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Resumen

Objetivo. Evaluar el efecto del glifosato (Roundup
Full II®) sobre el status reproductivo en ratas hem-
bras. Disenio. Experimental en modelo animal. Ma-
teriales y métodos. 18 ratas Wistars hembras, adul-
tas, de 80-90 dias, con un peso promedio de 300 grs.
Nueve fueron seleccionadas al azar para la adminis-
tracion de 300mglkgldia de Roundup Full II® por un
periodo de 30 dias y 9 ratas de iguales caracteristicas
Sfueron el control. El dia del experimento se les realizé
andlisis colpocitolégico para evaular el ciclo estral y
puncion cardiaca para dosar FSH, TSH, estradiol
(E2) y progesterona (P) mediante inmunoensayo.
Los endometrios, extraidos quirirgicamente, fieron
procesados por inmunohbistoquimica para el estudio
de receprores de progesterona (RP) utilizando doce
anticuerpos monoclonales de ratén incluyendo dos
nuevos anticuerpos monoclonales (MAbs), PgR636 y
PgR1294, que son capaces de reconocer los receptores
en muestras previamente fijadas con formol y embe-
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bidas parafina. Se realizé contaje de células endome-
triales con el programa Image J. Las variables fueron
analizadas con el paquete estadistico SPSS. Resul-
tados. El peso de las ratas hembras expuestas mostré
una disminucién significativa (P < 0,001) entre el
inicio y el final del experimento. No hubo diferencias
significativas con respecto a los valores de FSH (P =
0,40), E2 (P = 0,84) y TSH (P = 0,3). Se encontré
una disminucién significativa en los niveles séricos de
P (P = 0,004) en el grupo de exposicion. El recuen-
to de células endometriales en las ratas expuestas fue
significativamente mayor al de las no expuestas (P
< 0,001). No se registrd expresion de los RP endo-
metrial en ninguno de los dos grupos. Conclusion.
La exposicion al Roundup Full II® afecta el sistema
reproductivo en las ratas hembras expuestas. Induce
modificaciones a nivel endometrial aumentando el
niklmero de células del estroma y disminuyendo los
valores séricos de P, con lo que afectaria la receptivi-
dad endometrial y capacidad implantatoria. No se
pudo demostrar que este efecto sobre la P esté rela-
cionado con una disrupcién endocrina mediada por
receptores, posiblemente porque la dosis utilizada en
este experimento fue relativamente baja.
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Glyphosate effects on the endome-
trium of female rats
Summary

Objective. To evaluate the effects of glyphosate (Roun-

dup Full II®) on reproductive female rats status. De-

sign. Experimental animal model. Methods. 18 adult
female Wistars rats, 80-90 days old and 300g body
weight on average. Rats were divided into 2 groups,

the ghyphosate (n=9) and control group (n=9). On

the experimental group there was given 300mglkg/
day of Roundup Full II® for 30 days on water. The
experimental day a colpocyrology assay was made to

evaluate estrus cycle. Concentrations of progesterone
(P), tiroid hormone (TSH), FSH and estradiol (E2)

in serum were measured using inmunoassay. Rats
were sacrificed and uterus were excised by surgery.

Endometriums were fixed in neutral formalin, and
embedded in paraffin. Tissue sections were stained
with hematoxylin-eosin for endometrium cells coun-

ting. Inmunobistochemistry were used to investigate
progesterone receptor (PR) expression. The panel of
twelve antibodies included two new ones (PgR636
and PgR1294) produced prospectively to be resistant
to formalin fixation and paraffin embedding. For
statistical analysis SPSS software was used. Results.

Body weight was significantly lower at the end of the
experiment on the exposed group (P < 0,001). There
were not significant differences on FSH (P = 0,40),

E2 (P = 0,84) and TSH (P = 0,3) serum levels but
there was a significant reduction on P serum levels on

exposed group compared with non-exposed group (P
= 0,004). Endometrial cells count on the glyphosate
group showed a significant increase (P < 0,001). On

both groups not a single antibody for PR tested showed
expression. Conclusion. Roundup Full II® exposure
affects reproductive female system on rass. It produces
an increase on endometrium cells count but a decrease
on P serum levels. These effects may interfere with en-

dometrial receptivity and implantation process but it
was no possible to show that glyphosate is involved on

PR endocrine disrupture possibly related to the relative
low dose used on this experiment.

Key words. Glyphosate, female rats, endometrium,
progesterone.

Introduccion

La infertilidad femenina es un problema de sa-
lud por el cual cada vez més parejas realizan una
consulta al médico especialista.

Muchas hipétesis asociadas a cambios medioam-
bientales y alimenticios se han propuesto como
agentes causales o predisponentes. Existe, por otra
parte, un debate no cerrado atin sobre el efecto de
los agroquimicos utilizados en los campos de culti-
vos, sobre todo de sus componentes aditivos.

