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RESUMEN 

 

El desarrollo del útero y el grado de madurez histológica al nacer entre la mujer y las diferentes 

especies animales es diferente; sin embargo, el único proceso de desarrollo posnatal en común a todas las 

especies es el desarrollo de las glándulas uterinas. En los roedores recién nacidos, el útero al nacer presenta 

un epitelio luminal y un mesénquima que luego se diferencia en estroma subepitelial, y en los miometrios 

circular y longitudinal. Luego, entre el día posnatal (DPN) 5 y el DPN21, se produce el desarrollo de las 

glándulas uterinas o adenogénesis. En la oveja, se pueden observar el epitelio, estroma y miometrio 

uterino luego del nacimiento, como también las carunculares. El principal proceso de desarrollo posnatal 

en el útero ovino es la adenogénesis, que comienza en la primera semana de vida y finaliza en el DPN56. 

En ambas especies, durante este periodo crítico del desarrollo, la exposición a compuestos con actividad 

de perturbador endócrino (PE) puede alterar el desarrollo y la diferenciación, e inducir cambios en la 

funcionalidad, repercutiendo negativamente en la salud reproductiva. 

Actualmente, hay gran preocupación por el impacto de los contaminantes ambientales sobre la 

salud reproductiva. Los contaminantes ambientales, naturales o sintéticos, que aún a bajas dosis interfieren 

con la acción hormonal se denominan PE. Entre los contaminantes ambientales que se comportan como 

PE se encuentran los pesticidas, siendo la gran mayoría con efecto insecticida o herbicida. Asimismo, 

muchos de estos insecticidas y herbicidas se emplean, o han sido empleados, en la actividad agrícola para 

el control de plagas y malezas. En Argentina, dos de los agroquímicos más empleados en las últimas 

décadas son el endosulfán y los herbicidas a base de glifosato (HBG). 

El endosulfán es un insecticida y acaricida organoclorado, con gran capacidad de bioacumularse 

y biomagnificarse a lo largo de las redes tróficas. Por ello, a pesar de estar prohibido en Argentina desde 

2013, todavía puede encontrarse endosulfán y sus metabolitos en el ambiente, y en tejido animal y 

humano. Los efectos nocivos del endosulfán sobre la salud abarcan neurotoxicidad, hepatotoxicidad, 

nefrotoxicidad y toxicidad reproductiva. El endosulfán también posee actividad como PE, lo cual se ha 

demostrado in vitro e in vivo. Es importante destacar que, aunque existe abundante información sobre los 

efectos del endosulfán sobre la salud reproductiva del macho, los reportes de los efectos del éste 

compuesto sobre la hembra son escasos. En estudios de nuestro laboratorio, hemos demostrado en ratas 

adultas ovariectomizadas que la exposición a endosulfán imita la acción de estrógenos administrados en 

dosis no uterotrópicas. Previamente, también demostramos los efectos adversos de la exposición posnatal 

a bajas dosis de endosulfán en la expresión de proteínas involucradas en el desarrollo y diferenciación del 

útero en el periodo prepuberal, y que induce fallas en la implantación alterando el crecimiento y 

diferenciación endometrial en el periodo pre-implantatorio. 
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Los HBG representan a los agroquímicos más empleados a nivel mundial y en nuestro país. Su 

principal uso es el control de malezas tanto en áreas urbanas como rurales, aunque también se emplean 

como disecantes antes de la cosecha. La generación de cultivos genéticamente modificados para que 

resistan los efectos del herbicida impulsó la comercialización y uso; sin embargo, la aparición de malezas 

resistentes también derivó en un aumento en la dosis y la frecuencia de su aplicación. El glifosato es 

rápidamente degradado a ácido aminometilfosfónico (AMPA); aunque, debido a su elevada frecuencia de 

aplicación, ✝✠ ✔✂✕✝✎✟✠✄✌ ✌ ✡✂✝ �✁✂ ✍ ✝✒✝ ☎✠✖✌✆✂✡✎✖✂✝ ✔✂☎✂ �✞✝✠✒✟✂-✞✠✄✝✎✝✖✠✕✖✠✝✝. Actualmente, se sigue 

considerado al glifosato y a los HBG inocuos para la salud; no obstante, hay un creciente número de 

estudios que reportan los efectos adversos sobre la salud. Se demostró mediante ensayos in vitro, en 

cultivos primarios y en líneas celulares, que el principio activo o los formulados comerciales (HBG) 

alteran la proliferación celular, la apoptosis, y la esteroidogénesis. También se han reportado efectos sobre 

testículo, ovario, útero y glándula mamaria, indicando su potencial actividad como PE. En un estudio 

realizado por nuestro grupo, en un modelo de rata adulta ovariectomizada observamos que un HBG 

modifica la expresión de genes estrógeno-sensibles similar a ✡✂✝ ✎✕✟✒✔✎✟✂✝ ✞✂✄ ✂✄☎-estradiol en dosis no 

uterotrópicas. Asimismo, en otros estudios reportamos que la exposición neonatal de ratas a un HBG por 

vía subcutánea induce hiperplasia luminal uterina y altera la expresión de moléculas clave del desarrollo 

uterino prepuberal, y que aumenta el porcentaje de pérdidas posimplantatorias en asociación con 

alteraciones en la expresión de moléculas relacionadas con el proceso de decidualización. Por otro lado, 

empleando un modelo de exposición perinatal (durante la gestación y lactancia), observamos que 

disminuye el número de sitios de implantación en la F1; mientras que la F2 (crías nacidas de la F1) 

presentaron retraso del desarrollo, menor peso y longitud fetal, mayor peso de la placenta y una mayor 

incidencia de anomalías congénitas. 

Considerando los antecedentes mencionados, y como objetivo general de la presente tesis, nos 

propusimos evaluar los efectos de la exposición posnatal a estos agroquímicos sobre el desarrollo y la 

diferenciación del útero, empleando dos modelos animales diferentes. 

Primero, evaluamos los efectos de una exposición neonatal a una baja dosis de endosulfán sobre 

la diferenciación miometrial uterina en el periodo pre-implantatorio y la activación miometrial durante el 

parto. Para ello, ratas hembra de la cepa Wistar fueron inyectadas por vía subcutáneas cada 48 h desde el 

día posnatal (DPN) 1 al DPN7 con aceite (vehículo) o con endosulfán en una dosis de 600 µg/kg de peso 

corporal/día. En el DPN90, las hembras se alojaron con machos de fertilidad comprobada. Se definió 

como día gestacional (DG) 1, al momento en el que se observaron espermatozoides en el extendido 

vaginal. Los animales preñados se asignaron a uno de los dos experimentos para evaluar: i) la 

diferenciación miometrial uterina en el DG5 determinando la histomorfología, la proliferación de las 
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células miometriales, y la expresión de proteínas involucradas con el proceso de adaptación miometrial 

�✒✠ ✞✠✄☎✎✖✠ ✡✌ ✎☎✞✡✌✕✖✌✔✎✁✕ ✠☎✆✄✎✂✕✌✄✎✌ ✂✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ �☛ ✄✁�☎ ✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✞✄✂☎✠✝✖✠✄✂✕✌☛ ✄✁☎

Wnt7a y Hoxa10); ii) el inicio del parto, y la actividad miometrial uterina durante el trabajo de parto 

(DG23), determinando la expresión de genes asociados a las contracciones (receptor de oxitocina, OXTR; 

✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✞✄✂✝✖✌☎✡✌✕✟✎✕✌✝ �✁�☛ ✁✆✂�✄☎ ✍ ✝✂✕✠✄✎✕✌-43, Cx-43). En el DG5, observamos que la 

exposición neonatal a endosulfán alteró la histoarquitectura miometrial reduciendo el espesor de los 

miometrios circular y longitudinal, y del tejido conectivo intersticial, junto con una disminución de la 

organización del colágeno y del área relativa ocupada por vasos. El tratamiento redujo la proliferación 

celular en ambas capas miometriales, en asociación una menor expresión de Wnt7a en los miometrios 

circular y longitudinal, y de Hoxa10 en el miometrio longitudinal. Aunque todos los animales parieron en 

el DG23, la exposición a endosulfán indujo un adelantamiento del parto, junto con un aumento en la 

expresión de los genes OXTR, PTGFR y Cx-43. Nuestros resultados indican que la exposición neonatal 

a endosulfán induce alteraciones en la adaptación miometrial en el periodo pre-implantatorio y el parto. 

Estas alteraciones podrían estar asociadas con los efectos del endosulfán sobre la implantación 

embrionaria y el adelantamiento en el inicio del parto. 

En segundo lugar, estudiamos los efectos de la exposición neonatal de corderas a un HBG sobre 

el desarrollo uterino en el periodo prepuberal. Por un lado, comparamos los efectos del HBG sobre el 

desarrollo del útero ovino empleando dos diferentes vías de administración, oral vs. subcutánea. Para ello, 

corderas de la raza frisona fueron expuestas desde el DPN1 al DPN14, cada 24 h, a solución fisiológica o 

a un HBG (Roundup Full II®, 54% p/v de glifosato) en una dosis de 2 mg de glifosato/kg peso corporal/día 

administradas por vía oral o subcutánea. Se determinó la presencia de glifosato y de su metabolito, AMPA, 

en muestras de suero obtenidas en el DPN15 y el DPN45. Los úteros se extrajeron y se pesaron en el 

DPN45. En cortes histológicos de útero se determinó la histomorfología uterina y la expresión de Ki67 

como marcador de proliferación celular. Además, se evaluó la expresión de genes relacionados con el 

desarrollo uterino (✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ �, ESR1; ✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ ☎, ESR2; RP; insulin-like 

growth factor 1, IGF-1; IGF-2; receptor de los IGF, IGF-1R; folistatina, FST; y el receptor de activina 2 

A, ACVR2A). Se detectó glifosato, pero no AMPA, en las muestras de suero en el DPN15; en el DPN45, 

no se detectó ni glifosato ni AMPA en el suero de las corderas. En los animales control no se detectó 

glifosato ni AMPA en DPN15 o DPN45. La exposición al HBG no afectó el peso del útero, ni la 

histomorfología uterina. En las corderas expuestas al HBG observamos una menor proliferación celular, 

sin alteraciones en la expresión de los genes estudiados. Los resultados obtenidos fueron similares entre 

los animales expuestos por vía oral con los expuestos por vía subcutánea. En conclusión, nuestros 

resultados demuestran que la exposición neonatal de corderas a una baja dosis de un HBG redujo la 

actividad proliferativa del útero, independientemente de la vía de administración. 
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, investigamos los mecanismos que podrían estar 

relacionados con la menor proliferación celular. Para ello, corderas de la raza frisona fueron inyectadas 

diariamente por vía subcutánea, desde el DPN1 al DPN14, con solución fisiológica o con un HBG 

(Roundup Full II®), en una dosis de 2 mg de glifosato/kg peso corporal/día. El criterio de elección de la 

vía subcutánea se realizó con base en los resultados anteriores, y debido a que empleando esta vía de 

exposición nos permite asegurar los niveles de administrados a las corderas experimentales y resulta más 

simple que la vía oral. En el DPN45, se obtuvieron las muestras uterinas con el fin de evaluar: i) 

histomorfología uterina; ii) la proliferación celular, empleando la inmunodetección de Ki67; iii) la 

expresión de moléculas involucradas en el proceso de proliferación celular y del desarrollo uterino por 

inmunohistoquímica y por biología molecular. Se determinó, mediante qRT-PCR, la expresión de IGF-1, 

IGF-2, IGF-1R, del IGF binding protein 3 (IGFBP-3); y de dos isoformas del receptor de prolactina, 

isoformas corta y larga. Empleando inmunohistoquímica, evaluamos la expresión de moléculas 

relacionadas con el ciclo de proliferación celular como el inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas 

1B, p27KIP; y de proteínas involucradas en el desarrollo uterino (✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ �☛ ✄✁�; RP, 

�✕✖✁✌☛ �✕✖✄✌☛ ☎-catenina, Hoxa10 y Foxa2). Similar a lo observado en el experimento anterior, no 

observamos alteraciones en la histomorfología de los animales tratados, pero si una disminución en la 

proliferación celular. La menor actividad proliferativa está asociada, al menos en parte, con una mayor 

expresión de IGFBP-3 y de p27. Asimismo, en las corderas expuestas al HBG observamos una menor 

✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✡✂✝ ✠✞✎✖✠✡✎✂✝ ✡✒☎✎nal y glandular (EL y EG, respectivamente) y en el estroma 

subepitelial (ES), una disminución de la expresión del RP en el EL, y una mayor expresión del RP en EG 

y ES. En el útero de nuestras corderas control observamos que los Wnt se expresaron en ambos epitelios 

✍ ✠✕ ✠✡ ✠✝✖✄✂☎✌☎ ☎✎✠✕✖✄✌✝ �✒✠ ☎-catenina se observó en la membrana plasmática de los epitelios luminal y 

glandular. La exposición neonatal al HBG redujo la expresión de Wnt5a en el EG, de Wnt7a en el ES y 

✟✠ ☎-catenina en los EL y EG. Por último, observamos que la exposición neonatal al HBG disminuyó la 

expresión de Hoxa10 en el ES y de Foxa2 en el EG. Podemos sugerir que alteraciones evidenciadas en la 

expresión de moléculas que regulan el desarrollo y diferenciación uterina contribuyen a la menor 

proliferación celular observada en las corderas expuestas al HBG. Nuestros resultados demuestran que 

los efectos de la exposición neonatal de corderas a una baja dosis de un HBG sobre la proliferación celular, 

se relaciona con el aumento en la expresión de moléculas moduladoras de la proliferación, y con las 

alteraciones observadas en la expresión de proteínas involucradas en el desarrollo uterino en el periodo 

prepuberal.  

