral de la rata

El inicio de la pubertad en la rata hembra resulta de una cascada de eventos que
comienzan con el establecimiento de un patron de liberacion pulsatil de la hormona
luteinizante (LH, del inglés: Luteinizing Hormone), después de la cuarta semana de vida

postnatal, ocho o nueve dias antes del inicio del ciclo estral [47].

El ciclo estral se compone de una secuencia de eventos hormonales y de
comportamientos, altamente sincronizados que se repiten en el tiempo. Los ciclos
reproductivos son precisos en su naturaleza pero presentan gran diversidad entre las
especies [48]. La rata hembra es un mamifero poliéstrico y de ovulacién espontanea. A
diferencia del ciclo menstrual de la mujer, el ciclo estral de la rata se caracteriza por la
conducta de apareamiento en forma coincidente con la ovulacion, asegurando asi la
oportunidad para la fertilizacién y la prefiez. Los ciclos estrales ocurren desde el
comienzo de la pubertad hasta la senescencia [49]. El momento de la pubertad es

variable y depende de la cepa, siendo el peso y la edad los principales factores que la
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modifican. La apertura vaginal indica el momento de la pubertad y coincide con la
primera ovulacion. En la rata, el ciclo estral tiene una duracion de 4 a 5 dias, sin
variaciones estacionales bajo condiciones de bioterio (ciclo luz-oscuridad y temperatura
controlados), y consiste de 4 etapas: proestro, estro, metaestro y diestro [50]. La
duracion del proestro es de aproximadamente 12-14 horas (hs), mientras que el estro se

extiende entre 25-27 hs, el metaestro entre 6-8 hs, y el diestro entre 55-57 hs [50].

Durante el ciclo estral, los 6rganos reproductivos atraviesan cambios ciclicos tanto a
nivel histolégico como funcional, en respuesta a fluctuaciones en los niveles séricos de
las hormonas esteroides ovéricas, E2 y P4, que son reguladas por las gonadotrofinas LH
y FSH (del inglés Follicle Stimulating Hormone), secretadas por la hipofisis anterior. En
la Figura 7, se presentan los perfiles de secrecion de las hormonas LH, FSH, E2, P4 y

prolactina (PRL) durante el ciclo estral de la rata.

12
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Figura 7. Niveles hormonales de progesterona (P4), prolactina (PRL), 17f-estradiol (E2),
hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) durante el ciclo estral de la
rata. Los niumeros sobre ¢l eje x representan distintos momentos del dia considerando, 24 horas
de reloj. Las barras en negro representan el periodo de oscuridad. Las lineas de punto verticales
sefialan la medianoche. Cada punto representa el promedio de la concentraciéon hormonal con su
desviacion estandar. Modificado de Smith y col., 1975.

Los perfiles de secrecion de LH muestran una secrecion pulsatil, con frecuencias mas
altas durante el proestro y mas bajas durante el estro/diestro. El pico de LH durante el
proestro estimula a los foliculos preovulatorios a ovular y a formar los cuerpos luteos
(CLs) [50]. Dos picos de FSH peri-ovulatorios estimulan el crecimiento de foliculos
mas pequeios. El primer pico se correlaciona con el de LH y el segundo pulso esta

asociado con una disminucion de la inhibina después de la ovulacion. La secrecion de
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PRL en la mayor parte del ciclo estral es baja y estable desde la tarde del proestro hasta
la mafiana del estro. Durante la tarde del proestro, la secrecion de PRL se eleva para
producir un pico pre-ovulatorio que es coincidente con el aumento de la LH. En los
roedores, la PRL es luteotrofica y esencial para el mantenimiento del CL durante los
primeros dias de gestacion. La fase lutea del ciclo estral en roedores es transitoria, y la
implantacioén no puede ocurrir a menos que el CL se mantenga debido a los altos niveles
de PRL [50]. Durante el metaestro se produce el primer pico de P4 que es secretada por
los CLs. Los niveles de P4 luego decaen durante el segundo dia del diestro cuando
comienzan a aumentar los niveles de E2. El segundo pico de P4 se produce casi de
manera simultanea con el pico de LH. El ciclo se completa durante el proestro cuando
ocurre el pico de E2 que estimula la liberaciéon de gonadotrofinas que conducen a la
ovulacion [49]. Los efectos de la variacion hormonal a través del ciclo estral pueden
monitorearse mediante la observacion de los cambios histoldgicos del epitelio vaginal
[51]. Dichos cambios se visualizan a través de la observacion directa de extendidos

vaginales o por su estudio histologico en muestras incluidas en parafina.

Como mencionamos previamente, son las hormonas esteroides derivadas del ovario las
que dirigen los ciclos estrales o menstruales en los mamiferos y son, por lo tanto,
esenciales para el desarrollo y el mantenimiento de la prefiez. La respuesta uterina al E2
pre-ovulatorio es requerida para preparar al tejido para cuando se produzca el
incremento en los niveles de P4. Asimismo, el aumento de P4 que acompana a la
ovulacion, también produce cambios criticos que preparan al tejido uterino para que

ocurra la implantacion [33].
2.2 | Gestacion y regulacion hormonal del proceso de decidualizacion

La gestacion en la rata tiene una duracidon de 22-24 dias. El establecimiento y
mantenimiento de la prefiez en la rata involucra dos eventos enddcrinos. El primero es
desencadenado por el apareamiento, en el que la estimulacion cérvico-vaginal y de los
flancos desencadena un reflejo neuroendocrino que estimula la secrecion bifasica (una
diurna y otra nocturna) de PRL hipofisaria. El aumento de PRL induce la expresion de
receptores de LH en las células luteas que estimula la sintesis de P4 necesaria para el
mantenimiento de la prefiez [49]. El segundo evento enddcrino necesario para mantener
la prefiez, depende no sélo del éxito del proceso de implantacion, sino también del

proceso de decidualizacion y del desarrollo normal del feto. En los roedores prefiados,
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la placenta y las células deciduales del endometrio producen hormonas similares a la
PRL, que ejercen el efecto luteotréfico necesario para mantener la funcion de los CLs

hasta el final de la prefiez [52,53].

Las hormonas esteroides E2 y P4 desempefian un rol fundamental en los procesos de
implantaciéon y decidualizacion, actuando a través de sus receptores analogos. La
preparacion del utero en los roedores durante los primeros dias de gestacion (DG1 y
DG@G2), comienza cuando los niveles elevados de E2 provenientes de la secrecion ovarica
en el estadio pre-ovulatorio estimulan la proliferacion de las células epiteliales
luminales y glandulares [54]. A partir de la tarde del DG2 los niveles séricos de E2
disminuyen, y en el DG3 se produce un incremento en los niveles de P4 proveniente de
los CLs recientemente formados, que induce la proliferacion en el estroma subepitelial.
Estos cambios estan acompanados por una induccion de la expresion del RP en el
estroma subepitelial [55-57]. En el DG4 se produce la secrecidon ovarica pre-
implantatoria de E2 que, en accidn sinérgica con la P4, producen dos efectos. Por un
lado, potencian la proliferacion celular en el estroma subepitelial, y por el otro, las
células epiteliales cesan su proliferacion y se produce su diferenciacion. En este
momento, el Gtero se vuelve receptivo a la implantacion del blastocisto y se origina un
cross-talk entre el blastocisto y el utero que asegura el inicio de la implantacion [58-60].
La implantacion en el raton y en la rata se produce con una diferencia de 24 hs.
Mientras que en el raton dicho proceso ocurre en la noche del DG4 [61], en la rata la
primera sefal de la reaccion de acoplamiento (etapa de adhesion) en el proceso de

implantacion ocurre en la noche del DGS5 [62].

En roedores, una vez que los blastocistos se unen al epitelio luminal uterino, las células
del estroma endometrial inician una transformacion morfolégica y funcional
denominada decidualizacion, que da lugar a la formacion de la decidua, un tejido
compacto y especializado propio de la prefiez [63]. El tejido decidual tiene un rol
fundamental en el establecimiento de la interaccion materno-fetal, de la cual dependera
el correcto avance de la prefiez. El desarrollo de la decidua influira en la regulacion de
la invasion trofoblastica para una correcta orientacion y desarrollo placentario, y en la
regulacion de la respuesta inmune materna hacia el embrion semialogénico [63].
Ademas, la decidua rodea al embrion en desarrollo proveyéndolo de una barrera fisica
que media el intercambio de gases y productos de desecho, y funciona como fuente de

nutrientes y hormonas antes del desarrollo de una placenta funcional [64,65]. Esta
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funcion es posible gracias a que las células deciduales poseen un perfil secretorio y
biosintético propio, que difiere del que presentan las células estromales que les dieron
origen. Especificamente, se caracterizan por mostrar un aumento en los niveles de
expresion de fosfatasa alcalina, proteinas estructurales como desmina [66], y proteinas
de secrecion, como las proteinas relacionadas a prolactina, factores de crecimiento y

citoquinas [58,67].

La decidualizacion es un proceso finamente regulado en tiempo y espacio. Comienza en
las proximidades del embrion implantado, en el polo antimesometrial (AM) del
endometrio uterino, dando lugar a la decidua antimesometrial (DAM), y luego se
extiende hacia el polo mesometrial (M), resultando en la decidua mesometrial (DM)
(Figura 8A) [68]. Las células deciduales del AM y M presentan distintos fenotipos

morfolégicos y funcionales como resultado de una diferenciacion especifica [65,69].

Las células estromales del polo antimesometrial se diferencian a un tipo celular de
aspecto epiteloide que se caracteriza por la acumulacion de glicégeno y lipidos en el
citoplasma, el aumento en el nimero de lisosomas y la gran cantidad de uniones célula-
célula, resultando en un tejido muy compacto que anidara al embrion en desarrollo [70].
A su vez, las células de la DAM se caracterizan por la adquisicion de poliploidia
(multiples copias de ADN gendmico en el nlcleo celular) por el mecanismo de
endoreduplicacion [58]. La zona de la DAM que estara en contacto con el embrion se
desarrolla primero y se denomina zona decidual primaria (ZDP) (Figura 8A). Su
formacion en roedores ocurre entre los DGS y 6 cuando las células estromales cesan su
proliferacion (Figura 8B) [58,68]. Las células de la ZDP son grandes, con citoplasma
basofilo, dos o mas nucleos, reticulo endoplasmico abundante, y mitocondrias,
lisosomas y complejos de Golgi bien desarrollados [68]. Luego del desarrollo de la
ZDP, las células circundantes del estroma experimentan mitosis y se diferencian a
células poliploides, mono o binucleadas, con gran extension de citoplasma,
constituyendo la zona decidual secundaria (ZDS) de la DAM (Figura 8A) [71]. Para el
DGS8, la reaccion decidual se extiende hasta la zona adyacente a la capa circular del
miometrio (adm) (Figura 8A), y finalmente, la DAM alcanza su maximo desarrollo en
la rata en DG10 [72]. La regresion progresiva de la DAM por apoptosis comienza en
estadios relativamente tempranos de la preiiez (DG8-10), y da lugar a la formacion de
una delgada capa alrededor del embriéon en DG12, conocida como decidua capsular

(Figura 8B) [68].
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La diferenciacion de las células estromales se extiende hacia el lado mesometrial del
endometrio en DG8 y forma la DM. Las células de esta zona son mas pequeias y
aisladas que las células de la DAM, presentan una forma irregular y contienen un solo
nucleo [70]. La DM alcanza su maximo desarrollo en la rata en DG12 y con el tiempo,
la zona central es invadida por células trofoblasticas del cono ectoplacentario (cep)
dando como resultado la formacién de la placenta definitiva en DG14 (Figura 8B).
Entre los DG14-16, la DM sufre regresion apoptotica y finalmente, para el DG19, se
encuentra confinada a una region uterina marginal que forma el componente materno de

la placenta, la decidua basal (Figura 8B) [68].
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Figura 8. Desarrollo de la decidua en la rata. (A) Representacion esquematica de una seccion
transversal de un sitio de implantacion en distintos dias de gestacion (DG). (B) Linea de tiempo
del desarrollo decidual. AM, zona antimesometrial; M, zona mesometrial; ZDP, zona decidual
primaria; ZDS, zona decidual secundaria; DAM, decidua antimesometrial; DM, decidua
mesometrial; lu, lumen uterino; es, estroma; ep, epitelio; e, embrion; cep, cono ectoplacentario;
mio, miometrio; adm, area adyacente al miometrio indiferenciada. Modificado de Fonseca y
col., 2012.

2.2.1| Via de senializacion RP/COUP-TFIlI/Bmp?2

La hormona esteroidea P4, actuando a través de sus receptores especificos (RP-A y RP-
B) desempena un rol fundamental en los procesos de implantacién y decidualizacion,
activando multiples vias de sefializacion paracrinas que regulan la proliferacion y
diferenciacion de las células uterinas [63,73]. Algunos autores han demostrado que
durante los primeros dias de gestacion (DG3 y 4) se observa un incremento en los

niveles de expresion del RP tanto en el estroma como en el epitelio uterino [73]. En ese
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momento, el efecto que produce la P4 a través de su receptor consiste en inhibir la
proliferacion en el epitelio luminal y glandular, e inducir la proliferacion y
diferenciacion de las células del estroma uterino [57]. Wang y col. (1998) han reportado
que la isoforma A se expresa de forma predominante durante la fase secretoria y durante
la primera etapa de la gestacion, sugiriendo que el RP-A es el principal efector de la
accion de la P4 sobre el endometrio, preparando al utero para la implantacion, la

decidualizacion y el mantenimiento de la gestacion [74].

A través de los hallazgos de multiples estudios, se ha demostrado que la P4 media el
proceso de decidualizacion a través de la activacion de la via de sefalizacion
Ihh/Ptch1/COUP-TFII/Bmp2 (Figura 9) [75]. La P4, a través de la union a sus
receptores, activa una compleja serie de eventos moleculares mediados por IHH (del
inglés: Indian Hedgehog), un miembro de la familia de morfogenes hedgehog que se
expresa en el epitelio endometrial justo antes del momento de la implantacion [76,77].
La senalizacion de IHH se transmite al estroma uterino a través de los receptores
Ptch1/Smo (del inglés: Patched 1/Smoothened), los cuales inducen la expresion de
COUP-TFII (del inglés: Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor
1) en las células del estroma [78]. Finalmente, COUP-TFII estimula la expresion de
Bmp2 (del inglés: Bone Morphogenetic Protein 2), el cual promueve la decidualizacion

uterina [79].

| P4-RP

Epitelio IHH

luminal l
PTCH1/SMO

i <09
Célula 2
estromal

Célula
decidual
COUP-TFIIl =—» BMP2 =——> Diferenciacion
Periodo receptivo Decidualizacion
Figura 9. Representacion esquemdtica de la via de seiializacion que regula el proceso de
decidualizacion. Se muestra la via de sefializacion regulada por progesterona (P4) que dirige la

diferenciacion de las células del estroma uterino. Modificado de Bhurke y col., 2016.

COUP-TFII es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares cuya expresion se

incrementa en el estroma uterino durante la prefiez temprana. Estudios realizados en
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ratones con delecion condicional para COUP-TFII en tutero demostraron que esta
molécula regula la receptividad endometrial y el proceso de decidualizacion mediante la
supresion de la actividad del REa en el epitelio luminal y la estimulacion de la
expresion de Bmp2 [63,78]. El morfogen Bmp2 se expresa en el estroma uterino en las
cercanias de los sitios de implantacion y su expresion persiste a través de la fase
temprana de la decidualizacion. Mientras que la pérdida de la expresion de Bmp2 en el
utero produce fallas en el proceso de decidualizacion, una disminucién en la expresion
uterina del RP y Bmp2 estaria relacionada con una mayor incidencia de reabsorciones

fetales [78,80,81].

Una respuesta alterada del endometrio a los esteroides ovaricos o cualquier perturbacion
en las vias de sefalizacion que dirigen e integran los cambios moleculares tempranos en
las células endometriales, compromete los eventos subsiguientes necesarios para la

correcta implantacion y el desarrollo embrionario [63].

3 | Lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas del tracto reproductor

femenino

Cuando se producen alteraciones en la diferenciacion funcional, relacionadas con
cambios en las respuestas celulares a la accion de los esteroides ovaricos, el utero y
otros organos hormono-dependientes como la vagina o la glandula mamaria, pueden
presentar alteraciones en los procesos de crecimiento que pueden traducirse en el
desarrollo de lesiones pre-neopldsicas o neoplasicas. En este sentido, diferentes
antecedentes indican que los estrogenos pueden ser clasificados como importantes
agentes etiologicos en el cancer del tracto reproductor femenino [82]. Como reguladores
clave de la diferenciacion celular y el crecimiento, los estrogenos tienen el potencial de
producir inestabilidad en el ADN, inducir hiperplasia y promover la transformacién

neoplasica de células estrogeno-sensibles [83].
3.1 | Lesiones pre-neopldasicas en utero

Diversas lesiones pre-neoplasicas que afectan tanto al epitelio luminal como glandular
uterino han sido descriptas en la bibliografia. Entre las lesiones que se detectan en el
epitelio luminal del utero se destaca la atipia celular. Esta lesion se caracteriza por la

presencia de células pleomorficas con ntcleos hipocromicos, bordes citoplasmaticos
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poco definidos, y disposicion atipica, que indica pérdida de la polarizacién celular
(Figura 10A vs. B). Este tipo de lesion puede conducir al desarrollo de hiperplasia

endometrial atipica, tanto luminal como glandular [84].

Figura 10. Alteraciones en el epitelio luminal uterino. (A) Altura epitelial normal de un
animal en estro (flecha doble). (B) Epitelio luminal con atipia celular. Barras: 50 pm.

Como mencionamos anteriormente, las glandulas uterinas normales se caracterizan por
presentar un epitelio simple ctbico y diversas formas, como redondeada, ovalada o
alargada (Figura 11A, puntas de flecha). Entre las lesiones glandulares pre-neoplésicas
detectadas en utero, podemos mencionar: a) glandulas con metaplasia escamosa,
caracterizadas por poseer dos o mas capas de células, constituyendo una estratificacion
del epitelio glandular (Figura 11B); b) glandulas quisticas, usualmente de gran tamafio,
amplia luz y epitelio simple plano (Figura 11C); c) glandulas con anomalias celulares,
caracterizadas por poseer células cilindricas, relacion nucleo/citoplasma baja, bordes
citoplasmaticos pocos definidos, nticleos con la cromatina mas laxa y/o disposicion
atipica de las células (Figura 11D y E); y d) glandulas con glandulas hijas (GGH),
caracterizadas por exhibir varias formas (redondas, elongadas, tortuosas, estrelladas) y
tamafos, y presentar glandulas dentro del epitelio de la glandula madre, o bien en la
superficie externa de la glandula madre (como glandulas en ciernes) (Figura 11F y G)
[85,86]. Estos tipos morfoldgicos glandulares presentan el potencial de proliferar,
dividirse y producir hiperplasia endometrial en un estadio avanzado. Especificamente,
las glandulas quisticas pueden conducir al desarrollo de hiperplasia endometrial
quistica. Esta lesion esta caracterizada por la presencia de una agrupacion de glandulas
quisticas, de aspecto tortuoso, y glandulas que poseen el lumen dilatado. El estroma que
rodea este tipo de lesion es a menudo menor que el del endometrio circundante (Figura

11H e 1) [87].
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Figura 11. Imagenes representativas de diferentes tipos de lesiones glandulares uterinas. (A)
Glandulas normales (puntas de flecha). (B) Glandulas con metaplasia escamosa. (C) Glandula
quistica. (D y E) Glandulas con anomalias celulares. Las flechas negras indican epitelio simple
cilindrico. Los asteriscos indican nucleos hipocromicos de disposicion atipica. (F y G)
Glandulas con glandulas hijas. (H e I) Hiperplasia endometrial quistica. Barras: (A, B, F y G)
25 um, (C,D,HeI) 50 pm.

3.2 | Lesiones neopldsicas en utero

Los tumores uterinos mas frecuentes que afectan el cuerpo del utero (parte superior del
organo) se pueden clasificar en: i) leiomiomas uterinos (también conocidos como

fibromas), y ii) carcinomas endometriales.
3.2.1 | Leiomioma uterino

Los leiomiomas uterinos son los tumores benignos méas comunes del tracto reproductor
femenino entre las mujeres en edad fértil [88]. Su frecuencia puede ascender al 70% en
mujeres pre-menopausicas. Estas neoplasias se originan en las células del musculo liso
del miometrio y se asocian con menorragia, dolor pélvico, aborto espontaneo e
infertilidad. La tasa de prevalencia de los leiomiomas uterinos es aproximadamente del
25-50%, y representan la principal causa de histerectomia en Estados Unidos. A pesar

de ello, la causa de desarrollo de los fibromas uterinos es en gran parte desconocida. Sin
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embargo, existen algunos factores de riesgo establecidos como edad temprana de la
menarca (menos de 10 afos), obesidad, nuliparidad y menopausia tardia (mas de 55
afos). En mujeres adultas, se considera que el principal factor de riesgo es la exposicion

prolongada a estrogenos sin oposicion de P4 [89].
3.2.2 | Carcinoma endometrial

El carcinoma endometrial es un tumor maligno que afecta principalmente a mujeres
post-menopausicas. Existen diferentes subtipos, siendo los mas comunes los de tipo
epitelial, que pueden ser clasificados como adenocarcinomas de tipo I (80% de los
casos de cancer endometrial) o adenocarcinomas de tipo II (10% de los casos). Los de
tipo I presentan hormonodependencia, y estan asociados con altos niveles de estrogenos
en combinacién con bajos niveles de P4 [90]. Los antecedentes muestran que la
exposicion ininterrumpida durante largo tiempo a estrogenos, conduce a hiperplasia
endometrial, lo cual incrementa las posibilidades de desarrollar hiperplasia atipica y
eventualmente cancer endometrial tipo I [91]. En cambio, los de tipo II no estan
asociados a la estimulacion con estrogeno o P4 [90]. Otros tipos de tumores
endometriales menos frecuentes (entre el 3 y 9% de los tumores endometriales) son los

sarcomas uterinos, que presentan un comportamiento mas agresivo.
3.3 | Lesiones neopldsicas en vagina

Los tumores de vagina son neoplasias extremadamente raras, que representan a nivel
mundial el 1-3% de todas las neoplasias ginecologicas. Los tipos histologicos mas
comunes son el carcinoma de células escamosas (66-95% de los casos) y el
adenocacinoma (5-15%). Los sarcomas vaginales son tumores raros de origen
mesenquimatico, que representan el 2-3% de todas las neoplasias malignas vaginales y
se observan en mujeres de todas las edades [92]. Especificamente, el
rabdomiosarcoma (RMS) es un tumor mesenquimatoso maligno con diferenciacién a
musculo esquelético, que se origina como consecuencia de una alteraciéon en el
crecimiento y la diferenciacion de las células precursoras miogénicas [93]. Se
identifican tres tipos histoldgicos: alveolar (20%), embrionario (60%) y pleomorfo
(20%). Los tipos alveolar y embrionario son los sarcomas de partes blandas mas
frecuentes en la infancia y la adolescencia, y habitualmente aparecen antes de los 20
afios de edad [93]. Hasta el momento, no se conoce con exactitud cudles son las causas

que producen este tipo de tumor. Sin embargo, se sabe que estas neoplasias estarian
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relacionadas con algunos sindromes genéticos [94]. Ademads, ciertos trabajos han
asociado el RMS infantil con una historia materna de abortos, siendo el riesgo mayor a

mayor nimero de abortos [95].

Las células que derivan del mesénquima embrionario presentan positividad para
vimentina, una proteina que forma parte de los filamentos intermedios del citoesqueleto
celular. Durante el proceso de miogénesis, las células mesenquimaticas primitivas se
diferencian en células del tejido muscular y van adquiriendo en forma secuencial la
expresion de proteinas especificas del misculo, como miogenina y desmina. En primera
instancia, las células madre mesenquimales que inician el proceso de diferenciacion
hacia células del musculo esquelético, adquieren la expresion de miogenina en el
estadio de miofibroblasto. En una etapa posterior, y durante el proceso de maduracion,
las células adquieren la expresion de desmina [96]. Las células tumorales del RMS
presentan mutaciones en diferentes factores de transcripcion y componentes de las vias
de sefializacion que regulan este proceso, que hacen que la maduracion de las células se

detenga en algun estadio del desarrollo miogénico [93].

4 | Perturbadores endocrinos: Efectos sobre la salud reproductiva y el

desarrollo de tumores ginecologicos

En el ultimo medio siglo, los trastornos ginecologicos que afectan al sistema
reproductor femenino han incrementado y se han convertido en un problema de salud.
Entre ellos se destacan la infertilidad, las complicaciones asociadas al embarazo, como
partos prematuros y bajo peso al nacer, y los tumores hormono-dependientes, como
cancer de endometrio y ovario [97]. Numerosas evidencias sugieren que la exposicion a
contaminantes ambientales podria considerarse un factor de riesgo para el desarrollo de
estas patologias ginecologicas, especialmente cuando la exposicion ocurre durante

periodos criticos de desarrollo [98].

Entre los contaminantes ambientales, se ha evidenciado la presencia masiva de diversos
quimicos capaces de producir alteraciones en el sistema enddcrino de seres humanos y
animales silvestres. Estas sustancias conjuntamente han sido denominadas disruptores o
perturbadores endéocrinos (PE), y constituyen un grupo heterogéneo de compuestos
que comprenden contaminantes orgdnicos persistentes, pesticidas (fungicidas,

herbicidas e insecticidas), quimicos industriales, ingredientes de cosméticos, productos
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farmacéuticos y de higiene personal, y sustancias vegetales naturales con actividad

estrogénica, clasificados como fitoestrogenos (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los perturbadores enddcrinos segun el tipo y el uso.

Clasificacion Ejemplos especificos
Dioxinas
Contaminantes organicos Bifenilos policlorados (PCB)
persistentes Diclorodifeniltricloroetano (DDT)

Retardantes de llama bromados

Vinclozolina (funguicida)
Atrazina (herbicida)

Pesticidas Clorpirifos (insecticida)

Endosulfan (insecticida)

Ftalatos (agentes quimicos de estabilizacion)
Quimicos industriales Esteres de ftalatos (plastificantes)

Bisfenol A (BPA) (policarbonatos plésticos y resinas epoxy)

Etinilestradiol y levonorgestrel (anticonceptivos orales)

Ingredientes de productos _Dietilestilbestrol (DES) (tratamientos antiabortivos)

farmacéuticos y de cuidado  Tamoxifeno (tratamiento oncoldgico)

personal Triclosan (antimicrobiano)

Galaxolida (fragancia utilizada en perfumes y colonias)

Fitoestrogenos Isoflavonas: genisteina y daidzeina

Modificado de United Nations Environment Programme and the World Health Organization, 2013.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, del inglés:
Environmental Protection Agency) define a los PE como ‘“agentes exdgenos que
interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, unidn a receptores, accion o
degradacion de las hormonas enddgenas responsables de mantener la homeostasis,
reproduccion, desarrollo y/o conducta” (http://www.epa.gov). En 2012, la Endocrine
Society definio a los PE como quimicos exdgenos o mezclas de quimicos que interfieren
con cualquier aspecto de la accion hormonal [99]. Estos compuestos no poseen una
estructura quimica similar a la de las hormonas esteroides naturales, sin embargo,
muchos de ellos han demostrado tener actividad estrogénica, por lo que han sido

denominados xenoestrogenos [100].