La regulacién de la progesterona (P) es un
factor critico en la fisiologfa de la reproduccién.
En los ciclos estimulados para tratamientos de
fertilidad se producen mayor nimero de folicu-
los oviricos, lo que conlleva a mayor produccién
de P folicular. Esto conduce a un desfasaje en la
cronologia histolégica endometrial que se mani-
fiesta en un endometrio avanzado, alterando asi
el didlogo entre el embrién y el endometrio con la
consecuente falla de implantacién.” >3

El mecanismo exacto por el cual los altos ni-
veles de P sérica afectan las tasas de implantacién
es poco claro. Se sugiere que habria una accién
directa por parte de los niveles suprafisiolégicos
de P en la calidad ovocitaria y en la receptividad
endometrial.#>¢7

En roedores, la accién coordinada de estrégeno
y P, regulando la proliferacién y diferenciacién de
las células uterinas en una manera espacio-temporal,
determina o establece la ventana de implantacién.®

La formacién y degradacién de los pinépodos
en las ratas estd intimamente relacionada con los
aumentos y disminucién de los niveles de P, res-
pectivamente, a nivel endometrial pero sin corre-
lacionarse con las concentraciones absolutas en
plasma de estas hormonas. Durante el desarrollo
de los pinépodos, los RP A y B disminuyen su
expresién en el epitelio y gldndulas endometria-
les.” Salehnia y cols observaron que luego de la ad-
ministracién de P se desarrollaban los pinépodos
en la superficie endometrial de las ratas y que la
inyeccién de esta hormona en ciclos de hiperesti-
mulacién ovdrica acelera la ventana de implanta-
cién, disminuyendo la capacidad de didlogo entre
el embrién y el endometrio, y la consecuente falla
implantatoria.'® En contraposicién, Rashidi y cols
mostraron que en ciclos hiperestimulados la ad-
ministracién de P no aceleraba la maduracién del
endometrio en ratas.'!
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El rol de los estrégenos y la expresion de sus recep-
tores tampoco son claros en la formacién de los piné-
podos. En un estudio, la administracién de estrégenos
en ratas prefadas resultd en pérdida de los pinépodos
endometriales dentro de las 18 horas de exposicién.'?

Sorprendentemente, en otro estudio, ratas
ovariectomizadas presentaron un mayor nimero
de pindépodos durante la ventana de implanta-

cién, por lo que probablemente existirfan otros
mecanismos no asociados a las hormonas esteroi-
deas en el desarrollo de estas células.'?

El ciclo estral en la rata dura 4 a 5 dias; es evi-
dentemente corto si se compara con el ciclo mens-
trual de la mujer, que es de aproximadamente 28
dias. Las caracteristicas fisioldgicas de este periodo
se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de los cambios ovdricos, uterinos y vaginales durante el periodo estral en ratas hembras.

Fase Ovario Utero

Vagina Conducta

Utero distendido, con
fluido que aumenta su
tamario.

Crecimiento rapido de foliculos.
Degeneracion de los cuerpos
luteos del ciclo previo.

Proestro

Estro Maduracion de foliculos. Méxima distension. Inicio
Ovulacion. de degeneracion
vacuolar del epitelio
uterino.
Metaestro  Formacion de cuerpos liteos.  Alguna degeneracion

vacuolar pero también
regeneracion.

Diestro Crecimiento de los cuerpos
liteos. Foliculos de varios

tamarios.

uterino.

Regeneracion del epitelio

Epitelio grueso. Células epiteliales
superficiales. Frotis vaginal con abundancia
de células epiteliales.

Estado receptivo a la
copulacion hacia el
final del proestro.

Receptividad maxima.
Copulacion.

Maxima probabilidad
de fertilizacion.

Epitelio grueso. Capa de células
cornificadas en superficie. Frotis vaginal
con abundantes células escamosas.

Descamacion del epitelio cornificado. No hay receptividad.
Epitelio delgado. Invasion de leucocitos.

Frotis vaginal con abudantes células

£s€amosas

Epitelio delgado. Regeneracion del epitelio. No hay receptividad.

Frotis vaginal con abundancia de leucocitos
y células epiteliales.

A nivel uterino, el proceso de decidualizacién
del estroma es un componente fundamental para
una implantacién exitosa. En los roedores este
proceso estd coordinado por dos eventos basicos:
la produccién de E2 y Py las interacciones de sefia-
lizacién para la implantacién del blastocisto.'* > La
proliferacién del estroma endometrial, seguida de
la diferenciacién en células deciduales estd gober-
nada principalmente por la P.'¢"7

En las dltimas décadas, la infertilidad feme-
nina ha sido relacionada con factores medioam-
bientales y estilo de vida."® Uno de los factores de
riesgo frecuentemente asociado es la exposicidon
ocupacional a disruptores endocrinos (DE) qui-
19-20 y |a exposicién directa a pesticidas en las
zonas rurales.?! Varios estudios muestran una rela-
cién entre la disminucién de las tasas de fecunda-
bilidad y la exposicién a pesticidas cominmente
utilizados en los cultivos.?> 1 Esta reduccién en la

micos
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tasa de fecundabilidad es de gran relevancia y varia
entre 20-49%.%

Los receptores nucleares mds cominmente
afectados por los DE son: los receptores de estré-
genos o y B (RE), receptor de andrégenos (RA),
receptores de la hormona tiroidea y receptores de
glucocorticoides.