En conjunto, los resultados de la presente tesis aportan nuevas evidencias sobre los efectos de dos 

de los agroquímicos más utilizados en las últimas décadas en el país. También sugieren que la exposición 

a compuestos con actividad de PE durante periodos críticos puede producir alteraciones en el desarrollo 
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y la diferenciación a largo plazo, con consecuencias adversas para la salud reproductiva. Asimismo, 

consideramos que nuestros resultados contribuyen a comprender el potencial impacto de la exposición a 

PE sobre la cadena productiva de la industria pecuaria. 

 



 

ABSTRACT 

 

Uterine development at birth differs between women and different animal species. The uterine 

gland development is the only developmental process which is shared across the human and other animal 

species. At birth, the rodent uterus has a luminal epithelium and a mesenchyme. Later, the mesenchymal 

differentiation forms the stromal and myometrial compartments. Uterine gland development takes place 

between postnatal day (PND) 5 and PND21. On the other hand, the ovine uterus has a luminal epithelium, 

stromal and myometrium, as well as the caruncles. The principal neonatal developmental process in the 

ovine uterus is the glandular development, which begins during the first week and finishes at PND56. In 

both, rodents and ewe lambs, the exposure to endocrine disruptor chemicals (EDCs) during critical 

developmental periods, might alter the development and the differentiation and induce changes in uterine 

functionality. These alterations could have long-term effects on reproductive health. 

Nowadays, there is a great concern has focused on health effects caused by environmental 

pollutants. Natural or synthetic pollutants which can interfere with hormonal action are classified as 

EDCs. The EDCs can affect hormonal actions even at low doses of exposure. Many pesticides are 

classified as EDCs, and the majority are insecticides and herbicides. Moreover, the insecticides or 

herbicides classified as EDCs have been employed in agricultural control of plagues and weeds. Some 

other agrochemicals are still in use. In Argentina, endosulfan and glyphosate-based herbicides (GBH) 

have been the most employed in the last decades. 

Endosulfan is an organochlorine insecticide and acaricide which bioaccumulates and biomagnifies 

through trophic nets. Despite of the fact that endosulfan has been banned in Argentina since 2013, the 

pesticide and its metabolites can be found in the environment, and in human and animal tissues. 

Endosulfan has several adverse effects on health and its toxicity has been reported on reproductive health 

as well as neurotoxicity, hepatotoxicity, nephrotoxicity among others. In vitro and in vivo studies showed 

that endosulfan act as an EDC. Moreover, several studies reported the effects of endosulfan on male 

reproductive health, but fewer investigations have focused on endosulfan effects in female reproductive 

health. We have previously showed that, in adult ovariectomized rats, endosulfan exposure mimics the 

estrogen action in non-uterotrophic doses. Moreover, we also reported that neonatal exposure to low doses 

of endosulfan alters the expression of molecules involved in uterine development and differentiation 

during prepubertal period and induces implantation failures by disrupting the endometrial development 

and differentiation in the pre-implantation period.  

The GBHs are the most widely employed agrochemicals in Argentina and around the world. GBHs 

are mainly used for weeds control in urban and rural areas, but also as pre-harvest desiccants. The GBH 

sales and use have been boosted by the introduction of genetically modified crops. However, there is also 
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an increase in the application rate and frequency of GBHs as consequence of the increased glyphosate-

resistant weeds. Glyphosate is rapidly degraded into aminomethylphosphonic acid in soil, but GBHs and 

its metabolites ✌✄✠ ✔✂✕✝✎✟✠✄✠✟ ✌✝ �✞✝✠✒✟✂-✞✠✄✝✎✝✖✌✕✖✝ under current practices. GBHs have been presented 

as one of the safest agrochemicals in history; however, there is a growing evidence of health adverse 

effects of glyphosate alone and its commercial formulations. In vitro studies showed that glyphosate and 

GBHs alter cellular proliferation and apoptosis rates and disrupt steroidogenesis. By using animal models, 

it has been shown that GBHs may act as EDC on testis, ovaries, uterus and mammary gland. We reported 

that GBH exposure alters the estrogen-sensitive gene expression similarly to non-uterotrophic estradiol 

doses. We also reported that neonatal exposure of rats to GBH through subcutaneous injections induces 

luminal epithelial hyperplasia and alters the expression of key molecules involved in prepubertal uterine 

development. In addition, we showed that neonatal exposure of rats to GBH through subcutaneous 

injections induces post-implantations losses in association with altered protein expression of molecules 

involved in uterine decidualization. Using a different approach, we showed that perinatal (gestational and 

lactational) exposure reduces the number of implantation sites in the F1; while the F2 (offspring of F1) 

showed delayed growth, lower fetal and longitudinal weight, higher placental weight and increased 

incidence of congenital anomalies. 

Considering all the above mentioned, our aim was to investigate the effects of the postnatal 

exposure to agrochemicals on development and differentiation of the uterus, using two different animal 

models. 

First, we studied the neonatal exposure effects to a low dose of endosulfan in the myometrial 

adaptation during early pregnancy and labor. Newborn female rats were subcutaneously injected with 

corn oil (vehicle) or 600 µg/kg body weight/day of endosulfan on PND1, 3, 5 and 7. On PND90, the rats 

were mated to evaluate: i) myometrial differentiation on gestational day (GD) 5 by assessment of 

histomorphology, cell proliferation and protein expression of molecules involved in myometrial 

adaptation for embryo implantation (estrogen receptor �☛ ✁✄�☎ , Wnt7a and Hoxa10); ii) the timing of 

parturition and myometrial activation during labor by determining the uterine expression of contraction-

✌✝✝✂✔✎✌✖✠✟ ☎✠✕✠✝ ✂✂✄✍✖✂✔✎✕ ✄✠✔✠✞✖✂✄☛ �✁✆✄☎ ✞✄✂✝✖✌☎✡✌✕✟✎✕ �✁� ✄✠✔✠✞✖✂✄☛ ✁✆✂�✄; and Connexin-43, Cx-

43). We showed that neonatal exposure to endosulfan decreased the circular and longitudinal myometrial 

thickness, as well as the interstitial connective tissue, together with lower collagen organization and blood 

vessels relative area during the pre-implantation period. In addition, endosulfan exposure decreased 

smooth muscle cell proliferation in association with a lower Wnt7a expression in both myometrial layers, 

and a downregulation of Hoxa10 in longitudinal myometrium. Despite that female gave birth on GD23, 

an advancement in the initiation of labor was observed in endosulfan-exposed females. This alteration 
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was related to an increased expression of OXTR, PTGFR and Cx-43. In conclusion, our results show that 

neonatal exposure to endosulfán induce long-term effects in the myometrial adaptation during early 

pregnancy and labor. These alterations could be associated with the endosulfan effects on embryo 

implantation process and the timing of labor. 

Secondly, we also evaluated the neonatal exposure effects of a GBH on uterine development of 

ewe lambs during prepubertal period. Our aim was to compare the effects of oral and subcutaneous 

exposure to a GBH on uterus of prepubertal ewe lambs. Therefore, Friesian ewe lambs were exposed to a 

subcutaneous or to an oral dose of GBH (Roundup Full II; dose of 2 mg glyphosate/kg body weight/day) 

or to saline solution (vehicle) from PND1 to PND14. Serum glyphosate and AMPA concentrations were 

measured on PND15 and PND45. The uteri were removed and weighed on PND45. Uterine 

histomorphology features were evaluated by picrosirius-hematoxylin staining. Cell proliferation was 

assessed by immunodetection of Ki67. Gene expression of molecules involved in uterine development 

(estr✂☎✠✕ ✄✠✔✠✞✖✂✄ �☛ ✁✑✄✂☎ ✠✝✖✄✂☎✠✕ ✄✠✔✠✞✖✂✄ ☎☛ ✁✑✄✁☎ ✞✄✂☎✠✝✖✠✄✂✕✠ ✄✠✔✠✞✖✂✄☛ ✁✄☎ ✎✕✝✒✡✎✕-like growth 

factor 1, IGF-1; IGF-2, IGF receptor, IGF-1R; follistatin, FST; and activin receptor 2A, ACVR2A) were 

determined by qRT-PCR. Glyphosate but not AMPA was detected in exposed lamb serum on PND15, 

while neither glyphosate nor AMPA were detected on PND45. Controls were negative for glyphosate and 

AMPA on PND15 and PND45. GBH exposure did not affect uterine weight nor uterine histomorphology. 

The exposure of ewe lambs to GBH decreased the cell proliferation in all the uterine compartments but 

no alterations in gene expression were detected. It is worth mentioning that adverse effects were similar 

between both exposed groups. To sum up, our results show that neonatal exposure of ewe lambs to a low 

dose of GBH decreased the proliferative activity in the uterus, independently of the administration route. 

Considering our previous results, we investigated which mechanisms could be involved with the 

decreased cell proliferation in the uterus of the GBH-exposed ewe lambs. To achieve this, Friesian ewe 

lambs were subcutaneously injected with saline solution (vehicle) or with a GBH (Roundup Full II) in a 

dose of 2 mg glyphosate/kg body weight/day, from PND1 to PND14. The criteria for the selection of the 

administration route was made taking our previous results into account, due to the fact that the 

administered dose corresponds to the experimental dose and that always is administered the same dose. 

Uterine samples were obtained in order to evaluate: i) uterine histomorphology; ii) cell proliferation by 

immunodetection of Ki67; iii) the expression of molecules involved in cell proliferation and uterine 

development by immunohistochemistry (IHC) and by qRT-PCR. The expression of IGF-1, IGF-2, IGF-

1R, IGF binding protein 3 (IGFBP-3) and the two prolactin receptor isoforms (PRLR short and long) were 

determined by qRT-PCR. The cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, p27KIP; and molecules involved in 

uterine development (estrogen receptor �, ER�; PR, Wnt5a, Wnt7a, ☎-catenin, Hoxa10 and Foxa2) were 
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assessed by IHC. Similar to our previous results, a decreased cell proliferation rate was observed in all 

uterine compartments of GBH-exposed lambs, but no changes were observed in uterine histomorphology. 

We also observed an increased IGFBP-3 and p27 expression in the treated animals, which can be 

correlated with the decreased proliferative activity. The neonatal exposure to the GBH alters the 

expression of steroid receptors by downregulating the expression of ER� in luminal and glandular 

epithelia (LE and GE, respectively) and subepithelial stroma (SS), while PR expression was decreased in 

LE but upregulated in GE and SS. In control animals, Wnt5a and Wnt7a is expressed in LE, GE and SS, 

while ☎-catenin is highly expressed in cytoplasmic membranes of LE and GE. In addition, GBH treatment 

decreased the expression of Wnt5a in the GE, of Wnt7a in SS and ☎-catenin in LE and GE. Furthermore, 

the GBH-exposed animals showed a lower expression of Hoxa10 in SS and Foxa2 in GE as compared 

with controls. In conclusion, our results show that neonatal exposure of ewe lambs to a low dose of GBH 

decreased cell proliferation and altered expression of molecules involved in regulation of cell cycle and 

development and differentiation in the uterus at prepubertal period. 