La evidencia mas clara de que la exposicion a xenoestrogenos durante el desarrollo fetal
puede afectar la salud reproductiva humana surgi6 del uso generalizado del potente
estrogeno sintético dietilestilbestrol (DES). A partir de 1940, el DES fue prescripto a

mujeres embarazadas para prevenir abortos espontaneos y complicaciones del
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embarazo, e incluso administrado a los recién nacidos para mejorar la ganancia de peso
[97]. Sin embargo, en la década del setenta, su utilizacion fue prohibida debido a que se
detectd que las hijas de mujeres tratadas con DES durante el embarazo, padecian graves
problemas ginecologicos, como anomalias estructurales del tracto reproductor (itero en
forma de T), infertilidad, complicaciones graves asociadas al embarazo (embarazo
ectopico y abortos espontaneos), menopausia temprana (antes de los 45 anos de edad),
alta incidencia de displasia vaginal y mayor riesgo de desarrollar adenocarcinoma de

c€lulas claras en cérvix y vagina [97,101].

Efectos similares a los observados en humanos por exposiciéon a DES se han descripto
en numerosos modelos animales, incluyendo malformaciones oviductales, subfertilidad
y una mayor incidencia de fibromas uterinos, particularmente en una cepa de ratas que
desarrolla estas lesiones en forma espontanea [89]. De la misma manera, la exposicion a
contaminantes ambientales con actividad de PE ha demostrado impactar negativamente
sobre la salud reproductiva. Yoshizawa y col. (2009) realizaron un estudio in vivo donde
ratas Harlan Sprague-Dawley expuestas por via oral y en forma cronica a dioxinas y
PCB mostraron una mayor incidencia de hiperplasia endometrial quistica, metaplasia
escamosa luminal en ttero y carcinoma uterino [102]. Otros autores observaron que la
exposicion a quimicos organoclorados como DDT, PCB y metoxicloro, promueve el
desarrollo de endometriosis en modelos murinos [103]. De la misma manera, distintos
estudios reportaron que la exposicion postnatal a endosulfan y BPA produce
subfertilidad asociada a fallas pre-implantatorias [104,105]. En conjunto, estos datos
sugieren que la exposicion a sustancias con actividad hormonal representa un riesgo
aumentado de desarrollar trastornos reproductivos, especialmente cuando la exposicion

se produce durante etapas criticas de desarrollo.

5 | Mecanismos de accion de perturbadores endocrinos

En los tltimos afos, se ha definido que uno de los posibles mecanismos de accion de los
PE implica la induccion de modificaciones epigenéticas en regiones regulatorias de
genes clave para los Organos donde ejercen sus efectos. En este sentido, los
antecedentes indican que el epigenoma es particularmente vulnerable a una

desregulacion durante los periodos de desarrollo y diferenciacion. Esto se debe a que los
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patrones de metilacion o modificacion post-traduccional de histonas necesarios para el

desarrollo y la funcionalidad de los tejidos, se programan durante esta etapa [41].

Una modificacion epigenética de la cromatina involucra cambios heredables en la
expresion génica, sin cambios en la secuencia de ADN. Entre las modificaciones
epigenéticas conocidas podemos resaltar las modificaciones post-traduccionales
(MPTs) de histonas y la metilacion del ADN. Las histonas pueden sufrir multiples
modificaciones enzimaticas en residuos especificos (lisina, arginina, y serina) de su
extremo N-terminal como acetilacion/deacetilacion y metilacion/demetilacion, a través
de la accion de enzimas con actividad de histona acetiltransferasa, histona deacetilasa
(HDAC), histona metiltransferasa (HMT) e histona demetilasa. Estas MPTs pueden
alterar las cargas y la estructura de la cromatina, permitiendo la interaccion o repulsion
entre los nucleosomas y el ADN, lo que a su vez, dificultard o facilitara la accesibilidad
de los factores de transcripcion al ADN [42]. Respecto al rol que cumple cada
modificacion en la regulacion de la transcripcion génica, podemos mencionar que la
metilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me) desempefia una funcién dual en el
mantenimiento de una estructura condensada de la cromatina (heterocromatina) y en la
activacion de la transcripcion génica. Se ha demostrado que H3K9me es capaz de unirse
a la proteina HP1 (del inglés: Heterochromatin Protein I). HP1 es responsable de la
represion transcripcional mediante el reclutamiento de la enzima ADN metiltransferasa
(DNMT, del inglés: DNA Methyltransferase) 3b, y la formacion y el mantenimiento de
la heterocromatina [43,44]. Por otro lado, algunos estudios sugieren que la presencia de
H3K9 trimetilada (H3K9me3) en regiones codificantes de genes activos en mamiferos
estaria asociada a la activacion de la transcripcion, mientras que su presencia en

regiones promotoras cumpliria un rol opuesto [45,46].

Ademas de las MPTs en las histonas, la metilacion del ADN posee un profundo
impacto epigenético. Este proceso actia como una marca epigenética estable y
heredable que es critica para procesos celulares normales, incluyendo la regulacion de la
expresion génica durante el desarrollo y la reparacion del ADN. La unién covalente de
un grupo metilo a un residuo de citosina en dinucleotidos CpG (denominado sitio CpG)
es realizada por las enzimas DNMTs. A diferencia del rol que cumple la enzima
DNMTT1 (involucrada en el mantenimiento del patron de metilacion del ADN después
de cada ciclo de replicacion celular), las enzimas DNMT3a y DNMT3b son las que

establecen los patrones de metilacion de novo del ADN. Los sitios CpG estan
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comunmente metilados a través de todo el genoma. Sin embargo, normalmente no lo
estan en las denominadas islas CpG. Las islas son regiones “ricas en CpG” que
contienen grandes cantidades de sitios CpG (>60%), y que en algunos casos se ubican
en la region regulatoria 5° o promotora de un gen [47]. Pequefios cambios en los niveles
de metilacion en determinados sitios CpG del promotor de un gen pueden tener un
efecto significativo sobre la expresion génica. La metilacion de los residuos de citosina
es permanente, irreversible, y resultara en la represion transcripcional. El proceso de
metilacion del ADN impacta en la expresion génica y la estructura de la cromatina de
varias maneras. Principalmente, las citosinas metiladas pueden ser usadas como sitios
de acoplamiento para proteinas de union a metilos, las cuales luego reclutan complejos
remodeladores de la cromatina que contienen enzimas HDACs, resultando en el

condensamiento de la estructura de la cromatina.

La exposicion a compuestos ambientales durante procesos de desarrollo puede alterar el
patron epigenético normal, producir cambios en la expresion génica e incrementar la
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades durante la vida adulta. En este sentido,
modificaciones en el patréon de metilacion del ADN y en las MPTs de histonas en
regiones regulatorias de diferentes genes, como HoxalO y el REa, se han asociado con
una mayor incidencia de neoplasias y trastornos reproductivos en animales
postnatalmente expuestos a DES, BPA y endosulfan [106-108]. Especificamente, se ha
detectado hipermetilacion en regiones regulatorias del gen Hoxal(O en carcinomas
uterinos de ratones de 18 meses de edad postnatalmente expuestos a DES [109]. Por
otro lado, la hipometilacién de los promotores del REa por exposicion a endosulfan se
ha asociado con alteraciones en la expresion de genes estrogeno-sensibles en el periodo
peri-implantatorio y con fallas en la implantacion [107]. Ademads, se han descripto
modificaciones en los niveles de diversas enzimas involucradas en mecanismos
epigenéticos, como HDACs e HMT, en animales expuestos in utero a BPA que

presentaron una respuesta uterina al E2 alterada [110].

6 | Herbicidas a base de glifosato

Entre las formulaciones de herbicidas disponibles en nuestro pais, aquellas que
contienen glifosato (N-fosfonometil glicina) como principio activo representan

aproximadamente el 80% [111]. Esta serie de formulaciones presentan un amplio
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espectro de accion (no selectivo) y se utilizan para erradicar las malezas en areas
agricolas y para la desecacion quimica post-cosecha. Ademads de los usos tradicionales
en la agricultura, los herbicidas a base de glifosato (HBGs) son empleados en los
hogares, en el mantenimiento de espacios publicos y en el control de la flora acuatica
[112]. Se estima que la utilizacion de este tipo de herbicidas se ha incrementado ~100
veces a nivel mundial entre 1974 y 2014, produciéndose un aumento abrupto a partir de
1996 con la introduccion de cultivos genéticamente modificados tolerantes al herbicida
(como soja, maiz y algodon), y la consecuente expansion de las areas sembradas tanto
en nuestro pais como en el resto del mundo [113,114]. El uso masivo del herbicida
condujo a la aparicion de malezas resistentes a los HBGs, que derivd en el aumento de

las dosis y el numero de aplicaciones del producto [115].
6.1 | Niveles ambientales y exposicion ambiental y ocupacional

En Argentina, las concentraciones medioambientales de glifosato y su principal
metabolito, el dcido aminometilfosfonico (AMPA), han sido evaluadas en diferentes
matrices que rodean las principales areas de produccion de cereales y oleaginosas. Los
datos revelaron la presencia de glifosato y AMPA en el agua y sedimentos de rios,
arroyos y lagunas de areas rurales y suburbanas en las provincias de Buenos Aires [116-
118], Santa Fe [119], Cordoba [120] y Entre Rios [119,121]. Las areas mas
contaminadas revelaron concentraciones de glifosato en agua de 700 pg/l en la
provincia de Buenos Aires [118], y de 2,15 y 3,29 mg/kg en sedimentos de rios de las
provincias de Cordoba y Entre Rios, respectivamente [119-121]. Ademas, se detectaron
niveles elevados de glifosato y AMPA en muestras de suelo de pueblos rurales y de
campos destinados a la agricultura, practicamente en forma ubicua y en concentraciones
de glifosato de hasta 3,89 y 5,0 mg/kg [118,121,122]. Otra matriz en donde se
detectaron niveles de glifosato y AMPA fue en el polvo derivado de la erosién de un
campo de la provincia de La Pampa, un afio después de la ultima aplicacion del
herbicida [123]. Esto pone de manifiesto que el polvo que proviene de campos donde se
aplica el herbicida podria constituir una fuente importante de contaminacion aérea. A su
vez, residuos de glifosato y AMPA han sido detectados en una serie de alimentos para
consumo humano y animal, en formulas alimenticias a base de soja para nifios e incluso
en agua envasada [124-127]. En Argentina, se encontraron niveles de glifosato muy
elevados, por encima del orden de los mg/kg, en semillas y plantas de soja transgénica

en campos de las provincias de Santa Fe y Salta. Algunas de estas muestras superaron el
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limite maximo de residuos permitidos para alimentos de 20 mg/kg establecido por la

Unién Europea [128,129].

Estudios de biomonitoreo realizados en muestras humanas detectaron la presencia de
glifosato en la orina de individuos que habitan en areas tanto urbanas como rurales de
Europa y Estados Unidos [130,131]. En este ultimo pais, un estudio reciente realizado
en mujeres embarazadas encontrd una correlacion positiva entre los niveles de glifosato
en orina y la residencia en zonas rurales [132]. Otro estudio realizado en Tailandia que
arrojo resultados preocupantes, detectd glifosato en el suero de mujeres embarazadas y
de sangre de cordon umbilical en concentraciones que estuvieron en el rango de 0,2-
189,1 ng/ml y 0,2-94,9 ng/ml, respectivamente. La presencia de glifosato en las madres
al momento del parto estuvo fuertemente asociada a factores como su ocupacion laboral
como agricultoras, y la residencia préxima a zonas de cultivos o con familiares que
realizaban tareas agricolas [133]. En conjunto, estas evidencias sugieren que existe un
riesgo de exposicion ambiental y ocupacional a glifosato tanto a nivel local como
mundial, lo que ha despertado el interés y la preocupacion por conocer sus efectos sobre

la salud humana.
6.2 | Efectos de glifosato sobre la reproduccion y el desarrollo

En los ultimos afios, un tema de preocupacién se ha centrado en las propiedades
toxicologicas de los productos quimicos utilizados en las formulaciones de los HBGs.
Estas formulaciones se comercializan en forma de mezclas que contienen glifosato y
diferentes coformulantes (disolventes, agentes penetrantes, conservantes Yy
tensioactivos) cuya identidad a menudo no se revela porque se considera informacion
comercial confidencial. Varios estudios que compararon los efectos de los HBGs, sus
coformulantes y glifosato grado técnico revelaron que los HBGs son mas toxicos que el
ingrediente activo, lo que sugiere que los coformulantes también pueden considerarse

una fuente de toxicidad [134,135].

Los estudios en modelos animales han demostrado que la exposicion a formulaciones
que contienen glifosato durante periodos de desarrollo como la gestacion, la lactancia y
la etapa prepuberal, induce efectos adversos en el sistema reproductivo de ratas macho.
Estos efectos se manifestaron en el periodo puberal y en el organismo adulto, e
incluyeron: disminucion en el numero de espermatozoides y en la produccion diaria de

esperma, incremento en el porcentaje de espermatozoides anormales, y disminucién de
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los niveles de testosterona en suero [136-139]. Estudios in vitro han demostrado efectos
toxicos a bajas dosis en células relacionadas a la reproduccion tales como células

embrionarias, de placenta y de Sértoli [140-142].

Estudios in vitro e in vivo han documentado diversos efectos inducidos por glifosato y
sus formulaciones en distintos tejidos hormono-dependientes, tales como testiculo,
ovario, utero y glandula mamaria, que indicarian una posible actividad como PE [143-
146]. Algunos de los efectos mds relevantes incluyeron la inhibicion de la enzima
aromatasa, responsable de la conversion irreversible de andrégenos a estrogenos, la
induccion de la proliferacion de células de cancer de mama a través de la activacion del
REa [147,148], y alteraciones en el proceso de esteroidogénesis. En un trabajo de
nuestro laboratorio, determinamos la actividad estrogénica de una formulacion a base de
glifosato utilizando un modelo in vivo, y detectamos que el herbicida produjo
modificaciones en la regulacion de genes estrogeno-sensibles, similares a las inducidas
por 17B-estradiol [145]. Asimismo, observamos que la exposicion postnatal a un HBG
provoco un adelantamiento en el desarrollo de la glandula mamaria de ratas macho, que
estuvo acompafiado por un aumento en las estructuras terminales altamente
proliferativas (ferminal end buds), y un incremento en la proliferacion celular y en la
expresion del REa [146]. A pesar de los antecedentes reportados en la literatura
cientifica, la EPA, a través del programa de identificacion de disruptores enddcrinos,
expresd que glifosato no presenta propiedades de un compuesto con actividad de PE,
puesto que no se han detectado evidencias de una posible interaccion con las vias de
sefalizacion del sistema endocrino [149]. Por lo tanto, el potencial de glifosato como

PE continua siendo incierto.
6.3 | Efectos de glifosato en relacion a su potencial carcinogénico

En relacion al desarrollo de tumores, los antecedentes sobre los efectos de glifosato y
sus formulaciones son controversiales. En el afio 2015 la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, OMS) reclasificoé a glifosato como ‘“probable
cancerigeno para humanos” (grupo 2A), incluyendo en su andlisis méas de 500 trabajos
cientificos realizados en todo el mundo que utilizaron tanto glifosato como sus
formulaciones comerciales [150]. Esta clasificacion se basa en que si bien la evidencia
de carcinogénesis en humanos es limitada, las pruebas en animales de laboratorio son

suficientes. Ademas se detectaron efectos genotoxicos y estrés oxidativo en células de
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diversas especies que fueron propuestos como mecanismos de carcinogenicidad [150].
Por el contrario, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha concluido
que el herbicida no demuestra propiedades carcinogénicas ni mutagénicas, basandose en
toda la evidencia disponible para glifosato (el principio activo de las formulaciones), e
incluyendo datos no publicados de la industria [151,152]. La EFSA declar6 que “es
improbable que el glifosato suponga un riesgo de céncer para las personas y que la
evidencia no apoya su clasificaciéon con respecto a un potencial carcinogénico” [153].
Por lo expuesto anteriormente, el potencial carcinogénico de glifosato y sus

formulaciones continta siendo incierto.

En un estudio sobre la condicion de salud de los habitantes de la localidad cordobesa de
Monte Maiz, cuya principal actividad econdmica es la agricultura, reveldé un aumento en
las tasas de incidencia y mortalidad por cancer con respecto a los promedios
provinciales y nacionales. Los autores resaltaron que la elevada frecuencia de cancer
estd en concordancia principalmente con altos niveles de glifosato y su metabolito
AMPA, en comparaciéon con otros agroquimicos analizados [122]. Los indicios que
sefalan efectos carcinogénicos de glifosato en humanos se sustentan en estudios de
exposicion ocupacional al herbicida en poblaciones de Estados Unidos, Canada y Suecia
que mostraron riesgos aumentados de linfoma no Hodgkin [154-156]. Sumado a esto,
ensayos experimentales in vivo e in vitro en relacion a los efectos de glifosato o sus
formulaciones comerciales refuerzan estas evidencias. George y col. (2010) observaron
que una formulacion comercial de glifosato actué como “promotor” en el desarrollo
tumoral en un modelo de melanoma en ratones [157]. Otros autores atribuyeron a
glifosato el aumento de la incidencia de carcinoma tubular renal, hemangiosarcoma y

adenoma de las cé€lulas de los islotes pancreaticos en modelos murinos [150].

La evidencia de la posible actividad de glifosato como PE ha despertado el interés y la
preocupacion por conocer sus efectos sobre el desarrollo/diferenciacion, la capacidad
reproductiva y el desarrollo de tumores en animales y seres humanos. Hasta el
momento, los antecedentes disponibles acerca de las consecuencias de la exposicion a
glifosato estan en su mayoria limitados a los efectos sobre el desarrollo y la
funcionalidad del tracto reproductor masculino. Los estudios referidos al tracto genital
de la hembra, son escasos y no aportan evidencias de efectos sobre la funcionalidad del
mismo en la etapa adulta, especialmente cuando los 6rganos hormono-dependientes son

expuestos a situaciones endocrinas enddgenas o exogenas particulares como la
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gestacion o el tratamiento con hormonas. Dado que el utero es uno de los principales
organos blanco de la accion de las hormonas esteroides, nuestra hipdtesis propone que
la exposicion postnatal temprana a formulaciones comerciales de glifosato podria
interferir con su normal desarrollo y diferenciacion. En relacion a los efectos a largo
plazo, proponemos que se pueden producir alteraciones en la funcionalidad uterina,
que podrian asociarse con subfertilidad y una mayor predisposicion al desarrollo de

tumores.
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y mi corazon puede creerlo,

entonces puedo lograrlo”.

Muhammad Ali



Objetivos

OBJETIVOS

1| Objetivo general

Evaluar la influencia de la exposicién a un herbicida a base de glifosato durante el
desarrollo postnatal temprano sobre la diferenciacion organogenética y funcional del
utero de la rata. Determinar si se producen consecuencias a largo plazo sobre la

fertilidad y el desarrollo de tumores ginecologicos.
2 | Objetivos especificos

Estudiar los efectos de la exposicion postnatal a bajas dosis de una formulacion

comercial a base de glifosato, en diferentes etapas de la vida del animal:

e Durante la etapa prepuberal:

1) Evaluar los efectos sobre la diferenciacion organogenética del ttero; y,

2) Determinar si modifica la sensibilidad del ttero a un tratamiento exdégeno con E2.

e Durante la vida adulta:

3) Investigar si produce alteraciones en el ciclo estral y en los niveles séricos de los

esteroides sexuales, 17B-estradiol y progesterona;

4) Estudiar los efectos sobre la fertilidad de la hembra y la diferenciacién funcional

del utero durante el periodo post-implantatorio; y,

5) Evaluar si promueve el desarrollo de lesiones pre-neopldsicas y/o neoplasicas en

utero y vagina.
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Materiales y Métodos

1| Animales

Los animales fueron manipulados de acuerdo a la Guia de Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos y el protocolo
experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas, UNL. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar pertenecientes
al bioterio del Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL, CONICET-UNL), que
se encuentra en la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas, UNL. Los animales
fueron mantenidos durante todo el experimento en condiciones controladas de
temperatura (22 £ 2 °C) y con fotoperiodo de 14 hs de luz (desde las 05.00 hs hasta las
19.00 hs) y 10 hs de oscuridad. Tuvieron libre acceso al agua y al alimento balanceado
en forma de pellets (Nutricion Animal, Rafaela, Argentina). Para reducir al minimo la
exposicion a otros productos quimicos con actividad estrogénica, el agua fue provista en
mamaderas de vidrio con tetinas de acero inoxidable y los animales fueron alojados en
jaulas de acero inoxidable con camas de viruta de madera previamente esterilizada
(adquirida en el Centro de Medicina Comparada, Instituto de Ciencias Veterinarias -

ICIVET, CONICET-UNL).
1.1 | Diseiio experimental

Al momento del nacimiento (dia postnatal 0, DPNO) los animales fueron pesados y
sexados de acuerdo a la distancia ano-genital. El tamafio de la camada se ajust6 a ocho
crias hembra por madre; en caso de tener un numero menor a ocho hembras por madre,
la camada se completd con una cantidad apropiada de machos. Las crias fueron
asignadas al azar a cada uno de los siguientes tratamientos neonatales (n>8 por grupo):
i) solucion salina (control), y ii) herbicida a base de glifosato (HBG) (diluido en
solucion salina) en una dosis de 2 mg de glifosato/kg/dia. La formulaciéon comercial
utilizada fue Roundup Full II® (Monsanto, Argentina), una formulacion liquida soluble
en agua que contiene 66,2% de sal potasica de glifosato (equivalente a una
concentracion de glifosato acido de 54% p/v) como principio activo. La formulacion
ademads contiene coadyuvantes y compuestos inertes, no especificados en la etiqueta de
la formulacion. La dosis de glifosato seleccionada y utilizada en los experimentos se
encuentra en el orden de magnitud de la dosis de referencia o segura (RfD, 1 mg/kg/dia)
establecida por la EPA [158]. Ademas, cabe destacar que esta dosis es representativa de

los residuos de glifosato encontrados en granos de soja [128,129], y se encuentra en el
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orden de magnitud de los niveles ambientales de glifosato detectados en nuestro pais
[117,118,121]. Las crias recibieron inyecciones subcutaneas de vehiculo o HBG cada 48
hs, desde el DPN1 hasta el DPN7. La dosis de glifosato fue calculada teniendo en
cuenta la concentracion de glifosato acido en la formulacion (54 g de glifosato acido por

cada 100 ml de HBG) y el peso promedio de las crias al momento del tratamiento.

Luego del tratamiento postnatal, las crias hembra de ambos grupos experimentales
fueron distribuidas al azar en cinco experimentos diferentes teniendo en cuenta los

objetivos especificos.

2 | Evaluacion de los efectos del HBG sobre la diferenciacion

organogenética del utero

En esta etapa del trabajo nos intereso determinar los efectos de la exposicion a HBG

sobre:

1) Las caracteristicas histomorfologicas del utero;
2) La citodiferenciacion celular uterina; y,

3) La expresion de diferentes proteinas implicadas en la diferenciacion

organogenética del tutero.

Adicionalmente nos propusimos evaluar si se producian alteraciones en la expresion del
gen homeodtico Hoxal0O, y si las mismas estaban acompafiadas por alteraciones

epigenéticas como mecanismos de accion del herbicida.
2.1| Procedimiento

Crias hembra de cada grupo experimental (n=8 ratas/grupo) fueron sacrificadas en dos
etapas diferentes del desarrollo postnatal: i) el DPNS, para determinar la respuesta
aguda a la exposicion a HBG, al que definimos como periodo neonatal; y ii) el DPN21,
para investigar si los efectos persisten y/o se manifiestan 15 dias después de finalizado
el tratamiento, al que definimos como periodo prepuberal. En ambos DPNs
seleccionados para el estudio, se procedio6 al sacrificio de los animales y se realizo la

diseccion de los cuernos uterinos (Figura 12).
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DiAS POSTNATALES
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Figura 12. Esquema del diseiio experimental utilizado para evaluar los efectos de la
exposicion postnatal a HBG sobre la diferenciacion organogenética del utero. La linea de
tiempo indica los dias postnatales.

2.2 | Diseccion de cuernos uterinos

Para la obtencion de biopsias de tutero los animales fueron anestesiados en camara de
CO2, y luego sacrificados por decapitacion. Posteriormente, los animales fueron
colocados sobre una tabla de diseccién sujetdndolos de sus extremidades, con el
abdomen hacia arriba, y se desinfectd el campo quirtrgico con alcohol al 70%. Se
procedio a levantar la piel con pinza de punta “diente de raton” a unos 1.5 cm del
orificio vaginal y con la tijera de punta roma se practicd una incision en un angulo de
45° hacia los laterales, hasta la altura de las tltimas costillas, quedando expuestos los
musculos abdominales. Con pinza anatomica de punta roma y tijera de punta fina se
practicd la misma maniobra quirdrgica sobre los musculos abdominales, quedando
expuesta la cavidad abdominal. Con pinza anatomica de punta roma se separaron las
asas intestinales y la grasa mesentérica hacia un lado, visualizando el tracto genital.
Finalmente, con tijera de punta fina se realiz6 la diseccion de ambos cuernos uterinos.

Las muestras obtenidas fueron procesadas de acuerdo al tipo de estudio a realizar.
2.3 | Procesamiento de muestras

Las muestras de utero obtenidas fueron procesadas de diferentes maneras de acuerdo a

los siguientes propositos:
i) Estudios por microscopia Optica, y

ii) Estudios por técnicas de biologia molecular.