Mis recientemente, se ha focalizado la aten-
cién en el RP, que pareceria tener mayor sensibi-
lidad que los estrogénicos a las acciones de ciertos
DE.* Una inadecuada respuesta a la produccién
de P debido a alteraciones en los receptores RP A
y B podria producir infertilidad, aborto recurrente
o proliferacién endometrial.”

Roundup Full II® es la marca comercial del
herbicida forestal de amplio espectro que contie-
ne como principio activo al glifosato. Representa el
30% de todos los pesticidas utilizados en agricul-
tura.”® Es un compuesto desarrollado para eliminar
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malezas anuales y perennes, gramineas y latifolia-
das, y es de uso frecuente en los campos de soja. Se
aplica antes de la siembra de cultivos para que éstos
puedan emerger e implantarse en mejores condi-
ciones. En Argentina ha habido un incremento
acelerado de siembra de soja en los dltimos afos.”

Dentro de las formulaciones de glifosato con el
nombre Roundup® (que son aquellas comercializa-
das por Monsanto) se ha mencionado en algunos
estudios que existe el coadyuvante denominado
POEA (polioxietil amina) que podria tener efectos
toxicos més relevantes que el glifosato solo.*”*! No
se ha citado que ese componente esté presente en
otras marcas comerciales, y el Roundup® representa
el 3,3% de las formulaciones comerciales disponi-
bles en nuestro pais.*> También se le atribuye un
efecto contaminante del agua y el suelo a su meta-
bolito, el 4cido aminometilfosférico (AMPA).

Controversialmente, el CONICET en su in-
forme 2009, describe que el AMPA es menos t6xi-
co que el glifosato.

Hallazgos experimentales referidos a los efec-
tos no deseados del glifosato, AMPA o del POEA,
se basan en 4.046 publicaciones desde la aparicién
del glifosato en forma comercial, de las cuales
1.013 se vinculan a cuestiones de bioseguridad (y
constan en la base Pub Med) y de entre ellas, 227
son publicaciones de efectos téxicos sobre diferen-
tes formas de vida (incluyendo 180 relacionadas
con el hombre, 59 de las cuales se seleccionan
como de efecto téxico en humanosy 15 informan
capacidad cancerigena).

La dosis letal 50 (DL50) oral aguda para ratas
hizo que el glifosato fuera calificado inicialmen-
te como ‘elativamente no tdxico” para animales.
La DL50 se establecié en aproximadamente 5,6
grs de droga/kg de animal segtin lo informara el
grupo Monsanto en 1989 ratificando un estudio
previo de Street y cols de 1979, desarrollado por
el mismo grupo en oportunidad de tramitar el re-

gistro de la marca comercial Roundup®.3>

La OMS, en 1994, establecié que la DL50
para glifosato o AMPA en ratas es de 5.600 mg/
kg, corroborando los resultados de Monsanto.”

La EPA (Environmental Protection Agency —
Agencia de proteccién medioambiental de Esta-
dos Unidos) ha clasificado al glifosato como per-
teneciente al grupo “E” (sin evidencia de efecto
carcinogénico en humanos). Esto se basé en la

informacién disponible en el momento de la eva-
luacién. Sin embargo, esta misma entidad cita
luego que “Esta conclusion no debe ser considerada
definitiva dado que el agente podria ser cancerigeno
bajo ciertas circunstancias”>

Sin embargo, el CONICET establece que el
glifosato no es téxico en las dosis habituales y lo
coloca nimero 110 en las listas de toxicidad a ni-
vel de todos los agroquimicos.

Un estudio a largo plazo (2 afios) con ratas
albinas a las que se les administré Roundup®, evi-
dencid la alteracién hormonal en la regulacién del
E2 y T en las hembras y aparicién de tumores de
mama entre otros tipos de carcinomas.”’