Finally, the result of this thesis shed light on the effects of the most employed agrochemicals over 

the last decades in Argentina. In addition, our results also suggest that EDC exposure during critical 

periods of development and differentiation might have adverse long-term effects, with detrimental 

consequences for reproductive health. We also consider that this thesis provides more comprehension of 

the potential impact of agrochemicals with EDC activity on livestock productive chains.  
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El útero es un órgano fundamental para la reproducción en mamíferos. Entre sus principales 

funciones fisiológicas podemos mencionar: i) el transporte, almacenamiento y maduración de 

espermatozoides; ii) la provisión de un ambiente adecuado para la implantación, supervivencia, y 

desarrollo del embrión y las membranas extraembrionarias asociadas; y, iii) la contracción rítmica de la 

musculatura uterina, necesaria para la expulsión de las crías durante el parto. 

 

1. Diferenciación organogenética del útero en el periodo prenatal 

El sexo cromosómico o genético de un embrión se determina en el momento de la fecundación, 

sin embargo, el desarrollo de las características morfológicas masculinas o femeninas recién se inicia en 

la sexta o séptima semana de gestación en los humanos, en el día embrionario (DE) 11,5 en el ratón, o en 

el DE34 en las ovejas [1]. En efecto, durante el desarrollo embrionario temprano los dos sexos son 

indistinguibles y los embriones poseen dos pares de conductos genitales: los conductos mesonéfricos o de 

Wolff, y los conductos paramesonéfricos o de Müller [2]. 

El sexo masculino se origina con la diferenciación de los conductos de Wolff, produciéndose el 

desarrollo de los órganos reproductivos internos y externos. Estos cambios se producen debido a la 

expresión del gen Sry (del inglés: Sex-determining Region of the Y chromosome) [3,4] y a la posterior 

producción de hormonas en los testículos: i) hormona anti-Mülleriana (HAM), también conocida como 

MIS (del inglés: Müllerian-inhibiting substance), secretada por las células de Sertoli, ii) testosterona, 

secretada por las células de Leydig y, iii) el factor de crecimiento tipo Insulina 3 (Insl3, del inglés: Insulin-

Like growth factor 3) [1,2]. Por el contrario, en el sexo femenino, ocurre la diferenciación y desarrollo de 

los conductos de Müller y la atrofia de los conductos de Wolf; a partir de los conductos de Muller se 

desarrollarán los órganos y tejidos del tracto reproductor femenino (TRF), y se caracteriza por la ausencia 

de las hormonas mencionadas y del gen Sry [5]. 

Antes del nacimiento, los conductos Müllerianos de la rata y del ratón son histológicamente 

indiferenciados y de apariencia homogénea, y consisten de un epitelio simple sostenido por un 

mesénquima indiferenciado [1,6,7]. Por otro lado, en las ovejas, en el DE90 se producen nódulos 

aglandulares que luego formarán las carúnculas, mientras que entre el DE135 y el DE150 comienzan a 

formarse invaginaciones superficiales, en el epitelio luminal (EL) intercaruncular, que darían lugar al 

desarrollo de las glándulas uterinas [8]. Los procesos de diferenciación y desarrollo antes mencionados 

son regulados por las interacciones epitelio-mesénquima [9,10], por la expresión de diversas moléculas 

señalizadoras y por diferentes factores de transcripción, como los que poseen regiones de homeodominio 

[1,11]. 
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2. Diferenciación organogenética posnatal uterina 

Al igual que otros órganos del TRF, el útero no se encuentra completamente desarrollado ni 

diferenciado al nacimiento en la mayoría de los mamíferos. El establecimiento de la histoarquitectura 

tejido-específica se completa posnatalmente en roedores, especies de interés zootécnico y en humanos [5]. 

El proceso de desarrollo posnatal establece el crecimiento y la morfogénesis radial que dan lugar a la 

histología tisular uterina: el endometrio, el miometrio y el perimetrio. Entre las diferentes especies, los 

eventos morfogenéticos comunes al desarrollo uterino son: i) organización y estratificación del estroma; 

ii) diferenciación y crecimiento del endometrio; y iii) el desarrollo de las glándulas uterinas [8]. El 

momento en el cual ocurren dichos eventos, difiere entre las distintas especies. En los roedores, el útero 

presenta un epitelio simple con un mesénquima indiferenciado y sin glándulas endometriales al 

nacimiento, y el proceso de máxima diferenciación del TRF ocurre durante las dos primeras semanas de 

vida posnatal [11,12]. En forma similar, en las ovejas el útero no se encuentra completamente desarrollado 

al nacimiento; sin embargo, la vagina, el cérvix y los oviductos presentan apariencia de estar 

histológicamente desarrollados [13]. En el humano, el útero al nacimiento se asemeja histológicamente al 

de un adulto, aunque menos desarrollado, sobre todo en relación a las glándulas endometriales, que son 

escasas y superficiales [1]. Asimismo, en el humano el desarrollo de las glándulas endometriales se inicia 

en el feto y se completa al alcanzar la pubertad, mientras que en roedores y en la oveja es un proceso que, 

aunque involucra diferentes etapas, es primordialmente posnatal y finaliza antes de la pubertad [8]. A 

continuación, se describen con más detalle las características del desarrollo posnatal uterino en roedores 

y corderas, que son los dos modelos animales que se utilizaron en el desarrollo de la presente tesis.  

2.1. Desarrollo posnatal uterino en roedores 

En los roedores, el TRF consiste en una vagina, un cérvix con dos canales independientes, dos 

cuernos uterinos, oviductos y ovarios. Como se ha mencionado anteriormente, el desarrollo y 

diferenciación uterina en los roedores ocurre en las primeras dos semanas de vida. En el ratón y la rata, 

desde el día posnatal (DPN) 0 al DPN5 se produce la diferenciación del mesénquima en estroma y 

miometrio, por interacción entre las células mesenquimáticas con las epiteliales [14]. Siendo el tejido 

mesenquimático el que especifica la identidad epitelial [9,10] 

Al momento de nacer, en el ratón, las células mesenquimáticas están indiferenciadas, se encuentran 

aleatoriamente ordenadas, y presentan inmunomarcación vimentina-positiva [15]. Como mencionamos, 

entre el DPN0 y el DPN5, el mesénquima comienza a diferenciarse en tres capas: una interna, una media 

✍ ✒✕✌ ✠✄✖✠✄✕✌✗ �✌ ✔✌✞✌ ☎✠✟✎✌ ✌✟�✒✎✠✄✠ ✒✕✌ ✂✄✎✠✕✖✌✔✎✁✕ ✔✎✄✔✒✡✌✄ ✍ ✝✠ ✖✂✄✕✌ �-actina de músculo liso ✂�-

SMA) positiva, dando origen al miometrio circular; mientras que la externa comienza a organizarse 
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longitudinalmente [15]. Alrededor del DPN10, la capa externa se ordena ✠✕ ✂✎✆✄✌✝ ✔✠✡✒✡✌✄✠✝ �-SMA-

positivas, formando el miometrio longitudinal. Entre las capas del miometrio circular y longitudinal, a 

partir del DPN5 se desarrolla la capa vascular [15].  

A partir del DPN5, comienzan las invaginaciones (budding) en el epitelio las cuales marcan el 

inicio del desarrollo glandular. Sin embargo, la génesis de las glándulas no se inicia hasta el DPN7 y 

DPN9 en el ratón y en la rata, respectivamente; momento el cual el budding es más evidente [5,16]. En la 

rata, desde el DPN9 hasta el DPN15 se produce la Tubulogenesis, resultando en el desarrollo de glándulas 

simples y tubulares [5,8]. Por último, a partir del DPN15, las glándulas comienzan a enrollarse y 

ramificarse (coiling y branching) ligeramente, proceso que finaliza en el PDN21; momento en el cual el 

útero adquiere una histología similar a la de un animal adulto [17].  

2.2. Desarrollo posnatal uterino en corderas 

En la oveja, así como en otros rumiantes, el TRF posee una vagina, un cérvix con un único canal 

cervical, y un útero bicorne con un pequeño cuerpo uterino común; además de los oviductos y ovarios. El 

útero histológicamente desarrollado presenta: un endometrio con regiones protuberantes y aglandulares 

denominadas carúnculas, regiones intercarunculares con un gran desarrollo glandular, y un miometrio con 

dos capas de músculo liso circular (o interna) y longitudinal (o externa) [13]. Como se mencionó 

previamente, la histología uterina en las ovejas no está completamente desarrollada al nacimiento, dado 

que durante los dos primeros meses de vida se produce el desarrollo de las glándulas, de los pliegues 

endometriales y, en menor medida, el crecimiento de las carúnculas y del miometrio [18]. El desarrollo 

de las glándulas desde el epitelio luminal hacia el miometrio involucra una serie de eventos coordinados 

que comienzan con el budding (o formación de invaginaciones) y la tubulogénesis, y se completa con el 

enrollamiento y la ramificación de las estructuras glandulares [8]. Se ha descripto el patrón de desarrollo 

temporal del útero ovino. Desde el nacimiento hasta el DPN7, se produce el budding, donde pueden 

observarse invaginaciones superficiales en el epitelio luminal de lo que serían las regiones 

intercarunculares [13]. Entre el DPN7 y el DPN14, se produce la proliferación y el crecimiento de las 

invaginaciones dentro del estroma, proceso denominado Tubulogenesis. Luego, desde el DPN14 al 

DPN28, se produce el Coiling and Branching (enrollamiento y ramificación) de las glándulas uterinas; y 

por último (del DPN28 al DPN56) ocurre el Branching morphogenesis o la ramificación de las estructuras 

glandulares (Figura 1A) [1,8]. En el DPN56, es el momento que se considera que la histología del útero 

ha completado su desarrollo, siendo idéntica a la que se observa en la oveja adulta. Sin embargo, es 

importante destacar que, similar a lo que ocurre con los roedores, la maduración final del útero no ocurre 

hasta la pubertad[1,8,19] o incluso durante la gestación [8,20]. 
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Es importante destacar que el tiempo en el que ocurren los procesos del desarrollo uterino difiere 

entre el humano y las diferentes especies de animales (por ejemplo: roedores, ungulados y primates), 

siendo estas diferencias muy marcadas en el estadio del desarrollo del útero al nacimiento (Figura 1B). El 

único proceso de desarrollo y diferenciación posnatal común a todas las especies de mamíferos es el 

proceso del desarrollo de glándulas endometriales o adenogénesis uterina [5]. En los humanos, al igual 

que en los animales de interés zootécnico, la adenogénesis involucra un marcado desarrollo de la 

estructura glandular a través de los procesos de coiling y branching; mientras que, en los roedores, las 

estructuras glandulares son más simples. Por lo tanto, debido a las similitudes con el humano, las especies 

de interés zootécnico proporcionan un modelo más atractivo para el estudio de los mecanismos 

involucrados en el desarrollo y la funcionalidad uterina. 

 

FIGURA 1: A) Representación esquemática de los principales eventos involucrados en el desarrollo 
morfogenético de las estructuras glandulares en diferentes órganos epitelio-mesenquimáticos. B) 
Comparación de los principales eventos que ocurren durante el proceso de adenogénesis uterina en la 
oveja, los roedores y el humano. Modificado de Gray y col. [8]. 
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3. Regulación de la diferenciación organogenética del tracto reproductor femenino 

3.1. Genes de la familia Wnt 

El control morfogenético está determinado por las interacciones epitelio-mesénquima del 

conducto Mülleriano o paramesonéfrico. Inicialmente, señales paracrinas procedentes de la expresión de 

moléculas específicas por el mesénquima, inducen la diferenciación de los epitelios oviductal, 

endometrial, cervical y vaginal [12]. Estudios de recombinación tisular han demostrado que, durante la 

etapa de diferenciación del tracto reproductor de la hembra, el epitelio mülleriano mantiene cierta 

plasticidad y es capaz de responder a señales inductivas del mesénquima [21]. 

Los genes Wnt (del inglés: Wingless-related MMTV integration site) son los homólogos en 

✠✠✄✖✠✆✄✌✟✂✝ ✟✠ ✡✂✝ ☎✠✕✠✝ ��✁✂✄☎✆✝✝✞ de Drosophila melanogaster, implicados en el establecimiento de 

patrones de polaridad de segmentos corporales durante la embriogénesis de la mosca [22]. En el humano 

y en los roedores, codifican para una familia de glicoproteínas secretadas que incluye al menos 19 

miembros con secuencias altamente conservadas, y que exhiben roles cruciales en la embriogénesis y en 

la proliferación y diferenciación celular [22,23]✗ �✌ ✠✟✌ ✟✠ ✝✠☞✌✡✎✠✌✔✎✁✕☛ ☎✠✟✎✌✟✌ ✞✂✄ ☎-catenina, y 

desencadenada por estas proteínas también es importante en las interacciones epitelio-mesénquima del 

conducto mülleriano.  