36



Materiales y Métodos

2.3.1 | Estudios por microscopia optica

Las biopsias de utero fueron fijadas durante 6 hs en formol buffer al 10% v/v en PBS
(buffer fosfato salino) pH 7,5 para conservar las estructuras histologicas del tejido.
Luego se realizaron dos lavados con PBS (pH 7,5) de 10 min cada uno, y finalmente las
muestras se conservaron en una solucion de alcohol al 70% hasta su procesado por
técnicas histologicas de rutina para su inclusion en parafina [159]. Durante el procesado
histologico, las muestras fueron deshidratadas en alcoholes de graduacion creciente, y
colocadas en xilol (solvente no acuoso, no polar, miscible en parafina fundida). De esta
manera, el alcohol presente en los tejidos fue sustituido por xilol, lo que permiti6 el
aclaramiento de las muestras. Para la inclusién en parafina, las muestras fueron
colocadas en estufa a 60 °C dentro de un frasco con parafina fundida. El calor provoco
la evaporacion de los restos del solvente y de esta forma, los espacios ocupados por
xilol fueron impregnados por parafina. Finalmente, las muestras se colocaron en un
recipiente con parafina fundida que se dejo solidificar a temperatura ambiente. Este
procedimiento permitié la obtencion de un bloque de parafina denominado “taco” con el
tejido en su interior. Una vez obtenido el taco, se realizaron cortes histologicos seriados
de 5 um de espesor en micrétomo (Leica, Jung RM2025, Leica Instruments GMT,
Nussioch, Alemania) que se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular
(3-aminopropil trietoxysilano, Sigma-Aldrich) y se secaron en estufa a 37 °C durante 24
hs. Estas muestras fueron utilizadas para: i) la evaluacién de las caracteristicas
histomorfologicas del utero mediante coloracion con hematoxilina-eosina (H&E); y ii)
el andlisis de la citodiferenciacion celular y la expresion de diferentes proteinas
implicadas en la diferenciacion organogenética mediante la técnica de

inmunohistoquimica (IHQ).
2.3.2 | Estudios por técnicas de biologia molecular

Algunas porciones de los cuernos uterinos fueron disecadas en condiciones estériles,
sumergidas rapidamente en N, liquido y posteriormente conservadas a -80 °C. Parte de
estas muestras fueron utilizadas para realizar extraccion de ARN total. Una vez extraido
y cuantificado el ARN, se procedié a la obtencion de ADN copia (ADNc) por
reacciones de transcripcion reversa (RT) y luego se realizaron técnicas de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real. Las muestras restantes se utilizaron para

evaluar modificaciones epigenéticas. Parte de las mismas fueron utilizadas para la
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extraccion de ADN gendémico (ADNg), el que luego fue sometido a andlisis de los
niveles de metilacion del ADN. Otras porciones de utero fueron utilizadas para la
obtenciéon de cromatina, lo que permitid6 evaluar MPTs de histonas mediante

inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).
2.4 | Evaluacion de las caracteristicas histomorfologicas del utero

Para realizar la caracterizacion histomorfologica del utero, tres cortes histoldgicos de
cada muestra (5 um de espesor), separados 25 um entre si y realizados en paralelo al eje
mayor del utero, fueron tefiidos con H&E. Los cortes histologicos se desparafinaron en
xilol, se hidrataron en soluciones de alcoholes de graduacion decreciente, y se
colorearon con hematoxilina de Mayer (1 min) y eosina (30 s). Posteriormente, se
deshidrataron y montaron con un liquido de montaje permanente (Eukitt, Sigma-
Aldrich). Finalmente, las secciones de tejido coloreadas se examinaron por microscopia
optica utilizando un microscopio Olympus BH2 (iluminacion: ldmpara halogena de 12
voltios, 100 W, equipado con una fuente de luz estable, Olympus Optical Co. Ltd.,
Tokyo, Japon), con el objetivo de evaluar los siguientes parametros: i) incidencia de
hiperplasia epitelial luminal (HEL), definida como la presencia de epitelios con mas de
cuatro capas epiteliales luminales; i) numero de glandulas; vy, iii) espesor del estroma y
del miometrio circular y longitudinal. En todos los casos se evaluaron un total de 10
campos por seccion seleccionados al azar, siguiendo la metodologia que se describe a

continuacion:

i) Hiperplasia epitelial luminal: se cuantificé el numero de capas epiteliales
luminales utilizando una objetiva Dplan 40x (apertura numérica = 0,65;
Olympus) en DPN8 y una objetiva Dplan de 20x (apertura numérica = 0,40;
Olympus) en DPN21. La incidencia de HEL se cuantifico determinando el

porcentaje de animales que presentaban esta lesion.

i) Numero de glandulas: se contaron las glandulas presentes por campo visual
utilizando una objetiva Dplan 20%, y el resultado se expresé como niimero de

glandulas observadas por campo.

iii) Espesor del estroma y del miometrio circular y longitudinal: se realizo mediante
analisis digital de imagenes utilizando el software Image Pro-Plus 5.0.2.9

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU). Brevemente, las imagenes
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fueron obtenidas con la camara de video color Spot Insight V3.5 (Diagnostic
Instruments, Sterling Hights, MI, EE.UU), acoplada al microscopio Olympus
BH2, y utilizando una objetiva Dplan 40x. Para la calibraciéon espacial del
analizador, se capturaron imagenes del reticulado de la cdmara de Neubauer.
Luego de calibrar espacialmente el sistema, se realizaron mediciones de longitud
punto a punto en cada uno de los compartimentos uterinos (estroma, miometrio
circular y miometrio longitudinal) (Figura 13). Los resultados fueron expresados

en micrometros (Um).
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Figura 13. Determinacion del espesor del estroma y del miometrio en un corte longitudinal de
utero teiiido con hematoxilina-eosina. Luego de la calibracion espacial del software Image
Pro-Plus, se realizan mediciones de longitud punto a punto en los compartimentos uterinos de
interés. En este ejemplo, las lineas amarillas L1, L2 y L3 representan el espesor del estroma y
del miometrio circular y longitudinal, respectivamente.

2.5 | Expresion de marcadores de citodiferenciacion celular y de diferenciacion

organogenética

Sobre cortes histologicos de 5 um de espesor se aplico la técnica de IHQ con el objetivo

de evaluar:

i) La expresion de marcadores de citodiferenciacion epitelial: @) CK8, marcador de
células de epitelio simple; y b) p63 y pan-CKs (CK1, 5, 10 y 14), marcadores de

epitelio estratificado.

ii) La expresion de marcadores de citodiferenciacion estromal: vimentina, marcador

de células derivadas del mesénquima, como los fibroblastos del estroma.
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iii) La proliferacion celular mediante la inmunomarcacion de Ki67, proteina

expresada en las fases G1, G2, S y M del ciclo celular.

iv) La expresion de proteinas involucradas en la diferenciacion organogenética del
utero: receptores esteroides (REa y RP), y representantes de la familia de genes

Hox (Hoxal0) y Wnt (Wnt7a).

La técnica de THQ se realiz6 siguiendo un protocolo previamente optimizado en nuestro
laboratorio que utiliza como sistema de revelado la amplificacion de la reaccion por el
método de la estreptavidina conjugada con peroxidasa unida a biotina [160]. Para la
deteccion de las proteinas, se utilizaron métodos de recuperacion antigénica que

presentaron pequefias modificaciones segun el antigeno a detectar.

Los cortes histologicos fueron desparafinados en xilol e hidratados en una serie de
alcoholes de distinta graduacion. Las secciones de tejido uterino fueron lavadas en PBS
luego de cada paso de la técnica que se detalla a continuacién. Para la recuperacion
antigénica los cortes histoldgicos fueron sumergidos en buffer citrato 0,01 M pH 6,0 y
sometidos a un calentamiento en horno microondas (el detalle del procedimiento se
describe en la Tabla 2). Seguidamente, los vidrios se colocaron en una solucion al 3%
de perdxido de hidrogeno (H,0O,) 30 volimenes (vol) en metanol absoluto durante 15
min para realizar el bloqueo de la actividad de peroxidasa enddgena. Para el bloqueo de
uniones no especificas, los cortes se incubaron 30 min a temperatura ambiente (TA) con
una solucion de suero normal de caballo (NHS, del inglés: Normal Horse Serum)
diluida 1/20 en PBS y adicionada con 1,5% de leche en polvo descremada (Sigma-
Aldrich). Los cortes fueron incubados en cdmara humeda con el anticuerpo primario
especifico (14-16 hs a 4 °C), y a continuacién con su correspondiente anticuerpo
secundario biotinilado (30 min a TA). Finalmente, se realizd la incubacidon con el
complejo estreptavidina-peroxidasa (Sigma-Aldrich) (30 min a TA). Para el revelado de
la reaccion se utilizd una solucidon que contiene 2,3 mg del cromogeno
diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich) disueltos en 3,3 ml de buffer Tris-HCI 0,05 M
(pH 7,5) y adicionados con 5 pl de H,O; 30 vol. Se trabajé con un tiempo de reaccion
de 10 min a TA. Para la inmunodeteccion del marcador de proliferacion Ki67, p63, CKS8
y pan-CKs, los cortes fueron contracoloreados con hematoxilina de Mayer de forma
similar a la descripta en la seccion 2.4. Finalmente, los cortes histologicos fueron

deshidratados y montados con un liquido de montaje permanente (Eukitt).
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En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad, sustituyendo el
anticuerpo primario por un suero no inmune, y controles positivos, incluyendo una
seccion de tejido cuya reaccion positiva para la proteina de interés fue comprobada con
anterioridad. El protocolo general empleado se muestra en la Tabla 2 y los anticuerpos

utilizados en los ensayos de IHQ de esta etapa se detallan en la Tabla 3.

Tabla 2. Protocolo general de la técnica de IHQ.

Desparafinizacion e hidratacion

Xilol 1,2y3 3 min c/u
Alcohol 100°, 96°y 70° 3 min c/u
PBS 5 min

Recuperacion antigénica

Calentamiento en horno microondas utilizando buffer  (Cgalentar el buffer 3 min a 100% de

citrato 0,01 M pH 6,0 potencia, agregar las muestras y

calentar 11 min a 100% de potencia.

Dejar 20 min apagado
PBS 5 min
Bloqueo de actividad de peroxidasa endogena
Agua oxigenada al 3% en metanol 15 min
(36 ml metanol + 4 ml H,O, 30 vol)
PBS 15 min

Bloqueo de uniones no especificas

NHS 1/20 disuelto en PBS con 1,5% de leche en polvo 30 min (en camara humeda)
descremada

Anticuerpo primario

Incubacion con el anticuerpo especifico 14-16 hs a 4 °C (en camara himeda)
PBS 15 min
Anticuerpo secundario biotinilado

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado 30 min a TA (en camara hiimeda)
PBS 5 min
Estreptavidina-peroxidasa

Incubacion con el complejo estreptavidina-peroxidasa 30 min a TA (en cdmara humeda)
en una dilucion 1/150

PBS 5 min
Revelado

Sustrato enzimatico (5 pl de H,0, 30 vol) + 10 min
cromogeno (2,3 mg DAB) disueltos en 3,3 ml de Tris-
HC10,05 M pH 7,5

Agua destilada 5 min

Contracoloracion con hematoxilina de Mayer (opcional)

Deshidratacion y montaje

Alcohol 70°, 96° y 100°
Xilol 1y 2

1 min c/u
2y 5 min
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Montar con medio de montaje permanente (Eukitt)

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ para evaluar marcadores de
citodiferenciacion celular y de diferenciacion organogenética.

Anticuerpo Anticuerpo
primario Dilucion secundario Proveedor del anticuerpo primario
utilizado biotinilado
Anti-CK8 /1600 Anti-Oveja 1/200 The Binding Site Limited
(PH192) (Sigma-Aldrich) (Birmingham, UK)
Anti-pan-CK basal /100 Anti-Raton 1/100 Novocastra
(clon 34bE12) (Sigma-Aldrich) (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-p63 } Santa Cruz Biotechnology Inc.
1/100 Anti-Raton 1/100
(clon 4A4) fh-Raton (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-Vimentina Novocastra
1/100 Anti-Raton 1/100
(clon V9) fh-Raton (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-Ki67 Dako Corp.
P 125 Anti-Ratén 1/100 a0 Lorb
(clon MIB-5) (Carpinteria, CA, USA)
Anti-RE N t
R 1200 Anti-Ratén 1/100 ovocasta
(clon 6F-11) (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-RP . Dako Corp.
1/100 Anti-Raton 1/100
(A0098) fh-Raton (Carpinteria, CA, USA)
Anti-HoxalO 1/400 Anti-Cabra 1/200 Santa Cruz Biotechnology Inc.
(sc-17159) (Santa Cruz) (Santa Cruz, CA, USA)
) Anti-Conejo 1/200 Instituto de Salud y Ambiente del Litoral
Anti-Wnt7a 1/800 ) ) .
(Sigma-Aldrich) (Santa Fe, Argentina)*

*El Anti-Wnt7a fue generado y testeado en nuestro laboratorio por Vigezzi y col., 2016.

2.5.1 | Cuantificacion de la proliferacion celular

La cuantificaciéon de la proliferacion en el epitelio luminal y glandular, se realizé
determinando el porcentaje de células positivas para Ki67, contando como minimo
2000 células por compartimento y por muestra experimental, y utilizando el
microscopio optico Olympus BH2 con una objetiva de inmersion Dplan 100x (apertura
numérica = 1,25; Olympus). En el estroma y miometrio la cuantificacion de la
proliferacion se realizo utilizando una grilla cuadriculada de 0,8 mm X 0,8 mm colocada
en el ocular del microscopio (Olympus BH2) y una objetiva Dplan 100x%, con las que se
determind la fraccion de volumen (en 20 campos representativos de cada
compartimiento) aplicando la formula descripta por Weibel (1969) [161]: Vv = Pi/P,
donde Vv es la fraccion de volumen estimada del compartimento en estudio, Pi es el

numero de puntos de la grilla incidentes sobre las células positivas para Ki67, y P es el
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numero de puntos incidentes sobre el total de células en el compartimento estudiado.

Los resultados fueron expresados como Vv x 100.
2.5.2 | Cuantificacion de la expresion proteica por andlisis digital de imdgenes

La cuantificacion de la expresion de los receptores esteroides, Hoxal0 y Wnt7a se
realizd mediante andlisis digital de imagenes, utilizando el software Image Pro-Plus.
Para ello se obtuvieron imagenes de los distintos compartimentos histologicos a evaluar
con una camara de video color Spot Insight V3.5, acoplada al microscopio Olympus
BH2 con una objetiva plana Dplan 40x. Previo a la captura de imagenes, el microscopio
fue acondicionado para la iluminaciéon Koé&hler y una imagen de referencia de un campo
vacio fue utilizada para corregir la iluminacién desigual (correccion de sombras). Las
imagenes fueron convertidas a escala de grises, se delimitd el compartimento
histologico a evaluar (estroma subepitelial: 20-30 um desde la membrana basal hacia el
miometrio; miometrio: 10-15 um desde la capa mas externa hacia la membrana basal) y
se calibr6 el nivel de grises del programa de tal manera que la tincién de fondo
(background) sea considerada como “cero”. Luego se determiné el area total ocupada
por el compartimento seleccionado, el area de marcacioén positiva y el promedio de la
intensidad de marcacion (Figura 14). A partir de estos pardmetros se calculd la
densidad dptica integrada (DOI), definida como la combinacién lineal entre el area
relativa ocupada por la marcacion positiva y la intensidad promedio de dicha marcacion:
DOI = [(Area de marcacién positiva/Area total evaluada) x 100] x Promedio de la
intensidad de marcacion [162,163]. Debido a que la DOI es un parametro adimensional,
los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias. En el epitelio glandular, la
expresion proteica se determin6 en al menos 10 glandulas endometriales por seccion, y
dos secciones por animal de diferente profundidad fueron analizadas. Debido a que en la
rata la adenogénesis es un evento que se produce a partir del DPNO [9], la cuantificacion
en el epitelio glandular se realizd s6lo en DPN21. En el resto de los compartimentos
uterinos la expresion proteica se analizd en al menos 10 campos seleccionados al azar
por seccion, y dos secciones por animal fueron evaluadas. Es importante destacar que en

el epitelio luminal la cuantificacion se realizd en areas conservadas y sin pliegues.
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Figura 14. Cuantificacion de la expresion proteica en el epitelio luminal uterino mediante
andlisis digital de imdgenes. Las imagenes muestran la secuencia de pasos para la
cuantificacion de la expresion de proteinas utilizando el software Image Pro-Plus. (A) Imagen
convertida a escala de grises. (B) Seleccion manual del compartimento uterino a evaluar. En
este ejemplo se selecciond el epitelio luminal (linea verde). (C) Seleccion del rango de
marcacion positiva en el epitelio luminal (visualizado en rojo).

2.6 | Evaluacion de la expresion génica mediante RT-PCR en tiempo real
2.6.1 | Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizo utilizando el reactivo comercial “TRIzol
Reagent” (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina), que se fundamenta en el método del
isotiocianato de guanidina-fenol-cloroformo [164]. Brevemente, en el contenedor del
homogeneizador Ultra Turrax® T25 Basic (IKA - Werke GMBH & Co.KG, Staufen,
Alemania) se agregaron 800 pl del reactivo TRIzol por cada 25-50 mg de tejido
congelado, y se homogeneizd suavemente. Cuando se utilizaron muestras de animales
de DPNS8 (peso promedio de los uteros 5 mg), trabajamos con un total de 8 extracciones
de ARN total, cada una de las cuales se obtuvo homogeneizando 5 cuernos uterinos para
alcanzar la masa adecuada para una buena extraccion de ARN total. Durante la
homogeneizacion de la muestra el reactivo preservo la integridad del ARN. El agregado
de cloroformo y posterior centrifugacion, separd la solucion en una fase acuosa y otra
fase organica. El ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, de donde fue
recuperado por precipitacion con alcohol isopropilico, lavado con etanol al 80% y
solubilizado en agua libre de ribonucleasas. La concentracion de ARN total en las

muestras procesadas se determind mediante la lectura en espectrofotdmetro (NanoDrop
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Lite, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) a una longitud de onda de 260 nm. Se
us6 como referencia de la pureza del ARN extraido, la relacion entre las absorbancias
obtenidas a 260 nm (punto de maxima absorcion de acidos nucleicos) y 280 nm (punto
de méxima absorcion de proteinas). Solamente se utilizaron aquellas muestras con una
relacion de absorbancia 260/280 mayor a 1,9. Los ARN obtenidos fueron conservados a

-80 °C hasta el momento de la realizacion de las reacciones de RT.
2.6.2 | Transcripcion reversa (RT)

A partir de los ARN extraidos se realizaron transcripciones reversas con el fin de
obtener los correspondientes ADNc. La RT se llevdo a cabo empleando cantidades
iguales (1 pg) del ARN total y utilizando la transcriptasa reversa del virus de la
leucemia murina de Moloney (MMLYV, 300 U, Promega, Madison, WI, EE.UU). Se
emplearon oligonucledtidos hexaméricos (200 pmoles, Promega) como cebadores de la
enzima. Al tubo de reaccion se le adicionaron 20 U de inhibidor de ARNasa (RNAout,
Invitrogen) y 100 nmol de una mezcla de dNTPs (deoxinucledtidos trifosfatos) y se
alcanzo6 un volumen final de 30 ul con la solucion amortiguadora de la reaccion provista
por el fabricante de la enzima. La reaccion de RT se realiz6 a 70 °C por 5 min y 30 seg
con la mezcla de los ARN y los oligonucle6tidos hexaméricos, luego se agregd el resto
de los reactivos y se continu6 la reaccion a 37 °C por 90 min y a 42 °C por 15 min. La
reaccion se detuvo calentando a 80 °C por 5 min y a 94 °C por 30 segundos, y
realizando posteriormente un enfriamiento a 25 °C. Las reacciones de RT se llevaron a
cabo en el termociclador T18 (IVEMA, Buenos Aires, Argentina). Una vez obtenido el
ADNc, se diluyé con agua libre de ARNasas, llevandolo a un volumen final de 60 pl.
Como control negativo de la reaccion se utilizd el ARN incubado en condiciones

idénticas, pero sin transcriptasa reversa.
2.6.3 | Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

Luego de la extraccion del ARN total y posterior RT, se determin6 la expresion del
ARNm de HoxalO y de las enzimas ADN metiltransferasas (DNMT3a y DNMT3b) que
regulan los niveles de metilacion del ADN, mediante ensayos optimizados de PCR en
tiempo real. Esta metodologia se basa en la deteccion y cuantificacion ciclo a ciclo de
una molécula fluorescente (Eva Green en la presente tesis) que se intercala a las hebras
de ADN doble cadena. La fluorescencia es detectada y leida por un fluorémetro

acoplado al termociclador a medida que transcurre la reaccién de PCR.
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Para amplificar el gen HoxalO0 y las ADN metiltransferasas se disefiaron
oligonucledtidos (Tabla 4) utilizando el software Vector NTI Suite Version 6.0
(Infomax Inc., North Bethesda, MD, EE.UU). Como control interno (gen de referencia)
se utilizo la determinacion de ARNm del gen de la proteina ribosomal L19 (Tabla 4). La
temperatura de hibridacion para cada amplicon se obtuvo a partir del analisis in silico
utilizando el software Vector NTI (Tabla 4). La especificidad de los oligonucleétidos
fue cotejada por comparacion directa de su secuencia contra el genoma completo de
Rattus norvegicus mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la pagina

web del National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos correspondiente a los genes Hoxal0, Dnmt3a,
Dnmt3b y al gen de referencia L19.

Tamaifio del Temperatura
Gen Secuencia amplicon de hibridacién
(pb) O

Hoxal0 Sentido: 5’-GAAAACAGTAAAGCCTCTCC-3’ 148 54
X Antisentido: 5’-ATAGAAACTCCTTCTCCAGC-3’

Damesa  SCntido: $'-GCTGAAGGACCTGGGCATCC-3 15 o
nmeSA - 4 htisentido: 5-GGCCCCACTCCTGGATATGC-3’

Damep  Sentido: 5'-ACCAGAGGCCGCAGATCAAG-3’ 16 s
nm Antisentido: 5’-GAGCCATCTCCATCATCCGC-3’

119 Sentido: 5’~-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3’ 99 60
Antisentido: 5’-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3’

Hoxal0O, homeobox A10; Dnmt3a, ADN metiltransferasa 3a; Dnmt3b, ADN metiltransferasa
3b; L19, proteina ribosomal L.19.

Todas las muestras retro-transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Los
niveles de ADNc fueron detectados utilizando el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen,
Tecnolab, Buenos Aires, Argentina). Para la amplificacion, 5 pl de ADNc se
combinaron con HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne,
Biocientifica, Rosario, Argentina) y 10 pmoles de cada oligonucledtido en un volumen
final de 20 pl. El protocolo general de ciclado utilizado se muestra en la Tabla 5. La
pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de disociacion y
electroforesis en geles de agarosa de muestras elegidas al azar en cada corrida.

Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos.
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Tabla 5. Protocolo general de ciclado de PCR en tiempo real.

Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
Desna.tu.ra.hzacwn 95 15 min 1
inicial
Desnaturalizacién 95 15 seg
Hibridacion Especifica para cada 15 seg
amplicon 40
Extension 72 15 seg
Lectura 81 4 seg
Incubacion 10 10 min 1

El calculo de los niveles de expresion relativa de cada muestra se realizo utilizando el
método del ciclo umbral (Ct) [165]. El valor de Ct para cada muestra se calculod
utilizando el software Rotor-Gene Q Series (Version 1.7, Qiagen; Tecnolab) con un
umbral de ajuste de fluorescencia automatica (Rn). La eficiencia (Ef) de la reaccion de
PCR para cada gen estudiado y para el gen de referencia (L19) fue calculada mediante
curvas estandar. Estas curvas se construyeron a partir de la amplificacion de cada gen en
diluciones seriadas de los ADNc. Luego, de la grafica del logaritmo de las diluciones de
los ADNc vs. su correspondiente Ct, se obtuvo la formula de la recta por regresion
lineal, a partir de la cual se calculé la eficiencia como Ef= [10C/Pendien®®) _ 17 x 100.
Dependiendo de las condiciones especificas de la PCR, la eficiencia varid entre 95% y
102%. La expresion relativa de cada gen en los distintos experimentos se determind
utilizando el método de la curva estandar relativa [166]. Para todas las muestras
experimentales, la cantidad relativa del gen de interés y del gen L19 fue determinada a
partir de la curva estandar previamente realizada para cada gen. La cantidad obtenida
correspondiente al gen de interés fue normalizada con la cantidad relativa del gen L19

en cada grupo experimental.
2.6.4 | Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis horizontales en geles de agarosa (concentraciones de agarosa entre
1% p/v y 3% p/v) se realizaron utilizando buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x como
solucion reguladora de electroforesis y patrones de ADN de peso molecular de entre
100 y 1000 pb (CienMarker, Biodynamics, Buenos Aires, Argentina). El agente
revelador utilizado fue GelRed® (Biotium), el cual se agregé al gel en una relacion de 1
ul de GelRed® 1000x por cada ml de solucidn de gel. Las corridas se realizaron en una

cuba de electroforesis horizontal Bio-Rad PowerPac® 300 (Bio-Rad, California, CA,
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EE.UU) manteniendo el voltaje constante a 70V hasta que todo el frente de corrida
ingresara al gel, para luego subir el voltaje hasta 80V. Los geles fueron revelados en un

transiluminador Foto/UV® 1 (Fotodyne Inc.).
2.7 | Metodologias para la determinacion de cambios epigenéticos
2.7.1 | Andlisis bioinformdtico

Para la deteccion de regiones en el genoma que pueden presentar modificaciones
epigenéticas utilizamos distintos programas bioinformaticos que nos permitieron: i)
detectar secuencias que podrian presentar modificaciones en los niveles de metilacion
del ADN, vy ii) detectar sitios de uniodn a factores de transcripcion. Para esta etapa del
trabajo, analizamos la secuencia del gen HoxalO de la rata (nimero de acceso
XM _008762950.2). Utilizamos el software Methyl Primer Express Software v1.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU) para detectar la presencia de islas CpG.
Una isla CpG fue definida como una secuencia de ADN igual o superior a 200 pb, con
un porcentaje de GC mayor al 50% y un promedio de CpG observado/esperado mayor a
0,6 [167]. Luego se determind si estas secuencias contenian sitios de reconocimiento
para la enzima de restriccion sensible a metilacion BstUI (secuencia de reconocimiento
CGCG) (Vector NTI Suite). Teniendo en cuenta estos analisis bioinformaticos, se
disefiaron oligonucledtidos (Vector NTI Suite) de forma tal que cada par se encuentre
flanqueando los sitios de restriccion encontrados (Tabla 6). Para determinar la presencia
de sitios de union a factores de transcripcion en las regiones regulatorias del gen
encontradas, utilizamos el programa TFSEARCH
(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

2.7.2 | Analisis del estado de metilacion del ADN mediante MSRE-PCR

Para evaluar el estado de metilacion del ADN en las regiones potencialmente
regulatorias del gen HoxalO se utilizé la técnica combinada de digestion con enzimas de
restriccion sensibles a metilacion seguida de PCR en tiempo real (MSRE-PCR, del
inglés: Methylation-Sensitive Restriction Enzymes-PCR). La extraccion de ADNg a
partir de muestras de Utero de cada grupo experimental (control y HBG) extraidas en
DPN8 se realizO por el método del fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. La
concentracion total de ADNg fue determinada por medicion de la absorbancia a 260 nm

y el ADN fue almacenado entre 2-8 °C. Para reducir el tamafo de los fragmentos de
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ADN, 1 pg del ADNGg total fue digerido a 50 °C durante 15 min con 1 pl de FastDigest”
Sfil (Thermo Scientific) y el producto de digestion fue purificado mediante una
extraccion con fenol/cloroformo. Luego, 1 pg de ADN digerido con Sfil fue incubado
en bafio de agua (Tecno Dalvo, Santa Fe, Argentina) durante 1 hora con 10 unidades de
BstUI (New England BioLabs, Beverly, MA, EE.UU) en buffer enzimatico 1x a 60 °C,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Nuevamente, los productos de digestion
fueron purificados mediante el método fenol/cloroformo. El nivel de expresion relativo
de las diferentes regiones del ADN fue analizado por triplicado en cada muestra
mediante PCR en tiempo real tal como se describié en la seccion 2.6.3, utilizando las

secuencias de los oligonucleo6tidos descriptos en la Tabla 6.

Como control interno se amplific6 una regién del gen que no contenia sitios de
restriccion para BstUI (control normalizador) (Tabla 6). Cuando un sitio CpG se
encuentra metilado, no es posible su digestion con la enzima sensible a metilacion
BstUI, 1o cual permite que el producto sea amplificado. Contrariamente, si el mismo
sitio no se encuentra metilado, la enzima genera un corte en la secuencia y no es posible
la amplificacion del fragmento. Los niveles de metilacion relativos se calcularon

utilizando el método de curva estandar relativa previamente descripto en la seccion

2.6.3.

Tabla 6. Secuencias de oligonucle6tidos utilizados en los estudios epigenéticos.