En otro estudio, llevado a cabo por Dallegra-
ve y cols (2003) se observé un efecto teratogénico
luego de exponer ratas prefiadas a Roundup® (500,
750 0 1000 mg/kg) por via oral desde el dia 6
al 15 de la prefiez. Los resultados mostraron un
50% de mortalidad en las ratas a la concentracién
mids alta, asi como alteraciones 4seas (a nivel de
crineo, extremidades y cola) y retardo en el de-
sarrollo del esqueleto de los fetos en forma dosis-
dependiente.®®

En todos estos estudios citados se muestra el
efecto téxico del glifosato en ratas de laborato-
rio paberes, adultas, hembras prenadas, y en los
fetos expuestos durante la gestacién. El glifosato
intervendria negativamente sobre el desarrollo y
crecimiento tanto en la pubertad como en el pro-
ducto de la gravidez. Se ha intentado dilucidar el
mecanismo por el cual ejercerfa estos efectos y uno
de ellos serfa la via de la aromatasa, parte esencial
en el metabolismo de las hormonas esteroideas
sexuales. Poco se conoce sobre los alcances del gli-
fosato a nivel de los receptores hormonales.

Hasta el momento, a pesar de la exhaustiva re-
visién bibliografica, al respecto no se encontraron
publicaciones que evalden la toxicidad de productos
quimicos a nivel del endometrio de ratas hembras.

Materiales y métodos

Tipo de estudio: Disefio experimental en animales

Poblacién: Se utilizaron 18 Ratas Wistars
hembras, adultas, de 80-90 dias, con un peso pro-
medio aproximado de 300 grs. Se decidié trabajar
con 9 ratas en el grupo de exposicién al Roundup
Full II® y 9 ratas en el grupo de no expuestas, asu-
miendo una potencia del 95%, segin el cdlculo del
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tamafio muestral con el programa estadistico Epidat.

Se les proporciond un periodo de 14 dias para
la adaptacién y fueron mantenidos en un ambien-
te con perfodos de luz-oscuridad de 12 horas, a
temperatura entre 20-26°C y 30-70% de hume-
dad, con ventilacién adecuada del lugar. Las ratas
del grupo exposicién fueron colocadas en jaulas
individuales. Todas las jaulas fueron suspendidas
para facilitar la limpieza y eliminacién de dese-
chos. La alimentacién consistié en una dieta ad
libitum, a base de alimento balanceado para “rata-
ratén”. La administracién de agua corriente se
realiz6 mediante frascos con sistema de tubo in-
vertido para succién. En el grupo de exposicién se
adiciond al agua el glifosato en su forma liquida.
El agua y la comida se retiraron 16 horas antes del
experimento.

Caracteristicas del producto quimico

El producto quimico utilizado fue el Roundup
Full IT® (Monsanto Argentina S.A.1.C.).

Férmula quimica del principio activo: C, H,

NO, P (CAS Reg. No.: 70901-12-1).

Figura 1. Peso molecular del
principio activo: 169,09 ghmol.

o_ OH
! \P/
\ 7N\
N—HC™  OH
/
Ch.
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|
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N- (fosfonometil) glicina

La identidad quimica exacta no se especifica ya
que es informacién comercial secreta de la empre-
sa Monsanto.

Toxicidad oral aguda Rata, LD50: >3.000
mg/kg peso corporal. Clase IV - Producto que
normalmente no ofrece peligro para la clasifica-

cién toxicoldgica de plaguicidas de la OMS.

Dosis
Al grupo de exposicién se les administraron

300 mg/kg/dia de Roundup Full II® (dosis diez ve-
ces menor a la DL50) por un periodo de 30 dias,
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diluido en el agua suministrada diariamente para
su hidratacién (el glifosato es muy soluble en agua).

Esta dosis fue seleccionada en forma arbitraria,
aunque basada en estudios previos realizados en
ratas Wistars para analizar los efectos del glifosato.
Segtin Lu,” la dosis en la cual comienzan a apare-
cer los efectos téxicos es de 50 mg/kg; Romano™
utiliz6 dosis de hasta 250 mg/kg/dia en sus experi-
mentos con ratas y Roundup Transbord®.

Procedimientos

El dia del experimento se procedi6 a realizar
anestesia general antes de cualquier tipo de instru-
mentacion (experimentos realizados en forma se-
parada pero con igual procedimiento anestésico).
Se utilizé anestesia general inyectable, tiopental,
en dosis de 30 mg/kg, aplicada por via intrape-
ritoneal, mediante una puncién en el cuadrante
inferior e izquierdo del abdomen de la rata, previa
inmovilizacién, sosteniendo la rata desde su cola
con traccién ejercida mediante los dedos indice y
pulgar desde el cuello.

El dltimo dia del experimento, se les realizé
un andlisis colpocitolégico para evaluar el ciclo
estral. Previa anestesia general, se les tomé una
muestra de flujo vaginal a través de una micro-
pipeta aspirativa y se prepar6 un extendido en un
porta-objeto; se fijé en etanol y al final del estudio
se realiz6 tincién de hematoxilina-eosina para la
posterior evaluacién microscdpica de las células.
Luego se procedié a realizar una laparotomia me-
diana con escisién completa de ttero y ovarios,
los cuales fueron colocados en frascos con formol.
Posteriormente se realiz6 una puncién intracar-
dfaca con jeringa de tuberculina y aguja intrave-
nosa punzando en el 4rea cardiaca; se obtuvieron
5 ml de sangre aproximadamente de cada rata y
se los colocd en tubos Eppendorfrotulados para el
dosaje hormonal. Los tubos fueron almacenados a
-20°C hasta su procesamiento.