En los conductos paramesonéfricos, se expresan tres miembros de la familia Wnt, mientras que 

seis miembros de esta familia se expresan en el útero durante el desarrollo posnatal (Tabla 1). El gen 

Wnt5a se expresa en el mesénquima de los conductos paramesonéfricos en embriones de ratones hembra, 

y participa en la regulación de las interacciones epitelio-mesénquima [22,24]. La deleción del gen Wnt5a 

(Wnt5a-/-) produce cambios fenotípicos en el desarrollo del TRF; al nacimiento se observa el desarrollo 

del oviducto y útero, pero las estructuras posteriores (cérvix y vagina) se encuentran ausentes [25]. 

Asimismo, los ratones mutantes Wnt5a-/-, presentan elevadas tasas de mortalidad debido a fallas en el 

desarrollo anteroposterior del cuerpo [26]. Mericskay y col. [25] reportaron que los mutantes para el gen 

Wnt5a presentaban cuernos uterinos de menor longitud y con ausencia de glándulas endometriales. 

El gen Wnt7a se expresa en el epitelio de los conductos de Müller de animales murinos durante 

los DE12.5 a DE14.5 [27]. Mientras que Wnt7a deja de expresarse en machos, su expresión persiste en 

las hembras tanto en los conductos de Müller como en sus estructuras derivadas posteriores. Roedores 

knockout (KO) del gen Wnt7a (Wnt7a-/-) poseen un desarrollo inadecuado de los conductos de Müller y 

las hembras son infértiles. En las hembras, además, la diferenciación de conductos de Müller se ve 

impedida, observándose un desarrollo incompleto y alteración longitudinal de los oviductos y la parte 

superior del útero (los oviductos se parecen al útero, y el útero adquiere características histológicas 

similares a la vagina) [21]. Asimismo, se ha reportado que los úteros de los ratones Wnt7a-/- en la etapa 
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perinatal son hipoplásicos, y presentan un epitelio estratificado, ausencia de glándulas endometriales y 

miometrio desorganizado [21,28]. 

Tabla 1: Genes involucrados en el desarrollo pre- y posnatal del tracto reproductor femenino. 

Gen Expresión espaciotemporal Especie Referencia 

 Conducto Mülleriano Útero Neonatal   

Wnt2b  ES Oveja [29] 

Wnt4 MM ES Ratón, Oveja [22,29�31] 

Wnt5a EM, MM ES, EL Ratón, Oveja [22,25,29,32] 

Wnt7a EM EL Ratón, Oveja [29,30,33,34] 

Wnt7b  EL, EG Ratón [35] 

Wnt11  EL, EG Ratón, Oveja [29,35] 

Wnt16  ES Ratón [35] 

Fzd2  EL, EG, ES, M Oveja [29,36] 

Fzd6  EL, EG Ratón, Oveja [16,29,35] 

Fzd10  EL, EG Ratón [35] 

Ctnnb1 Todos los compartimentos Ratón, Oveja [29,37] 

Dkk2  ES, M Ratón [30] 

SFRP2  ES, ES caruncular Ratón, Oveja [29,38] 

Hoxa10 Eje antero-

posterior del MM 

ES Ratón [39] 

Hoxa11 ES Ratón [39] 

Foxa2  EG Ratón, Oveja [16,40,41] 

Wnt: Wingless-related MMTV integration site family members; Fzd: Frizzled family members; Ctnnb1: ✂-catenin; Dkk2: 

Dickkopf 2; SFRP2: Secreted frizzled-related protein 2; Hoxa: Homeobox A family members; Foxa2: Forkhead box A2. 

EM: epitelio del conducto mülleriano; MM: mesénquima del conducto mülleriano; EL: epitelio luminal; EG: epitelio glandular; 

ES: estroma subepitelial; M: miometrio. 

En la cordera neonatal, se expresan las moléculas Wnt5a, -7a y -11 en el epitelio luminal, y Wnt2b 

en el estroma uterino [29].  
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Los mecanismos de acción de los Wnt están mediados por los receptores de membrana frizzled 

(FZD). En los roedores se expresan FZD6 y FZD10 y en la oveja FZD2 y FZD6 [29,35]. Por otro lado, la 

actividad de los Wnt que regula el desarrollo glandular está limitada a áreas discretas del endometrio tanto 

en el ratón como en la oveja. Uno de los mecanismos regulatorios de la acción de los Wnt en el ratón es 

la proteína dickkopf 2 (Dkk2), que antagoniza la vía de señalización canónica [42]. Por otro lado, la 

inhibición de la adenogénesis en las carúnculas del útero de las corderas está mediada por la proteína 

secretada relacionada con FZD 2 (SFRP2; del inglés, secreted FZD-related protein 2), que inhibe la 

señalización Wnt en la región caruncular [29]. 

�✌ ✞✄✂✖✠✟✕✌ ☎-catenina, que se expresa en todas las células de los conductos paramesonéfricos y el 

útero (Tabla 1), posee un importante rol en la diferenciación embrionaria y es un mediador intracelular 

crítico de la vía de señalización canónica de Wnt [37]. �✟✠☎✆✝☛ ☎-catenina se encuentra en las uniones 

adherentes, y está involucrada en la regulación y coordinación de las adhesiones célula-célula [43]. La 

expresión normal favorece el desarrollo del útero, y durante la etapa posnatal, participa en el proceso de 

✌✟✠✕✂☎✁✕✠✝✎✝✗ ✂✒✖✌✔✎✂✕✠✝ ✠✕ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎-catenina producen un útero hipoplásico, inducen la 

formación de metaplasia escamosa en el epitelio luminal y la hiperplasia en el epitelio glandular (EG) 

[37], confirmando la importanc✎✌ ✟✠ ✡✌ ✠✟✌ ✟✠ ✝✠☞✌✡✎✠✌✔✎✁✕ �✕✖✄☎-catenina en el mantenimiento de la 

diferenciación epitelial del útero. 

3.2. Genes de la familia Hox 

La diferenciación del TRF está regulada, en parte, por una familia de genes denominados Hox (del 

inglés: Homeobox). Estos genes poseen una secuencia altamente conservada y compartida de 183-pb que 

codifica para un dominio de 61 aminoácidos, denominado homeodominio. En el humano y en el ratón, 

estos genes se encuentran agrupados en cuatro clusters separados: A, B, C y D, los que a su vez están 

compuestos por 9-13 genes. Los genes Hox codifican proteínas que actúan como factores de transcripción 

produciendo la activación o represión de genes reguladores [11]. 

La regulación morfogenética del TRF durante el desarrollo embrionario y posnatal es debido a la 

expresión de los genes: Hoxa9, Hoxa10, Hoxa11 y Hoxa13. El patrón lineal de expresión de estos genes 

presenta cambios temporales a lo largo del conducto paramesonéfrico murino, y con la diferenciación del 

TRF. Durante el periodo prenatal, el conducto paramesonéfrico del embrión en ratones es 

morfológicamente indiferenciado y homogéneo en apariencia; este estado indiferenciado se corresponde 

con un patrón uniforme de expresión de los genes Hoxa a lo largo del conducto paramesonéfrico entre el 

DE15 hasta el nacimiento [44]. Luego del nacimiento y hasta el día posnatal 14 (DPN14) donde el TRF 

murino alcanza su máximo grado de diferenciación, la expresión de los genes Hoxa se encuentra 

espacialmente restringida a lo largo del conducto. Se ha demostrado que, tanto en humanos como en 
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ratones, el gen Hoxa9 se expresa preferentemente en los oviductos, Hoxa10 en el útero, Hoxa11 en el 

útero y cérvix y Hoxa13 en la vagina [45]. En la figura 2, se muestra una representación esquemática de 

la expresión de los genes Hoxa a lo largo del conducto paramesonéfrico y el TRF. En ratones modificados 

genéticamente se ha observado que la alteración de este patrón de expresión produce cambios anatómicos 

significativos en la organización espacial del tracto reproductor [44]. Así, la interrupción en la expresión 

del gen Hoxa10 provoca que el 25% de la porción anterior del útero se transforme en oviducto, lo que 

conduce a anomalías reproductivas en la etapa adulta [46]. Además, Benson y col. [47] reportaron que la 

pérdida de función de Hoxa10 produce fallas en la implantación embrionaria y reabsorción embrionaria 

en el periodo posimplantatorio temprano. Por otro lado, Gendron y col. [48] reportaron que ratones 

Hoxa11-/- tienen alteraciones en el desarrollo y en la fertilidad. Los ratones deficientes de Hoxa11 tienen 

un menor grosor uterino, asociado con un menor desarrollo estromal y un reducido número de glándulas; 

estos cambios producen fallas en la producción de moléculas tróficas (histotrofos) de origen glandular y 

en la decidualización uterina [48]. Asimismo, Branford y col. [49] reportaron que ratones con mutaciones 

heterocigota para Hoxa10 no presentan alteraciones en el desarrollo uterino; sin embargo, observaron que 

los mutantes heterocigota para Hoxa11 tienen el mismo fenotipo que los mutantes homocigotas. Además, 

Branford y col. [49] reportaron alteraciones en la unión útero-tubárica y un menor desarrollo del estroma 

con una disminución en el número de glándulas, cuando evaluaron el útero de ratones doble mutante 

heterocigota (Hoxa10+/- Hoxa11+/-).  

 

FIGURA 2: Representación esquemática del dominio espacial de los genes HOX en el desarrollo del 

conducto paramesonéfrico humano. Modificado de Zanatta y col. [45]. 



INTRODUCCIÓN 

9 
 

3.3. Factor de transcripción Foxa2 

Los factores de transcripción del tipo forkhead box A (Foxa), que comprenden a Foxa1, -2 y -3, se 

encuentran involucrados en procesos de crecimiento, proliferación, diferenciación y longevidad celular 

en muchos tejidos y órganos [50]. En el útero de ratones, el único miembro de la familia que se expresa 

es Foxa2, cuya localización ha sido observada en glándulas nacientes, en desarrollo y diferenciadas. 

Resultados similares en el útero de la rata fueron reportados por Yamagami y col. [51]. Las mutaciones 

homocigotas de Foxa2-/- son letales; los fetos mueren en el E10 o E11, ya que presentan malformaciones 

en el notocordio, y los tubos neural y digestivo [52,53]. Para poder realizar estudios, se han desarrollado 

dos modelos de ratones con mutaciones condicionales para Foxa2. Uno es el mutante posnatal condicional 

PR-Cre:Foxa2, el cual resulta en la inhibición del desarrollo glandular uterino e infertilidad [40]. Por otro 

lado, para estudiar el rol de Foxa2 en la gestación, se realizó el KO condicional Ltf-Cre:Foxa2 [54]. 

Fenotípicamente, el útero de los animales Ltf-Cre:Foxa2 es morfológicamente normal, con presencia de 

glándulas, sin embargo no hay funcionalidad glandular y los ratones son infértiles [54]. En los ratones 

Ltf-Cre:Foxa2, la infertilidad se asocia a la ausencia de la expresión del factor inhibidor de leucemia (LIF; 

del inglés leukemia inhibitory factor), miembro de la superfamilia de la interleuquina 6, el cual es 

necesario para que se produzca la implantación del embrión [54]. 

La expresión de Foxa2 ha sido reportada en distintas especies animales, como ovejas, cerdas, vacas 

e inclusive se ha reportado su expresión en humanos [55�58].  

