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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 accién (no selectivo) y se utilizan en la agricultura para erradicar las
malezas, y en usos no agricolas (como espacios publicos o para el control de flora acuatica)
[Benbrook, 2016; Székacs y Darvas, 2018]. Estos herbicidas son considerados un riesgo para
el medioambiente y la salud, ya que su frecuencia de utilizacion y las tasas de aplicacién se
han incrementado, por esta razon, se los podria considerar como pseudo-persistentes
[Primost y col., 2017]. Se han descrito niveles de glifosato, y su principal metabolito (el acido
aminometilfosfonico, AMPA), en diferentes matrices (aguas superficiales, sedimentos, suelo,
carne, granos, frutas y vegetales) [Alarcén, 2020]. En los ultimos afos se reportaron efectos
inducidos por glifosato y sus formulaciones que indicarian una posible actividad como
perturbador enddcrino [Ingaramo y col., 2020].

El desarrollo ovarico y la formacién de foliculos en las corderas es similar al de los humanos.
Ambos comienzan su desarrollo en el Utero materno y, al nacer, las hembras contienen el
numero de foliculos para toda la vida. En corderas recién nacidas, las génadas tienen foliculos
en diferentes estadios foliculares, desde foliculos primordiales hasta pequefios antrales;
diferentes autores consideran que los ovarios son estructural y funcionalmente activos
[Alarcon y col., 2019]. Los ovarios de corderas son sensibles a la exposicion a disruptores
endocrinos durante la vida intrauterina y durante la vida posnatal temprana [Rivera y col.,
2011]. En trabajos previos hemos demostrado alteraciones histomorfolégicas y moleculares
en Utero y ovario, asi como cambios en la dinamica folicular de corderas expuestas
posnatalmente a HBGs [Alarcén y col., 2019].
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar en una especie de interés zootécnico (Ovis aries) si la exposicion a un herbicida a
base de glifosato (HBG) administrado durante una etapa posnatal temprana (periodo de alta
sensibilidad a perturbadores enddcrinos) altera procesos criticos del desarrollo folicular
ovarico y la fertilidad de la hembra.

Objetivos especificos

- Investigar por medio de técnicas de biologia molecular la expresion de diferentes
genes involucrados en la regulacién de la dindmica folicular ovarica.

- Evaluar por inmunohistoquimica la expresion de moléculas reguladoras de la dinamica
folicular sobre el tejido ovarico.

METODOLOGIA

Animales y tratamiento

Se utilizaron corderas cruza (Corriedale x Hampshire Down) nacidas durante los meses de
agosto y septiembre de 2018. Desde el dia posnatal 1 (DPN1) al DPN14 las corderas se
dividieron en dos grupos: un grupo Control que recibid solucién fisioldégica y el grupo HBG que
recibié la formulacién de HBG, ambas por via oral. Finalizada la exposicién, a un grupo de
corderas se les administr6 Hormona Foliculo Estimulante de origen porcino (pFSH) por via
intramuscular durante tres dias (DPN 41-42-43) quedando conformados los cuatro grupos
experimentales: i) Control: solucion fisiolégica (vehiculo) administrada por via oral (n=6). ii)
HBG: formulacién de un HBG (dosis de 1 mg/kg/dia) en solucion fisioldgica por via oral (n=4).
iif) FSH: solucién fisiolégica + pFSH inyectada por via intramuscular 50 mg/dia (n=6). iv) HBG
+ FSH: formulacién de un HBG (dosis de 1 mg/kg/dia) por via oral + tratamiento con pFSH
por via intramuscular 50 mg/dia durante 3 dias (n=4). Al DPN45 los animales se pesaron, se
realiz6 el sacrificio y se obtuvieron los ovarios. Un ovario de cada cordera se congeld
inmediatamente en N liquido y se mantuvo en freezer (-80°C) hasta la extraccion del ARN
total [Alarcon, 2020] para su posterior estudio. El otro ovario de cada cordera se fij6 en
formaldehido 4% y se incluy6 en parafina para el estudio histomorfolégico del érgano.

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

A partir de muestras congeladas se realizd la extraccion de ARN total utilizando el reactivo
comercial TRIzol Reagent® (Invitrogen). Los ARN obtenidos fueron conservados a -80°C y
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 determiné la expresion de genes implicados en la
regulacién de la dinamica folicular: receptor de estrogenos alfa (ESR1), receptor de
estrégenos beta (ESR2), receptor de progesterona (PR), folistatina (FST), receptor de activina
tipo Il (ACVRII) y proteina morfogénica 6sea 15 (BMP15). Como control interno se utilizé la
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determinacion del ARNm del gen B-Actina. Para la reaccién se empled el reactivo HOT
FIREPol EvaGreen® (Solis Biodyne) y el termociclador StepOne (Life Technologies),
aplicando protocolos previamente optimizados [Ingaramo y col., 2017].

Estudios histolégicos de los ovarios

En muestras ovaricas incluidas en parafina, se realizaron cortes seriados de 5 um de espesor.
Mediante inmunohistoquimica se evalud la expresion de hormona antimdlleriana (AMH) y
proteina morfogénica 6sea 4 (BMP4), estas moléculas estan implicadas en la regulacion de
la dinamica folicular y fueron cuantificadas en las células de la granulosa ovarica. La
cuantificacion se realizé mediante el analisis de las imagenes digitalizadas utilizando el
software FIJI [Schindelin y col., 2012] y los resultados fueron expresados como densidad
Optica integrada.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que las ovejas tratadas con HBG presentaron una disminucién
significativa (p<0,05) en la expresion de ARNm de ESR1 (56%), PR (75%), ACVRII (85%) y
BMP15 (88%). En el grupo FSH observamos una disminucion de FST (81%), ACVRII (77%) y
BMP15 (93%). Mientras que en el grupo HBG+FSH solo se observé una disminucion en
ACVRII (68%) y BMP15 (81%). Estos resultados se exponen en la Figura 1.
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Figura 1. Expresion del ARN mensajero de genes en ovario.

La evaluacion inmunohistoquimica de AMH se realizé en foliculos primordiales, preantrales y
antrales, y observamos una disminucion en los foliculos antrales de las corderas tratadas con
HBG (54%) y de las superestimuladas con FSH (42%) pero no expuestas a HBG, que se
refleja en la Figura 2. Esto podria indicar un aumento en el reclutamiento folicular y un
agotamiento mas acelerado de la reserva folicular. Por otra parte, en los mismos estadios
foliculares estudiamos la expresién inmunohistoquimica de BMP4 demostrando una
disminucion de su expresion en foliculos primordiales de corderas tratadas con HBG (31%),
estos resultados se evidencian en la Figura 3.

2

2

8
L

Expresion de AMH (DOI%)
8
o
[
o
presion de Bmp4 (DOI%)
8
o

CONTROL  FSH HBG  HBG+FSH CONTROL  FSH HBG  HBG+FSH

Figura 2. Expresion de AMH en foliculos antrales. ~ Figura 3. Expresion de BMP4 en foliculos
primordiales.
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Los cambios en la expresiéon de genes implicados en el desarrollo folicular junto con la
disminucion en la expresion inmunohistoquimica de AMH y BMP4 en la granulosa de los
foliculos, sugieren que la exposicion neonatal a una dosis baja de HBG como la estimulacién
con FSH, alteran la regulacion de los foliculos ovaricos. Estos resultados respaldan nuestro
estudio anterior sobre los efectos de HBG en el desarrollo folicular en corderas prepuberales,
agregando nueva evidencia de expresién génica alterada que serian responsables de los
cambios en el desarrollo folicular.
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