Mediciones hormonales

Las determinaciones de hormona tiroideo-esti-
mulante (TSH), estradiol (E2), hormona foliculo
estimulante (FSH) y progesterona (P) fueron reali-
zadas mediante inmunoensayo competitivo de qui-
mioluminiscencia directa, utilizando el equipo Advia
Centaur (Siemens). Para el E2 la sensibilidad analitica
fue 7 pg/ml y para la FSH fue de 0,3 mUI/ml. Para
la P la sensibilidad analitica fue de 0,21 ng/ml.
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Histologia

Para el andlisis posterior de los endometrios de
las ratas hembras, se procedié a preparar los tacos
de parafina. Luego se realizaron cortes de 5 a 10
micrémetros con un micrétomo con cuchillas de
acero y se realizé el montaje sobre un portaobjeto
mediante bafio termostatizado para con hema-
toxilina-eosina.

Contaje de células endometriales

Los preparados histolégicos de endometrio, te-
fildos con hematoxilina-eosina, se observaron en
100x con microscopio trinocular MIKOBA 800. Se
obtuvieron entre 6 y 8 fotos de cada animal de ex-
perimentacién con la cdmara digital MIKOBA 300.

Las imdgenes en formato TIFF se analizaron
con el programa de libre acceso, Image | (NIH).
Se delimitaron 4reas de aproximadamente 4 mm?*
para realizar el contaje de las células del estroma
endometrial en cada foto. Luego se calculé la
cantidad de células por mm?® y se compararon los
promedios de células por mm?* entre los grupos
expuestos y No expuestos

Inmunohistoquimica

Los estudios de inmunohistoquimica para eva-
luar la expresién de los receptores de progesterona
(RP) en las ratas hembras expuestas y no expuestas
se realizaron a partir de cortes de tejido embebidos
en parafina.

Se utilizaron doce anticuerpos monoclonales
de ratén obtenidos a partir de kizs comerciales.
El panel incluyé dos nuevos anticuerpos mono-
clonales (MAbs), PgR636 y PgR1294, que son
capaces de reconocer los receptores en muestras
previamente fijadas con formol y embebidas en
parafina, técnica establecida y comprobada por

Edwdars 2002.4!

Andlisis estadistico
Se utilizé el paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versién 18. Se realizé

la prueba del Kolmogorov-Smirnov para contrastar
la hipétesis de que las muestras obtenidas provie-
nen de poblaciones con una distribucién normal.
Las variables cuantitativas que se distribuyeron
normalmente fueron analizadas con la prueba de
t-Student para muestras pareadas. En aquellas varia-
bles en las que la normalidad fue rechazada, se uti-
liz6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
para determinar si las diferencias entre las muestras
fueron significativas. Un valor de < 0,05 fue con-
siderado como estadisticamente significativo.

Aspectos éticos

Los protocolos experimentales se realizaron de
acuerdo a las “Guias para el Cuidado y Uso de
animales de Laboratorio”, 8° Edici6n, actualiza-
da en 2011.” En Materiales y Métodos se explicé
sobre los cuidados que se tuvieron en cuenta para
el buen trato de los animales durante el experi-
mento y sobre la eutanasia oportuna. El estudio

fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto
Universitario de Rosario (IUNIR).

Resultados

Peso antes y después de la exposicion a glifosato

Las 9 ratas hembras expuestas y las 9 no expues-
tas fueron pesadas al inicio y finalizacién del estudio.

En las ratas expuestas al Roudup Full II°, el
peso promedio al inicio del estudio fue de 246 mg
(DS: 3,53), mientras que luego de la exposicién
pesaron en promedio 70 mg menos (Tabla 2). En
las ratas no expuestas el peso promedio al inicio
fue de 247 mg y al final de 263 mg.

Se encontré una disminucién estadisticamente
significativa (t= 17,3; P < 0,001) entre el peso de
inicio y el peso al final del experimento en la ra-
tas expuestas al Roundup Full II®; y un aumento
estadisticamente significativo (t= -3,9; = 0,004)
entre el peso de inicio y el peso final en la ratas no
expuestas (Grafico 1).

Tabla 2. Distribucion del peso promedio de las ratas hembras previo al expe-

rimento y al final del mismo.

Grupos de exposicion: Ratas Hembras ~ Media
Expuestos Peso de Inicio (mg) 246,22
Peso final (mg) 176,67

No Expuestos Peso de Inicio (mg) 246,89
Peso final (mg) 263,00

N Desviacion tip.  Error tip. de la media
9 3,528 1,176
9 10,932 3,644
9 5,442 1,814
9 16,447 5,482
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Grdfico 1. Distribucién del peso de ratas
hembras expuestas y no expuestas al glifosa-
to, antes y después de la exposicién. eso mo-

lecular del principio activo: 169,09 glmol.