Region del gen

Hoxald Sentido (5’ 3°) Antisentido (5’ 3?)
Isla CpG1A TAGAGAGAGTCTAGCCAGGA GTTTACGACCACATTGTCAC
Isla CpG1B ACCCCAGCGAGATTCTTGGC TGAAATCACTGCCAAGGGGC
Isla CpG2 GCCCCTTCCGAAAACAGTAA GATTTTTACAGCGTCCCCAC
Isla CpG3 GCAGAGAAAGGCGTTAAGTT CCTCCCAATTTACATTTTCC
Isla CpG4 CCGAGAAAACCGAATCCGAG CAGAAGGATGGGTACAGGCG

Analisis de metilacion del ADN

Control interno AACTCTTAGAAAATGATGGG AGGAACAGCATCTTTCTTAA

2.7.3 | Determinacion de modificaciones post-traduccionales de histonas mediante el

ensayo de ChIP

Para analizar si la exposicion a HBG produce MPTs de histonas, utilizamos la técnica
de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Especificamente, en la presente tesis

nos centramos en los niveles de metilacion de la histona H3 en el estado trimetilado de
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la lisina 9 (H3K9me3). Esta metodologia fue puesta a punto en nuestro laboratorio
siguiendo un protocolo modificado de aquel descripto por Kazi y Koos (2007) [168].
Brevemente, 40 mg de utero congelado fueron cortados en pequefias porciones con
bisturi e inmersos en una solucion de formaldehido al 1% durante 15 min con el
objetivo de generar la fijacion de las proteinas del tejido y el ADN (cross-linking o
entrecruzamiento). Esta reaccion se detuvo con la adicion de 1,5 ml de glicina 1 M
durante 5 min. El tejido fijado luego fue homogeneizado en 600 ul de buffer de lisis
RIPA [compuesto por Nonidet P40 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, duodecil sulfato de
sodio (SDS) 0,1%, EDTA 2 mM, fluoruro de sodio 50 mM; todos de Sigma-Aldrich]
conteniendo inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP, Phosphatase Inhibitor Cocktail
Tablet, Roche Diagnostics) y proteasas (Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail
Tablet, Roche Diagnostics) disueltos en buffer PBS 0,1 M (pH 7,0). Con el agregado de
estas soluciones se procede a la ruptura celular. Los homogenatos fueron centrifugados
a 12000 rpm durante 5 min a 4° C y los sobrenadantes fueron removidos y descartados.
Los nucleos separados fueron lisados en un buffer de lisis conteniendo SDS [Tris-HCL
(pH 8,1) 50 mM, EDTA 5 mM, SDS 0,1%] con el agregado de inhibidores de proteasas
y fosfatasas (como se mencioné anteriormente) e incubados en hielo durante 10 min.
Luego, las muestras fueron sonicadas en hielo utilizando el Sonicador Vibra-Cell™
VCX750 (Sonics & Materials, Newtown, CT, EE.UU) al 30% de potencia y empleando
40 ciclos de 2 seg cada uno, seguido de un intervalo de 1 min de descanso entre ciclos.
De esta manera se obtuvieron fragmentos de cromatina cuyo tamafo vari6 entre 0,5-1,0
kpb. Luego de la sonicacion, las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 10
min a 4 °C. Los sobrenadantes fueron recolectados y almacenados a -80 °C en alicuotas
de 50 pl. Las alicuotas de las muestras sonicadas fueron descongeladas en hielo y se
realiz6 una dilucién 1:10 con buffer de dilucion [Tris-HCI (pH 8,1) 20 mM, NaCl 150
mM, EDTA 2 mM, triton X-100 1% e inhibidores de proteasas y fosfatasas]. Luego, 50
ul de Dynabeads® Proteina A (Invitrogen) fueron incubados con 2,5 pl de anticuerpo
policlonal de conejo Anti-trimetil-Histona H3-Lisina 9 (H3K9me3; EMD Millipore,
Darmstadt, Alemania) durante 10 min. Las muestras de cromatina previamente diluidas
fueron incubadas con el complejo anticuerpo-Dynabeads®” Proteina A durante toda la
noche a 4 °C en rotacion (tubo que contiene los complejos inmunoprecipitados, IP).
Adicionalmente se realizé un tubo control negativo de la inmunoprecipitacion mediante
la incubacion de la cromatina diluida con un volumen de suero normal de conejo en

reemplazo del anticuerpo especifico. De esta manera se evaluaron los niveles de
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inmunoprecipitaciones inespecificas (tubo IgG). Los complejos inmunoprecipitados
(IPs) fueron lavados 3 veces con PBS y luego con buffer Tris-EDTA (pH 8,0). Con el
objetivo de eluir los complejos proteina-ADN de las Dynabeads® Proteina A, se
agregaron 100 pl de buffer de eluciéon que contiene NaHCO; 50 mM y SDS 1%
adicionado con 0,5 ul de proteinasa K (Sigma-Aldrich). Esta mezcla de reaccion se
incubo a 65 °C durante 2 hs en estufa, y luego a 95 °C durante 10 min en bafio humedo,

para remover las proteinas y realizar la reversion del entrecruzamiento (cross-linking).

Para cada muestra a evaluar se conservo el 10% de la cromatina sonicada sin someterla
a inmunoprecipitacion. Esta muestra se define como ADN input y es necesario
someterla al paso de reversion del entrecruzamiento, en la etapa final de la metodologia.
Finalmente el ADN obtenido fue purificado utilizando el kit comercial Quick Gel
Extraction & PCR Purification Combo (Invitrogen). Los niveles de metilacion de la
histona H3 se compararon mediante reacciones de PCR en tiempo real, realizadas por
triplicado (seccion 2.6.3). Las secuencias de oligonucleétidos utilizados para amplificar
las diferentes regiones del gen Hoxal0 se muestran en la Tabla 6. La comparacion de la
expresion se determind utilizando el método de la curva estandar relativa y para la
construccion de la curva de calibrado (curva estandar) se realizaron diluciones seriadas
del ADN input. La expresion de los resultados se realizo en primer lugar normalizando
los valores de Ct obtenidos para los IPs con el anticuerpo anti-H3K9me3 especifico con
los valores de Ct obtenidos para el tubo al cual se le adicion6 suero normal de conejo
(tubo IgG). Finalmente se realizdo una segunda normalizacidon teniendo en cuenta los

valores de Ct del ADN input (sin inmunoprecipitar).

3 | Evaluacion de los efectos del HBG sobre la sensibilidad uterina al E2

Para cumplir este objetivo utilizamos un modelo de rata ovariectomizada (OVX)
sometida a una estimulacion crénica con E2. En el momento del destete de las crias
(DPN21), los animales fueron sometidos a ovariectomia bilateral y se les coloco un
implante cargado con 17B-estradiol que se mantuvo hasta el DPN60 (Figura 15). Al

momento del sacrificio se determinaron:
1) En suero, los niveles de E2 alcanzados al concluir el experimento.

2) En utero:
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e Las caracteristicas histomorfolégicas,
e La proliferacion celular,
e La expresion de receptores hormonales, y

e La expresion de marcadores asociados a una respuesta uterina

alterada al E2.
3.1 | Ovariectomia bilateral

Antes de comenzar con esta maniobra quirdrgica, el instrumental de cirugia fue
sumergido en alcohol al 70% y se prepard el hilo de sutura. Los animales fueron
anestesiados utilizando la mezcla de anestesia disociativa: clorhidrato de ketamina (50
mg/ml, Ketamina 50, Holliday Scott, San Isidro, Buenos Aires, Argentina), clorhidrato
de xilazina (20 mg/ml, Kensol® Konig, Avellaneda, Buenos Aires, Argentina) y
acepromacina maleato (10 mg/ml, Acedan, Holliday Scott) en una relacién 50:5:1. La
mezcla anestésica fue administrada en la cavidad peritoneal en una dosis de 135 ul/100
g de peso corporal. Diez minutos después de la inyeccion, los animales se colocaron en
la tabla de cirugia con el abdomen hacia abajo, sujetados por sus extremidades. El
campo quirdrgico fue desinfectado con alcohol al 70% y se procedid a practicar una
incision de 1,5 cm en la linea media de la piel dorsal. Se divulsion¢ el tejido subcutaneo
para separar la piel del tejido muscular subyacente. Posteriormente, se realizaron dos
incisiones sobre la pared muscular, una a la izquierda y otra a la derecha, a una distancia
de 0,5 cm de la columna vertebral y a 0,5 cm de la ultima costilla, con el objetivo de
ingresar a la cavidad abdominal. Con pinza anatomica de punta roma se localizé la
grasa que rodea los 6rganos genitales internos, y se expuso el ovario manipulando con
pinzas la grasa circundante para evitar lesionar los 6rganos internos. Se ligd el hilio
ovarico a nivel de la unién uUtero-tubdrica, asegurando la obstruccion completa de la
arteria principal ovarica y se secciond por arriba de la ligadura, extrayendo el ovario y el
oviducto. Se introdujo el resto del tejido expuesto en la cavidad abdominal y se

procedio a suturar el peritoneo junto con el tejido muscular con sutura continua.
3.2 | Armado y colocacion de implantes

Se utilizaron implantes subcutaneos de silastic (didmetro interno/externo: 1,98/3,18 mm,
19 mm de longitud, Dow Corning Corp., Midland, EE.UU) cargados con 1 mg de E2/ml
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) disuelto en aceite de maiz [169]. Para el armado de
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los implantes, se sell6 uno de sus extremos con silicona, se llend con la solucion de E2 y
luego se sello en el extremo restante. Una vez sellados ambos extremos, los implantes se
lavaron dos veces durante 15 min con alcohol 96° y se conservaron a temperatura
ambiente hasta el momento de su colocacion. Previo a su colocacion en el animal, los
implantes fueron sumergidos durante 24 hs en una solucion de PBS 0,05 M, pH 7,5 a 37
°C, a fin de alcanzar un equilibrio en la tasa de liberaciéon de la hormona. A
continuacion y durante la OVX bilateral, se colocd un implante por animal en forma
subcutanea y se suturd la piel con 1 o 2 puntos discontinuos. Una vez finalizado el
procedimiento, las ratas OVX se colocaron en jaulas individuales bajo lampara de calor

para su recuperacion.
3.3 | Experimento piloto para evaluar la sensibilidad uterina al E2

Previo al estudio de los animales expuestos a HBG, realizamos un ensayo piloto
utilizando animales controles prepuberes que fueron OVX en DPN21 y a los que se les
colocaron implantes tal como describimos anteriormente. Este ensayo se realizo con el
objetivo de caracterizar la respuesta uterina al tratamiento exégeno con E2. A un grupo
de ratas OVX, se les colocd un implante cargado con vehiculo (aceite de maiz) para
constituir el grupo control (C+OVX+V, n=5). A otro grupo de ratas OVX se les coloco
un implante cargado con E2 (C+OVX+E2, n=8). Estos animales fueron sacrificados en

DPN60 (Figura 15).
3.4 | Obtencion de muestras de sangre y diseccion de cuernos uterinos

Un grupo de animales expuestos a HBG, fueron sometidos a OVX en DPN21 y se les
colocd un implante previamente cargado con E2. De esta manera, se obtuvo un grupo
experimental adicional definido como HBG+OVX+E2 (n=7). Para los tres grupos
experimentales obtenidos (C+OVX+V, C+OVX+E2 y HBG+OVX+E2), se realizd la
obtencion de muestras de sangre y la diseccion de cuernos uterinos en DPN60 (Figura

15).

Para la obtencion de muestras, los animales fueron anestesiados en cdmara de CO, y
luego, sacrificados por decapitacion. Las muestras de sangre fueron recolectadas en
tubos de vidrio de centrifuga e incubados en estufa a 37 °C por 15 min para facilitar la
retraccion del coagulo. Mediante centrifugaciéon se separd el suero, el cual fue

conservado a -20 °C hasta el momento de su utilizacion. Las biopsias de utero se
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obtuvieron tal como se describié en la seccion 2.2 y fueron procesadas para su analisis

por microscopia optica (seccion 2.3.1) o para extraccion de ARN total (seccion 2.3.2).

DiAS POSTNATALES

inyeccion subcutanea

v

Crias

hembra Nacimiento Destete Sen_sihilidad
v 4 A 4 v uterina al E2
I I I I | // | 7/ |
[ I I | I 7/ T 7/ 1
01357 21
o
Tratamiento °
OVX + Implantes E2 (1 mg/imL) o V Utero
Sangre
Solucién salina > C+OVX+V
» C+OVX+E2
» HBG+OVX+E2

2 mg de glifosato/kg/dia

Figura 15. Esquema del diseiio experimental utilizado para evaluar los efectos de la
exposicion postnatal a HBG sobre la sensibilidad uterina al 17f-estradiol (E2). La linea de
tiempo indica los dias postnatales. C, control; OVX, ovariectomia/ovariectomizado; V,
vehiculo.

3.5 | Determinacion de los niveles séricos de E2

La determinacion de E2 sérico se realizo utilizando un kit comercial de RIA
ultrasensible para E2 (DSL-4800, Immunotech, Beckman Coulter, Republica Checa),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 200 pl de calibradores, muestras
y controles internos de concentracion baja y alta fueron incubados con 100 pl de
antisuero de conejo anti-Estradiol durante 1 hora a TA. Luego, cada uno de los tubos
fue incubado con 100 pl de E2 marcado con iodo-125 durante 2 hs. Los complejos E2-
anticuerpo fueron inmunoprecipitados con 1 ml de suero de cabra anti-gama globulina
de conejo y polietilenglicol durante 20 min a TA. Luego de una centrifugacion a 3000
rpm por 20 min y a 4 °C, se aspiro el sobrenadante, se seco suavemente el interior de los
tubos y se contaron las cuentas por minuto en un contador gamma (WinSpectral,
Modelo 1414, PerkinElmer). La curva estandar para la cuantificacion se realizé en
paralelo con concentraciones de calibradores comprendidas en un rango de 4,8 a 750
pg/ml. Todas las muestras, calibradores y controles se corrieron por duplicado. La
sensibilidad del ensayo fue de 2,2 pg/ml. Los coeficientes de variacion intra- e inter-

ensayo fueron del 8,9% y 12,2%, respectivamente.
3.6 | Evaluacion de las caracteristicas histomorfologicas del utero

Para el estudio histolégico, tres cortes longitudinales de cada muestra (5 pm de
espesor), separados 50 um entre si y realizados en paralelo al eje mayor del tutero,

fueron coloreadas con H&E como se detalld en la seccion 2.4, con el objetivo de
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evaluar los siguientes parametros: i) histomorfologia uterina; ii) densidad de glandulas;
iii) densidad de nucleos del estroma; iv) altura del epitelio luminal y glandular, y
espesor del estroma y del miometrio. Para cada parametro se evalué un total de 10
campos por seccion seleccionados al azar, siguiendo la metodologia que se describe a

continuacion:

i) Histomorfologia uterina: los cortes histoldgicos coloreados fueron evaluados por
un patdlogo cegado al grupo experimental para determinar posibles cambios

histomorfologicos en el utero.

ii) Densidad de glandulas: se cuantificé como fraccién de volumen utilizando una
objetiva Dplan 40% y aplicando la férmula dada por Weibel (1969) tal como se

describio en la seccion 2.5.1.

iii) Densidad de nucleos del estroma: se definidé como la relacién entre el area
ocupada por los nicleos del estroma y el area total del estroma subepitelial (150
um desde la membrana basal hacia el miometrio). La densidad de nucleos se
cuantifico en imagenes obtenidas con la camara de video color Spot Insight
V3.5, acoplada al microscopio Olympus BH2 con una objetiva de Dplan 40%, y
utilizando el analizador Image Pro-Plus. Las células infiltrantes y los vasos

sanguineos y/o linfaticos fueron excluidos del analisis.

iv) Altura del epitelio luminal y glandular, y espesor del estroma y del miometrio
circular y longitudinal: estos parametros se determinaron sobre imagenes
capturadas con la camara de video color Spot Insight V3.5, acoplada al
microscopio Olympus BH2 con una objetiva Dplan 20%, y utilizando el

analizador Image Pro-Plus (seccion 2.4).

3.7 | Evaluacion de la proliferacion celular, la expresion de receptores hormonales y

marcadores moleculares asociados a una respuesta uterina alterada al E2

Tal como mencionamos anteriormente, para evaluar la respuesta uterina al tratamiento
exdgeno con E2 se analizo la expresion del marcador de proliferacion celular Ki67 y de
los REs (REa y RE). Adicionalmente, determinamos la expresion de marcadores
moleculares asociados a una respuesta uterina alterada al E2, tales como Wnt7a y B-

catenina. La proliferacion celular se evalué mediante la técnica de IHQ mientras que la
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expresion de los REs, Wnt7a y [B-catenina se analizd tanto a nivel ARNm como

proteina, mediante la aplicacion de las técnicas de RT-PCR en tiempo real e IHQ.

Los niveles de expresion relativa del ARNm de REa, REB, Wnt7a, B-catenina y L19
(gen de referencia) fueron cuantificados por RT-PCR en tiempo real utilizando el
termociclador Rotor-Gene Q, como se detallo en la seccion 2.6.3. Tal como describimos
en las secciones 2.6.1 y 2.6.2, a partir de las muestras de utero de cada grupo
experimental (C+OVX+V, C+OVX+E2 y HBG+OVX+E2), se realizo6 la extraccion de
ARN total y la RT para la obtencion de los ADNc correspondientes. Los pares de
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los ADNc se muestran en la Tabla

7.

Tabla 7. Secuencia de oligonucle6tidos correspondiente a los genes REa, REP, Wnt7a, §3-
catenina y al gen de referencia L19.

Tamaiio del Temperatura
Gen Secuencia amplicén de hibridacién

(pb) O

RE Sentido: 5’~-ACTACCTGGAGAACGAGCCC-3’ 153 60
¢ Antisentido: 5’-CCTTGGCAGACTCCATGATC-3’

RE Sentido: 5’-TTCTGGGCACCTGTCTCCTT-3’ 166 60
B Antisentido: 5’-TAACAGGGCTGGCACAACTG-3’

cening  Sentido: S-GAGCACATCAGGACACCCAGC-3 116 60
P-catenina \ iicentido: -GAGGATGTGGAGAGCCCCAGT-3’

Sentido: 5’-CTTACACAATAACGAGGCAGGC-3’

Wnt7a  isentido: 5-TCTCGGAATTGTGGCAGTGT-3’ 126 26

L19 Sentido: 5’-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3’ 99 60
Antisentido: 5’-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3’

REo, receptor de estrogenos alfa; REP, receptor de estrogenos beta; L19, proteina ribosomal
L19.

La pureza de los productos fue confirmada a través de curvas de disociacion, y muestras
al azar fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa (seccidon 2.6.4). El
calculo del nivel de expresion relativo de cada uno de los genes se realiz6 mediante el

método de la curva estandar relativa (seccion 2.6.3).

Para evaluar la expresion proteica de los REs, Wnt7a y B-catenina se realizaron ensayos

de ITHQ sobre cortes longitudinales de utero de 5 pum de espesor siguiendo la
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metodologia de rutina descripta anteriormente en la seccion 2.5. Los anticuerpos

utilizados en los ensayos de IHQ de esta etapa se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8. Anticuerpos utilizados en los ensayos de THQ.

Anticuerpo Anticuerpo
primario Dilucion secundario Proveedor del anticuerpo primario
utilizado biotinilado
Anti-Ki67 1/50 Anti-Ratén 1/100 Dako Corp.
(clon MIB-5) (Sigma-Aldrich) (Carpinteria, CA, USA)
Anti-REa Novocastra
1/200 Anti-Raton 1/100
(clon 6F-11) fh-Raton (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-REB ) Novocastra
1/50 Anti-Raton 1/100
(clon EMRO02) fh-Raton (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-B-catenina : Santa Cruz Biotechnology Inc.
1/800 Anti-Raton 1/100
(clon E-5) fh-Raton (Santa Cruz, CA, USA)
) Anti-Conejo 1/200 Instituto de Salud y Ambiente del Litoral
Anti-Wnt7a 1/800 i i )
(Sigma-Aldrich) (Santa Fe, Argentina)*

*El Anti-Wnt7a fue generado y testeado en nuestro laboratorio por Vigezzi y col., 2016.

La proliferacion celular se determin6 como porcentaje de células positivas para Ki67 en
el epitelio luminal y glandular, utilizando una objetiva plana Dplan 40x, tal como se
describid en la seccion 2.5.1. La expresion del REa, REB, Wnt7a y B-catenina fue
cuantificada por analisis digital de imagenes, utilizando el programa Image Pro-Plus y
siguiendo el protocolo descripto en la seccion 2.5.2. Los resultados fueron expresados
como DOI. La cuantificacion se realizd en el epitelio luminal y glandular, y en el
estroma subepitelial, abarcando un area de 150 um desde la membrana basal hacia la

capa mas externa.

4 | Evaluacion de los efectos del HBG sobre el ciclo estral y los niveles

séricos de E2 y P4

Luego del destete (DPN21), un grupo de animales de cada grupo experimental (control,
n=10; HBG, n=11) se mantuvo con agua y comida ad libitum hasta alcanzar la adultez.
A partir del DPN120 y durante cuatro ciclos estrales consecutivos, se evaluo la
regularidad del ciclo mediante la realizacion diaria de extendidos vaginales [51].
Asimismo, en la manana del primer estro del ciclo se extrajeron muestras de sangre de

la cola para evaluar los niveles séricos de E2 y P4 (Figura 16). Las muestras de sangre
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fueron recolectadas en tubos eppendorf y, luego de la retraccion del coagulo, se
centrifugaron para separar el suero, el cual fue conservado a -20 °C hasta el momento de

su utilizacion.

Etapa Neonatal/Prepuberal Etapa Adulta
[ 1 |
DiAS POSTNATALES
- - L Cuatro ciclos estrales consecutivos
Crias inyeccion subcutanea , & .
hembra Nacimiento Destete
— v 4 g § ) v Estro
; I Y R N 74 | // | | |
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Figura 16. Esquema del diseiio experimental utilizado para evaluar los efectos de la
exposicion postnatal a HBG sobre el ciclo estral y los niveles séricos de E2 y P4. La linea de
tiempo indica los dias postnatales.

4.1| Ciclo estral

Para determinar si la exposicion a HBG produjo alteraciones en la regularidad del ciclo
estral, se realizaron extendidos vaginales diarios en las hembras controles y tratadas con
HBG desde el DPN120 y durante cuatro ciclos estrales consecutivos [51]. Los datos
fueron expresados como duracion del ciclo estral (en dias) y porcentaje de tiempo en
proestro/estro (% del tiempo en proestro y estro en relacion a la duracion total de ciclo

estral).
4.2 | Determinacion de los niveles séricos de E2 y P4

Determinacion de E2. La determinacion de los niveles séricos de E2 se realizé con un
kit comercial de RIA ultrasensible para E2, siguiendo el protocolo descripto en la

seccion 3.5.

Determinacion de P4. La determinacion de los niveles séricos de P4 se realizd
utilizando un kit comercial de ELISA (LI4043F1, ElAgen, Adaltis Srl., Italia),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 25 pul de calibradores, muestras,
y controles fueron incubados (1 hr a TA) con 50 ul del conjugado progesterona-enzima
(HRP) y 50 pl del anticuerpo anti-progesterona biotinilado en una placa de ELISA
sensibilizada con estreptavidina. Seguidamente se descart6 el contenido de la placa por

aspiracion y se realizaron tres lavados con solucion de lavado. Para el revelado, se
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dispensaron 100 pl del sustrato de la enzima (3,3°,5,5’-tetrametilbencidina y H,O;) y la
placa se incub6 durante 20 min a TA. Finalmente, la reaccidon colorimétrica se detuvo
por el agregado de 50 ul de H,SO4. Al cabo de 20 seg se realizo la lectura del color
generado en cada pocillo por medicion de la absorbancia a 620 nm en un lector de
placas de microtitulacion (Scientific Multiskan EX, Thermo). La curva estandar para la
cuantificacion se realizé en paralelo con concentraciones de calibradores comprendidas
en un rango de 0,3 a 60,0 ng/ml. Todas las muestras, calibradores y controles se

corrieron por duplicado. La sensibilidad del ensayo fue de 0,105 ng/ml.

5 | Evaluacion de los efectos del HBG sobre la fertilidad de la hembra y
la diferenciacion funcional del utero durante el periodo post-

implantatorio

Para esta etapa del trabajo, un grupo de animales controles y expuestos a HBG, se
mantuvo con agua y comida ad [libitum desde el destete (DPN21) hasta alcanzar la
madurez sexual (DPN90). A partir del DPN90, cada rata hembra fue alojada con una
rata macho de fertilidad comprobada. Al dia siguiente, aquellas hembras en las que se
detectaron espermatozoides en el extendido vaginal fueron consideradas hembras

prefiadas (DG1).

Las hembras que resultaron prefiadas fueron asignadas a uno de los siguientes

experimentos:

i) Evaluaciéon de la eficiencia reproductiva mediante la determinacion del
porcentaje de hembras prefiadas y la realizacion de un test de fertilidad en DG19

[104,105] (Figura 17); y,

ii) Evaluacion de la diferenciacion funcional del utero durante el periodo post-

implantatorio (DG9) (Figura 17).
5.1 | Evaluacion de la fertilidad de la hembra

Para determinar los efectos de la exposicion postnatal a HBG sobre la fertilidad,
hembras controles (n=26) y tratadas con HBG (n=30) fueron alojadas individualmente
con machos de fertilidad comprobada a los 90 dias de edad. Como mencionamos

anteriormente, todas las mafianas se realizaron extendidos vaginales, en gota fresca,

59



Materiales y Métodos

para confirmar la prefiez de los animales. Se definié como DG1 al momento en el que se
observaron espermatozoides en el extendido vaginal junto a células de descamacion
caracteristicas del estro [51]. Aquellas ratas hembra que durante 3 semanas consecutivas
de haberlas puesto a prefiar no presentaron espermatozoides en su extendido vaginal,
fueron consideradas no prefiadas y con este dato se calculo el porcentaje de preiiez
como el numero de hembras prefiadas/nimero de hembras apareadas x 100. Las ratas
hembra que resultaron prefiadas fueron separadas de las ratas macho, colocadas en
jaulas individuales y sacrificadas en DG19 para realizar un test de fertilidad. Para ello,
los ovarios fueron extraidos y se cuantifico el nimero de CLs profusamente irrigados
mediante visualizacion directa de los ovarios con lupa estereoscopica (Leica Corp.,
Buffalo, NY, EE.UU), dato que indica el nimero de ovocitos ovulados. En el ttero de
estos animales se identificaron y cuantificaron los sitios de implantacion (SI) y la
presencia de reabsorciones fetales. Las reabsorciones son embriones que han
implantado y cuyo crecimiento no progresd. Se visualizan en los cuernos uterinos como

una masa amorfa de aspecto blanquecino y de tamafio reducido.

5.2 | Evaluacion de la diferenciacion funcional del utero durante el periodo post-

implantatorio

Otro grupo de hembras prefiadas controles (n=8) y expuestas a HBG (n=8) fue
sacrificado en la mafiana del DG9 (periodo post-implantatorio) para evaluar eventos
moleculares relacionados al proceso de decidualizacion. Se extrajeron biopsias de todos
los SI de cada rata (seccion 2.2), los cuales fueron pesados y distribuidos aleatoriamente
para ser procesados de acuerdo a distintos propdsitos. La mitad de los SI de cada animal
fue fijada por inmersion en formol buffer al 10% v/v durante 6 hs y procesada para
realizar estudios histologicos e inmunoquimicos (seccion 2.3.1). Los SI restantes fueron
congelados rapidamente en N, liquido y almacenados a -80 °C para su posterior analisis

mediante RT-PCR en tiempo real (seccion 2.3.2).
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Etapa Neonatal/Prepuberal Etapa Adulta
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Figura 17. Esquema del diseiio experimental utilizado para evaluar los efectos de la
exposicion postnatal a HBG sobre la fertilidad de la hembra y la diferenciacion funcional del
utero durante el periodo post-implantatorio.

