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INTRODUCCION

La exposicidbn ambiental y ocupacional a pesticidas de uso agricola, como los herbicidas a
base de glifosato, se ha asociado con infertiidad (Mesnage et al.,, 2014). Uno de los
principales problemas que se traducen en subfertilidad o infertilidad femenina estan
asociados con fallas en la implantacion embrionaria.

OBJETIVOS

1. Investigar si la subfertilidad caracterizada por fallas en la implantacion embrionaria
previamente detectada en animales expuestos perinatalmente a una formulacion
comercial a base de glifosato (HBG), podria estar mediada por alteraciones en
parametros hormonales y/o mecanismos moleculares uterinos que regulan el proceso de
implantacion.

2. Evaluar los efectos de la exposicion a glifosato puro (Gli) sobre la fertilidad, y en caso de
resultar afectada, investigar si alteraciones hormonales y/o uterinas podrian estar
implicadas.

3. En base a los objetivos 1 y 2, nos proponemos realizar un estudio comparativo de los
efectos de glifosato puro vs. un formulado comercial, a fin de establecer si los efectos
son causados por el principio activo (glifosato), los co-formulados o0 ambos actuando en
forma sinérgica.

METODOLOGIA
Diseio experimental

Ratas hembras (F0) de la cepa Wistar fueron prefadas y distribuidas al azar en 3 grupos
experimentales: Control, HBG2 y Gli2. Cada uno de estos grupos fue expuesto desde el dia
de gestacion 9 (DG9) hasta el final de la lactancia (dia lactacional 21) a una pasta de
alimento con el agregado de agua (vehiculo, Control), un herbicida a base de glifosato en
una dosis de 2 mg de glifosato/kg/dia (HBG2), o una solucién acuosa de glifosato grado
técnico en una dosis de 2 mg/kg/dia (Gli2). La dosis de glifosato utilizada se selecciono
teniendo en cuenta que se encuentra en el orden de magnitud de la dosis segura (RfD, 1
mg/kg/dia) establecida por la Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU (EPA, 2017).
Cuando las crias hembras F1 alcanzaron la madurez sexual, fueron prefiadas y sacrificadas
en dos etapas de la gestacion para evaluar: i) la capacidad reproductiva en DG19, vy i)
parametros hormonales y mecanismos moleculares uterinos que son claves en el proceso
de implantacion del embriéon en DG5 (periodo pre-implantatorio).

Titulo del proyecto: Estudio comparativo de los efectos del glifosato puro y sus formulaciones
comerciales sobre el desarrollo embrionario y la receptividad uterina.
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Evaluacion de la capacidad reproductiva en DG19

Las hembras F1 de 90 dias de edad fueron colocadas con machos de fertilidad comprobada.
Aquellas hembras que durante 3 semanas consecutivas de haberlas puesto a prefiar no
presentaron espermatozoides en su extendido vaginal, fueron consideradas no prefadas y
con este dato se calcul6 el porcentaje de prefiez. Las hembras que resultaron prefiadas
fueron sometidas a un test de fertilidad en DG19 para evaluar: el nUmero de cuerpos luteos
(CLs) en los ovarios, y los sitios de implantacién y de reabsorciones fetales en los cuernos
uterinos. Por ultimo, se determin6 la tasa de pérdidas embrionarias pre-implantatorias,
definida como: [(N° CLs - N° sitios de implantacién) / N° CLs] x 100 (Milesi et al.,2018).

Evaluacion de parametros hormonales y mecanismos moleculares uterinos que
regulan el proceso de implantaciéon en DG5

Obtenciéon de muestras: Un grupo de hembras F1 prefiadas sometidas a los diferentes
tratamientos descriptos, fueron sacrificadas en la mafana del DG5. Al momento del
sacrificio, se recogié sangre para la obtencidén de suero y se obtuvieron muestras de utero.
Porciones de utero se congelaron inmediatamente en N2 liquido y se mantuvieron en freezer
(-80°C) hasta la extraccion del ARN total, mientras que otra porcion del érgano se fijo en
formaldehido 4% (6 hs) y se proces6 hasta su inclusién en parafina para posterior analisis
de inmunohistoquimica (IHQ) (Milesi et al., 2012).

Cuantificacion de los niveles séricos de hormonas esteroides sexuales: Se determinaron los
niveles séricos de estradiol (E2) y progesterona (Pg) mediante RIA y ELISA,
respectivamente, utilizando kits comerciales (Guerrero Schimpf et al., 2018).