T Pesolnicio (mg) T Peso Final (mg)

275 4 }
250 4 5 3
=]
= 225 1
&
200 A
175 }
Expuestos No Expuestos

Grupos de exposicion: Ratas Hembras

Niveles séricos hormonales

Los valores séricos promedio de FSH en las ratas
expuestas fueron de 0,16 mUI/ml (DS: 0,9) y en las
ratas no expuestas de 0,22 mUI/ml (DS: 0,19).

Los niveles de E2 en el grupo de exposicién
fueron en promedio de 35,52 pg/ml (DS:14,4) y
en las ratas no expuestas de 37,02 (DS: 16,3).

Los niveles promedio de TSH fueron de 1,37
mUI/ml (DS: 0,49) en las expuestas y 1,97 mUI/
ml (DS: 1,57) en las no expuestas.

No hubo diferencias estadisticamente signifi-
cativas con respecto a los valores séricos de FSH

Grdfico 2. Distribucién de los valores
séricos de FSH en ratas expuestas y no ex-

puestas al glifosato.

0,40
? 0,30
2 020
-
2 0101
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=
& 0,004
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Grupos de exposicion: Ratas Hembras

Reproduccién - Vol 30 / N° 1 / Marzo 2015

(t= -,858; P = 0,40); E2 (t= -,207; P = 0,84) y
TSH (P = 0,66) entre los grupos expuestos y no
expuestos al Roundup Full II° (Graficos 2-4).

Con respecto a la P, los valores séricos pro-
medio en las ratas expuestas al glifosato fueron
de 3,22 (DS: 1,83), mientras que en las ratas no
expuestas de 15,92 (DS: 8,16).

Se encontré una disminucién estadisticamente
significativa en los niveles séricos de P en las ratas

Grdfico 3. Distribucién de los valores sé-
ricos de E2 en ratas expuestas y no expues-
tas al glifosato.
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25,00 4

20,00 4
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Grupos de exposicion: Ratas Hembras

Grdfico 4. Distribucidn de los valores
séricos de TSH en ratas expuestas y no ex-
puestas al glifosato.
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expuestas al Roundup Full II® en comparacién con
las no expuestas (t= 9,1; P = 0,004) (Gréfico 5).

Grdfico 5. Distribucion de los valores sé-
ricos de P en ratas expuestas y no expuestas
al glifosato.

25,00
20,00 +
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Grupos de exposicion: Ratas Hembras

Recuento de células endometriales

Debido a estas diferencias entre los niveles de
P se realizé el conteo de las células del estroma
endometrial: en las ratas expuestas se encontré un
promedio de 12,8 células por mm? (DS: 0,41) de
estroma endometrial, mientras que en el grupo de
no exposicion se encontré una media de 7,9 célu-
las por mm?* (DS: 0,34).

El recuento de células endometriales en las ratas

expuestas al glifosato fue significativamente mayor al
de las no expuestas (t= 9,1; < 0,001) (Gréfico 6).

Grdfico 6. Distribucion del niimero de cé-
lulas del estroma endometrial por mm? de
tejido. istribucion de los valores séricos de P
en ratas expuestas y no expuestas al glifosato.
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Grupos de exposicion: Ratas Hembras

La siguientes figuras (Figura 2) corresponden a
imédgenes a 100x (A) y a 400x (C) de rata expues-
ta a Roundup Full II® mostrando el aumento de
la celularidad a nivel del estroma endometrial en
comparacién con una imagen de endometrio de
una rata no expuesta (B) y (D) (Figura 3).

Figura 2. Foto del tejido endometrial a 100x de una rata
expuesta al glifosato, tincidn hematoxilina-eosina (A); foto del
tejido endometrial a 100x de una rata no expuesta al glifosato,
tincion hematoxilina-eosina (B).

\.ll’ P,

Figura 3. Foto del rejido endometrial a 400x de una raa
expuesta al glifosato, tincién hematoxilina-eosina (C); foto del
tejido endometrial a 400x de una rata no expuesta al glifosato,
tincion hematoxilina-eosina (D).

Receptores de progesterona en estroma endometrial

Se procedié entonces a la investigacién del rol
del glifosato como perturbador endocrino, dados
estos hallazgos entre los niveles de P y el nimero
de células endometriales.

Sin embargo, no se registré expresiéon de los
RP a nivel del endometrio por inmunohistoqui-
mica tanto en las ratas expuestas como en aquellas
no expuestas (Tabla 3).