Se han establecido interacciones entre la expresión de Wnt5a y Wnt7a [25], los genes homeóticos 

Hoxa10 y Hoxa11 y del factor de transcripción Foxa2 (Figura 3). Por un lado, la expresión de Wnt7a es 

necesaria para la correcta organización del epitelio luminal y del miometrio, y para el patrón de 

crecimiento radial de las células mesenquimales. La expresión de Wnt7a es necesaria para mantener altos 

niveles de expresión de Wnt5a, Wnt4a, Hoxa10 y Hoxa11 en el estroma uterino. A su vez, las señales 

inducidas por la expresión de Wnt5a producirían una represión de Wnt7a en las invaginaciones del epitelio 

luminal. De acuerdo con los datos experimentales, esta caída en la expresión de Wnt7a sería necesaria 

para el correcto desarrollo de las glándulas endometriales. Asimismo, la expresión de Foxa2 es modulada 

por Wnt5a y Wnt7a, ya que se ha reportado que en modelos de ratones KO para estas moléculas, los cuales 

poseen úteros aglandulares, no hay expresión de Foxa2 [40]. Del mismo modo, Filant y Spencer [59] en 

un modelo de corderas con administración neonatal de altas dosis de progesterona, reportaron que el 

proceso de adenogénesis y la expresión de Foxa2 son inhibidas por el tratamiento. Villacorte y col. [60] 

reportaron que la regulación de la expresión de Foxa2 por los Wnt está ☎✠✟✎✌✟✌ ✌ ✖✄✌✠✁✝ ✟✠ ☎-catenina, 

evidenciado por estudios de inmunoprecipitación de la cromatina que demuestran la interacción entre ☎-

catenina y la región promotora de Foxa2. 



INTRODUCCIÓN 

10 
 

 

FIGURA 3: Representación esquemática de la interacción entre las moléculas Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, 
Hoxa10, Hoxa11 y Foxa2 en el útero murino. EL: epitelio luminal, Mio: miometrio. Modificado de 
Spencer y col. [1]. 

 

3.4. Receptores esteroideos 

Los esteroides ováricos estradiol (E2) y progesterona (P4), son reguladores claves del crecimiento, 

diferenciación y funciones fisiológicas de muchos tejidos, incluyendo el tracto reproductor. Estas 

hormonas ejercen su acción a través de sus receptores específicos, que forman parte de una superfamilia 

de receptores nucleares que actúan como factores de transcripción con capacidad de unión a ligandos 

naturales y sintéticos. Estos receptores, al unirse a su ligando específico, interaccionan con secuencias 

específicas del ADN altamente conservadas (en sus genes blanco) denominadas elementos de respuesta a 

hormona (del inglés: Hormone Response Element -HRE-), y traducen señales provenientes del medio 

ambiente extracelular, alterando la expresión génica de las células para así llevar a cabo la acción biológica 

de las hormonas [61]. 

Los receptores nucleares de hormonas esteroideas comparten similitudes estructurales y dominios 

funcionales clave (Figura 4). El dominio A/B en la región amino terminal contiene una función de 

activación (AF-1) que contribuye a la actividad transcripcional del receptor. Adyacente a él, se encuentra 

el dominio C o dominio de unión al ADN (DNA Binding Domain -DBD-), constituido por motivos de 

dedos de zinc responsables del reconocimiento y unión a los HRE, y en el dominio D los sitios de 

localización nuclear (Nuclear Localization Site -NLS-). Próximo a esta región y cerca del extremo 

carboxilo terminal, se localiza el dominio E o de unión a ligando (Ligand Binding Domain -LBD-) que 

contiene la función de transactivación 2 (AF-2) dependiente de la presencia del ligando y que puede 

interactuar con moléculas coactivadoras y correpresoras de la transcripción [62,63].  
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Al menos dos receptores de estrógenos (REs) se han estudiado en profundidad hasta la actualidad, 

✠✡ ✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ ✌✡✂✌ ✂✄✁�� ✍ ✆✠✖✌ ✂✄✁☎�☛ ✌✒✕�✒✠ ✝✠ ✔✂✕✂✔✠✕ ✎✝✂✂✂✄☎✌✝ ✟✠✡ ✄✁� ✟✠ ☎✠✕✂✄ ✞✠✝✂

molecular (Figura 4). Dos genes diferentes, ESR1 y ESR2, ubicados en distintos cromosomas codifican 

✞✌✄✌ ✄✁� ✍ ✄✁☎☛ respectivamente. Los DBD de ambos receptores comparten un 97% de similitud de 

secuencia. Por otro lado, los LBD comparten sólo un 60% de sus secuencias; sin embargo, las afinidades 

✌✡ ✂✄☎-estradiol para ambos receptores son similares [64]. El receptor de progesterona está codificado por 

un único gen en diversas especies, y su transcripción a partir de la activación de diferentes promotores 

origina dos isoformas, RP-A y RP-B (Figura 4) [65,66]. En el humano, la isoforma A posee 164 

aminoácidos en el extremo N-terminal menos que la isoforma B. Se han reportados otras isoformas, como 

la isoforma C, que contiene un DBD truncado; o las isoformas M y S cuyas funciones fisiológicas aún no 

se conocen en profundidad [67,68]. Asimismo, se han descubierto otros receptores de estrógenos y de 

progesterona, por ejemplo el GPER1 y el PGRMC1, que se localizan en la membrana celular y que en su 

conjunto se conocen como mER y mPR, respectivamente [63,69]. 

 

FIGURA 4: Representación esquemática de la familia de receptores de estrógenos (1) y progesterona 
(2). Se destacan en gris los dominios A/B que contienen el sitio de transactivación AF-1, en verde el 
DBD, en rosa el dominio D que contiene el sitio de localización nuclear, en azul el dominio E que 
contiene el LDB y el sitio de transactivación AF-2, en amarillo la región carboxilo terminal. En el caso 
de los mER y mPR, se muestran los dominios transmembrana en rojo y el dominio de unión hemo en 
verde claro (PGRMC1 y 2). Modificado de Peluso [63]. 

En las células, los receptores de las hormonas esteroides ováricas influyen sobre la transcripción 

génica y producen diversas respuestas celulares a través de dos grandes mecanismos. La vía genómica 

clásica involucra la interacción directa de los receptores con sus genes blanco. La unión de la hormona al 
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receptor induce un cambio conformacional que promueve la liberación de las chaperonas, la translocación 

al núcleo y su dimerización. Así el complejo hormona-receptor recluta coactivadores y se une a los HRE 

localizados en regiones regulatorias de genes blanco, también conocida como señalización genómica 

directa (Figura 5). El complejo hormona-receptor también puede reclutar a otros factores de transcripción, 

como AP1, SP1 o C/EBP-☎☛ ✍ ✄✠☎✒✡✌✄ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎✠✕✠✝ que carecen del HRE, denominada 

señalización genómica indirecta (Figura 5) [64,67]. La vía no clásica involucra la activación de vías de 

señalización en la membrana mediadas por protein-quinasas y segundos mensajeros, como las vías 

AMPc/PKA o -C, PI3K/PKB, o Ras/Raf/MAPK, que conducen a la activación de la transcripción 

(genómica) o al desarrollo de respuestas rápidas que no requieren transcripción ni síntesis proteica (no 

genómicas) [70]. En el primer caso, las proteínas quinasas pueden fosforilar y activar a los receptores 

esteroideos a partir de la unión de factores de crecimiento a sus receptores en la membrana celular (este 

mecan✎✝☎✂ ✝✠ ✟✠✕✂☎✎✕✌ ✖✌☎✆✎✁✕ �✠✟✌ ☎✠✕✁☎✎✔✌ ✎✕✟✠✞✠✕✟✎✠✕✖✠ ✟✠ ✡✎☎✌✕✟✂✝☛ ✟✠✆✎✟✂ ✌ �✒✠ ✝✠ ✞✄✂✟✒✔✠ ✠✕

ausencia de ligando) (Figura 5). Además, las hormonas esteroideas pueden unirse a los receptores de 

membrana y activar cascadas de quinasas que fosforilen factores de transcripción y modifiquen la 

transcripción de genes específicos (Figura 5). Luego de la unión de los esteroides sexuales a receptores 

de membrana, se producen segundo mensajeros tales como calcio intracelular, AMPc y óxido nítrico [70]. 

 

FIGURA 5: Representación esquemática de la vía clásica (1 y 2) y no clásica (3, 4 y 5) de acción 
�✁ ✂✄☎ ✁☎✆✁✝✄✞�✁☎ ☎✁✟✠✡✂✁☎ ☛☞✌-estradiol y progesterona, representados en el esquema a través de 
círculos amarillos. CoAc, coactivadores; F, Fos; FC, factor de crecimiento; FT, factor de 
transcripción; HRE, elemento de respuesta a hormona; J, Jun; RE, elemento de respuesta; RS, 
receptor de esteroide; SM, segundo mensajero. Modificado de Binder y col. [70]. 
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3.4.1. Receptor de estrógenos 

✁✡ ✄✁� ✠✝ ✡✌ ✂✂✄☎✌ ✞✄✠✟✂☎✎✕✌✕✖✠ ✍ ✠✡ ✞✄✎✕✔✎✞✌✡ ☎✠✟✎✌✟✂✄ ✟✠ ✡✂✝ ✠✂✠✔✖✂✝ ✟✠ ✡✂✝ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ ✠✕ el 

útero [71]✗ ✁✂✄ ✠✡ ✔✂✕✖✄✌✄✎✂☛ ✍ ✌ ✞✠✝✌✄ ✟✠ ✝✒ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✄✠✡✌✖✎✠✌☎✠✕✖✠ ✆✌✘✌ ✠✕ �✖✠✄✂☛ ✠✡ ✄✁☎ ✌✔✖�✌ ✔✂☎✂ ✒✕

modulador negativo de las acciones de los estrógenos. Distintos estudios han revelado que ratones 

mutantes para este gen exhiben una respuesta exacerbada a un tratamiento exógeno con E2 [72,73]. 

✁✕ ✄✂✠✟✂✄✠✝☛ ✡✌ ✎✕☎✒✕✂☎✌✄✔✌✔✎✁✕ ✞✌✄✌ ✠✡✄✁� comienza a observarse en las células mesenquimales 

del útero fetal en el E15, mientras que la expresión en el epitelio del conducto mülleriano comienza a 

observarse en la última etapa del período fetal [70,74]. En el DPN1, la inmunomarcación se localiza 

�✕✎✔✌☎✠✕✖✠ ✠✕ ✡✌✝ ✔✁✡✒✡✌✝ ☎✠✝✠✕�✒✎☎✆✖✎✔✌✝☎ ✡✒✠☎✂☛ ✟✌✔✎✌ ✠✡ ✁✁✞✂☛ ✠✡ ✄✁� ✡✌ ✎✕☎✒✕✂☎✌✄✔✌✔✎✁✕ ✌✒☎✠✕✖✌

en intensidad en el epitelio luminal y en el estroma subepitelial (ES) [75]. En el DPN21, en el epitelio 

luminal se mantienen niveles de expresión☛ ☎✎✠✕✖✄✌✝ �✒✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✠✡ ✠✝✖✄✂☎✌ ✟✎✝☎✎✕✒✍✠

ligeramente, respecto al DPN8; además, la inmunomarcación en el epitelio glandular es intensa [75]. 

Hacia el DPN35, los niveles de expresión aumentan en los epitelios (luminal y glandular) y en el estroma 

[75]. Por otro lado, se ✟✌ ✟✠✝✔✄✎✞✖✂ �✒✠ ✠✡ ✄✁☎ ✝✠ ✠✄✞✄✠✝✌ ✠✕ ✠✡ ✠✞✎✖✠✡✎✂ ✒✖✠✄✎✕✂ ✟✒✄✌✕✖✠ ✠✡ ✞✠✄✟✂✟✂ ✕✠✂✕✌✖✌✡☛

y que su expresión disminuye con la edad [72]. Aun considerando estos antecedentes, el desarrollo y la 

morfogénesis uterina es normal en ratones KO ✞✌✄✌ ✠✡ ✄✁� o ✞✌✄✌ ✠✡ ✄✁☎ [71]. Estudios de recombinación 

✖✎✝✒✡✌✄ ✟✌✕ ✟✠☎✂✝✖✄✌✟✂ �✒✠ ✡✌ ✟✎✂✠✄✠✕✔✎✌✔✎✁✕ ✟✠✡ ✠✞✎✖✠✡✎✂ ✒✖✠✄✎✕✂ ✠✝ ✎✕✟✠✞✠✕✟✎✠✕✖✠ ✟✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁�

en el estroma [10]. Asimismo, distintos trabajos han revelado que, a diferencia de lo que sucede en el 

adulto, la proliferación de las células uterinas epiteliales y estromales es independiente de la acción del E2 

[76] ✍ ✟✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✕✠✂✕✌✖✂✝ [77]. Del mismo modo, se ha descripto que el proceso de 

adenogénesis ocurre normalmente en el útero de ratones deficien✖✠✝ ✞✌✄✌ ✠✡ ✄✁� [77].  