5.2.1 | Expresion de desmina y evaluacion del drea de decidualizacion

Sobre tres cortes histoldgicos transversales de los SI (5 pm de espesor), separados 50
pum entre si, se aplicd la técnica de IHQ (seccidon 2.5) con el objetivo de evaluar la
expresion de desmina como marcador de células deciduales [66]. Como anticuerpo
primario se utilizé anti-Desmina (clon DE-R-11, Novocastra) en una dilucion 1/6400 y
como anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo anti-Raton (Sigma-Aldrich) en una
dilucion 1/100. Una vez finalizado el ensayo, se capturaron imagenes de la estructura
completa de cada uno de los SI utilizando la cdmara de video color Spot Insight V3.5
(Diagnostic Instruments) acoplada al microscopio Olympus BH2 con una objetiva plana
Dplan 10x (apertura numérica = 0,25). Sobre estas imagenes se determiné el area de
decidualizacién (AD), correspondiente al &area positiva para desmina, el area
endometrial (AE) total y la relacion AD/AE, utilizando el analizador Image Pro-Plus.

Los resultados se expresaron en milimetros cuadrados (mm?).
5.2.2 | Via de senalizacion RP/COUP-TFII/Bmp2

Siguiendo la metodologia descripta en la seccion 2.5, se aplic la técnica de IHQ sobre
tres cortes histologicos transversales de los SI (5 um de espesor), separados 50 pm entre
si, con el objetivo de evaluar la expresion del RP, una molécula clave en el proceso de
decidualizacion. Como anticuerpo primario se utilizd anti-RP (A0098, Dako) en una
dilucion 1/500 y como anticuerpo secundario un anticuerpo anti-Raton (Sigma-Aldrich)
en una dilucion 1/100. La cuantificacion de la expresion de RP se realizd mediante
analisis digital de imagenes, utilizando el programa Image Pro-Plus y siguiendo el

protocolo descripto en la seccion 2.5.2. Los resultados fueron expresados como DOI. El
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analisis de la expresion del RP se realizd en: i) la zona antimesometrial o AM,
excluyendo el miometrio, y i) la zona mesometrial o M. En esta ultima zona, la
expresion fue evaluada y cuantificada en cada uno de los compartimentos uterinos:
epitelio luminal y glandular, y estroma subepitelial (200 pum desde la membrana basal

hacia la capa més externa), también excluyendo el miometrio.

Para analizar si la exposicion a HBG impactd negativamente sobre la via de
sefializacion que regula el proceso de decidualizacion, los niveles de expresion relativa
del ARNm de RP, COUP-TFII y Bmp2 fueron evaluados mediante RT-PCR en tiempo
real. Primeramente, se extrajo el ARN total de ocho SI de cada grupo experimental
(control y HBG) tal como se describio en la seccion 2.6.1. Luego de la realizacion de la
RT (seccion 2.6.2), los ADNc fueron amplificados como se describi6 en la seccion 2.6.3
utilizando oligonucledtidos disefiados especificamente con el software Vector NTI Suite

(Tabla 9).

Tabla 9. Secuencia de oligonucledtidos correspondiente a los genes RP, COUP-TFII, Bmp2
y al gen de referencia L.19.

Tamaiio del  Temperatura
Gen Secuencia amplicon de hibridacion

(pb) (®)

RP Sentido: 5’-GACCAGTCTCAACCAACTAGGC-3’ 137 60
Antisentido: 5’-ACACCATCAGGCTCATCCAG-3’

COUP- Sentido: 5’-CCAAGAGCAAGTGGAGAAGC-3’
TFII  Antisentido: 5’-CGTGGGCTACATCAGACAGA-3’

Bmp2 Sentido: 5’-TCCATCACGAAGAAGCCATC-3’ 95 57
mp Antisentido: 5’-CTCATCAGTAGGGACAGAACTTAAA-3’

L19 Sentido: 5’-AGCCTGTGACTGTCCATTCC-3’ 99 60
Antisentido: 5’-TGGCAGTACCCTTCCTCTTC-3’

116 57

RP, receptor de progesterona; COUP-TFII, del inglés: chicken ovalbumin upstream promoter
transcription factor 1I; Bmp2, proteina morfogenética 6sea 2; L19, proteina ribosomal L19.

El calculo del nivel de expresion relativo de cada uno de los genes se realizd mediante
el método de curva estandar, y el gen de referencia L19 y el grupo control fueron

utilizados para normalizar los valores de Ct (seccion 2.6.3).
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6 | Evaluacion de los efectos del HBG sobre el desarrollo de lesiones pre-

neoplasicas y neopldasicas en utero y vagina

Para establecer si la exposicion a HBG promueve el desarrollo de lesiones ginecologicas
pre-neoplasicas y/o neoplasicas en utero y vagina, aquellos animales que fueron
utilizados en la seccion 4 (“Evaluacion de los efectos del HBG sobre el ciclo estral y los
niveles séricos de E2 y P4”) (control, n=10; HBG, n=11) se mantuvieron con agua y
comida ad libitum desde el destete (DPN21) hasta alcanzar los 20 meses de edad
(DPN600) (Figura 18). Teniendo en cuenta la extensa duracion del experimento, se
realizd un control del peso. Los animales fueron pesados durante la semana de
tratamiento y luego, cada diez dias a partir del DPN21. Alcanzado el DPN90 y hasta el
momento del sacrificio (DPN600), se registro el peso mensualmente, los animales se
palparon dos veces por semana, y se examind el estado de salud general de los mismos

durante toda su vida. Con los datos obtenidos se construy6 una curva de peso.

Como mencionamos, en el DPN600, y especificamente en la etapa de estro del ciclo
estral, se obtuvieron biopsias de Utero y vagina (secciéon 2.2) para su inclusion en
parafina (seccion 2.3.1) y posterior analisis histopatologico por microscopia Optica

(Figura 18).

Etapa Neonatal/Prepuberal Etapa Adulta
[ ]
DiAS POSTNATALES
Crias inyeccion subcutanea g
hembra Nacimiento y Destete E:ISF;Z‘:)?“‘::;‘L‘:;SJ?; semana
v q ' 3 ]
w I I N7 ] 7/ |
| | I | — 7/ | 7/ |
01357 21
(20 meses)
Tratamiento * *» Lesiones
i ¥ Ginecolégicas
Solucién salina Utero
Vagina

2 mg de glifosato/kg/dia

Figura 18. Esquema del diseiio experimental utilizado para evaluar los efectos de la
exposicion postnatal a HBG sobre el desarrollo de lesiones ginecoldgicas pre-neopldsicas y
neopldsicas en utero y vagina. La linea de tiempo indica los dias postnatales.

6.1 | Incidencia de lesiones ginecologicas en animales de edad avanzada

Cortes histologicos (5 um de espesor) de muestras de ttero y vagina provenientes de
animales de 20 meses de edad (DPN600), realizados en forma longitudinal al érgano y a

distintas profundidades, fueron tefiiddos con H&E tal como se describid en la seccion
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2.4, con el objetivo de realizar un exhaustivo analisis histopatologico. Los cortes
coloreados se examinaron mediante microscopio Optico (Olympus BH2) y se
identificaron distintos tipos de lesiones con la ayuda de un patdlogo cegado al grupo
experimental. La incidencia de las alteraciones detectadas se cuantificé determinando el
porcentaje de animales que presentaron al menos una alteracion histoldgica. En ttero se
evaluo la incidencia de las siguientes lesiones pre-neoplasicas, siguiendo los criterios de
Gunin y col. (2001), McLachlan y col. (1980), y el National Toxicology Program
(2014): i) atipia en el epitelio luminal, ii)) glandulas con metaplasia escamosa, iii)
glandulas quisticas, iv) glandulas con anomalias celulares, v) glandulas con glandulas
hijas, y vi) hiperplasia endometrial quistica. Las lesiones neoplasicas encontradas se
caracterizaron mediante ensayos de IHQ para aSMA, desmina y vimentina (Tabla 10),

siguiendo los protocolos descriptos en la seccion 2.5.

Tabla 10. Anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ para caracterizar las lesiones

neoplasicas.
Anticuerpo Anticuerpo
primario Dilucién secundario Proveedor del anticuerpo primario
utilizado biotinilado
Anti-aSMA 1/100 Anti-Ratén 1/100 Novocastra
(clon ASM-1) (Sigma-Aldrich) (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-Desmina Novocastra
1/50 Anti-Raton 1/100
(clon DE-R-11) fh-Raton (Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-Vi ti N t
VIR 150 Anti-Ratén 1/100 ovocasta
(clon V9) (Newcastle upon Tyne, UK)

aSMA, alfa actina de misculo liso.

7 | Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos a lo largo del trabajo de tesis se expresan como la media +
SEM. Durante el desarrollo de esta tesis, se aplicaron diferentes test estadisticos: i) el
test de la probabilidad exacta de Fisher fue utilizado para analizar el porcentaje de
hembras prefiadas y para evaluar la incidencia de las distintas lesiones pre-neoplésicas y
neoplésicas halladas; y ii) el test no paramétrico de Mann-Whitney fue utilizado para
analizar el resto de los resultados obtenidos durante el desarrollo de la tesis. En todos

los casos, los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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Resultados

1 | Efectos del HBG sobre la diferenciacion organogenética del utero

La exposicion postnatal a HBG no produjo signos evidentes de toxicidad aguda o a
corto plazo sobre las crias. A su vez, no se observaron comportamientos maternos
anormales y la supervivencia de la camada no se modificé durante la lactancia. Por otra
parte, no se encontraron cambios en la ganancia de peso durante el tratamiento. En los
dias postnatales estudiados (DPN8 y DPN21), el peso de los animales fue similar entre
las ratas expuestas a HBG y las ratas pertenecientes al grupo control: i) DPNS: Control
14,22 + 0,30 g vs. HBG 14,28 £ 0,20 g (p>0,05); y ii)) DPN21: Control 36,55 + 0,58 g
vs. HBG 35,56 % 0,59 g (p>0,05).

1.1| La exposicion a HBG produce hiperplasia endometrial

El utero de los animales control en DPNS8 reveld caracteristicas histomorfologicas
tipicas de un tejido uterino acorde para esa edad. Esto es, un epitelio luminal cilindrico
simple sostenido por células estromales, y dos delgadas capas de musculo liso (Figura
19A). Dos semanas mas tarde (DPN21), el 1tero mostrd caracteristicas
histomorfologicas de un 6rgano mas desarrollado, compuesto por un epitelio luminal
cilindrico simple, glandulas tubulares revestidas por un epitelio cubico simple y
rodeadas de un estroma endometrial mas desarrollado, y un miometrio con sus capas
longitudinal y circular bien definidas (Figura 19A). El andlisis histologico de los uteros
de los animales expuestos a HBG revel6 cambios morfologicos importantes que indican
una hiperplasia uterina, tanto en el epitelio luminal como en el estroma y miometrio en
DPNS. Especificamente, el 75% (6/8) de los animales expuestos a HBG exhibid
hiperplasia epitelial luminal (Figura 19B; p<0,05) en asociacion con un aumento en el
espesor del estroma y del miometrio circular en DPN§ (Tabla 11; p<0,05). Luego de 15
dias de concluido el tratamiento (DPN21), el 37,5% (3/8) de los animales expuestos a
HBG mostréd hiperplasia epitelial luminal (Figura 19B) y el espesor del estroma fue
mayor que en los animales controles, aunque no alcanzé significancia estadistica (Tabla
11; p=0,053). Es interesante resaltar que en el DPN8 atn no se han formado las
glandulas endometriales. Sin embargo, para el DPN21 las glandulas endometriales se
encuentran bien definidas. El tratamiento con HBG no produjo cambios en el nimero de

glandulas uterinas detectadas por campo en DPN21 (Tabla 11).
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A Control
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Figura 19. Efecto de la exposicion postnatal temprana a HBG sobre la histomorfologia
uterina durante los periodos neonatal (DPN8) y prepuberal (DPN2I). (A) Imagenes
representativas que ilustran los cambios morfoldgicos hallados en cortes histologicos de ttero
en DPN8 y DPN21, tefiidos con H&E. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES, estroma
subepitelial, MM, miometrio. Barra: 50 pym. (B) Incidencia de hiperplasia epitelial luminal en
los animales controles y expuestos a HBG. Los datos se analizaron utilizando el Test de Fisher
(*p<0,05).

Tabla 11. Parametros morfolégicos evaluados en cortes histologicos de titero en los
periodos neonatal (DPNS8) y prepuberal (DPN21).

DPNS DPN21

Parametros Control HBG Control HBG

Espesor del estroma (um) 84,48 £6,23 118,37+9,45* 164,75+ 1,51 182,24 +10,22

Espesor del miometrio
circular (um)

Espesor del miometrio
longitudinal (um)
Glandulas endometriales
(n°/campo)

2286 +1,27 28,15+ 1,58* 48,18 £ 1,21 49,30 £ 2,66
19,70+ 0,72 21,36 +1,81 36,78 + 1,91 45,22 £ 4,64

ND ND 10,58 + 0,73 10,84 £ 0,74

Los valores se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencia

estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). ND,
no detectadas.
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1.2 | Caracterizacion de la citodiferenciacion celular

Para dilucidar si la exposicion a HBG modifico los procesos de citodiferenciacion
celular uterina, se evalud la expresion de distintos marcadores de diferenciacion epitelial
y estromal en el utero de crias de DPNS, en las cuales se detectd hiperplasia epitelial y
estromal. Como se menciond previamente, la expresion de CK8 se utilizd como
marcador de células de epitelio simple, mientras que la expresion de p63 y las pan-CKs
(CK1, 5, 10 y 14) como marcadores de epitelio estratificado. La expresion de vimentina
fue utilizada para marcar células derivadas del mesénquima, tales como los fibroblastos
del estroma. La exposicion postnatal al HBG no produjo alteraciones en el patron de
citodiferenciacion celular. Las células epiteliales fueron positivas para CKS8 (epitelio
simple) y negativas para p63 y las pan-CKs (Figura 20). Por su parte, los fibroblastos

del estroma expresaron vimentina (Figura 20).

Control positivo

Control :

Vimentina

Figura 20. Citodiferenciacion epitelial y estromal. Los animales expuestos al HBG presentaron
un fenotipo epitelial caracteristico de epitelio simple (CK8 positivo). Dicho epitelio fue
negativo para marcadores de células basales de epitelio estratificado (pan-CKs y p63). Los
fibroblastos del estroma mostraron positividad para vimentina. Como control positivo para p63
y las pan-CKs se utilizaron muestras de ttero de animales de 12 meses de edad que presentan
metaplasia escamosa a nivel de las glandulas (es decir, un epitelio estratificado). EL, epitelio
luminal; ES, estroma subepitelial; MM, miometrio. Barra: 50 um.

1.3 | Proliferacion celular

La proliferacion de las células uterinas durante el desarrollo postnatal es critica para el
crecimiento normal del Utero y su morfogénesis. Alteraciones en este proceso podrian
impactar negativamente sobre la diferenciacion funcional del 6rgano durante la vida

adulta. En DPNS las hembras controles presentaron un elevado indice de proliferacion
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en los distintos compartimentos celulares, lo cual es caracteristico del periodo neonatal.
Por otro lado, y en asociaciéon con los cambios histomorfologicos, la exposicion
postnatal a HBG produjo un incremento en la proliferacion celular en el epitelio luminal
(p<0,01) y en el estroma subepitelial (p<0,05), sin cambios en el miometrio (Figura
21A). Imagenes ilustrativas de estos resultados se muestran en la Figura 21B. En
DPN21, la proliferacion endometrial en los animales controles disminuyo
marcadamente en relacion al DPNS, alcanzando valores muy bajos a esta edad (menores
al 0,05%). No se observaron diferencias entre los grupos experimentales (datos no

mostrados).

DPN8 DPN8 DPN8

Ki67

(Vv x 100)
L=}
Ki67
(Vv x 100)
5

Control HBG Control HBG Control HBG

Figura 21. Efecto de la exposicion postnatal a HBG sobre la proliferacion celular en el
periodo neonatal (DPNS). (A) Cuantificacion de la expresion del marcador de proliferacion
celular Ki67 en el epitelio luminal, estroma subepitelial y miometrio en DPNS8. Las barras
representan la media + SEM (*p<0,05, **p<0,01, Test de Mann-Whitney). Vv, fraccion de
volumen. (B) Imagenes representativas de la inmunomarcacion para Ki67 en cortes histologicos
de utero en DPNS8. Los asteriscos negros indican los compartimientos que mostraron un
aumento respecto al grupo control. EL, epitelio luminal; ES, estroma subepitelial; MM,
miometrio. Barra: 50 um.

1.4 | Expresion de proteinas involucradas en la diferenciacion organogenética del

utero
1.4.1 | Receptor de estrogenos alfa

Las crias expuestas a HBG mostraron cambios en la expresion del REa en DPNS y
DPN21. Se detectd un incremento en la expresion del REa en el estroma subepitelial en
DPNS8 (p<0,05) y una tendencia similar se observd en el miometrio, aunque para este

compartimiento no se detectaron diferencias significativas (Figura 22A). Finalmente, en
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DPN21 se observd una disminucion en la expresion del REa en el epitelio luminal
(Figura 22A; p<0,05). Imagenes representativas de estos resultados se muestran en la

Figura 22B.
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Figura 22. Expresion del receptor de estrégeno alfa (REa) durante los periodos neonatal
(DPNS8) y prepuberal (DPN21). (A) Cuantificacion de la expresion del REa en todos los
compartimentos uterinos en ratas controles y expuestas a HBG en DPN8 y DPN21. Los
resultados fueron expresados como densidad optica integrada (DOI). Las barras representan la
media = SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (B) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion para REa en cortes histologicos de ttero en DPN8 y DPN21. El asterisco
negro indica el compartimiento que mostréo un aumento respecto al grupo control. La flecha
indica disminucion respecto al grupo control. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial; MM, miometrio. Barra: 50 um.
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1.4.2 | Receptor de progesterona

El tratamiento con HBG increment6 notablemente la expresion del RP tanto en el
epitelio luminal como en el estroma subepitelial en DPNS8 (Figura 23A; p<0,01,). La
desregulacion del RP persistié hasta el periodo prepuberal (DPN21) (Figura 23A;
p<0,05). No se detectd expresion del RP en el miometrio en DPN8 y DPN21, tanto en

los controles como en los animales expuestos a HBG. Imagenes ilustrativas de estos

resultados se muestran en la Figura 23B.
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Figura 23. Expresion del receptor de progesterona (RP) durante los periodos neonatal
(DPNS8) y prepuberal (DPN21). (A) Cuantificacion de la expresion del RP en todos los
compartimentos uterinos en ratas controles y expuestas a HBG en DPN8 y DPN21. Los
resultados fueron expresados como densidad dptica integrada (DOI). Las barras representan la
media £ SEM (*p<0,05, **p<0,01, Test de Mann-Whitney). (B) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion para RP en cortes histologicos de utero en DPN8 y DPN21. Los asteriscos
negros indican los compartimientos que mostraron un aumento respecto al grupo control. EL,
epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES, estroma subepitelial. Barra: 50 pm.
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1.4.3| Wnt7a

En DPNS8 no se observaron diferencias en la expresion de Wnt7a entre los grupos
experimentales. Sin embargo, en DPN21 se detecté una induccién en la expresion de
Wnt7a en el epitelio glandular y en las células del estroma subepitelial de los animales
expuestos a HBG (Figura 24A; p<0,01). Imagenes representativas de estos resultados se

muestran en la Figura 24B.

A Epitelio Luminal Estroma Subepitelial Miometrio
© 5 © 4 ©
= DPN8 N DPN8 = [ppNs
(= 4- c [
= = = o
[ D~ [
T35 3 TS o5
(o] (=] (]
:g < 2 ’é & =§ 2
@ Q @
g M1 = =
ﬂ 0- ﬁ m 0-
Control HBG Control HBG Control HBG
© 5 © 4 @ 3
& 5 DPN21 E DPN21 % DPN21
= S = 2
[ 34 D —~ [
T = T = T =
o] O 2 o
52 2 $8 58 4
- g 8
o (=% o
- & 4 ol
Control HBG Control HBG Control HBG
Epitelio Glandular
m 5
~
E 4 DPN21 sk
=
3% ¥
52 2
(2]
e
a
®
w

Control

Control

Figura 24. Expresion de Wnt7a durante los periodos neonatal (DPNS) y prepuberal
(DPN21). (A) Cuantificacion de la expresion de Wnt7a en todos los compartimentos uterinos en
ratas controles y expuestas a HBG en DPNS y DPN21. Los resultados fueron expresados como
densidad optica integrada (DOI). Las barras representan la media + SEM (**p<0,01, Test de
Mann-Whitney). (B) Imagenes representativas de la inmunomarcacion para Wnt7a en cortes
histologicos de utero en DPN8 y DPN21. Los asteriscos negros indican los compartimientos que
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mostraron un aumento respecto al grupo control. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular;
ES, estroma subepitelial; MM, miometrio. Barra: 50 um.

1.4.4 | Hoxal0

En DPNS8 se observé un incremento en la expresion de HoxalO en las crias expuestas a
HBG, tanto en el estroma subepitelial como en el miometrio (Figura 25A; p<0,05). El
aumento detectado en el estroma subepitelial persistido hasta el DPN21 (p<0,01) (Figura

25A). Imagenes representativas de estos resultados se muestran en la Figura 25B.
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Figura 25. Expresion de Hoxal(0 durante los periodos neonatal (DPNS) y prepuberal
(DPN21). (A) Cuantificacion de la expresion de HoxalO en el estroma subepitelial y miometrio
en ratas controles y expuestas a HBG en DPN8 y DPN21. Los resultados fueron expresados
como densidad optica integrada (DOI). Las barras representan la media = SEM (*p<0,05,
**p<0,01, Test de Mann-Whitney). (B) Imagenes representativas de la inmunomarcacion para
HoxalO en cortes histologicos de titero en DPN8 y DPN21. Los asteriscos negros indican los
compartimientos que mostraron un aumento respecto al grupo control. ES, estroma subepitelial;
MM, miometrio. Barra: 50 um.
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1.5 | La exposicion postnatal a HBG produce el silenciamiento del gen Hoxal0 a

través de modificaciones epigenéticas

Al evaluar la expresion génica de los marcadores de diferenciacion organogenética del
utero mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real, detectamos que la exposicion
postnatal a HBG provocd una caida en la expresion relativa del ARNm de HoxalO en el
utero de las crias de DPNS8 (Figura 26A). Para identificar si este cambio podria estar
relacionado con modificaciones epigenéticas como posible mecanismo de accion del
herbicida, se realizaron diferentes determinaciones relacionadas con el estado de
metilacion del ADN y las MPTs de histonas. En primer lugar, se evalud la expresion de
las enzimas DNMT3a y DNMT3b (involucradas en la metilacion de novo del ADN). No
se observaron cambios en los niveles de expresion del ARNm de estas enzimas con el

tratamiento con HBG (Figura 26B y C).
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Figura 26. Evaluacion de la expresion del ARNm del gen homedético Hoxal0 y de las ADN
metiltransferasas (DNMT) 3a y 3b durante el periodo neonatal (DPNS). Cuantificacion de la
expresion del ARNm de HoxalO (A), DNMT3a (B) y DNMT3b (C) mediante RT-PCR en
tiempo real en crias hembra de rata de DPNS8. Las muestras fueron normalizadas frente a la
expresion de 119 y a los valores del grupo control, al que se le asigno el valor de 1. Las barras
representan la media = SEM (**p<0,01, Test de Mann-Whitney).

A continuacion, utilizando programas bioinformadticos, se detectaron potenciales sitios
de metilacion del ADN Yy sitios de union a factores de transcripcion en el gen homedtico
Hoxal0. El resultado del analisis de los sitios CpG que pueden presentar cambios en la
metilacion del ADN revelo la presencia de cuatro islas CpG, situadas tanto en regiones
intrénicas como exodnicas del gen, y diferentes sitios de restriccion para la enzima

sensible a metilacion BstUI, los cuales se describen a continuacion:

i) Isla CpGl: esta isla se localiz6 en el extremo 5° del gen, abarcando el exon 1A'y
una region no codificante cercana a su extremo 5°. Present6 una longitud de 678
pb vy dos sitios de corte para la enzima BstUI que fueron denominados como

sitios A y B para su posterior estudio (Figura 27). La region no codificante que
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abarca esta isla fue definida previamente por Li y col. (2001) como el promotor

del exén 1A [109].

ii) Isla CpG2: esta isla exhibio multiples sitios de corte para la enzima BstUI y se
extendidé por una longitud de 1848 pb, comprendiendo una regioén no codificante
cercana al extremo 5’ del exén 1B, el exén 1B y una region del intron proximal
al extremo 3’ del ex6n 1B. La region no codificante cercana al extremo 5’ del
exon 1B fue definida previamente por Bromer y col. (2009) como el promotor

del exon 1B [108].

iii) Isla CpG3: esta isla fue mas pequefia que las anteriores, comprendiendo una
region de 221 pb del intron mds corto, ubicada en forma proximal al exén 2, y

presentando un Unico sitio de corte para la enzima BstUI.

iv) Isla CpG4: esta isla se situd en el exon 2 del gen y se extendid por una region de

336 pb que presentd un unico sitio de corte para la enzima BstUI.

El andlisis in silico del gen HoxalO0 mostré6 que algunos sitios de restriccion se
encuentran potencialmente regulados por los factores de transcripcion CAAT/proteina
de unién al enhancer (C/EBP), y Spl (del inglés: Specificity Protein 1) ¢ YY1 (Yin

Yang 1), ambos involucrados en procesos de diferenciacion y desarrollo (Figura 27).

[ 3,71 kpb N
Isla CpG1 Ela
— Isla CpG2 CISI(§3 CpG4
B p
ATG ' N (—H
TATA 5,0 kpb — -
£ [
EXON 1A
//Normalizador EXO::B im0 | 1 : EXON 2 I—
5 p @& 151 pb 219 o6 129 pb i
116 pb — a2 PO 35 <« 105pb
5« 208pb & ko 3> « s,
= -
Sitio CpG
| Sitio BstUI

Figura 27. Organizacion genomica y andlisis in silico del gen homedtico Hoxal0 en la rata.
Se indican los sitios de reconocimiento de la enzima de restriccion sensible a metilacion BstUI
(CGCG) detectados en las islas CpG; el tamafio y posicion de la region utilizada como
normalizador (linea violeta) para los ensayos de MSRE-PCR; el tamafio y posicion de las
regiones estudiadas (lineas rojas); la posicion y orientacion de los oligonucleétidos utilizados
para MSRE-PCR y ChlIP; la posicion de la caja TATA; y los potenciales sitios de union a los
factores de transcripcion CAAT/proteina de union al enhancer (C/EBP), Specificity Protein 1
(Spl) y Yin Yang 1 (YY1). ATG indica el sitio de inicio de la traduccion y TGA el sitio de
finalizacion de la traduccion.
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La evaluacion del estado de metilacion del ADN en las distintas regiones del gen
Hoxal0 indicé que el grupo expuesto a HBG presenté mayores niveles de metilacion en
los diferentes sitios estudiados que componen las cuatro islas CpG detectadas (Figura

28A; p<0,05).

Adicionalmente, determinamos si la metilacion de la lisina 9 de la histona H3 estaba
modificada en los animales expuestos a HBG, como indicador de alteraciones en las
MPTs de histonas. Para esto, los niveles de H3K9me3 en las regiones potencialmente
regulatorias del gen HoxalO fueron medidos mediante ensayos de ChIP seguido de PCR
en tiempo real. El analisis de metilacion de histonas reveld que los animales expuestos a
HBG presentaron un incremento en el nivel de la H3K9me3 en tres de las cuatro islas

analizadas (Figura 28B; p<0,05).
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Figura 28. Andlisis del estado de metilacion del ADN y de la modificacion post-traduccional
de la histona H3 en las regiones potencialmente regulatorias del gen homedtico Hoxal0 en
DPNS. (A) Analisis del estado metilacion del ADN mediante MSRE-PCR de los sitios
correspondientes a las regiones potencialmente regulatorias del gen Hoxal0. Las muestras
fueron normalizadas frente a la expresion de L19 y a los valores del grupo control, al que se le
asigno el valor de 1. Las barras representan la media = SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney).
(B) Analisis del estado de metilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3) en regiones
potencialmente regulatorias del gen Hoxal0 mediante ensayos de ChIP seguidos de PCR en
tiempo real. Las muestras fueron normalizadas en relacion a la expresion del INPUT (ver M&M
para los detalles) y los resultados se muestran relativos al grupo control, al que se le asigné el
valor de 1. Las barras representan la media = SEM (¥p<0,05, Test de Mann-Whitney).