Las siguientes imdgenes muestran un control po-
sitivo para RP en tejido mamario (Figura 4) en donde
aparecen tefiidos los receptores a nivel de las células
glandulares de los acinos mamarios y dos imdgenes de
tejido endometrial correspondientes a ratas expuestas
(Figura 5) y no expuestas (Figura 6) al Roundup Full
II® en donde las estructuras glandulares no aparecen
de diferente color al resto del tejido.
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Tabla 3. Expresidn de los RP a nivel endometrial en ratas expuestas y no expuestas al glifosato.

Expresion de receptores endometriales

Ratas Expuestas Ratas No expuestas

RP positivos 0 0
RP negativos 8 8
RP no analizables* 1 1

*No analizables debido a que las muestras sufrieron modificaciones en la arquitectura endometrial al ser procesadas.

22

Figura 4. Control positivo para RP mediante inmunohisto-
quimica en tejido mamario.

Figura 6. Foto de endometrio de ratas expuestas al glifosato con
inmunobistoquimica para RP.
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Colpocitologia

El estudio citolégico de la vagina evidencié di-
ferencias entre los dos grupos estudiados: expues-
tos y no expuestos al glifosato.

En el grupo de exposicién se pudieron ob-
servar algunas células poligonales queratinizadas
y una mayor cantidad de células plegadas; estas
células son caracteristicas de la impregnacién

Reproduccién - Vol 30 / N° 1 / Marzo 2015

Figura 5. Foto de endometrio de ratas no expuestas al glifosato

con inmunohistoquimica para RP.

progestacional. Estas caracteristicas celulares y la
escasa cantidad de leucocitos observados indican
que las ratas se encontraban en la fase final del
metaestro (Figura 7 A).

En el grupo de ratas no expuestas al glifosato se
observaron células epiteliales queratinizadas, po-
ligonales sin nticleo o con niicleo eosinéfilo, con
algunas células basales de nicleo grande. Estas ca-
racteristicas marcan el estadio de estro influencia-
do por los niveles de E2 (Figura 7 B).

En ambos grupos la citologfa vaginal presenté
escasas células y escasa cantidad de leucocitos.

Figura 7. A. Colpociologia en fase de estro de ratas expuestas,
aumento de 400x tincién hematoxilina-eosina. B. Colpocitolo-
gta en fase de metaestro de ratas no expuestas al glifosato, aumen-
to de 400, tincion hematoxilina-eosina.
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Discusion

Los efectos de los agroquimicos son variables y
es dificil medir su impacto real, dado que sus ac-
ciones estdn en relacién al tiempo de exposicién,
dosis, vulnerabilidad especifica de cada especie y
de cada individuo.

Los resultados de estudios en humanos son
dificiles de interpretar debido a variaciones epi-
demioldgicas, geograficas y socioculturales; y a la
pausabilidad biolégica.

Las publicaciones de experimentos en animales si
bien tienen en consideracién un menor nimero de
variables, presentan también la limitante de la dosis,
tiempo de exposicion y tamafio de la muestra.

Es por estos motivos que la literatura publica-
da hasta el momento sobre el efecto del glifosato a
nivel reproductivo es controversial.

La OMS publicé en 2003 que aproximadamen-
te 20 mil mujeres, varones y nifios por afio mu-
rieron por exposicién accidental a pesticidas; 3 mi-
llones sufrieron consecuencias agudas no fatales y
cerca de 3-4 millones de personas experimentaron
hasta ese afio efectos crénicos por esta exposicién.®

En Argentina, de acuerdo a la Resolucién
350/99 del Servicio Nacional de Sanidad y Ca-
lidad Agroalimentaria (SENASA), el principio
activo glifosato en su uso normal estd dentro del
grupo de productos de improbable riesgo agudo:
Clase Toxicolégica IV. El glifosato estd clasificado
en la categorfa de Menor Riesgo Toxicoldgico, es
decir, banda verde en las etiquetas de los envases,
constituyéndose en un producto no dafino para
el hombre y el medio ambiente.

Sin embargo, muchos estudios revisados an-
teriormente en este trabajo muestran alteraciones
a nivel de la salud reproductiva en relacién a la
exposicién a agroquimicos, particularmente al gli-
fosato. Esto también ha sido puesto en evidencia
por varios autores a través de disefios experimen-
tales en animales.*

En la presente investigacién, la exposicién al
Roundup Full II® mostré en ratas hembras expues-
tas una afectacién en los niveles de P y cambios en
el estroma endometrial.

Tanto en humanos como en roedores, la ac-
cién coordinada de E2 y P, regulando la prolifera-
cién y diferenciacién de las células uterinas en una
manera espacio-temporal determina o establece la
ventana de implantacién.?

No se han dilucidado atn los valores séricos
especificos precisos de cada hormona pero si se
sabe que deben actuar de manera conjunta bajo
ciertos niveles criticos, el E2 primero y la P luego.