Determinacion de la expresion uterina de moléculas claves en el proceso de implantacion:
En cortes histoldégicos de utero de 5 ym de espesor, se determiné la expresion proteica de
los receptores de hormonas esteroideas, a saber, receptor de estrégenos alfa (REa) y
receptor de progesterona (RP), por IHQ. La cuantificacién se realiz6 con un sistema de
analisis de imagenes digitalizadas, y los resultados se expresaron como densidad &ptica
integrada (DOI).

Mediante RT-qPCR, se determiné la expresion del ARNm de Hoxa10 (Homeobox A10) y de
sus moléculas blanco EMX2 (empty spiracles homeobox 2) e integrina beta 3 (ITGB3),
estrechamente vinculados al proceso de implantacion. La expresion relativa de cada gen se
determiné utilizando el método de la curva estandar relativa (Milesi et al., 2017).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el valor promedio £+ SEM. Los datos del test de fertilidad
se analizaron mediante el test de varianza (ANOVA) seguido del post-test de Tukey para la
posterior comparacion de medias. El resto de los datos se analizaron mediante el test no
paramétrico de Kruskal - Wallis, y se utilizd el post-test de Dunn para la comparaciéon de
pares de grupos. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando P < 0.05.

RESULTADOS
La exposicion perinatal a HBG o Gli provoca subfertilidad
La exposicion perinatal a HBG2 y Gli2 no afectd el porcentaje de hembras prefiadas (Figura
1-A), y el test de fertilidad no revel6 diferencias en el numero de cuerpos luteos (Figura 1-B),

ni de sitios de reabsorciéon (Figura 1-C). Sin embargo, se detectdé un incremento en el
porcentaje de pérdidas embrionarias pre-implantatorias en los grupos expuestos a HBG2 y

Federacion UNIVERSIDAD
< ﬂ “ e 100 @ NACIONAL P LITORAL



Gli2 (Figura 1-D), como consecuencia de una disminucién en el niumero de sitios de

implantacién (Figura 2).
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FIGURA 1. Capacidad
reproductiva de hembras F1
expuestas perinatalmente a
HBG2 o Gli2. A) Porcentaje
de hembras prefiadas. B)
Numero de cuerpos luteos. C)
Numero de  sitios de
reabsorciones fetales. D)
Tasa de pérdida embrionaria
pre-implantatoria. (Promedio +
SEM; *p<0,05 vs. control)

FIGURA 2. Fotografias de

uteros prefiados
correspondientes al DG19 de
ratas F1 control y expuestas
perinatalmente a HBG2 o
Gli2. Ambos grupos tratados
muestran una disminuciéon en
el numero de sitios de
implantacion. Las flechas

negras indican sitios de
implantacion.

La exposicion perinatal a HBG o Gli produce alteraciones hormonales y moleculares
uterinas en el periodo pre-implantatorio

Las hembras perinatalmente expuestas a HBG2 y Gli2 presentaron un incremento en los
niveles séricos de E2 (Figura 3-A), en asociacién con una mayor expresion uterina del REa
(Figura 3-B). No se detectaron cambios en los niveles séricos de Pg, ni en la expresion
uterina del RP (resultados no mostrados).
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FIGURA 3. A) Determinacion
de los niveles séricos de
estradiol (E2) Y, B)
cuantificacién de la expresion
uterina del receptor de
estrégenos alfa (REa) en
animales expuestos
perinatalmente a HBG2 o
Gli2.
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En cuanto a la expresién de genes criticos para la implantacién embrionaria, detectamos
una disminucién significativa en la expresién uterina de Hoxa10 (Figura 4-A) y su molécula
downstream ITGRB3 (Figura 4-B), sin cambios en la expresiéon de EMX2 (Figura 4-C).
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FIGURA 4. Evaluacion de la expresion del ARNm de genes claves en el proceso de implantacion en
animales expuestos perinatalmente a HBG2 o Gli2 mediante RT-gPCR. A) Hoxa10, B) Integrina beta
3 (ITGB3), C) EMX2. 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.

CONCLUSIONES

La exposicién perinatal a bajas dosis de glifosato puro o de un formulado comercial a base
de glifosato produjo subfertilidad en ratas hembras, como consecuencia de una disminucion
en el numero de crias implantadas en el utero. Las causas de la falla implantatoria podrian
estar relacionadas con: i) el incremento de los niveles séricos de E2 y de la expresion de su
receptor a nivel uterino en el periodo pre-implantatorio, que se ha demostrado acorta la
ventana de implantacioén, y ii) la alteracion en la expresién de genes claves (Hoxa10 e
ITGB3) para la preparacion del utero hacia el estado receptivo. Finalmente, los resultados
del presente trabajo sugieren que el principio activo glifosato es el principal causante de los
desérdenes reproductivos detectados, dado que el tratamiento con glifosato puro o su
formulacién comercial indujeron efectos similares.
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