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INTRODUCCION

Los herbicidas a base de glifosato (HBGs), o formulaciones de herbicidas que contienen
glifosato (N-fosfonometil glicina) como principio activo, representan aproximadamente el
80%del mercado en nuestro pais [Castro Berman y col., 2018]. Estas formulaciones tienen
un amplio espectro de accion (no selectivo) y se utilizan para erradicar las malezas
[Benbrook, 2016]. Se estima que la utilizacion de los HBGs se ha incrementado por la
aparicion de cultivos genéticamente modificados tolerantes al herbicida (como soja, maiz y
algodén) y por la expansion de las areas sembradas tanto en nuestro pais como en el
resto del mundo [Benbrook, 2016; Vandenberg y col. 2017]. Debido al frecuente e
intensivo uso del glifosato, se lo podria considerar como un compuesto pseudo-persistente
[Primost y col., 2017]. Se han descrito niveles de glifosato, y su principal metabolito (el
acido aminometilfosfénico, AMPA), en diferentes matrices (aguas superficiales, sedimentos
y suelo) [Alarcén, 2020]. Por otro lado, también se han reportado residuos de glifosato en
carne, granos, frutas y vegetales [Alarcon, 2020]. En los ultimos afos se han documentado
efectos inducidos por glifosato y sus formulaciones que indicarian una posible actividad
como perturbador endécrino [Ingaramo y col., 2020]. Asimismo, hemos demostrado
alteraciones permanentes histomorfolégicas y moleculares en Gtero y ovario de corderas
expuestas prenatalmente a HBGs [Alarcén y col., 2020].

El tracto reproductor de la cordera se lo puede dividir en ovarios, oviductos, Utero, cérvix y
vagina. El oviducto es un érgano tubular que conecta el ovario y el Utero. Es donde se
transportan las gametas (6vulos y espermatozoides), se realiza la fertilizacién del évulo y
el desarrollo del embrion antes de la implantacion. Estd compuesto, estructuralmente, por
mesosalpinx (capa externa de tejido conectivo), miosalpinx (musculo liso) y endosalpinx
(estroma y epitelio). Funcionalmente se divide, desde la regién caudal hacia craneal en:
unién uterotubarica, istmo, ampolla, infundibulo y fimbrias. El istmo funciona como
reservorio de esperma y permite la entrada gradual del mismo a la ampolla. Esta funcién se
favorece debido a que esta regién posee una capa gruesa de miosalpinx [Barton y col.,
2020].

Considerando que los herbicidas a base de glifosato son ampliamente utilizados y
generan efectos en la salud reproductiva, nuestra hipétesis propone que la exposicion
posnatal temprana a bajas dosis de un herbicida a base de glifosato induce alteraciones
permanentesen el istmo oviductal, pudiendo afectar la fertilidad de la hembra.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Investigar en corderas expuestas a un herbicida a base de glifosato (HBG) durante el
periodo posnatal temprano (periodo de alta sensibilidad a perturbadores endocrinos), los
efectos permanentes sobre el desarrollo oviductal.

iv ifi

Evaluar en corderas los efectos de la exposicion posnatal temprana al HBG sobre el istmo
oviductal, luego de finalizado el tratamiento, estudiando:

- el espesor del miosalpinx.
- latasa de proliferacién celular en el miosalpinx.
- la expresién de proteinas y de genes involucrados en el desarrollo de la capa muscular

METODOLOGIA

Animales y tratamiento

Se utilizaron corderas cruza (Corriedale x Hampshire Down) nacidas durante los meses
de agosto y septiembre de 2018 provenientes de partos Unicos. Las hembras se
asignaron aleatoriamente a uno de los siguientes grupos experimentales:

i) Control: Solucion fisiolégica (vehiculo) administrada por via subcutanea (n = 6);
i) FSH: pFSH (Folltropin) inyectada por via intramuscular 50 mg/dia durante 3 dias (n = 6);

iii) HBG: Formulacién de un HBG (dosis de 1 mg/kg/dia) en solucién fisiolégica por
viasubcutanea (n = 4);

iv) GBH + FSH: Formulacién de un HBG (dosis de 1 mg/kg/dia) en solucion fisiolégica por
viasubcutanea + tratamiento con pFSH (Folltropin) por via im 50 mg/dia durante 3 dias (n
=5).