Asi se ha mostrado que altos niveles de estra-
diol en ciclos estimulados alteran el endometrio
de manera tal que se producen fallas de implan-
tacién. Es decir, que se requieren de bajas con-
centraciones de estradiol para que el endometrio
se torne receptivo y altas concentraciones para
que se transforme en refractario o no receptivo.”
También se ha estudiado que altos niveles de P,
frecuentes en hiperestimulacién ovdrica para tra-
tamientos de fertilizacién asistida, producen cam-
bios histolégicos endometriales que no favorecen
a la implantacién.*®%

El adecuado balance entre E2 y P es lo que
permite que el endometrio se torne receptivo para
la implantacién. La presente investigacién, por un
lado mostré que la exposicién al glifosato produce
una disminucién en los niveles séricos de P, y por
otro, un aumento en la celularidad endometrial.

Estos resultados son controversiales ya que nor-
malmente la P es la responsable de la proliferacién
celular que presenta el endometrio, previa accién de
los estrégenos, cuando se analiza la implantacién.

Una explicacién factible para esta controver-
sia en los resultados podria ser el hecho de que la
exposicién prolongada a estrégenos sin oposicién
con progestigenos conlleva a hiperplasia endome-
trial y, por ejemplo, consecuente riesgo de cincer
de endometrio, dada la proliferacién celular exce-
siva. Por lo tanto, tal vez no seria la disminucién
de P lo que produjo hiperplasia del endometrio
en las ratas expuestas sino la falta de oposicién
estrogénica en relacién al aumento de P. Estas
alteraciones afectan la implantacién y podrian
ser objeto de andlisis en un estudio préximo que
evalte la implantacién embrionaria bajo los efec-
tos del glifosato.

En este trabajo no se pudo demostrar que la
accién del glifosato para producir estos efectos
haya estado mediada por receptores. Deberfan in-
vestigarse sus efectos a nivel nuclear, mediante la
evaluacién de ARNm, por ejemplo.

La correlacién histolégica de la ventana de im-
plantacién también es tema de controversias.

Sélo el 15% aproximadamente de los ciclos
menstruales en las mujeres tiene la duracién es-
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tablecida de 28 dias y todos los estudios en los
que se investigaron marcadores de implantacién
en relacion a la histologia fueron llevados a cabo
segtin la duracién de un ciclo de 28 dfas.*® Ade-
mds, estudios génicos para receptividad han des-
estimado la importancia del fechado histolégico
para la determinacién del endometrio receptivo.
Por otro lado, en un estudio en el que se evaltan
las caracteristicas endometriales implantatorias se
confirma que la variabilidad inter- observador po-
drfa tener una gran repercusién clinica al momen-
to de determinar histolégicamente la ventana de
implantacién.®

En el presente trabajo se establecié un modelo ma-
temdtico para intentar suprimir la apreciacién subje-
tiva del recuento de células endometriales, por lo que
los resultados logrados podrian ser consistentes.

El estudio de las células de descamacién de
la vagina presentd, en el grupo de exposicién al
glifosato, caracteristicas de impregnacién proges-
tacional al observarse células coincidentes con la
fase de metaestro. Estos resultados no tendrian
una correlacién con los hallazgos hormonales ni
con la expresién de los receptores de P, probable-
mente debido al escaso nimero de células vagina-
les halladas.

Si bien serfan necesarios mds estudios relacio-
nados con la presente investigacién, es importante
remarcar que el Roundup Full II® provoca un des-
balance en el ciclo estral, en la produccién de Py
en el ndmero de células endometriales, afectando
asi la receptibilidad endometrial. Estos hallazgos
marcarfan un precedente que hace pensar sobre el
posible efecto de este herbicida en la regulacién de
la implantacién en humanos.

Conclusiones

La reproduccién es un proceso indispensable
en la vida de los organismos ya que debido a ella
perduran las especies a lo largo del tiempo.

Desde la revolucién industrial, el hombre ha
contribuido en gran medida a alterar el medio
ambiente a través de diversos mecanismos. El de-
sarrollo de ciertas tecnologfas para mejorar el ren-
dimiento de los campos para la agricultura estd
causando dafios severos en el ecosistema.

En las ratas hembras, este trabajo mostré que el
glifosato es capaz de inducir modificaciones a ni-
vel endometrial aumentando el nimero de células

Reproduccién - Vol 30 / N° 1 / Marzo 2015

del estroma y disminuyendo los valores séricos de
P. Sin bien estos resultados son contradictorios,
ambas modificaciones influyen de manera directa
en la recepetividad endometrial y en la capacidad
implantatoria.

Para el andlisis mas profundo sobre los cam-
bios a nivel del endometrio deberia desarrollarse
un futuro trabajo de investigacién en el cual se
evalde la interaccién de un embrién en cultivo de
lineas celulares endometriales autélogo expuesto
previamente al glifosato. De esta manera se podria
conocer més sobre el real impacto del glifosato en
la receptividad endometrial.
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