En la oveja, la expresión del receptor en el endometrio se observa a partir del DPN1 y se 

incrementa hasta el DPN56 [13]. �✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� se localiza en el epitelio luminal a partir del DPN1, 

con una intensidad de marcación débil, y se mantiene invariante hasta el DPN42, para luego disminuir 

ligeramente su expresión hacia el DPN56 [13]. En el DPN7, ✔✂☎✎✠✕✠✌ ✌ ✠✄✞✄✠✝✌✄✝✠ ✠✡ ✄✁� ✠✕ ✠✡ epitelio 

glandular, alcanzando una inmunomarcación intensa entre el DPN14 y el DPN56. En el estroma 

subepitelial, la inmunomarcación es débil entre el DPN1 y el DPN14, y aumenta su expresión entre el 

DPN21 y el DPN56 [13]. El desarrollo posnatal uterino depende de la expresión del RE�☛ y la inhibición 

de los efectos del receptor disminuye el desarrollo de las glándulas endometriales [18].  

Es importante destacar que, aunque el desarrollo uterino ocurre independientemente de la unión 

ligando-receptor, tanto en roedores como en corderas, la presencia de los REs en etapas tempranas de la 
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vida hace que el útero y otros órganos del sistema reproductor femenino sean sensibles a la presencia de 

hormonas y compuestos con actividad hormonal [1]. 

3.4.2. Receptor de progesterona 

� ✟✎✂✠✄✠✕✔✎✌ ✟✠ ✡✂ �✒✠ ✂✔✒✄✄✠ ✔✂✕ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✟✒✄ante el período fetal en roedores, tanto 

las células uterinas mesenquimales como epiteliales son negativas para el RP durante este período. La 

expresión del RP comienza a detectarse en el epitelio uterino luego del nacimiento (DPN3-5), mientras 

que la expresión en el estroma subepitelial ocurre luego del DPN12 [75,78]. Los niveles de expresión del 

RP en ambos compartimentos uterinos, aumenta con la edad [75,78]. En forma similar a lo que sucede en 

✡✂✝ ✄✌✖✂✕✠✝☎✒✖✌✕✖✠✝ ✞✌✄✌ ✠✡✄✁�☛ ✄✌✖✂✕✠✝ ✟✠✂✎✔✎✠✕✖✠✝ ✞✌✄✌ ✠✡✄✁ ✠✄✟✎✆✠✕ ✒✕✌ ✠☎✆✄✎✂☎✁✕✠✝✎✝ ✍ ✒✕ desarrollo 

uterino posnatal normal [79]. Estudios de recombinación tisular demostraron que la diferenciación del 

epitelio uterino es independiente de la expresión del RP en el estroma [10].  

En la oveja, la expresión del receptor de progesterona comienza en el DPN1, y en los epitelios 

luminal y glandular se incrementa paulatinamente hasta el DPN56, mientras que la expresión en el estroma 

subepitelial permanece prácticamente sin variación a lo largo de las 8 semanas posnatales [13]. Asimismo, 

se ha reportado que la exposición a E2 y a compuestos con actividad estrogénica durante el período 

neonatal es capaz de modular la expresión del RP en el neonato [78,80].  

Como se ha mencionado, el microambiente hormonal durante el período de morfogénesis uterina 

es crucial ya que una serie compleja de interacciones entre los receptores hormonales y moléculas de 

señalización específicas programará a las células uterinas para responder apropiadamente a señales 

hormonales durante la vida adulta. Una activación inadecuada de las vías de señalización que regulan los 

procesos de diferenciación y desarrollo puede afectar los programas organizacionales, alterar las vías 

normales de desarrollo e inducir cambios permanentes en la estructura y/o función uterina, con posibles 

problemas reproductivos a largo plazo [81�83]. 

4. Compuestos químicos que contaminan el ambiente y que afectarían la fertilidad  

4.1. Perturbadores endocrinos y pesticidas 

En las últimas décadas, uno de los principales focos de interés científico a nivel internacional 

refiere a las consecuencias adversas sobre la salud humana y animal causadas por la exposición a un grupo 

de compuestos químicos naturales o sintéticos que contaminan el medio ambiente y que se caracterizan 

por interferir con la actividad de eventos regulados hormonalmente, denominados perturbadores 

endócrinos (PE) o, en inglés: endocrine disrupting chemicals (EDCs). La Agencia de Protección 

Ambiental de los Estados Unidos (EPA, del inglés Environmental Protection Agency of the United States) 

✟✠✂✎✕✠ ✌ ✡✂✝ ✁✁ ✔✂☎✂ ��☎✠✕✖✠✝ ✠✄✁☎✠✕✂✝ �✒✠ ✎✕✖✠✄✂✎✠✄✠✕ ✔✂✕ ✡✌ ✝✟✕✖✠✝✎✝☛ ✝✠✔✄✠✔✎✁✕☛ ✖✄✌✕✝✞✂✄✖✠☛ ✒✕✎✁✕ ✌
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receptores, acción o degradación de las hormonas endógenas, responsables del mantenimiento de la 

✟✂☎✠✂✝✖✌✝✎✝☛ ✄✠✞✄✂✟✒✔✔✎✁✕☛ ✟✠✝✌✄✄✂✡✡✂☛ ✍✄✂ ✔✂✕✟✒✔✖✌✝ (https://www.epa.gov/). Por otro lado, la Endocrine 

Society define a los PE como químicos, o mezclas de químicos, exógenos que pueden interferir con 

cualquier aspecto de la acción hormonal [84]. Los compuestos pueden o no poseer una estructura química 

similar a la de las hormonas esteroides naturales; sin embargo, muchos de ellos han demostrado tener 

actividad estrogénica, por lo que han sido denominados xenoestrógenos [85]. 

Uno de los compuestos más estudiados debido a su actividad como PE, es el dietilstilbestrol (DES). 

Este compuesto fue empleado a partir del año 1940, con el fin de evitar complicaciones en el embarazo y 

abortos espontáneos, y fue prohibido en la década de ✡✂✝ �70 debido a los crecientes reportes de anomalías 

ginecológicas, incluyendo el desarrollo de cáncer en el TRF de las hijas de las mujeres tratadas con DES 

[81]. Otras patologías no reproductivas han sido asociadas al tratamiento prenatal con DES, tales como 

ansiedad, depresión o desórdenes alimentarios [86]. 

También los pesticidas son una importante fuente de contaminación del ambiente, entre ellos, el 

dicloro-difenil-tricloroetano o DDT, ha sido uno de los primeros en llamar la atención por sus efectos 

nocivos en aves y humanos. Esto último fue resaltado y presentado a la opinión pública en la publicación 

del libro Primavera Silenciosa (1962) de Rachel Carson. Sin embargo, dentro de los estudios de los 

pesticidas, muchos de los reportes evalúan la toxicidad de los compuestos generalmente empleando 

modelos de exposición aguda, siendo que la actividad de PE debe investigarse usando bajas dosis y en 

experimentos a largo plazo [87]. Existen aproximadamente unos 105 pesticidas que podrían ser 

clasificados como PE, de los cuales 31% son fungicidas, 21% como herbicidas y 46% como insecticidas 

[88]; y aunque algunos han sido prohibidos hace muchos años, todavía pueden encontrarse en el ambiente 

como el DDT, la atrazina o el endosulfán [89�91]. Además, algunos de ellos (DDT, endosulfán, entre 

otros) han sido catalogados como Contaminantes Orgánicos Persistentes (POPs; del inglés, Persistent 

Organic Pollutants) por su capacidad de bioacumulación y biomagnificación a lo largo de la cadena 

trófica debido, principalmente, a su baja degradación [92]. Es importante mencionar que el endosulfán, 

por ejemplo, fue uno de los insecticidas más empleados en Argentina, siendo el segundo insecticida más 

empleado en el país en el año 2010 [93]. Otro pesticida son los herbicidas a base de glifosato (HBG), 

empleados actualmente en grandes cantidades a nivel mundial y es el más empleado en Argentina [94]. 

Aunque los HBG están clasificados como no persistentes, de acuerdo con las prácticas actuales donde las 

tasas de aplicación son mayores que las de disipación, se estima que los HBG podrían considerarse como 

�✞✝✠✒✟✂-✞✠✄✝✎✝✖✠✕✖✠✝✝ [95]. En la presente tesis, se reportan los efectos de dos de los agroquímicos más 

utilizados en Argentina en las últimas décadas, los HBGs y el endosulfán. 
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4.2. Endosulfán 

El endosulfán es un insecticida y acaricida organoclorado de amplio espectro cuyo primer uso se 

remonta al año 1954 en los Estados Unidos para controlar plagas de insectos y ácaros en cultivos agrícolas 

[96]. En Argentina, como se mencionó previamente, fue el segundo insecticida más empleado del año 

2010 con una cantidad de 5,3 millones de L/Kg de producto [93]. Se ha empleado en una gran variedad 

de cultivos comestibles: frutas y vegetales, cereales, maíz y oleaginosas, papa, té y café; además de 

emplearse en cultivos no comestibles, como algodón y tabaco [97]. El endosulfán de grado técnico se 

compone por dos estereoisómeros, endosulfán-� ✍ ✠✕✟✂✝✒✡✂✆✕-☎☛ ✠✕ ✔✂✕✔✠✕✖✄✌✔✎✂✕✠✝ ✟✠ ✌✞✄✂✄✎☎✌✟✌☎✠✕✖✠

70% y 30%, respectivamente [96]✗ ✑✠ ✟✌ ✠✝✖✌✆✡✠✔✎✟✂ �✒✠ ✠✡ ✎✝✁☎✠✄✂ � ✠✝ ✖res veces más tóxico que el 

isómero beta [97]. Ambos isómeros tienen la particularidad de bioacumularse y biomagnificarse en la 

cadena trófica y de persistir por varios años en el suelo y el agua [97�99]. Se ha postulado que los 

alimentos contaminados con residuos de endosulfán son la principal fuente de exposición de los animales 

y el hombre [97]. A causa de su alta toxicidad y su alto potencial de bioacumulación y contaminación 

ambiental, desde hace algunos años fue incluido en la lista de POPs en la Convención de Estocolmo del 

2011 (www.pops.int). Actualmente, se encuentra prohibido en muchos países; sin embargo, se sigue 

empleando y comercializando en Brasil, India, China, Corea del Sur e Israel [100]. En nuestro país, este 

compuesto se encuentra prohibido desde 2013 (SENASA, Resol. 511/11).  

El endosulfán ha sido detectado en muestras de suelo y agua [101�103], la biota y vida silvestre 

[104,105]. Asimismo, existen estudios que han descripto la presencia de endosulfán y sus metabolitos en 

anfibios [106], aves [107], reptiles [105,108] y en fluidos y tejidos humanos. En el humano, se han 

detectado niveles de endosulfán en tejido adiposo de glándula mamaria [109], suero [110,111], semen 

[112], como también en tejido adiposo, sangre de cordón umbilical, leche materna y placenta [113�115]. 

Debido a su naturaleza lipofílica, los compuestos organoclorados, como el endosulfán, se depositan en el 

tejido adiposo y pueden ser transferidos al feto a través de la placenta durante la gestación y al recién 

nacido durante la lactancia [113,115]. En niños y adolescentes (de 10 a 19 años) se detectó un aumento 

de la LH sérica en habitantes con alta exposición a este agroquímico [96]. Niveles elevados de endosulfán, 

entre otros pesticidas organoclorados, fueron determinados en sangre materna y de cordón umbilical en 

mujeres con embarazos pretérmino de la India [116].  

4.2.1. Efectos del endosulfán sobre la reproducción y el desarrollo 

En estudios in vitro se reportó que el endosulfán incrementa la expresión de factores 

antiproliferativos e induce apoptosis de células endoteliales de vena de cordón umbilical humano 

[117,118]. Por otro lado, en estudios in vivo demostraron que el endosulfán produce daño al tejido vascular 
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e incrementa el riesgo de enfermedades cardiovasculares [118,119]. Mediante estudios in vitro e in vivo 

también se ha reportado al endosulfán como neurotóxico [120�122].  

Efectos adversos permanentes en el desarrollo y la salud reproductiva de machos y hembras han 

sido descriptos por diversos autores [116,123�125]. Estudios in vitro con líneas celulares señalan al 

endosulfán como un agonista de la acción de los estrógenos. Soto y col. [126] demostraron que endosulfán 

presenta actividad estrogénica en la línea celular de cáncer mamario humano MCF-7 [126]. Asimismo, se 

ha reportado su actividad antiandrogénica [127,128] y su efecto inhibitorio sobre la actividad de la 

aromatasa [129]. 