2 | Efectos del HBG sobre la sensibilidad uterina al E2

En la seccion anterior describimos que la exposicion postnatal temprana a HBG altera la
diferenciacion organogenética del utero en ratas prepuberales produciendo hiperplasia
endometrial, acompanada de un aumento en la proliferacion celular y de una mayor

expresion del REa. Teniendo en cuenta estos resultados, nos propusimos evaluar si la
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exposicion postnatal a HBG incrementa la sensibilidad uterina al E2 utilizando un
modelo de rata prepuber OVX sometida a un tratamiento crénico con estrogenos. Para
esta etapa, primeramente, se determinaron los niveles séricos de E2 alcanzados con el
tratamiento exogeno utilizando los implantes. Luego, mediante un ensayo piloto,
determinamos la respuesta uterina al tratamiento con E2 comparando los animales
controles que fueron OVX y que recibieron los implantes cargados con E2, con aquellos
a los que se les colocaron implantes cargados con vehiculo tnicamente (aceite de maiz)
(C+OVX+V vs. C+OVX+E2). Finalmente, comparamos la sensibilidad al E2 entre los
animales control y expuestos postnatalmente a HBG (C+OVX+E2 vs. HBG+OVX+E2).

A continuacion se describen los resultados obtenidos.
2.1 | Niveles séricos de E2

Para conocer los niveles séricos de E2 alcanzados con los implantes, se determiné la
concentracion de 17f-estradiol en el suero de los animales de todos los grupos
experimentales (C+OVX+V, C+OVX+E2 y HBG+OVX+E2). Como se esperaba, las
ratas OVX a las que se les colocaron implantes con vehiculo (grupo C+OVX+V),
presentaron niveles de E2 que se encontraron por debajo del limite de deteccion del
ensayo. Por el contrario, en los grupos experimentales en los que los implantes estaban
cargados con E2, los niveles de E2 detectados alcanzaron concentraciones séricas de E2
de alrededor de 30 pg/ml. No se observaron diferencias en los niveles séricos de E2
entre los grupos control y tratado postnatalmente con HBG (C+OVX+E2: 33,1 + 3.3
pg/ml; HBG+OVX+E2: 31,6 + 2,0 pg/ml, p=0,90).

2.2 | Caracterizacion de la respuesta uterina al tratamiento con E2: ensayo piloto

La caracterizacion de la respuesta uterina al tratamiento estrogénico se realizo
comparando la morfologia, la proliferacion celular y la expresion de los REs entre los
grupos C+OVX+V y C+OVX+E2. La morfologia uterina fue claramente distinta entre
los animales controles que recibieron vehiculo (aceite de maiz) y los que fueron
estimulados con E2. A bajo aumento, fue evidente que el area de seccion longitudinal
fue menor en el utero de las ratas expuestas al vehiculo (grupo C+OVX+V) (Figura 29A
vs. B). Este grupo presentd un endometrio atroéfico, con un epitelio luminal y glandular
simple cubico, y un estroma con células densamente empaquetadas (Figura 29C). Por el
contrario, el Utero de aquellos animales expuestos a E2 (grupo C+OVX+E2) mostro

hipertrofia (epitelio columnar pseudoestratificado) e hiperplasia de bajo grado en el
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epitelio luminal, y un estroma con signos de edema y altamente infiltrado por células

inflamatorias (Figura 29D).

CHOVX+V C+OVX+E2

Figura 29. Histologia uterina de ratas controles prepuberes OVX luego del tratamiento con
vehiculo o 17f-estradiol (E2). (A) Imagenes representativas de cortes longitudinales de utero de
animales tratados con vehiculo (C+OVX+V) o E2 (C+OVX+E2) tefiidos con H&E, utilizando
una objetiva de 10x (A y B) y de 40x (C y D). EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial;, MM, miometrio. Barras: (A y B) 100 um; (C y D) 50 pm.

La respuesta uterina al E2 implica la modulacién diferencial de los REs y cambios en la
proliferacion celular. En nuestro modelo de exposicién, la administracion de E2
provoco una disminucion en la expresion del REa (Figura 30A; p<0,05) y una mayor
expresion del ARNm del RE a nivel transcripcional (Figura 30B; p<0,05). El analisis
inmunohistoquimico de cortes histoldgicos de utero reveld que los animales tratados
con E2 presentaban una disminucion en la expresion del REa (Figura 30C y D vs. E;
p<0,05) y una inducciéon en la expresion del REB (Figura 30C y F vs. G; p<0,05) en
todos los compartimentos uterinos evaluados. Ademads, como era de esperar, la tasa de
proliferacion de los animales sin estimulo hormonal fue despreciable. Por el contrario,
la proliferacion de las células epiteliales luminales y glandulares presentd un aumento

como consecuencia del tratamiento con E2 (Figura 30C y H vs. I; p<0,01).
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Figura 30. Respuesta uterina a la estimulacion con 17f-estradiol (E2) en ratas controles
prepuberes OVX. Proliferacion celular y expresion de los receptores de estrogeno alfa (REa) y
beta (REP). (A y B) Expresion relativa del ARNm del REo y REB. Las muestras fueron
normalizadas frente a la expresion de L19 y a los valores del grupo C+OVX+V, al que se le
asigno el valor de 1. Las barras representan la media = SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney).
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(C) La cuantificacion de la expresion proteica del REa y REP se expresa como densidad optica
integrada (DOI). La proliferacion celular se muestra como el porcentaje de células positivas
para Ki67. Las barras representan la media + SEM (*p<0,05, **p<0,01, Test de Mann-
Whitney). (D-I) Im4genes representativas de la inmunomarcacion para los REs, REa (D y E) y
REB (F y G) y el marcador de proliferacion celular Ki67 (H e I) en cortes histologicos de ttero
de los grupos C+OVX+V y C+OVX+E2. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial. Barra: 50 um.

2.3 | Efectos de la exposicion a HBG sobre la sensibilidad uterina al E2

Para determinar si la exposicion a HBG afecta la sensibilidad uterina al E2,
investigamos si se produjeron alteraciones en la histomorfologia, la proliferacion
celular, y la expresion de marcadores moleculares asociados a una respuesta uterina

alterada al E2.
2.3.1 | Histomorfologia uterina

La Figura 31 muestra imagenes representativas de cortes histologicos de ttero tefiidos
con H&E correspondientes a animales controles y expuestos postnatalmente a HBG,
ambos estimulados con E2. Como se menciond anteriormente, la estimulacion con E2
provoco hipertrofia (epitelio columnar pseudoestratificado) e hiperplasia de bajo grado
en el epitelio luminal uterino (grupo C+OVX+E2) (Figura 31A y D). El ttero de los
animales expuestos postnatalmente a HBG y tratados con E2 (grupo HBG+OVX+E2)
mostro alteraciones histomorfologicas que reflejan una mayor sensibilidad al
tratamiento exogeno con E2. En el 43% (3 de 7) de los animales se observo hiperplasia
de alto grado en el epitelio luminal y glandular. El grupo HBG+OVX+E2 mostro areas
de endometrio con un epitelio luminal marcadamente estratificado, con nucleos
hipocroémicos y figuras mitoticas (Figura 31B y E), asi como glandulas anormales con

un epitelio semejante al del epitelio luminal (Figura 31C y F).
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C+OVX+E2 HBG+OVX+E2

Figura 31. Alteraciones morfologicas uterinas detectadas en animales expuestos
postnatalmente a HBG luego de la estimulacion exogena con 17f-estradiol (E2). (A y D)
Histologia uterina normal en ratas controles OVX luego del tratamiento con E2 (C+OVX+E2).
(B, C, E y F) Hallazgos histologicos encontrados en ratas expuestas a HBG luego de la
estimulacion con E2 (HBGHOVX+E2). Se indican glandulas endometriales anormales (flechas)
y areas de endometrio con marcada estratificacion del epitelio luminal (asterisco), nucleos
hipocrémicos (asterisco) y figuras mitdticas (puntas de flecha). Las areas histologicas en los
recuadros se magnifican en el panel inferior. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial; MM, miometrio. Barras: (A-C) 50 pm; (D-F) 10 um.

Las alteraciones morfoldgicas halladas en los animales expuestos postnatalmente a
HBG y tratados con E2 consistieron en un incremento en la altura del epitelio luminal
(Tabla 12; p<0,05) y un aumento en la densidad de nucleos del estroma (Tabla 12;
p<0,01). La evaluacion de otros pardmetros morfométricos no arrojé diferencias entre

los grupos experimentales (C+OVX+E2 vs. HBG+OVX+E2).

Tabla 12. Parametros morfométricos en secciones uterinas de animales control y expuestos
a HBG sometidos al tratamiento con E2.

C+OVX+E2 HBG+OVX+E2

Altura del epitelio luminal (um) 32,04 + 4,03 68,10 £ 13,76*
Altura del epitelio glandular (um) 15,30+ 1,34 1542+ 1,16
Glandulas endometriales (Vv x 100) 4,63 +0,21 5,26 +£0,40
Densidad de nucleos del estroma (%) 19,99 + 0,97 26,04 £ 1,67**
Espesor del estroma (um) 571,25 £ 39,44 598,12 +£ 42,88
Espesor del miometrio circular (um) 159,42 + 13,85 198,78 + 26,48

Espesor del miometrio longitudinal (pm) 139,89 + 12,63 173,33 £ 16,69
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Los valores se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, **p<0,01, Test de Mann-
Whitney).

2.3.2 | Proliferacion celular

El tratamiento postnatal con HBG incremento la proliferacion celular inducida por E2.
El analisis de la expresion de Ki67 en el epitelio luminal indicé que en el grupo
HBG+OVX+E2 la proliferacion celular fue 1,8 veces mas alta (29,07 + 3,89%, p<0,05)
que en el grupo C+OVX+E2 (16,36 + 1,10%) (Figura 32A). Imagenes representativas
de estos resultados se muestran en la Figura 32B. Las células del epitelio glandular
mostraron cambios similares, pero sin diferencias estadisticamente significativas

(C+OVX+E2: 16,32 % 1,42%; HBG+OVX+E2: 20,16 + 3,42%, p=0,62) (Figura 32A).

0
C+OVX+E2 HBG+OVX+E2 C+OVX+E2 HBG+OVX+E2

B C+OVX+E2 HBG+OVX+E

Figura 32. Efectos de la exposicion posnatal al HBG sobre la proliferacion celular inducida
por 17p-estradiol (E2). (A) Cuantificacion de la expresion de Ki67 en el epitelio luminal y
glandular. Las barras representan la media =+ SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (B)
Imagenes representativas de la inmunomarcacion para Ki67 en cortes histologicos de ttero. El
asterisco negro indica el compartimiento que mostrd un aumento respecto al grupo control. EL,
epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES, estroma subepitelial. Barra: 50 um.

2.3.3 | Expresion de receptores de estrogenos

Del mismo modo que en el experimento piloto, la expresion de los REs se evalué en el
utero de los animales control y expuestos a HBG a nivel de proteina y ARNm. Tal como
mencionamos anteriormente, la respuesta en un animal control que recibid el
tratamiento con E2 consiste en una disminucion en la expresion del ARNm del REa.

Cuando comparamos esta respuesta en animales que, a su vez, fueron expuestos
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postnatalmente a HBG, la disminucion del ARNm del REa fue mas acentuada (Figura
33A; p<0,05). En relacion a la induccion del ARNm del REP observada en respuesta al
tratamiento con E2, detectamos que los animales expuestos postnatalmente a HBG
mostraron una mayor induccion del transcripto. (Figura 33B; p<0,05). Una respuesta
similar se detectd al analizar la expresion de la proteina del REB en el utero. Los
animales expuestos a HBG mostraron una mayor expresion del REB en todos los
compartimentos uterinos evaluados (luminal, glandular y estromal) (Figura 33C;
p<0,05) cuando se los compar6 con los controles. Respecto al REa, se observd una
fuerte induccidon en la expresion de la proteina en el epitelio luminal (Figura 33C;
p<0,05) de los animales expuestos a HBG, sin cambios en el epitelio glandular y
estroma subepitelial. Iméagenes representativas de estos resultados se muestran en la
Figura 33D. Los cambios previamente mencionados estarian indicando un aumento en

la sensibilidad uterina al E2 en los animales expuestos a HBG.
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Figura 33. Efectos de la exposicion postnatal a HBG sobre la sensibilidad uterina al 17[-
estradiol (E2). (A) Expresion relativa del ARNm del receptor de estrogeno alfa (REa) y (B)
receptor de estrogeno beta (RE[). Las muestras fueron normalizadas frente a la expresion de
L19 y a los valores del grupo C+OVX+E2, al que se le asignd el valor de 1. Las barras
representan la media + SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (C) Cuantificacion de la
expresion proteica del REa y REP. Los resultados fueron expresados como densidad optica
integrada (DOI). Las barras representan la media + SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (D)
Imagenes representativas de la inmunomarcacion para REo y REB en cortes histologicos de

utero. Los asteriscos negros indican los compartimientos que mostraron un aumento respecto al

grupo control. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES, estroma subepitelial. Barra: 50

um.
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2.3.4 | Expresion de moléculas asociadas a una respuesta uterina alterada al E2

Considerando la importancia de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina en la
proliferacion celular en respuesta al E2, se determinaron los niveles de expresion de
Wnt7a y B-catenina en el utero de los animales control y expuestos a HBG que
recibieron tratamiento con E2, tanto a nivel de ARNm como de proteina. El tratamiento
con HBG incrementd los niveles de expresion del ARNm de Wnt7a (Figura 34A;
p<0,05), y provoco una disminucion en la expresion del ARNm de B-catenina (Figura
34B; p<0,05). Teniendo en cuenta el rol que cumplen estas moléculas de acuerdo a su
localizacion celular, se evalu6 el patron de expresion de Wnt7a y B-catenina por IHQ.
Ambos grupos experimentales revelaron un patron de expresion similar. Wnt7a mostrd
un patrén de expresion nuclear en el estroma subepitelial, y nuclear y citoplasmatico en
las células epiteliales uterinas, tanto luminales como glandulares. -catenina revelé un
patron de expresion citoplasmatico y de membrana en el epitelio luminal y glandular,
con marcacion negativa en el estroma uterino. Si bien no se observaron cambios en el
patrén de expresion de Wnt7a y B-catenina, se detectaron diferencias en la intensidad de
inmunotincién entre los animales controles y expuestos a HBG. Las ratas hembra
expuestas postnatalmente a HBG y tratadas con E2 mostraron un incremento en la
expresion de Wnt7a en el epitelio luminal (Figura 34C; p<0,05). Sorprendentemente, la
expresion de B-catenina disminuyo notablemente en el epitelio luminal y glandular en
los animales tratados con HBG (Figura 34C; p<0,05). Imagenes representativas de estos

resultados se muestran en la Figura 34D.
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Figura 34. Efectos de la exposicion postnatal al HBG sobre la expresion de moléculas
asociadas a una respuesta uterina alterada al E2. (A) Expresion relativa del ARNm de Wnt7a
y (B) B-catenina. Las muestras fueron normalizadas frente a la expresion de L19 y a los valores
del grupo C+OVX+E2, al que se le asigno6 el valor de 1. Las barras representan la media £ SEM
(*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (C) Cuantificacion de la expresion proteica de Wnt7a y B-
catenina. Los resultados fueron expresados como densidad oOptica integrada (DOI). Las barras
representan la media =+ SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (D) Imagenes representativas
de la inmunomarcacion para Wnt7a y B-catenina en cortes histologicos de utero. El asterisco
negro indica el compartimiento que mostré un aumento respecto al grupo control. Las flechas
indican disminucion respecto al grupo control. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial. Barra: 50 pm.
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3 | Efectos del HBG sobre el ciclo estral y los niveles séricos de E2 y P4

Teniendo en cuenta que los animales expuestos a HBG presentaron alteraciones en la
diferenciacion organogenética del utero y aumento de la sensibilidad uterina a un
tratamiento exdgeno con E2 durante el periodo prepuberal, nos preguntamos qué podria
ocurrir cuando los animales alcanzaran la madurez sexual. Nos interesé determinar si a
largo plazo se detectaban alteraciones en el ciclo estral y en los niveles séricos de los

esteroides sexuales, E2 y P4, durante la etapa adulta.
3.1 | La exposicion postnatal al HBG altera el ciclo estral

A los cuatro meses de edad (DPN120), todos los animales controles exhibieron ciclos
estrales regulares, con una duracion de aproximadamente cinco dias (Tabla 13). Por el
contrario, el analisis del ciclo estral en las hembras expuestas postnatalmente a HBG
revelo la presencia de ciclos estrales alterados. Este patron de ciclicidad se vio reflejado
en un aumento en la duracion del ciclo estral (Tabla 13; p<0,05) a expensas de un

mayor porcentaje de tiempo en proestro y estro (Tabla 13; p<0,0001).

Tabla 13. Evaluacion del ciclo estral en ratas hembra de DPN120.

Control HBG

Duracion del ciclo estral (dias) 5,28 +£0,13 5,46 £ 0,08%*

Porcentaje de tiempo en proestro y estro (%) 37,03+ 1,15 42,42 £ 0,60%**

Los valores se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, ***p<0,0001, Test de Mann-
Whitney).

3.2 | Analisis de los niveles séricos de esteroides sexuales en animales postnatalmente

expuestos a HBG

Uno de los mecanismos de accion a través del cual ciertos pesticidas tienen la capacidad
de inducir el desarrollo de tumores hormono-sensibles en el ttero consiste en provocar
un desequilibrio hormonal que conduce a un incremento en la relacion E2/P4 [170].
Teniendo en cuenta este antecedente y las alteraciones detectadas en el ciclo estral,
decidimos evaluar los niveles séricos de E2 y P4 en muestras de sangre obtenidas de la
cola de animales de cuatro meses de edad (DPN120) durante la etapa de estro, para

luego determinar la relacion E2/P4. En los animales expuestos a HBG se observo un
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incremento en los niveles séricos de E2 (Tabla 14; p<0,05) que estuvo acompafiado por
una disminucién marcada en los niveles séricos de P4 (Tabla 14; p<0,001). Estos
cambios produjeron un incremento concomitante en la relacion E2/P4 (Tabla 14;

p<0,001).

Tabla 14. Concentraciones séricas de E2 y P4 en ratas hembra de DPN120.

Control HBG
E2 (pg/ml) 28,94+ 1,36 33,46 +£1,03*
P4 (ng/ml) 10,97 £ 0,19 7,39 £ 0,65%**
Relacion E2/P4 2,64 +0,12 4,73 + 0,40%**

Los valores se expresaron como la media =+ SEM. Los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, ***p<0,001, Test de Mann-
Whitney).

4 | Efectos del HBG sobre la fertilidad de la hembra y la diferenciacion

funcional del utero durante el periodo post-implantatorio

Diferentes evidencias muestran que la alteracion de la expresion de genes
morforegulatorios en el utero durante periodos criticos del desarrollo puede reprogramar
las respuestas fisiologicas normales a las hormonas esteroides en la etapa adulta, con
consecuencias adversas para la salud reproductiva [171]. Considerando estos
antecedentes, nos propusimos evaluar los efectos de la exposicion postnatal a HBG

sobre la fertilidad de la hembra en la etapa adulta.
4.1 | La exposicion postnatal a HBG altera la fertilidad de la rata hembra

Para estudiar los efectos a largo plazo de la exposicion postnatal a HBG sobre la
eficiencia reproductiva, se evaluaron diferentes pardmetros de fertilidad. En primer
lugar, se determin6 el porcentaje de ratas hembra prefiadas, y luego en DG19, se
determind el nimero de CLs, el nimero de sitios de implantaciéon y el nimero de sitios

de reabsorcion.

La Figura 35A muestra el porcentaje de hembras prefiadas correspondiente a ambos
grupos experimentales. El porcentaje de ratas prefiadas no presento diferencias con el

grupo control. Luego, se procedi6 a contar el numero de CLs presentes en los ovarios,
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dato que indica el nimero de ovulaciones. No se observaron diferencias en el nimero de
cuerpos luteos totales (CLs/rata: 12-14) entre los grupos experimentales (Figura 35B).
En forma similar, el nimero de SI por rata no se modifico como resultado de la
exposicion a HBG (Figura 35C). Estos parametros indican que tanto el numero de
ovulaciones como de implantaciones no se vio afectado en los animales expuestos a
HBG. Sin embargo, se detectd un aumento en el numero de sitios de reabsorcion en el
grupo tratado con HBG (Figura 35D; p<0,05). Las reabsorciones se visualizaron en
ambos cuernos uterinos como una masa amorfa de aspecto blanquecino y de tamafio
muy reducido (Figura 35E, flechas rojas). Como se puede observar en la Figura 35D,
los animales controles presentaron como maximo un sitio de reabsorcion, y sélo en
algunos casos. Por el contrario, en el grupo expuesto a HBG se detectaron animales que
presentaban entre 3 y 8 sitios de reabsorcion. Estos resultados indican que la exposicion
a HBG produjo subfertilidad evidenciada por un aumento en el nimero de pérdidas

post-implantatorias.
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Figura 35. Eficiencia reproductiva de hembras controles y expuestas postnatalmente a HBG.
(A) Tasa de prefiez. (B) Numero de cuerpos luteos y (C) niumero de sitios de implantacion. Las
barras representan la media = SEM. (D) Se graficéd el numero de sitios de reabsorcion de cada
rata. La linea horizontal indica la media de cada grupo experimental (*p<0,05, Test de Mann-
Whitney). (E) Imagenes representativas de los cuernos uterinos de animales control y expuestos
a HBG en DG19. Las flechas negras indican sitios de implantacion, y las flechas rojas, sitios de
reabsorcion.

4.2 | Diferenciacion funcional del utero durante el periodo post-implantatorio

Teniendo en cuenta que detectamos subfertilidad asociada a pérdidas post-
implantatorias, nos propusimos determinar si estos efectos estaban mediados por
alteraciones en la diferenciacion funcional del utero durante la prefiez. Para ello, nos
propusimos estudiar eventos relacionados con los cambios uterinos posteriores a la
implantacion del embrion. Especificamente, seleccionamos el DGY9 ya que
consideramos que es una etapa donde la correcta formacion de la decidua acompafia a
un adecuado desarrollo embrionario. A continuaciéon se describen los estudios

realizados en los SI obtenidos en DG9 para evaluar la formacion de la decidua.
4.2.1 | Morfometria de los sitios de implantacion y de las células deciduales

Cuando analizamos macroscopicamente los SI del grupo control y el grupo expuesto a
HBG, observamos que presentaban una apariencia normal en DG9. Cuando
determinamos el peso de los SI en el grupo expuesto a HBG, detectamos que fueron

significativamente mas bajos (Tabla 15; p<0,05).

Luego, nos propusimos analizar la estructura de la decidua utilizando la expresion de
desmina como marcador de desarrollo normal de las células deciduales. La Figura 36 A
muestra una imagen representativa de un corte transversal de un SI de una rata control
inmunomarcado para desmina, en la que se puede observar el area de decidualizacion,
dividida en las zonas antimesometrial (AM) y mesometrial (M). En el centro de la
decidua AM, se observan la zona embrionaria (E) y la zona decidual primaria (ZDP),
adyacente al embrion. Por fuera de la zona AM, se puede observar una fina capa de
musculo liso, correspondiente al miometrio, y adyacente a ella, la decidua M que exhibe
todos los compartimentos uterinos (epitelio luminal y glandular, estroma y miometrio).
En la zona AM se detectd una elevada expresion de desmina en los animales controles

que se vio afectada en los animales expuestos a HBG (Figura 36 A y B vs. C).
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Figura 36. Imdgenes representativas de la expresion de desmina en los sitios de implantacion
de ratas preiiadas controles y expuestas a HBG en DGY. (A) Sitio de implantacion
perteneciente a una rata control mostrando las diferentes zonas de decidualizacion. La zona
antimesometrial (AM) se encuentra marcada con una linea negra continua. E, embrién; ZDP,
zona decidual primaria; M, zona mesometrial; EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES,
estroma subepitelial; Mio, miometrio. En el panel de la derecha se distinguen dos sitios de
implantacion representativos del grupo control (B) y HBG (C) a menor aumento. El area
endometrial se encuentra marcada con una linea negra continua. Barras: (A) 100 um; (B y C)
100 mm.

Luego, realizamos la cuantificacion del 4rea de decidualizaciéon (AD) positiva para
desmina y del 4rea endometrial (AE). Detectamos una disminucion en el drea positiva
para desmina en el grupo tratado con HBG que se tradujo en una disminucion en el AD
(Tabla 15; p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias en el AE entre los grupos
experimentales (Tabla 15). Cuando expresamos los resultados como la relacion AD/AE,
observamos que el grupo expuesto a HBG present6 una disminucion de dicha relacion a

expensas de una menor AD (Tabla 15; p<0,05).

Tabla 15. Parametros morfométricos en los sitios de implantacion en DG9Y.

Control HBG
Peso (mg) 63,33 +£2,32 53,37+ 3,52*
Area de decidualizacion, AD (mm?) 1,55+2.32 0,71 +0,18%
Area endometrial, AE (mmz) 3,01 £0,28 3,12+0,19
AD/AE 0,52 +0,10 0,22 = 0,06*

Los valores se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, Test de Mann-Whitney).
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4.2.2 | Evaluacion de la via de senalizacion RP/COUP-TFII/Bmp2

Se ha demostrado que la via de sefializacion RP/COUP-TFII/Bmp2 regula el proceso de
decidualizacion, a través del cual las células del estroma endometrial se diferencian en
células deciduales que acompafian el desarrollo del embrién durante la prefiez. Para
dilucidar las posibles causas de las pérdidas embrionarias post-implantatorias halladas
en los animales expuestos postnatalmente a HBG, se analizo la expresion del RP en los
SI en DGY a nivel proteina y ARNm. A su vez, se determind la expresion del ARNm de
COUP-TFII y Bmp2, dos moléculas vinculadas a la sefializacion intracelular mediada
por P4. El tratamiento con HBG provocé una disminucion en la expresion de la proteina
del RP tanto en la zona AM como en el epitelio luminal y glandular de la zona M
(Figura 37A; p<0,05). Imagenes representativas de estos resultados se muestran en la
Figura 37B. Del mismo modo, el nivel de expresion del ARNm del RP en los SI de los
animales expuestos a HBG fue significativamente menor (Figura 37C; p<0,001). Al
evaluar la via de senalizacion de P4, detectamos una disminucion en los niveles de
expresion del ARNm de COUP-TFII (p<0,01) y Bmp2 (p<0,001) en el grupo HBG
(Figura37 Dy E).
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Figura 37. Efectos de la exposicion postnatal al HBG sobre la expresion del RP y la via
RP/COUP-TFII/Bmp2 en los sitios de implantacion de ratas preiiadas en DGY. (A)
Cuantificacion de la expresion proteica del RP en las zonas antimesometrial y mesometrial de
los sitios de implantacion. Los resultados fueron expresados como densidad oOptica integrada
(DOY)). Las barras representan la media + SEM (*p<0,05, Test de Mann-Whitney). (B) Imagenes
representativas de la inmunomarcacion para el RP en cortes histologicos de los sitios de
implantacion. Las flechas indican los compartimientos que mostraron una disminucion respecto
al grupo control. EL, epitelio luminal; EG, epitelio glandular; ES, estroma subepitelial. Barra:
50 um. (C, D y E) Expresion relativa del ARNm de RP, COUP-TFII y Bmp2. Las muestras
fueron normalizadas frente a la expresion de L19 y a los valores del grupo control, al que se le
asigno el valor de 1. Las barras representan la media £ SEM (*¥*p<0,01, ***p<0,001, Test de
Mann-Whitney).
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5 | Efectos del HBG sobre el desarrollo de lesiones pre-neopldsicas y

neopldsicas en utero y vagina

Los cambios morfologicos y funcionales uterinos implican cambios en la proliferacion y
diferenciacion del endometrio regulados estrictamente por E2 y P4. Se ha demostrado
que alteraciones en el proceso de control de la proliferacion celular podrian predisponer
al desarrollo de lesiones pre-neoplasicas y/o neoplasicas a largo plazo [87]. Parte de los
resultados de esta tesis nos permiten sugerir que la exposicion a HBG podria
predisponer al desarrollo tumoral. Los resultados anteriores indican que la exposicion

postnatal temprana a HBG:

i) Incrementa la sensibilidad uterina al E2, provocando hiperplasia endometrial,
con aumento de la proliferacion inducida por E2, induccion de los REs (REa y

REB) y desregulacion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina.

ii) Produce un aumento en la relacion E2/P4 en ratas de 4 meses de edad, que

sugiere un microambiente hormonal dominado por E2.