Desde el dia postnatal 1 (DPN1) al DPN14 las corderas recibieron tratamiento con
vehiculo (solucién fisiolégica, grupo control), 1mg/kg/dia de HBG (grupo HBG). Finalizada la
exposicion al HBG, a un grupo de corderas se les administré pFSH en 2 inyecciones cada
12 hs durante tres dias (DPN41-42-43). Al DPN45 se obtuvieron muestras del istmo para
alcanzar los objetivos propuestos. De cada animal, un istmo fue fijado con formol buffer e
incluido en parafina para evaluar histomorfologia y la expresién de proteinas por
inmunohistoquimica. El otro istmo fue colocado en N liquido y conservado a -80 °C para
determinar la expresién de genes involucrados en el desarrollo del oviducto. Los istmos
oviductales de cada animal para histologia o biologia molecular se asignaron
aleatoriamente.

Caracteristicas histomorfolégicas del istmo.

Para la caracterizacion histomorfolégica del istmo, cortes seriados de 5 ym de espesor
transversales al eje mayor del oviducto fueron tefidos con picrosirius-hematoxilina para
evaluar el espesor del miosalpinx. La determinacion del espesor del miosalpinx se realizd
mediante el andlisis de las imagenes digitalizadas (10 imagenes por muestra capturadas
al azar) utilizando el software FIJI [Schindelin y col., 2012].
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Evaluacion de proliferacion celular y de la expresion proteica de a-actina del
musculo liso.

La proliferacion celular se determind por inmunohistoquimica utilizando Ki67 como
marcador de células en proliferacion, empleando un anticuerpo generado y validado en
nuestro laboratorio [Rivera y col., 2011]. La proliferacion celular se evalué por andlisis de
imagenes digitalizadas empleando el software FIJI y cuantificando los nucleos Ki67-
positivos (células proliferantes) con respecto al total de nucleos (positivos y negativos) en
el miosalpinx.

La evaluacién de la expresion de a-AML se realizO mediante observacion de la
inmunomarcacién de la proteina utilizando un score (previamente establecido) de tres
intensidades: débil (+), moderada (++) e intensa (+++) realizado, a doble ciego, de forma
independiente por tres observadores.

Expresion génica mediante qRT-PCR.
- Extraccion de ARN total y transcripcion reversa

Previa homogenizacién del tejido oviductal, se realizé la extraccion de ARN total utilizando
el reactivo comercial TRIzol Reagent® (Invitrogen). La concentracién de ARN total en las
muestras se determiné mediante la lectura en espectrofotémetro (NanoDrop Lite,
Thermofisher) a una longitud de onda de 260 nm. Solamente se utilizaron aquellas
muestras con una relacion de absorbancia 260/280 mayor a 1,9. Los ARN obtenidos
fueron conservados a -80 °C. Los ARN extraidos fueron retrotranscriptos para obtener los
correspondientes ADN copia (ADNc) empleando protocolos previamente optimizados
[Ingaramo y col., 2017].

- PCR en tiempo real

Mediante qRT-PCR, a partir del ADNc, se determind la expresién del receptor de
estrégenos alfa (REa) y del receptor de progesterona (RP). Como control interno (gen de
referencia o housekeeping) se utilizé la determinacién del ARNm del gen de la proteina B-
Actina. Para la reaccion se empleé el reactivo HOT FIREPol EvaGreen® (Solis Biodyne) y
el termociclador StepOne (Life Technologies), aplicando protocolos previamente
optimizados [Ingaramo y col.,2017].

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Luego del estudio histomorfol6gico de la region muscular del istmo y la determinacion del
espesor del miosalpinx, no se observan diferencias entre los distintos grupos
experimentales. En la proliferacién celular no se observaron diferencias entre los grupos
experimentales. Asimismo, no hubo alteraciones en los niveles de expresion de a-AML, ni
en la de los receptores esteroideos (REa y RP); no obstante, se observa una tendencia a
menor expresion de REa y RP en el grupo de corderas control superestimuladas. Estos
resultados sugieren que la exposicién neonatal a una baja dosis de un HBG no altera el
desarrollo del miosalpinx en la regién del istmo del oviducto. Esto permite suponer que la
fertilizacién del ovocito no seria afectada.
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