Estudios in vivo también han demostrado efectos nocivos del endosulfán sobre el desarrollo y la 

salud reproductiva. Sinha y col. [130] evaluaron los efectos del endosulfán en un modelo de ratas macho 

de la cepa Druckey, que fueron expuestos a endosulfán por vía oral en dosis de 2,5, 5,0 o 10,0 mg/kg de 

peso corporal (kg-pc), 5 días a la semana, desde el DPN21 al DPN90. En dicho trabajo, se observó que la 

exposición a endosulfán reduce la producción diaria de esperma, el número de espermatozoides y de 

espermátidas, y aumenta el porcentaje de espermatozoides anormales de manera dosis-dependiente [130]. 

Resultados similares fueron observados en animales expuestos a endosulfán in utero [131]. También se 

estudiaron los efectos de la exposición perinatal a endosulfán sobre el desarrollo del tracto reproductor de 

ratas macho y hembra. Se observó una disminución de los niveles séricos de testosterona y estradiol, como 

también una reducción del peso de los testículos, próstata, vesículas seminales, ovario, oviducto y útero 

[132]. Sin embargo, como se mencionó previamente, éste y otros trabajos utilizaron dosis elevadas (del 

orden de los mg/kg-pc) en sus trabajos [123,125,132,133], no relacionadas con las descriptas en el medio 

ambiente. 

Un estudio realizado en peces cebra (Danio rerio� ✌✟✒✡✖✂✝☛ ✟✠☎✂✝✖✄✁ �✒✠ ✠✡ ✖✄✌✖✌☎✎✠✕✖✂ ✔✂✕ ☎-

endosulfán altera la tasa de eclosión, y la morfología testicular y ovárica [134]. Por otro lado, basados en 

diversos estudios en animales, se estableció que la dosis más alta de endosulfán a la cual no se observan 

efectos (NOEL) es de 600 µg/kg/día [135]. La dosis de referencia (RfD) y la ingesta diaria admisible 

(ADI) fueron establecidas por diferentes organismos reguladores como 100 veces menor que NOEL (6 

µg/kg/día) para considerar variaciones inter- e intra-especies [135,136]. En un modelo de exposición in 

utero a 30 µg/kg-pc de endosulfán se observaron en las madres alteraciones bioquímicas e histológicas, 

entre ellas, la degeneración de folículos del ovario, como también alteraciones histológicas en hígado y 

bazo tanto en madres como en crías [137]. En un trabajo previo de nuestro laboratorio, utilizando un 

modelo de rata adulta ovariectomizada, se demostró que el endosulfán actúa como un PE que imita la 

acción de los estrógenos a dosis similares a la RfD y NOEL [138]. Estos resultados generan preocupación 

sobre los potenciales efectos adversos de este pesticida en el desarrollo y la función del tracto reproductor 

femenino, en dosis ✆✌✘✌✝ �ambientalmente relevantes✝. Asimismo, estudios previos de nuestro grupo han 
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demostrado que la exposición posnatal temprana a bajas dosis de endosulfán alteró la expresión de 

proteínas involucradas en el desarrollo y la diferenciación uterina en ratas prepuberales [75,139], e indujo 

fallas en la implantación alterando el crecimiento y diferenciación endometrial en el período pre 

implantatorio [140]. Milesi y col. [141] comunicaron que las fallas en la implantación inducidas por la 

✠✄✞✂✝✎✔✎✁✕ ✕✠✂✕✌✖✌✡ ✌ ✠✕✟✂✝✒✡✂✆✕☛ ✠✝✖✌✄✟✌✕ ✌✝✂✔✎✌✟✌✝ ✔✂✕ ☎✂✟✎✂✎✔✌✔✎✂✕✠✝ ✠✞✎☎✠✕✁✖✎✔✌✝ ✟✠✡ ✄✁� ✍ ✡✌

alteración de genes downstream que regulan la implantación del embrión de rata. 

4.3. Herbicidas a base de glifosato 

Los HBGs, o formulaciones de herbicidas que contienen glifosato (N-fosfonometil glicina) como 

principio activo, representan aproximadamente el 80% del mercado en nuestro país [142]. Estas 

formulaciones presentan un amplio espectro de acción (no selectivo) y se utilizan para erradicar las 

malezas en áreas agrícolas (antes y después de la siembra), para la desecación química precosecha y para 

eliminar malezas poscosecha [94]. Además, los HBGs son empleados en hogares y en espacios públicos, 

como así también para el control de la flora acuática [143]. Se estima que la utilización de los HBGs se 

ha incrementado ✆100 veces a nivel mundial entre 1974 y 2014, con un aumento abrupto luego de la 

aparición de cultivos genéticamente modificados ✌ ☎✠✟✎✌✟✂✝ ✟✠ ✡✂✝ �✁✂ que son tolerantes al herbicida 

(como soja, maíz y algodón), y la consecuente expansión de las áreas sembradas tanto en nuestro país 

como en el resto del mundo [94,144]. La aparición de malezas resistentes a los HBGs, debido a su 

indiscriminado uso, derivó en el aumento de las dosis y el número de aplicaciones del producto [145]. 

Las concentraciones medioambientales de glifosato y su principal metabolito, el ácido 

aminometilfosfónico o AMPA, han sido evaluadas en diferentes matrices que rodean las principales áreas 

de producción de la Argentina. Los datos revelaron la presencia de glifosato y AMPA en el agua y 

sedimentos de ríos, arroyos y lagunas de áreas rurales y suburbanas en las provincias de Buenos Aires 

[146�148], Santa Fe [149], Córdoba [150] y Entre Ríos [95,149]. En la provincia de Buenos Aires, las 

mayores concentraciones de glifosato en agua fueron de 700 µg/L [147], y en sedimentos de ríos de las 

provincias de Córdoba y Entre Ríos lo mayores niveles de glifosato reportados fueron de 2,15 y 3,29 

mg/kg, respectivamente [95,149,150]. Asimismo, se detectaron niveles elevados de glifosato y AMPA de 

hasta 3,89 y 5,0 mg/kg en muestras de suelo de pueblos rurales y de campos destinados a la agricultura 

de manera prácticamente ubicua [95,147,151]. Incluso, se detectaron niveles de glifosato y AMPA en el 

polvo derivado de la erosión de campos de la provincia de La Pampa un año después de la última 

aplicación del herbicida [152], poniendo en evidencia que una potencial fuente de contaminación aérea 

podría ser el polvo proveniente de regiones donde se aplica glifosato. Residuos de glifosato y AMPA 

también fueron detectados en productos para consumo humano y animal, como en fórmulas alimenticias 

a base de soja para niños, en agua envasada o en alimentos para perros [153�157]. Arregui y col. [158] 
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describen niveles de glifosato con valores entre 0,1-1,8 y 1,9-4,4 mg/kg en semillas y otras partes de la 

planta de soja transgénica, respectivamente, en muestras provenientes de campos de las provincias de 

Santa Fe y Salta (Argentina). Por otro lado, se han reportado muestras con residuos de glifosato cuyos 

valores medios y máximos fueron de 31,7 y de 72,8 mg/kg, respectivamente, superando el límite máximo 

permitido para alimentos establecido en 20 mg/kg tanto por SENASA (www.senasa.gob.ar) como por 

normativas internacionales [159].  

Estudios de biomonitoreo han reportado la presencia de glifosato en la orina de individuos que 

habitan en áreas tanto urbanas como rurales de diferentes partes del mundo [160�164]. Un estudio 

realizado en mujeres embarazadas en Indiana (Estados Unidos), observó una correlación positiva entre 

los niveles de glifosato en orina y su residencia en zonas rurales [165]. Otro estudio reportó niveles de 

glifosato en el suero de mujeres embarazadas y en sangre de cordón umbilical con valores en el rango de 

0,2 - 189,1 ng/mL y 0,2 -94,9 ng/mL, respectivamente. Los niveles de glifosato se asociaron a factores de 

ocupación laboral (agricultoras) o a familiares que practicaban la agricultura, o a la residencia próxima a 

zonas de cultivos [166]. En conjunto, estas evidencias sugieren que existe un riesgo de exposición 

ambiental y ocupacional a glifosato tanto a nivel local como mundial, lo que ha despertado el interés y la 

preocupación por conocer sus efectos sobre la salud humana y de los animales. 

4.3.1. Efectos de herbicidas a base de glifosato sobre la reproducción y el desarrollo 

Los efectos en el desarrollo y la salud reproductiva del glifosato y sus formulaciones comerciales 

han despertado gran preocupación. Las formulaciones se comercializan como mezclas que contienen 

glifosato y diferentes co-formulantes (disolventes, agentes penetrantes, conservantes y tensioactivos) que, 

en muchos casos, son de identidad y proporción desconocida ya que se considera información comercial 

confidencial [167]. Los estudios que compararon los efectos de los HBGs, sus co-formulantes y glifosato 

grado técnico han demostrado que los HBGs son más tóxicos que el ingrediente activo solo (glifosato), lo 

que sugiere que los co-formulantes también deben considerarse como una fuente de toxicidad [168�170]. 

Actualmente, existe gran controversia con relación a si los efectos adversos son causados por el glifosato 

o las formulaciones. Es importante destacar que los ensayos realizados, por las agencias regulatorias, para 

establecer la seguridad de los HBG se realizan empleando el ingrediente activo (glifosato). Por lo tanto, 

los resultados de estos ensayos pueden subestimar los efectos adversos de los formulados, que son los 

empleados para el control de las malezas y son los que contaminan el ambiente [144]. 

Estudios in vitro han demostrado efectos tóxicos a bajas dosis de un HBG en células relacionadas 

con órganos de la reproducción tales como células embrionarias, de placenta y de Sértoli [171�173]. Entre 

los diferentes efectos se pueden mencionar la inhibición de la enzima aromatasa y otras alteraciones en el 
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proceso de esteroidogénesis [169,172,174], incremento de la proliferación celular [175,176], y apoptosis 

o necrosis [177�179]. Los estudios in vitro e in vivo, evaluando distintos tejidos hormono-dependientes 

como testículo, ovario, útero y glándula mamaria, han documentado diversos efectos inducidos por 

glifosato y sus formulaciones que indicarían una posible actividad como PE [170,174,180�182]. Sin 

embargo, la EPA comunicó que el glifosato no presenta propiedades de un compuesto con actividad de 

PE, puesto que no se han detectado evidencias de una posible interacción con las vías de señalización del 

sistema endócrino [183]. Por lo tanto, a pesar de un creciente número de evidencias sobre los efectos 

adversos, para los organismos de control el glifosato continúa siendo de potencial tóxico y mecanismo de 

acción incierto. 

Los estudios en modelos animales han demostrado que la exposición a formulaciones que 

contienen glifosato durante períodos del desarrollo durante la gestación, la lactancia y la etapa prepuberal, 

induce efectos adversos en el sistema reproductivo de ratas macho [184�186]. Estos efectos se 

manifestaron en el período puberal y en el organismo adulto, e incluyeron: disminución en el número de 

espermatozoides y en la producción diaria de esperma, incremento en el porcentaje de espermatozoides 

anormales, y disminución de los niveles de testosterona en suero [185�187]. En un trabajo realizado en 

nuestro laboratorio, la exposición posnatal a un HBG provocó un adelantamiento en el desarrollo de la 

glándula mamaria de ratas macho, que estuvo acompañado por un aumento en las estructuras terminales 

altamente proliferativas (terminal end buds), y un incremento en la proliferación celular y en la expresión 

✟✠✡ ✄✁� [182]. Un estudio piloto realizado por el Instituto Ramazzini (Bolonia, Italia) diseñaron un 

modelo para evaluar los efectos que produce la exposición de ratas Sprague-Dawley, desde el día 

gestacional (DG) 6 hasta el PND120, a una dosis de 1,75 mg/kg-pc/día de glifosato puro o formulado 

(Roundup Bioflow®) [188]. En los animales expuestos al HBG, los investigadores describieron una 

mayor distancia ano-genital en DPN4, independientemente del sexo, y una demora en la edad a la cual las 

hembras comenzaban con su ciclo estral [189]. Además, reportaron que luego de 6 semanas de exposición, 

la exposición a glifosato produce un aumento de la TSH y una disminución de la relación testosterona 

libre vs. total (fT/tT); mientras que Roundup® incrementó los niveles circulantes del factor neurotrófico 

derivado de cerebro (BDNF) y de estradiol libre [189]. Asimismo, Manservisi y col. [189] reportaron una 

✟✎✝☎✎✕✒✔✎✁✕ ✟✠ ✡✌ ✄✠✡✌✔✎✁✕ ✁�-dihidrotestosterona (DHT) vs. testosterona total en ambos sexos; mientras 

que en machos detectaron una disminución de DHT y de la fT/tT junto con un incremento de TSH, y en 

hembras observaron un aumento en la tT y en la relación tT/SHBG [189]. 

