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INTRODUCCION

La exposicion a agroquimicos se ha asociado con alteraciones en la fertilidad. En Argentina, los
herbicidas a base de glifosato (HBG) son los mas utilizados (Aparicio et al., 2013) y pueden
tener efectos nocivos sobre la salud (Silva et al., 2019; Van Bruggen et al., 2018). Estudios in
vivo sugieren que los HBG son un potente perturbador endocrino (Gasnier et al., 2009) y dado
que el utero es uno de los principales 6rganos blancos de algunos perturbadores endocrinos,
nuestra hipotesis propone que la exposicién post natal temprana podria interferir con el normal
desarrollo y diferenciacién uterina con efectos a largo plazo sobre la fertilidad. Previamente
demostramos que ratas expuestas a un HBG durante los primeros dias postnatales (PN)
presentaban pérdidas embrionarias y alteraciones en la decidua durante la gestacion (Ingaramo
et al., 2017; Ingaramo et al.,, 2016). El deterioro de la neovascularizacién y remodelacion
vascular en las primeras etapas de la prefiez podria conducir a un fracaso en la prefiez; debido
a esto, cambios en la expresién de factores angiogénicos en el Utero, podrian estar asociados a
estas fallas durante la gestacion.

La angiogénesis decidual es principalmente regulada a través del factor de crecimiento del
endotelio vascular VEGF, cuya secrecion es regulada a través del receptor de progesterona
(PR) (Kim et al., 2013). El factor VEGF ademas es regulado por las enzimas iNOS y COX2 las
cuales ademas estan reguladas por la hormona progesterona (Bujis et al., 2017; Reijnders et
al., 2018).

OBJETIVOS

e Investigar si ocurren defectos en la angiogénesis decidual en el periodo post-
implantacién, dia de gestacion 9 (DG9), en ratas expuestas neonatalmente a HBG.
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METODOLOGIA

Crias hembra de ratas de la cepa Wistar recibieron en los dias 1, 3, 5y 7 PN por via s.c. sol.
fisiologica (Control, n=8) o solucion comercial de HBG (2 mg/kg/dia de glifosato, n=8). A los 90
dias PN se aparearon con machos fértiles y se defini6 como dia 1 de prefiez al dia en que se
observaron espermatozoides en el extendido vaginal. Las hembras prefiadas fueron
sacrificadas al dia gestacional 9 (DG9) en camara de didéxido de carbono y guillotinadas; al
momento del sacrificio, se les disec6 el utero y se extrajeron los sitios de implantacién (SI)
(figura 1), que se pesaron y se procesaron de dos maneras: ) se almacenaron a -80°C para
posterior extraccion de ARN y estudios de biologia molecular y Il) se fijaron en formaldehido 4%
(6 hs) e incluyeron en parafina para estudios histomorfolégicos e inmunohistoquimicos. Se usé
IHQ doble (Nestina/Ki67) para cuantificar la neoformacién
de vasos (Nestina positiva) y evaluar proliferacion (Ki67+)
tanto en vasos de la zona anti-mesometrial (AM) como en
el epitelio luminal (EL), glandular (EG) y el estroma
, subepitelial (ES) de la regibn mesometrial (M). La
Al . expresion de ARNm de iNOS y COX2 se cuantificd por

gRT-PCR y la expresién de VEGF en Sl por IHQ.
Figura 1: Corte transversal de un sitio
de implantaciéon en DG9

RESULTADOS

En Sl del grupo HBG, la expresion de VEGF disminuyé en la regiéon M (EG 20% y ES 28%,
p<0,05 vs control) y disminuy6é también en la regién AM (38%, p<0,05) (figura 2).

En estudios anteriores se habia comprobado una disminuciéon de receptores de progesterona
en grupos tratados con herbicida a base de glifosato, y dado que la progesterona regula VEGF,
se puede asociar la disminucion de receptores de progesterona con una falla en la regulacién
de este factor angiogénico. La expresion del ARNm de COX2 e iNOS en el grupo HBG fue
menor de 71% (p<0,05) y 58% (p<0,05), respectivamente (figura 3), la disminucion de COX2 e
iINOS en ratas expuestas a HBG podria estar relacionada con la menor expresion de VEGF,
debido a que regulan su expresién.

Ademas, COX2 e iNOS también se encuentran reguladas por progesterona, entonces su
disminucion podria estar relacionada con la disminucién de receptores de progesterona
observada en estudios previos.
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Figura 2: Expresion de VEGF (%) en regién mesometrial y Figura 3: Expresion de ARN
antimesometrial, en grupo tratado con HBG con respecto a mensajero de COX2 e iNOS en
grupo control. grupo tratado con HBG con

respecto a grupo control.
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En el grupo HBG se observé una disminucion del diametro de vasos en AM (29%, p<0,05) y M
(31%, p<0,05) (figura 4) y fue menor el area vascular solo en AM (52%, p<0,05) en grupos
tratados con herbicida, con respecto al control (figura 5). La disminucién del area vascular solo
en la regién AM se puede asociar al patrén espacio temporal de angiogénesis caracteristico del
proceso de decidualizacion, ya que situandonos en el dia gestacional 9, la zona mesometrial
estd comenzando a desarrollarse, y tal vez no se observaron cambios debido a que primero
ocurren cambios moleculares que anteceden a los cambios morfolégicos; ademas se puede
asociar al tipo celular de cada zona y la sensibilidad de las mismas al herbicida a base de
glifosato.
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Figura 4: Diametro de vasos (um) en Figura 5: Area vascular (%) en regién
region AM y M, en grupo tratado con HBG AM y M, en grupo tratado con HBG
con respecto a grupo control. con respecto a grupo control.
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Mediante el estudio de nestina, se analizan los vasos en neoformacién, se observé una
disminucion de los vasos nestina positiva en AM (46%, p<0,05) en ratas expuestas a HBG
(figura 6) y su disminucion puede estar asociada a la disminucién del area vascular observada
en la region AM. Con respecto a Ki-67, en ratas en el grupo HBG, la proliferacion de vasos
disminuyé en M (53%, p<0,05) (figura 7) y ésta disminucién se puede asociar a la disminucion
de la angiogenesis evaluda por VEGF en la region mesometrial.
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Figura 6: Area nestina positiva (%) en Figura 7: Nucleos ki-67 positivos en vasos
region AM y M, en grupo tratado con nestina positiva (%) en regién AM y M, en grupo
HBG con respecto a grupo control. tratado con HBG con respecto a grupo control.
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CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que la exposicion neonatal a HBG interfiere, a largo plazo, con el
mecanismo de angiogénesis decidual y esto estaria relacionado con una menor expresion de
COX2 e INOS; estas alteraciones podrian explicar, en parte, las pérdidas embrionarias
observadas durante la gestacion.
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