Considerando estos hallazgos, nos propusimos evaluar los efectos de la exposicion a
HBG sobre el desarrollo de lesiones pre-neoplasicas y/o neoplasicas en Utero y vagina,

por considerar ambos 6rganos sensibles a un ambiente hormonal alterado.

En primer lugar, evaluamos el estado de salud general de los animales a lo largo de todo
el experimento. Los animales de ambos grupos experimentales se desarrollaron de
manera normal hasta el final del experimento (20 meses de edad). Si bien se detectaron
variaciones en el peso corporal de los animales tratados con HBG, no se observaron
diferencias respecto al grupo control a lo largo del experimento (Figura 38). Un animal
expuesto postnatalmente a HBG fue descartado ya que a los 18 meses de edad sufri6 un
deterioro general de salud. A los 18 (DPN540) y 19 meses (DPN570) de edad, dos
animales que habian sido expuestos a HBG fueron sacrificados por la presencia de

tumores vaginales de tamafo considerable.
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Figura 38. Curva de peso. Se muestra la variacion en el peso corporal (expresado en gramos)

de los animales control y HBG a lo largo del experimento. A partir de los 90 dias de edad el
peso fue registrado cada 30 dias. DPN, dia postnatal.

5.1 | La exposicion postnatal a HBG induce lesiones neopldsicas en utero y vagina

El andlisis histologico del tejido uterino de las ratas control de edad avanzada (20
meses) reveld caracteristicas histologicas similares a las observadas en la etapa de estro
del ciclo estral [47]. Esto es, un epitelio luminal cilindrico simple, presencia de
numerosas glandulas uterinas formadas por un epitelio simple cubico, y un alto
porcentaje de células apoptoticas en el epitelio luminal y glandular (Figura 39A y B). Al
estudiar las lesiones pre-neoplésicas que afectan al epitelio luminal, detectamos que en
las ratas hembra expuestas postnatalmente a HBG la incidencia de atipia celular (Figura
39A vs. C) fue 1,8 veces mas alta que en los animales controles. Sin embargo, este
aumento no resultd ser estadisticamente significativo (Tabla 16). Ademas, un animal
tratado con HBG presentd un epitelio luminal con células ctbicas en toda su extension,

indicativo de atrofia celular (Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas histomorfolégicas observadas en el epitelio luminal de los
animales expuestos postnatalmente a vehiculo o a HBG.

Control HBG
Epitelio luminal simple cilindrico 8/11 (72,7%) 4/10 (40%)
Epitelio luminal simple ctbico (atrofico) 0/11 (0%) 1/10 (10%)
Epitelio luminal con atipia celular 3/11 (27,3%) 5/10 (50%)

Los resultados se expresan como el nimero de ratas con una determinada caracteristica
histomorfoldgica en relacion al numero total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el
porcentaje de animales afectados.
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Al cuantificar las lesiones pre-neoplasicas glandulares, se detectd que la presencia de
GGH fue 2,7 veces mas frecuente en los animales expuestos postnatalmente a HBG. Sin
embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas para este tipo de

lesion entre los grupos experimentales (Tabla 17; Figura 39B vs. D).

Tabla 17. Incidencia de lesiones pre-neoplasicas y neoplasicas detectadas en uitero y en
vagina de animales de 20 meses de edad expuestos postnatalmente a vehiculo o a HBG.

Control HBG
Lesiones pre-neopldsicas uterinas
Gléandulas con metaplasia escamosa 11/11 (100%) 10/10 (100%)
Glandulas quisticas 7/11 (63,6%) 7/10 (70%)
Gléandulas con anomalias celulares 8/11 (72,7%) 8/10 (80%)
Gléandulas con glandulas hijas 2/11 (18,2%) 5/10 (50%)
Hiperplasia glandular quistica 2/11 (18,2%) 2/10 (20%)
Lesiones neopldsicas
Leiomioma uterino ND 1/10 (10%)
Rabdomiosarcoma vaginal ND 2/10 (20%)

Los resultados se expresan como el nimero de ratas afectadas con una determinada alteracion
en relacion al nimero total de ratas por grupo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de
animales que present6 cada lesion. ND, no detectado.

Figura 39. Imdgenes representativas que muestran las lesiones mds frecuentes en el epitelio
luminal y glandular de los animales de 20 meses de edad expuestos postnatalmente a HBG.
(A) Altura epitelial normal de un animal en estro (flecha doble). (B) Epitelio glandular normal
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(puntas de flecha). (C). Epitelio luminal con atipia celular. (D) Glandulas con glandulas hijas.
Barras: (A y C) 50 pm; (B y D) 25 um.

Ademéas de las lesiones previamente descriptas, la exposicion postnatal a HBG provocod
el desarrollo de lesiones neoplésicas en utero y vagina. El 10% (1/10) de los animales
tratados con HBG desarrollaron leiomioma uterino (Tabla 17), una neoplasia benigna de
las células musculares lisas del miometrio (Figura 40A y B). Esta lesion se caracterizo
por la presencia de células musculares lisas fusiformes, bien diferenciadas y dispuestas
formando haces paralelos (Figura 40C), que mostraron marcacion positiva para aSMA

(Figura 40D).

Figura 40. Leiomioma uterino en animales de edad avanzada expuestos postnatalmente a
HBG. (A y C) Imagenes de un corte histologico de utero tefiido con H&E perteneciente a un
animal tratado con HBG donde se muestra la lesion neoplasica detectada en el centro del
estroma uterino. (B y D) Imagenes de la inmunomarcacion para alfa actina de musculo liso
(aSMA), marcador de células musculares lisas utilizado para la caracterizacion de la lesion. Las
areas histologicas en los recuadros se magnifican en el panel inferior, donde puede observarse la
disposicion de las células musculares formando haces paralelos. EL, epitelio luminal; ES,
estroma subepitelial; MM, miometrio. Barras: (A y B) 100 um, (C y D) 50 pm.

Por otra parte, el 20% (2/10) de los animales expuestos postnatalmente a HBG
desarrollaron rabdomiosarcoma vaginal (Tabla 17), una neoplasia maligna poco
frecuente, que tiene su origen en células del musculo estriado que no han logrado
diferenciarse por completo. La lesion se caracterizd por la presencia de numerosas
células tumorales pequenas, con nucleos ovales, y poco diferenciadas, situadas en su
mayoria, debajo del epitelio vaginal (Figura 41A y C vs. B y D). En las regiones

profundas del estroma vaginal, se observd una menor densidad celular y un estroma

96



Resultados

laxo con signos de necrosis (Figura 41D). En escasas regiones del tumor fue posible
observar células tumorales dispuestas en haces paralelos (Figura 41D). Todas las células
del tumor mostraron marcacion positiva para vimentina (Figura 42A y C), una proteina
que se expresa en las células derivadas del mesénquima. Por el contrario, la mayoria de
las células tumorales presentaron marcacion negativa para desmina (Figura 42B y D),

marcador de células maduras de muasculo estriado.

Control

Figura 41. Rabdomiosarcoma vaginal en animales de 20 meses de edad expuestos
postnatalmente a HBG. Imagenes de cortes histologicos de vagina tefiidos con H&E
pertenecientes a animales controles (A y C) y tratados con HBG (B y D) donde se puede
observar la lesidn neoplasica invadiendo el estroma vaginal. Las éareas histologicas en los
recuadros se magnifican en el panel inferior. EL, epitelio luminal; ES, estroma subepitelial.
Barras: (A y B) 100 um, (C y D) 50 pm.

Vimentina ~_Desmina

Figura 42. Caracterizacion inmunofenotipica del rabdomiosarcoma vaginal detectado en
animales de 20 meses de edad expuestos postnatalmente a HBG. Imagenes de la
inmunomarcacion para vimentina (A y C) y desmina (B y D). Las areas histologicas en los
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recuadros se magnifican en el panel inferior. EL, epitelio luminal; ES, estroma subepitelial.
Barras: (A y B) 100 um, (C y D) 50 pm.

El numero total de animales que presentaron lesiones neopldsicas en el tracto
reproductor se muestran en la Tabla 18. Ademas de los tumores detectados en ttero y
vagina, observamos que los animales expuestos a HBG desarrollaron neoplasias
benignas en higado y en la glandula mamaria, que fueron caracterizadas como adenoma
de vias biliares intrahépatico y fibroadenoma mamario (Figura 43). En conjunto, estos
resultados sugieren que la exposicion postnatal temprana a HBG aumenta el riesgo de

desarrollar diversos tipos de lesiones neoplasicas en ratas de edad avanzada.

Tabla 18. Resumen de las lesiones neoplasicas halladas en el tracto reproductor de los
animales de 20 meses de edad expuestos postnatalmente a HBG.

. . Tracto Numero total de
Utero Vagina .
reproductor lesiones
Incidencia Valoar Incidencia Valo: Incidencia Valo: Incidencia Valoar
dep dep dep dep
Control (n=11) 0/11 - 0/11 - 0/11 - 0/11 -
HBG (n=10) 1/10 0,476 2/10 0,214 3/10° 0,090 5/10° 0,012*

Los resultados se expresan como el nimero de ratas que presentaron una determinada neoplasia
en relacion al nimero total de ratas por grupo. * Los valores se analizaron mediante el test de la
probabilidad exacta de Fischer. b Representa el niimero total de animales que presentaron
lesiones neoplasicas en el tracto reproductor. © Incluye un animal que desarrolld adenoma de
vias biliares intrahepatico y un animal que present6 fibroadenoma mamario. El asterisco indica
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo control (*p<0,05, Test de Fischer).

Figura 43. Neoplasias benignas en higado y gliandula mamaria de animales de 20 meses de
edad expuestos postnatalmente a HBG. Imagenes de cortes histologicos de (A y C) higado y
(B y D) glandula mamaria tefiidos con H&E donde se observa la presencia de un adenoma de
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vias biliares intrahepatico y un fibroadenoma mamario, respectivamente. Las areas histoldgicas
en los recuadros se magnifican en el panel inferior. Barras: (A y B) 100 um, (C y D) 50 pm.
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DISCUSION

“El futuro tiene muchos nombres.
Para los débiles es lo inalcanzable.
Para los temerosos, lo desconocido.

Para los valientes es la oportunidad”.

Victor Hugo



Discusion

La diferenciacion organogenética del utero es un proceso regulado por diversos
mecanismos endocrinos, celulares y moleculares que programan a las células uterinas
para responder apropiadamente a las sefiales hormonales durante la vida adulta. La
exposicion a compuestos PE durante periodos criticos del desarrollo puede alterar el
programa normal de diferenciacion e inducir cambios permanentes en la estructura
uterina y su funcionalidad, con consecuencias adversas para la salud reproductiva

[41,172-175].

1 | La exposicion postnatal a HBG altera la diferenciacion

organogenética del utero

En la primera etapa del trabajo de tesis evaluamos los efectos de la exposicidon postnatal
a un HBG sobre la diferenciacion organogenética del utero en dos momentos diferentes
del desarrollo postnatal: i) el DPNS, para determinar la respuesta aguda a la exposicion
al HBG, al que definimos como periodo neonatal; y ii) el DPN21, para investigar si los
efectos persisten y/o se manifiestan 15 dias después de finalizado el tratamiento, al que
definimos como periodo prepuberal. Para ello utilizamos un modelo de exposicion
breve durante la primera semana de vida, puesto que, el desarrollo postnatal del utero
representa un periodo altamente sensible a la acciéon de compuestos hormonales y con

actividad de PE.

En cuanto a la evaluacion histomorfologica, el utero de los animales expuestos a HBG
desarrolld hiperplasia en el epitelio luminal (75% de los animales) en asociacion con
una mayor proliferacion celular en DPNS. La evaluacion de la citodiferenciacion de las
células epiteliales indicé un fenotipo normal (células positivas para CKS8). Ademas, en
los animales tratados con HBG detectamos un aumento en el espesor del estroma y del
miometrio que estuvo acompafiado por un incremento en la proliferacion celular del
estroma. En forma similar, las células estromales mostraron una citodiferenciacion
especifica para estroma uterino (cé€lulas positivas para vimentina, indicativo de células
fibroblasticas). Si bien el aumento de la proliferacion celular inducida por el tratamiento
con HBG se detectd en DPNS, este aumento no se observé en DPN21, donde la
proliferacion en ambos grupos experimentales fue despreciable y no mostré diferencias
estadisticas. Un resultado interesante fue que el 37.5% de los animales tratados con el

herbicida también presentaron un epitelio hiperpldsico en DPN21, indicando Ia
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persistencia del efecto 15 dias después de finalizado el tratamiento. Se ha demostrado
que la exposicion a compuestos con actividad hormonal durante periodos criticos del
desarrollo puede inducir cambios morfologicos en el utero. En este sentido, un
compuesto muy estudiado es el xenoestrogeno DES que, como mencionamos
anteriormente, se utilizo en tratamientos para prevenir abortos entre los afios 1940-1970.
Al realizar estudios de exposicion en ratones y hamsters con DES, se detectd hipertrofia
[176,177] e hiperplasia [178] en el epitelio luminal a los 8 y 10 dias de edad que, en
forma similar a nuestros resultados, estuvieron caracterizadas por presentar un fenotipo
epitelial normal [176]. A su vez, los ratones exhibieron desorganizacion celular en el
estroma endometrial y en el miometrio, particularmente en la capa circular interna
[176,178]. Al igual que con HBG, ratones expuestos durante la primera semana de vida
a bajas dosis de DES y a una mezcla de PCB mostraron un incremento en el espesor del

miometrio 24 hs después de finalizado el tratamiento [179].

Luego, investigamos si la exposicion postnatal temprana a HBG inducia cambios en la
expresion de proteinas que regulan la diferenciacion organogenética del utero en el
periodo neonatal y prepuberal. Detectamos que la exposicion al herbicida incrementd la
expresion del RP y de HoxalO en el utero, tanto inmediatamente (DPNS8) como dos
semanas después de finalizado el tratamiento (DPN21). Estas moléculas cumplen un rol
clave en los procesos de implantacion embrionaria y decidualizacion del estroma
endometrial que tienen lugar en la vida adulta durante la gestacion [63]. Diversos
estudios han demostrado que cuando un compuesto con actividad de PE altera la
expresion de HoxalO y/o del RP durante el desarrollo, los animales desarrollan
subfertilidad en la etapa adulta [38,104,105,171]. Teniendo en cuenta nuestros
resultados y estos antecedentes, podemos sugerir que las ratas expuestas a HBG podrian
mostrar  efectos adversos sobre la  salud reproductiva, tales como

infertilidad/subfertilidad.

Ademas del aumento en la expresion del RP en ambos periodos evaluados, detectamos
una induccion en la expresion del REa en el estroma subepitelial en DPNS, y una
disminucion en el epitelio luminal de los animales expuestos al HBG en DPN21. Si bien
a la fecha, la EPA considera que no hay suficientes evidencias para clasificar a glifosato
(el ingrediente activo de las formulaciones) como un PE [149,180], determinados
estudios in vitro han detectado que este compuesto promueve la proliferacion de células

de carcinoma mamario mediante la activacion del REa [147,148]. El mecanismo a
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través del cual glifosato induciria la activaciéon del REa es controversial. Algunos
autores plantearon la hipdtesis de que glifosato podria unirse al receptor y actuar como
un xenoestrogeno débil [147], mientras que otros proponen que se trataria de una
activacion independiente de ligando [148]. En nuestro laboratorio, determinamos la
actividad estrogénica in vivo de una formulacion a base de glifosato utilizando el ensayo
uterotropico y observamos que la formulacion produce modificaciones similares a las
inducidas por 17p-estradiol [145]. Los resultados muestran que si bien el herbicida no
modifica el peso himedo del utero como lo hace 17B-estradiol, altera la transcripcion y
traduccion de moléculas estrogeno-sensibles como el REa. En concordancia con estos
antecedentes, en este trabajo de tesis detectamos que el HBG tiene la capacidad de
modular la expresion del REa en el utero de ratas prepuberales, aportando nuevas

evidencias sobre su posible accion como PE.

Por otro lado, ademas del aumento en la expresion de HoxalO en ambos periodos
evaluados, detectamos que el tratamiento con HBG increment6 la expresion de Wnt7a
en el estroma subepitelial y en el epitelio glandular en DPN21. Tal como mencionamos
previamente, se ha demostrado que Wnt7a regula diferencialmente la expresion de
HoxalO durante el desarrollo y que ambos genes desempenan un rol fundamental en la
morfogénesis uterina [4,26]. Una desregulacion en la expresion de Wnt7a conduce a un
epitelio luminal estratificado y a un miometrio hiperplésico y desorganizado [26,181].
Ademas, la alteracion en la expresion de HoxalO y Wnt7a durante la diferenciacion
organogenética del utero resulta en el desarrollo de diversas lesiones en la vida adulta,
tal como se observa en el Utero de ratones expuestos prenatalmente a DES [19,22,182].
Entre las lesiones inducidas por exposicion a DES podemos mencionar metaplasia
escamosa luminal y glandular, hiperplasia endometrial y aumento del riesgo de

desarrollar adenocarcinoma y leiomioma uterino [41].

El gen homeotico HoxalO es una molécula clave en la diferenciacion uterina durante el
desarrollo y en la funcionalidad del 6rgano durante la vida adulta. Nuestros resultados
muestran modificaciones en la expresion de HoxalO en respuesta al tratamiento con
HBG. Especificamente a nivel transcripcional, detectamos que la exposicion postnatal a
HBG provoco una disminucion en la expresion del ARNm de HoxalO en el ttero de las
crias de DPNS8. Se ha demostrado que los mecanismos epigenéticos, como la metilacion
del ADN y las MPTs de histonas, cumplen un rol importante en la regulacion

transcripcional de los genes Hox durante el desarrollo [183]. Por otro lado, antecedentes
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de nuestro grupo y de otros autores, indican que HoxalO es un gen blanco frente a la
exposicion a PE en el utero y que cambios en su expresion estan regulados por
mecanismos epigenéticos [108,184]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos
evaluar si la caida en la expresion de HoxalO en el grupo HBG estaba asociada a
cambios epigenéticos en las regiones regulatorias del gen, como posible mecanismo de
accion del herbicida. Para ello, analizamos el estado de metilacion del ADN vy
evaluamos alteraciones en MPTs de histonas. Los resultados mostraron que los animales
expuestos a HBG presentaban alteraciones epigenéticas que permiten explicar la caida
en los niveles del ARNm de HoxalO en respuesta el herbicida. Especificamente,
detectamos un aumento en los niveles de metilacion en las 4 regiones regulatorias
estudiadas (Islas CpGlA, 2, 3 y 4). De forma similar a los efectos observados en este
trabajo, la exposicion in utero a DES provocd una disminucion en la expresion del
ARNm de HoxalO en el atero de ratones prepuberales [19], asociada a un incremento en
los niveles de metilacion del ADN y a un aumento en la expresion del ARNm de la
enzima DNMT3b [108]. Otros resultados indicaron que la exposicion in utero a BPA
provocd un aumento en la expresion del ARNm de HoxalO en el utero de ratones
prepuberales, y en este caso, dicho aumento estuvo acompafiado por una disminuciéon en
los niveles de metilacion del gen [184]. En su conjunto, nuestros resultados y estas
evidencias sugieren que la metilacion del ADN en regiones regulatorias del gen HoxalO
representa un mecanismo epigenético que explicaria la acciéon de determinados PE,
especialmente si la exposicion se produce durante periodos criticos del desarrollo

(prenatal y postnatal).

Con respecto a las MPTs de histonas, evaluamos los niveles de H3K9me3 en regiones
regulatorias del gen Hoxal0. Tal como mencionamos, estudios previos sugieren que la
presencia de H3K9me3 en regiones codificantes del ADN est4 asociada a la activacion
de la transcripcion, mientras que su presencia en regiones promotoras cumpliria un rol
inhibitorio [185,186]. En este trabajo detectamos un aumento en los niveles de
H3K9me3 en el promotor del exon 1A (Isla CpGl1A y CpG1B), en regiones intronicas
no codificantes del gen (Isla CpG3), y en la regidon codificante correspondiente a la Isla
CpG4. En conjunto, estos resultados sugieren un efecto principalmente inhibitorio de
H3K9me3 sobre la transcripcion de Hoxal0. Ademas, en células madre embrionarias de
raton se han reportado interacciones entre la metilacion de H3K9 y la metilacion del

ADN que contribuyen a la formacién de un ciclo de silenciamiento en la expresion
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génica. Es decir, la metilacion de H3K9 conduce al reclutamiento de DNMTs y a la
posterior metilacién del promotor. Luego, el ADN metilado, induce la metilacion de la

H3K9 a través del reclutamiento de proteinas como HDACs y HMTs [187,188].

Ademas, cabe destacar que a partir del analisis in silico de las regiones regulatorias del
gen Hoxal0, detectamos que algunos de los sitios estudiados en este trabajo se
encuentran potencialmente regulados por factores de transcripcion tales como: Spl (del
inglés: Specificity Protein 1) e YY1 (Yin Yang 1). Distintos autores han demostrado que
estos factores cumplen un rol esencial durante el desarrollo. Embriones de raton
deficientes en Spl no sobreviven y presentan fenotipos variables que van desde la
detencion del desarrollo en una masa de células amorfas hasta el retraso del crecimiento
embrionario y el desarrollo de anomalias estructurales [189]. Por otro lado, estudios in
vitro han descripto que Spl es capaz de inducir la expresion de HoxalO en células
Ishikawa de adenocarcinoma de endometrio [190]. Respecto al rol de YY1 durante el
desarrollo, se ha demostrado que embriones de raton mutantes para YY1 no superan el
periodo peri-implantatorio y que embriones heterocigotas para esta mutacion presentan
un retraso madurativo y pueden desarrollar malformaciones [191]. Estudios posteriores
revelaron que YY1 reprime la transcripcion de los genes homeoticos durante el
desarrollo mediante el reclutamiento de HDACs [192]. Cambios en el patron de
metilacion del ADN y en MPTs de histonas pueden afectar la unién de estos u otros
factores de transcripcion al ADN, lo que podria estar asociado a alteraciones en la

transcripcion o regulacion de Hoxal0, con consecuencias adversas a largo plazo.

Modificaciones epigenéticas en regiones regulatorias del gen Hoxal0 han sido
vinculadas a diferentes patologias del tracto reproductor. Especificamente, el
silenciamiento de HoxalO por hipermetilacion del ADN estaria vinculado a patologias
endometriales graves como la endometriosis [193] y el carcinoma de endometrio
[194,195]. Asimismo, se ha descripto que en la endometriosis se detecta hipoacetilacion
de las histonas H3 y H4 en los promotores de HoxalO, e hipermetilacion global de
H3K9 [196]. Por lo tanto, los cambios epigenéticos en HoxalO inducidos por la
exposicion a HBG, podrian reprogramar el epigenoma, alterar la expresion génica y
aumentar la susceptibilidad al desarrollo de patologias reproductivas durante la vida

adulta.
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En conjunto, los resultados de esta seccion muestran que la exposicion a dosis seguras
de glifosato en la etapa postnatal temprana, modifica el proceso de diferenciacion
organogenética que caracteriza el desarrollo uterino en la rata e induce alteraciones
epigenéticas que conducen al silenciamiento de Hoxal0. Estos cambios podrian alterar
la diferenciacion funcional del utero en la vida adulta y producir consecuencias adversas
sobre la salud reproductiva, tales como infertilidad/subfertilidad, interrupciéon temprana

de la prefiez, y desarrollo de neoplasias uterinas.

2 | El tratamiento con HBG incrementa la sensibilidad del utero al E2

En la seccion anterior hemos detectado que la exposicién postnatal temprana a HBG
produce hiperplasia endometrial acompanada de un aumento en la proliferacion celular
y de una mayor expresion del REa. Teniendo en cuenta estos resultados, nos
propusimos evaluar si la exposicion postnatal a HBG incrementa la sensibilidad uterina
al E2 utilizando un modelo de rata prepiiber OVX sometida a un tratamiento cronico

con estrogenos.

La respuesta uterina al E2 en roedores ha sido ampliamente estudiada mediante la
utilizacion de diferentes modelos. Elegimos un tratamiento cronico con E2 ya que se ha
demostrado que la estimulacion estrogénica prolongada desempeina un rol importante en
el desarrollo de patologias endometriales como hiperplasia y adenocarcinoma [82]. En
este modelo, se comprobd que las concentraciones séricas de E2 en aquellos animales
que recibieron los implantes con la hormona, fueron equivalentes a los niveles
circulantes durante el ciclo estral de la rata [197], independientemente del grupo
experimental. Esto demuestra que la dosis de E2 administrada se encontr6 en el rango
de valores fisioldgicos y que todos los animales estuvieron expuestos a niveles de E2

similares.

Utilizando este modelo, detectamos que cuando los animales OVX estuvieron expuestos
cronicamente al E2, la histomorfologia uterina mostr6 signos de mayor sensibilidad a la
hormona en el grupo tratado con HBG. En estos animales, se detectaron cambios
histologicos que caracterizan la hiperplasia endometrial simple y que incluyeron: i)
hiperplasia en el epitelio luminal y glandular, i) aumento en la altura del epitelio
luminal, y iii) mayor densidad de ntcleos del estroma [87,91]. Alteraciones similares en

estos compartimentos uterinos fueron observadas durante el periodo neonatal (DPNS)
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en animales expuestos a HBG [198]. Diversos estudios han demostrado que hamsters y
ratones expuestos a DES exhibieron hiperplasia endometrial en etapas tempranas de la
vida [178,199], y luego desarrollaron adenocarcinoma de utero durante la vida adulta, a
los 18 meses de edad [172,200]. Teniendo en cuenta que la hiperplasia endometrial
tiene el potencial de progresar a cancer de endometrio [91], nuestros hallazgos
proporcionan la primera evidencia de un vinculo entre la exposicion postnatal a HBG y
el desarrollo de lesiones pre-neoplésicas en utero luego de una exposicion prolongada al

E2.

Ademas de las alteraciones histomorfoldgicas, detectamos que las hembras expuestas al
HBG presentaron un notable aumento en la proliferacion y en la expresion del REa en
las células del epitelio luminal. El REa desempefia un rol crucial en la proliferacion de
las células uterinas estimulada por E2. Estudios in vivo han demostrado que la expresion
del REa tanto en el estroma como en el epitelio son importantes para inducir la
proliferacion de las células epiteliales. Winuthayanon y col. (2014) demostraron que la
expresion del REa en el epitelio es esencial para la respuesta uterina al E2 a largo plazo.
Su expresion induce genes implicados en la mitosis, la progresion del ciclo celular, y la
inhibicion de la apoptosis [201]. Estos autores sugieren que la expresion epitelial del
REa puede generar sefiales autocrinas o proporcionar una retroalimentacion positiva a
las células del estroma para estimular la proliferacion de las células epiteliales
[201,202]. Por lo tanto, la hiperplasia epitelial observada en los animales expuestos al
HBG podria atribuirse, al menos en parte, a una mayor proliferacion en el epitelio
luminal debido a un incremento en la expresion del REa en este compartimento. En
concordancia con nuestros resultados, Tica y col. (2016) demostraron que la expresion
del REa se encuentra aumentada en las células epiteliales hiperplasicas que no

presentan atipia celular [203].

El REB cumple un rol importante en la diferenciacion y el crecimiento del epitelio
uterino [36]. Ademads, se ha observado que la pérdida de la funcion del REP resulta en
un aumento en la proliferacion inducida por E2 en el utero de ratones neonatos y
adultos, destacando su funcion en la inhibicién de la proliferacion celular [35,36].
Ademas de esta accion regulatoria en el tejido endometrial normal, se ha propuesto un
rol completamente diferente para el RE en patologias endometriales proliferativas. El
aumento de los niveles del REP detectado en carcinomas endometriales de alto grado y

en estadios avanzados, asi como en las células estromales de endometriosis, sugiere que
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el REP estaria involucrado en la proliferacion de células anémalas y en la progresion
tumoral [204,205]. En este trabajo de tesis, encontramos un aumento en la expresion del
REP (tanto a nivel ARNm como proteina) en los uteros expuestos a HBG luego de la
administracion de E2. En su conjunto, estos resultados sugieren que alteraciones en la
expresion del REB contribuirian al desarrollo y la progresion de lesiones uterinas
proliferativas, lo cual destaca la importancia de la deteccion de alteraciones en la
expresion de REP, a pesar de no ser considerado el receptor hormonal “clasico” para los

estrogenos en 6érganos hormono-sensibles como el ttero.

Hasta el momento, pocos estudios han demostrado la capacidad de glifosato y sus
formulaciones comerciales de modular la expresion de los REs. Ensayos de
transactivacion empleando luciferasa como gen reportero han demostrado que la
exposicion in vitro a distintas formulaciones de HBGs produce la inhibicion
transcripcional del REa y el REB en células HepG2 de higado humano [206]. Por el
contrario, otros estudios demostraron que glifosato (el ingrediente activo de las
formulaciones) tiene la capacidad de activar el REa en células de cancer de mama
hormono-dependiente [147,148]. En este trabajo de tesis, observamos que la exposicion
postnatal a HBG increment6 la expresion proteica tanto del REa como del RE en el
utero de la rata después del tratamiento con E2. En concordancia con estos hallazgos,
nuestro grupo de trabajo y otros autores hemos detectado que glifosato y sus
formulaciones modulan la expresion de ambos subtipos del RE, en el ttero de la rata
[145] y en la linea celular de cancer de mama T47D [147]. En conjunto, nuestros
resultados aportan nuevas evidencias que respaldan la posible interaccion de los HBGs

con las vias de sefalizacion inducidas por estrogenos.

En el endometrio, la via de sefalizacion Wnt/B-catenina estd implicada en diferentes
procesos tales como el desarrollo y la proliferacion de las células epiteliales en
respuesta al E2 [207]. B-catenina cumple una doble funciéon, como molécula de
adhesion en las uniones adherentes de la membrana plasmatica y como un intermediario
clave en la via de sefializacion candnica de Wnt [208]. Wnt7a es un miembro de la
familia de proteinas de Wnt, y se ha demostrado que esta proteina es regulada por E2
[209] y se encuentra sobreexpresada en ciertas patologias uterinas como endometriosis
y céncer de endometrio [210,211]. En nuestro modelo de estudio, el tratamiento con
HBG aument6 la expresion del ARNm y la proteina de Wnt7a en el epitelio luminal,

sugiriendo una mayor activacion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina. Por otro
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lado, los cambios en el patrén de expresion de B-catenina fueron diferentes a los
observados para Wnt7a. Detectamos una disminucién en la expresion de -catenina en
el citoplasma y en la membrana de las células del epitelio luminal y glandular de las
ratas expuestas a HBG, con ausencia de marcacion nuclear. En concordancia con estos
resultados, otros autores observaron una disminucion en la expresion de B-catenina en
las células epiteliales de lesiones hiperplasicas uterinas en ratones, luego de un
tratamiento con litio y E2 [212]. A pesar de que la acumulacion nuclear de -catenina es
una alteracion bien conocida en la hiperplasia y neoplasia uterinas, se ha demostrado
que la expresion de B-catenina en la membrana celular de estas lesiones se encuentra
disminuida [213,214]. La pérdida de expresion de B-catenina en la superficie celular
desestabiliza y debilita la adhesion célula-célula, favoreciendo la disociacion celular
[215]. Teniendo en cuenta los cambios morfologicos inducidos por la exposicion a
HBG, alteraciones en los contactos intercelulares y una activacion continua de la via de
sefializacion Wnt/B-catenina podrian contribuir al desarrollo de tumores en la vida

adulta.

Como mencionamos en la introduccion, los estrogenos y sus receptores tienen un
profundo impacto en el desarrollo de diversas patologias del tracto reproductor
femenino. De acuerdo con este concepto, una mayor sensibilidad al E2 podria provocar
alteraciones en la diferenciacion funcional del utero y/o predisponer al desarrollo de
diversas patologias endometriales. Se ha demostrado que algunos compuestos con
actividad de PE que alteran la repuesta fisiologica normal al E2 en diferentes tejidos
hormono-dependientes, promueven el desarrollo de lesiones pre-neoplasicas e incluso
cancer en etapas posteriores. La exposicion perinatal a bajas dosis de BPA en roedores
incrementa la sensibilidad de la glindula mamaria al E2 durante la pubertad [216,217] y
promueve el desarrollo de carcinomas mamarios durante la vida adulta [218]. En forma
similar, otros autores demostraron que la exposicion a BPA durante periodos criticos del
desarrollo altera la respuesta uterina y prostatica al E2 en ratas de edad avanzada,
provocando una mayor incidencia de lesiones pre-neopldsicas en utero [110,219] e
induciendo el desarrollo de neoplasia intraepitelial en prostata [220]. Por otro lado,
ratones postnatalmente expuestos a bajas dosis de DES que presentaron mayor
sensibilidad al E2 durante la pubertad [221], desarrollaron adenocarcinoma endometrial
durante la vida adulta [172]. En el presente trabajo, detectamos que la exposicion

postnatal temprana a HBG alter¢ la respuesta uterina al E2 en ratas prepuberales, lo que
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podria predisponer a alteraciones en la funcionalidad uterina y al desarrollo de

patologias endometriales en etapas posteriores.

En conclusion, nuestros resultados mostraron que la exposiciéon a HBG durante periodos
criticos del desarrollo incrementa la sensibilidad uterina al E2. El tratamiento con HBG
indujo alteraciones morfoldgicas y moleculares en el tutero de la rata que se
evidenciaron por el desarrollo de hiperplasia uterina, aumento en la proliferacion celular
inducida por E2, induccion de los REs (REa y REP) y desregulacion de la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina. Estas alteraciones podrian predisponer al desarrollo de

patologias endometriales a largo plazo tales como subfertilidad y/o cancer.

3 | La exposicion postnatal a HBG altera la fertilidad produciendo

pérdidas post-implantatorias

Como mencionamos anteriormente, la modificacion de la expresion de genes
morforegulatorios durante periodos criticos del desarrollo puede alterar en la vida adulta
la respuesta fisiologica normal del ttero a los estimulos hormonales de la gestacion,
impactando negativamente en la eficiencia reproductiva de la hembra [104,105,171].
Asimismo, una alteracion en la respuesta endometrial a los esteroides ovaricos puede
comprometer la implantacion y el desarrollo embrionario [63]. Teniendo en cuenta los
resultados de las secciones anteriores, en esta parte de la tesis investigamos los efectos
de la exposicion postnatal a HBG sobre la fertilidad de la hembra y la diferenciacion

funcional del tero durante el periodo post-implantatorio (DG9).

En primer lugar, evaluamos el porcentaje de hembras prefiadas y luego, determinamos
diferentes parametros de fertilidad en DG19 con el objetivo de detectar alteraciones
permanentes en la capacidad reproductiva de las hembras adultas. El tratamiento con
HBG no modifico el porcentaje de animales prefiados. Al mismo tiempo, no se
detectaron cambios en el numero de los CLs presentes en los ovarios de ambos grupos
experimentales, lo que sugiere que el tratamiento con HBG no produjo alteraciones en
la tasa de ovulacion. De forma similar, no se observaron diferencias en el numero de los
sitios de implantacion entre los animales control y tratados con HBG, lo que indicaria
que el proceso de implantacién no se vio afectado. Sin embargo, detectamos que la
exposicion postnatal a HBG provocd un aumento en el numero de sitios de reabsorcion,

lo que indicaria un efecto adverso sobre el desarrollo post-implantatorio. En
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concordancia con nuestros resultados, diversos estudios realizados en distintos modelos
animales han demostrado que la exposicion a compuestos PE, como DDT (insecticida
organoclorado), triclosan (agente antibacteriano) y distintos tipos de PCBs, produce un
incremento en las reabsorciones fetales, con la consecuente muerte y pérdida fetal en
distintos estadios de la gestacion [222,223]. Hasta el momento, pocos trabajos han
evaluado los efectos de la exposicion a glifosato y sus formulaciones sobre la
reproduccion y el desarrollo. Respecto a la toxicidad durante el desarrollo, existen datos
experimentales que muestran que la exposicion a glifosato grado técnico o a sus
formulaciones comerciales produce defectos neuroldgicos, cardiacos y efectos
teratogénicos en embriones de pollo, anfibios y peces [224-226]. En un trabajo reciente
de nuestro grupo de investigacion hemos detectado que ratas expuestas perinatalmente
(in utero y durante la lactancia) y por via oral a una formulacion a base de glifosato,
exhiben un menor nimero de crias implantadas en los cuernos uterinos en la etapa
adulta y que, a su vez, sus crias presentan crecimiento intrauterino retardado y
anomalias congénitas estructurales (fetos siameses, ausencia de extremidades y
reduccion longitudinal de la cola), sugiriendo que el herbicida provoca efectos adversos

transgeneracionales [227].

Algunos estudios epidemioldgicos y de biomonitoreo han revelado una asociacion
positiva entre la exposicion a glifosato y efectos adversos sobre la salud reproductiva.
Un estudio epidemiologico realizado en una poblacion agricola de Ontario, Canada,
demostré que la exposicion materna o paterna a glifosato en forma previa a la
concepcidon aumenta el riesgo de padecer abortos espontaneos entre las semanas 12-19
de gestacion [228]. Por otro lado, un estudio de cohorte realizado en mujeres
embarazadas de EE.UU revel6 que mas del 90% de las mujeres presentaban niveles
detectables de glifosato en orina (rango 0,5-7,20 ng/ml), y que las mujeres que residian
en areas rurales exhibian los niveles mds altos. Ademas, los autores de este trabajo
encontraron una asociacion positiva entre los niveles mas altos de glifosato en orina y
periodos de gestacion reducidos [132]. Aunque los datos epidemioldgicos son limitados,
estas evidencias sugieren que existiria un riesgo para la salud reproductiva por
exposicion a glifosato. De los resultados de la presente tesis y otros hallazgos de nuestro
grupo, podemos concluir que mas alld del momento en el que se produzca la exposicion

al herbicida, los efectos observados estan asociados con subfertilidad. Evidenciamos
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efectos adversos a largo plazo sobre la capacidad reproductiva de la hembra y el

desarrollo del embrion.

En una etapa posterior, evaluamos la diferenciacién funcional del utero durante el
periodo post-implantatorio (DG9) para determinar si la exposicion postnatal a HBG
produce defectos intrinsecos a nivel uterino que puedan explicar las pérdidas post-
implantatorias detectadas. Al evaluar la estructura y la morfologia de los sitios de
implantacion en los animales expuestos a HBG en DG9, detectamos una disminucion en
el peso de los mismos y una reduccion en el area de decidualizacién. Asimismo,
observamos que el tratamiento con el herbicida provocd una disminucion en la
expresion del ARNm del RP, COUP-TFII y Bmp2, que estuvo acompafiada por una
caida en la expresion proteica del RP en la mayoria de los compartimentos uterinos
evaluados en DGY9. Efectos similares a los descriptos en este trabajo han sido
observados por otros autores frente a alteraciones en la via de sefializacion del RP y de
la expresion de Bmp2 [79,81]. En ratas tratadas con un antagonista del RP durante
estadios tempranos de la gestacion, se observo una marcada disminucion en el tamafio
de los sitios de implantacion y en el area de decidualizacion tanto en DG6 como en
DG7, demostrando la importancia de la via de sefializacion del RP para el desarrollo de
la decidua [81]. Ademas, Lee y col. (2007) observaron que, luego de un estimulo
artificial de decidualizacidn, ratones que presentan delecion condicional de Bmp2 en
utero son incapaces de incrementar el tamafio del cuerno uterino y presentan reaccion
negativa para fosfatasa alcalina (marcador de células deciduales), evidenciando fallas en
el proceso de diferenciacion del estroma uterino [79]. Por otro lado, un estudio reciente
observd que ratones expuestos a benzo[a]pireno (un hidrocarburo policiclico aromético)
durante la gestacion exhibieron una respuesta decidual alterada, caracterizada por una
disminucién en el tamafio de los sitios de implantacion, y una caida en la expresion del
RP y de Bmp2 entre los DG6-8 [229]. Dado que la via de sefializacion del RP es critica
para una prefiez exitosa [80], la disminucion en la expresion del RP y sus moléculas de
sefnalizacion, COUP-TFII y Bmp2, observada en los animales expuestos a HBG, sugiere
que las pérdidas embrionarias podrian estar asociadas con alteraciones de esta via en el

atero.

En conjunto, los resultados de esta seccidon muestran que la exposicion postnatal a HBG
produce subfertilidad, evidenciada por pérdidas embrionarias post-implantatorias en la

vida adulta. Al estudiar los mecanismos que gobiernan el proceso de decidualizacion del
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estroma uterino durante la gestacion observamos una desregulacion en la via de
sefalizacion RP/COUP-TFII/Bmp2, clave para este proceso. Esta alteracion podria
explicar, al menos en parte, las pérdidas post-implantatorias encontradas en DG19 en el

grupo HBG.

4 | Exposicion a HBG y desarrollo de tumores en la rata

En secciones anteriores hemos determinado que la exposicion postnatal a HBG produce
hiperplasia endometrial durante el periodo neonatal (DPNS), acompanada de un
aumento en la proliferacion celular y en la expresion del REa. Ademas, observamos que

los animales expuestos a HBG exhibieron una mayor sensibilidad uterina al E2.

Teniendo en cuenta que el desarrollo de tumores ginecologicos estd asociado a un
aumento en la sensibilidad a los estrogenos, y considerando el posible efecto
xenoestrogénico de glifosato, nos propusimos determinar si la exposicion a HBG podria
predisponer al desarrollo de lesiones pre-neoplésicas y/o neoplasicas en tUtero y/o
vagina, utilizando animales de 20 meses de edad. A su vez, considerando los
antecedentes que indican que alteraciones en la relacion E2/P4 estarian asociadas con el
desarrollo de tumores hormono-dependientes, nos propusimos determinar los niveles
séricos de E2 y P4 en animales expuestos postnatalmente a HBG a los 4 meses de edad
(DPN120). Ademas, a esta misma edad, realizamos una evaluacion del ciclo estral de
los animales. En relacion a este objetivo, los antecedentes indican que la exposicion a
compuestos con actividad de PE puede producir alteraciones en el ciclo estral asi como
un desequilibrio en los niveles séricos de los esteroides sexuales. En la presente tesis,
observamos que los animales expuestos a HBG presentaron ciclos estrales irregulares,
caracterizados por un mayor porcentaje de tiempo abarcado por las etapas proestro y
estro, evaluado a los 4 meses de edad. Ademas, detectamos modificaciones en los
niveles séricos de E2 y P4 que llevaron a un incremento en la relacion E2/P4. En forma
similar a lo detectado con HBG, se ha determinado que la exposicion neonatal a bajas
dosis de BPA produce el desarrollo de ciclos estrales alterados en la rata, con aumento
del porcentaje de tiempo en la etapa estro [230,231] o proestro y estro [232] entre los 3
y 5 meses de edad. Ademads, en uno de estos trabajos [231] se detectaron niveles séricos
elevados de E2 y disminuidos de P4 durante la etapa de estro del ciclo. Por otro lado, la

exposicion perinatal a bajas dosis del insecticida metoxicloro provoco un aumento en la
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duracion del ciclo estral en ratas de 2 meses de edad y un incremento en los niveles
séricos de E2 durante el proestro [233]. Los antecedentes indican que un incremento
continuo en la relacion E2/P4 constituye uno de los mecanismos a través de los cuales
ciertos pesticidas tienen la capacidad de inducir el desarrollo de tumores estrogeno
sensibles en el utero de animales de edad avanzada [170], lo que indica la importancia

de los cambios detectados en el presente trabajo de tesis.

En las ratas controles de 20 meses observamos la presencia de lesiones uterinas
asociadas con la edad avanzada de los animales. Estas lesiones incluyeron atipia celular
en distintas regiones del epitelio luminal del utero, metaplasia escamosa en glandulas,
glandulas quisticas, glandulas que presentaron anomalias celulares, GGH e hiperplasia
glandular quistica (HGQ). En concordancia con estos resultados, un trabajo realizado en
nuestro laboratorio [219] detectd que los efectos de la edad ya se observan en animales
de 12 y 15 meses de edad, con un incremento en la incidencia de lesiones pre-
neoplasicas. De acuerdo con estos hallazgos, el desarrollo de algunas alteraciones como
las GGH e HGQ se observaria ya a partir de los 15 meses de edad. Entre las lesiones
comunmente detectadas en roedores de edad avanzada se encuentran la HGQ, la
hiperplasia endometrial estromal y los polipos endometriales [87]. Algunos autores han
sugerido que el desarrollo de este tipo de lesiones estaria relacionado con una
exposicion prolongada a los estrogenos enddgenos y/o con un desbalance en los niveles
hormonales como consecuencia del envejecimiento, que conduce a un incremento en la
relacion E2/P4 [87]. En los animales de 20 meses de edad expuestos postnatalmente a
HBG detectamos que la presencia de atipia en el epitelio luminal y de GGH fue 1,8 y
2,7 veces mas frecuente, respectivamente, que en el grupo control. Teniendo en cuenta
la naturaleza pre-neopldsica de estas lesiones, consideramos que seria oportuno
aumentar el nimero de animales para definir la influencia de la exposicion a HBG sobre

el desarrollo de estas lesiones.

En la actualidad no existe consenso en la literatura cientifica respecto al potencial
carcinogénico de glifosato y sus formulaciones comerciales. En este trabajo de tesis,
detectamos que la exposicion postnatal a HBG durante la primera semana de vida
provocé el desarrollo de neoplasias benignas y malignas en la rata, caracterizadas como
leiomioma uterino y rabdomiosarcoma vaginal. Adicionalmente, detectamos tumores en
mama ¢ higado en los animales expuestos a HBG. En concordancia con nuestros

resultados, diversos estudios realizados en modelos murinos demuestran que tanto la
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exposicion al principio activo como a sus formulaciones promueve el desarrollo de
distintos tipos de cancer. Estudios realizados en ratas y ratones de edad avanzada que
fueron expuestos por via oral y en forma croénica a glifosato detectaron una frecuencia
elevada de tumores poco frecuentes que incluyeron: adenoma y carcinoma tubular en
rinon, hemangiosarcoma y sarcoma histiocitico, y adenoma de las células de los islotes
pancreaticos [150]. Estos resultados forman parte de las evidencias que avalan la
clasificacion de la IARC para glifosato como carcindgeno (grupo 2A) por sus efectos en
el desarrollo tumoral en modelos animales. Por otro lado, Seralini y col. (2014)
reportaron un aumento en la incidencia de tumores estrogeno-sensibles en la glandula
mamaria (fibroadenoma y adenocarcinoma) de ratas hembra de edad avanzada
expuestas a una formulacién comercial a base de glifosato (Roundup GT Plus®, 450 g/l
de glifosato en la forma de sal isopropilamina) a través del agua de bebida durante 24

meses [234].

En conjunto, los antecedentes previamente mencionados sugieren que tanto glifosato
como sus formulaciones comerciales inducirian el desarrollo de tumores en animales de
laboratorio. Si bien nuestros resultados no son concluyentes debido al numero de
animales utilizado, aportan evidencias en relacion a los efectos a largo plazo en un
modelo de exposicidon postnatal a bajas dosis del herbicida en animales de laboratorio.
Esta etapa del trabajo se completard evaluando un mayor nimero de animales en cada

grupo experimental.

Existen numerosos antecedentes en la bibliografia que demuestran que la exposicion a
PE durante periodos criticos del desarrollo induce el desarrollo de diversos tipos de
tumores en el tacto reproductor de la hembra durante la etapa adulta y en diferentes
especies. Cuando se evaluaron los efectos de la exposicion a DES en mujeres jovenes
que fueron expuestas in utero, se observd una mayor incidencia de adenocarcinoma de
células claras en cérvix y vagina [235]. En trabajos con roedores, se detectd que tanto la
exposicion prenatal como postnatal a DES promueve el desarrollo de neoplasias
benignas y malignas en Utero y vagina de animales de entre 4 y 18 meses de edad, entre
las que se destacan leiomiomas, sarcomas y adenocarcinomas [86,172,200,236]. En
forma similar, la exposicion a BPA durante la gestacion y la primera semana de vida
provoco el desarrollo de leiomioma uterino y sarcoma cervical en ratones de 16-18
meses de edad [237,238]. Hasta la fecha, no hay estudios disponibles que hayan

reportado el desarrollo de tumores ginecoldgicos por exposicion a glifosato o a sus
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formulaciones comerciales. Nuestros hallazgos refuerzan el concepto de que el periodo
de desarrollo postnatal es altamente sensible a la accion de PE, y que esta formulacion
tendria la capacidad de actuar como tal, promoviendo el desarrollo de tumores a largo

plazo.

En la actualidad, las causas que promueven el desarrollo de diversos tipos de tumores,
como leiomiomas y rabdomiosarcomas, no se conocen en su totalidad. Algunos estudios
epidemioldgicos sugieren que la exposicion a contaminantes medioambientales con
actividad de PE representaria uno de los factores de riesgo. Especificamente, algunos
estudios han demostrado que la exposicion in utero a DES aumenta el riesgo de
desarrollar leiomiomas uterinos en la vida adulta [239]. Por otra parte, existen
evidencias sobre una asociacion positiva entre la exposicion ocupacional a herbicidas
derivados del acido fenoxiacético y el desarrollo de distintos tipos de sarcomas
(hemangiosarcomas y rabdomiosarcomas) [240,241]. En lo que respecta a glifosato, los
datos sobre la exposicidon ocupacional o comunitaria y el desarrollo de distintos tipos de
neoplasias han demostrado ser limitados, enfatizando la necesidad de realizar estudios
epidemioldgicos y de monitoreo biologico en trabajadores laboralmente expuestos
(aplicadores y fabricantes del herbicida) y en poblaciones vulnerables, como mujeres
embarazadas, nifios y habitantes de pueblos rurales [112,242]. Estos estudios permitiran
actualizar los niveles de exposicidon esperados, y arribar a mejores conclusiones respecto

al riesgo que implica la exposicion a los HBGs.
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“No hay mejor reparacion de un perjuicio

que su propia evitacion”.

Roberto Vazquez Ferrerira



Conclusiones

CONCLUSIONES

Diversos factores hormonales y medioambientales pueden alterar la diferenciacion
organogenética del utero e inducir cambios permanentes en la estructura y funcion del
organo, con consecuencias adversas para la salud reproductiva. Los antecedentes acerca
de las consecuencias de la exposicion a glifosato y sus formulaciones comerciales estan
en su mayoria limitados a los efectos sobre el desarrollo y la funcionalidad del tracto
reproductor masculino. Los estudios que evaluan las consecuencias sobre el tracto
genital femenino son escasos. En base a esto, en la presente tesis decidimos estudiar la
influencia de la exposicion postnatal a bajas dosis de un HBG sobre la diferenciacion
organogenética y funcional del utero, evaluando los efectos a largo plazo sobre la

fertilidad y el desarrollo tumoral en la rata.

Los resultados obtenidos durante la etapa prepuberal sugieren que la exposicion

postnatal temprana a bajas dosis de HBG:

1) Altera el desarrollo y la diferenciacion postnatal del tutero, produciendo
hiperplasia endometrial y modificaciones en la expresion de proteinas que

regulan la diferenciacion morfogenética de este drgano.

2) Induce modificaciones epigenéticas que conducen al silenciamiento en la

expresion del gen homedtico HoxalO en el utero de animales prepuberales.

3) Produce alteraciones morfoldgicas, celulares y moleculares que evidencian un

incremento en la sensibilidad uterina al E2.
Durante la etapa adulta observamos que la exposicion postnatal a HBG:

1) Altera el ciclo estral y la relacion E2/P4 a nivel sérico.

2) Produce subfertilidad, evidenciada por pérdidas embrionarias post-

implantatorias.

3) Modifica los mecanismos hormonodependientes que regulan el proceso de
decidualizacion durante la gestacion. Concretamente, observamos una
desregulacion en la via de senalizacion RP/COUP-TFII/Bmp2, clave para este

proceso.
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4) Aumenta el riesgo de desarrollar lesiones neoplasicas en utero, vagina, higado y

glandula mamaria de ratas de edad avanzada.

En conjunto, los resultados de esta tesis muestran que la exposicion postnatal a bajas
dosis del HBG produce alteraciones en la diferenciacion organogenética del utero, y
provoca efectos adversos a largo plazo sobre la salud reproductiva, como subfertilidad y
desarrollo de tumores ginecologicos. Diversos mecanismos moleculares podrian estar
involucrados en los efectos observados, entre los cuales podemos mencionar: la accion
de la formulaciéon como PE, la alteracion del epigenoma, el incremento en la
sensibilidad uterina al E2, el aumento en la relaciéon E2/P4 a nivel sérico y la alteracion

de los patrones de ciclicidad estral.

Los resultados de la presente tesis aportan nuevas evidencias a favor del potencial
carcinogénico y de la actividad como PE de los HBGs, como asi también conocimiento
acerca de los mecanismos moleculares afectados. Consideramos que estos hallazgos
contribuirdan al desarrollo de politicas sanitarias y de prevencion que minimicen el
riesgo para la salud humana y animal que implica la exposicion a este agroquimico. Sin
lugar a dudas, el compromiso de los organismos regulatorios en la adopcion de estas

politicas y en la bisqueda de alternativas mas seguras es una necesidad ineludible.

Por ultimo, consideramos que para el herbicida en estudio como para tantos otros
compuestos con actividad de PE a los que estamos expuestos, seria muy importante para
nuestra salud y la del ecosistema tener en cuenta el principio de precaucion: “Cuando
haya peligro de danio grave o irreversible, la ausencia de informacion o certeza
cientifica no debera utilizarse como razon para postergar la adopcion de medidas

eficaces para impedir la degradacion del medio ambiente” [243].
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