Varayoud y col. [181] investigaron la actividad estrogénica de una formulación de un herbicida a 

base de glifosato utilizando un modelo in vivo, describiendo modificaciones en la regulación de genes 

estrógeno-sensibles, similares a los cambios inducido✝ ✞✂✄ ✂✄☎-estradiol en dosis bajas no uterotrópicas 
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[181]. Otros trabajos de nuestro laboratorio han publicado los efectos sobre el desarrollo y la 

diferenciación uterina de la rata. Guerrero Schimpf y col. [190] realizaron una exposición neonatal (cada 

48 h, desde el DPN1 al DPN7) vía subcutánea a 2 mg/kg-pc/día de un HBG alterando el desarrollo uterino 

en las etapas neonatal (PND8) y prepuberal (PND21). En el DPN8, los autores observaron un aumento de 

la incidencia de hiperplasia luminal del endometrio, junto con un incremento en la proliferación celular 

del epitelio luminal y del estroma subepitelial. También observaron �✒✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✌✒☎✠✕✖ó en 

el estroma uterino, el RP en el EL y el ES, y Hoxa10 en el miometrio en el DPN8. Por otro lado, en el 

DPN21 dismi✕✒✍✁ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✠✡ ✁� e incrementó la expresión del RP en el ES. Respecto a 

Hoxa10, observaron una mayor expresión en el ES, y de Wnt7a en el EG y el ES en el DPN21. En otra 

publicación, Ingaramo y col. [191], comunicamos una mayor expresión de Wnt5a en el EL en DPN8 y en 

✠✡ ✁✑ ✠✕ ✁✁✞✁✂☎☎✎✠✕✖✄✌✝ �✒✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎-catenina en el EL en DPN8, mayor en el ES y menor en 

DPN21. Todos estos resultados demuestran efectos a corto plazo de la exposición neonatal a un HBG 

sobre moléculas que regulan el normal desarrollo del útero en la rata. 

Empleando un modelo similar, en ratas hembra expuestas a 2 mg/kg-pc de HBG (desde el DPN1 

al 7) se investigó la aptitud reproductiva. Se observó que la exposición al HBG aumentó el porcentaje de 

pérdidas posimplantatorias en el DG19. Estos efectos se atribuyeron a fallas en la decidualización debido 

a que se demostró ✒✕✌ ✟✎✝☎✎✕✒✔✎✁✕ ✟✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✠✡ ✁✂ ✟✠ ✡✌ ✠✂✕✌ ☎✠✝✂☎✠✖✄✎✌✡ ✍ ✟✠ ✡✌

expresión del RP en la zona antimesometrial y en los EL y EG de la región mesometrial en el DG9 [192]. 

También se observó una disminución en la expresión de Hoxa10 en el ES de la región mesometrial, junto 

con una menor expresión de los genes COUP-TFII y Bmp2 [192]. Posteriormente, reportamos que los 

animales expuestos al HBG presentaban una disminución en la expresión de Wnt5a y Wnt7a en la zona 

antimesometrial y en el EL de la mesometrial, respectivamente. Además, la expresión de Dkk1 aumentó, 

mientras que la de sFRP4 disminuyó en los animales expuestos al HBG [191]. Todos estos efectos 

adversos de la exposición neonatal a un HBG sobre la decidualización, podrían deberse tanto a cambios 

en la vía RP/COUP-TFII/Bmp2 como a los observados en la vía Wnt [191,192]. 

Aunque la exposición neonatal por vía subcutánea ha sido muy valiosa para reportar los efectos 

de diferentes PE sobre el desarrollo y la salud reproductiva [140,193�195], existen controversias sobre 

los efectos reportados por dicha vía de exposición, ya que la mayor probabilidad de exposición natural a 

glifosato y sus formulados ocurriría por vía oral. Teniendo esto último en consideración, Milesi y col. 

[196,197] diseñaron un modelo de exposición oral a un HBG en ratas gestantes desde el DG9 (in utero) 

hasta el DPN21 (destete), en la F1 observaron que el tratamiento alteró su aptitud reproductiva 

evidenciando una disminución significativa en el número de sitios de implantación. Las alteraciones 

reproductivas en el período peri-implantatorio, estarían relacionadas al incremento en la expresión del gen 



INTRODUCCIÓN 

22 
 

✟✠✡ ✄✁� ✍ a alteraciones epigenéticas en el promotor de dicho gen [198]. Además, las crías (F2) nacidas 

de la F1 que había sido expuesta al HBG durante su desarrollo fetal, presentaron un retraso del desarrollo, 

menor peso y longitud fetal y mayores pesos de las placentas [196,197]. En las F2, también se observó 

una mayor incidencia de anomalías congénitas [196,197]. 

 

Los daños ambientales (causados por la exposición a PE, infecciones, entre otros), así como 

restricciones nutricionales, ocurridos durante el desarrollo fetal/neonatal se observó que pueden aumentar 

la susceptibilidad a contraer diversas patologías cuando el individuo es adulto [199]. Basados en estas 

últimas observaciones se estableció la hipótesis sobre el �developmental origins of health and disease 

(DOHaD)✝ ✂✠✡ ✂✄✎☎✠✕ ✟✒✄✌✕✖✠ ✠✡ ✟✠✝✌✄✄✂✡✡✂ ✟✠ ✡✌ ✝✌✡✒✟ ✍ ✡✌ ✠✕✂✠✄☎✠✟✌✟�☛ que postula que la exposición a 

determinadas injurias durante períodos críticos del desarrollo (períodos fetal/neonatal), puede tener 

consecuencias significativas en la salud a corto o largo plazo de un individuo [200�202]. Incluso los 

efectos que ocurren por estas exposiciones pueden heredarse, habiéndose observado que compuestos tales 

como DES, bisfenol A (BPA) y pesticidas como metoxicloro (MXC) o vinclozolin [203] producen 

alteraciones que pasan a generaciones posteriores. Como se mencionó antes, diversos estudios aportan 

evidencias que la capacidad funcional uterina es definida, en parte, por los eventos del desarrollo 

✌✝✂✔✎✌✟✂✝ ✌ ✡✌ �✞✄✂☎✄✌☎✌✔✎✁✕✝ ✟✠ ✡✂✝ ✖✠✘✎✟✂✝ ✒✖✠✄✎✕✂✝ ✠✕ ✡✌✝ ✠✖✌✞✌✝ ✞✄✠- y posnatal temprana [2,25,204]. 

Es por ello que los eventos del desarrollo son críticos a la exposición de los PE. La exposición a bajas 

dosis de PE durante dichos periodos críticos pueden inducir efectos adversos en la diferenciación y 

funcionalidad del útero, estos efectos serían mediados por cambios en el epigenoma del individuo [205�

207].  

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, ha aumentado el interés y la preocupación por conocer 

los efectos de agroquímicos sobre el desarrollo y la capacidad reproductiva en animales y en seres 

humanos; principalmente, si consideramos el impacto que tienen estos agentes, sobre la cadena productiva 

y la disminución de la capacidad reproductiva de los animales domésticos observada luego de la 

exposición a PE [208�211]. Los antecedentes disponibles acerca de las consecuencias de la exposición a 

los HBGs están en su mayoría limitados a los efectos sobre el desarrollo y funcionalidad del tracto 

reproductor masculino [170,184�186,212]. En el caso del endosulfán, la mayoría de los antecedentes 

sobre las consecuencias de la exposición a este insecticida fueron realizados con dosis elevadas, mayores 

a las que podrían encontrarse en el ambiente [125,213�215]. Asimismo, los estudios de los efectos de los 

agroquímicos (endosulfán y HBG) referidos al tracto genital de la hembra resultan insuficientes y no 

aportan datos claros sobre el posible efecto sobre el desarrollo ni la funcionalidad del útero, especialmente, 

cuando la exposición ocurre en un momento altamente sensible a los estímulos hormonales como es el 
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período perinatal. Considerando que el útero es uno de los principales órganos blanco de la acción de las 

hormonas esteroides, nuestra hipótesis propone que la exposición posnatal temprana a bajas dosis de 

agroquímicos interfiere con el normal desarrollo y diferenciación uterina, con consecuencias en la 

implantación embrionaria y la fertilidad. 

 



 

25 
 

OBJETIVOS GENERALES 

 

Para poner a prueba nuestra hipótesis, desarrollamos dos diseños experimentales diferentes para 

evaluar los efectos de la exposición posnatal temprana a agroquímicos.  

I. Investigar los efectos de la exposición neonatal a endosulfán sobre la adaptación funcional del 

miometrio de la rata a lo largo de la gestación.  

II. Evaluar los efectos de la exposición neonatal a un HBG sobre el desarrollo uterino de la oveja.  

En los siguientes capítulos, se detallan los diseños experimentales y los resultados obtenidos a 

partir de los modelos experimentales utilizados. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO I 
EFECTOS DE LA EXPOSICIÓN NEONATAL A ENDOSULFÁN SOBRE LA 
ADAPTACIÓN MIOMETRIAL UTERINA EN EL PERIODO PRE-
IMPLANTATORIO Y EL PARTO EN RATAS 
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La presencia de POPs en los ecosistemas genera gran preocupación debido a los efectos 

perjudiciales para la salud [216�218]. Entre los efectos adversos se han reportado alteraciones en las 

funciones endócrinas y reproductivas en humanos y animales [219�221]. El endosulfán, insecticida y 

acaricida organoclorado de amplio espectro, ha sido catalogado como POP en la Convención de 

Estocolmo del 2011 (www.pops.int), por sus propiedades de bioacumulación, biomagnificación, su 

potencial de ser transportado largas distancias y su efectos a la salud [222]. Argentina se sumó al listado 

que prohíbe su uso a mediados de 2013 y, aunque su empleo está prohibido en más de 80 países, se sigue 

utilizando en India, China, Brasil, Corea del Sur e Israel [100].  

El endosulfán y sus metabolitos pueden ser detectado en la biota y vida silvestre [104,105], en 

muestras de suelo y agua [101�103,223,224], y aún en ecosistemas remotos [225�227]. Ballesteros y col. 

[228] han determinado la presencia de endosulfán en aguas superficiales, materia particulada suspendida, 

sedimentos y peces en muestras provenientes de la Laguna Mar Chiquita (Córdoba, Argentina). 

Resultados similares fueron reportados por Silva Barni y col. [229], quienes determinaron organoclorados 

en aguas superficiales, materia particulada suspendida, sedimentos y peces en la Laguna La Peregrina 

(Buenos Aires, Argentina), con una predominante presencia de endosulfán. Además, se ha detectado 

endosulfán en tejidos de delfines y peces de Argentina [230�232], y se asoció la exposición a endosulfán 

con alteraciones en la funcionalidad de la hipófisis, el testículo y el ovario de peces [233�236]. 

Como ya se mencionó, se ha detectado endosulfán y sus metabolitos en varias especies animales 

[105�108], como así también en fluidos y tejidos humanos. En el humano, hay endosulfán en diferentes 

tejidos, como placenta o tejido adiposo de glándula mamaria, y también en fluidos (leche materna, sangre, 

suero y semen) [109�115]. Debido a la naturaleza lipofílica del endosulfán, es rápidamente absorbido en 

el tracto gastrointestinal y se acumula en el tejido adiposo [97,237]. El tiempo de vida media del 

endosulfán y sus metabolitos en sangre es de 1 a 7 días; sin embargo, a pesar de su corta vida media en 

plasma, presenta efectos prolongados en el tiempo debido a su liberación de los depósitos lipídicos 

[237,238].  

Los efectos perjudiciales del endosulfán sobre la salud incluyen: neurotoxicidad, hepatotoxicidad, 

cardiotoxicidad y toxicidad reproductiva [239�242]. También se observó que altera el desarrollo y la 

fertilidad de machos y hembras [123,125,243,244]. En este sentido, estudios de nuestro laboratorio 

describen los efectos adversos de la exposición neonatal a bajas dosis de endosulfán, sobre el desarrollo 

y diferenciación del útero en el periodo prepuberal de la rata, en asociación con alteraciones en la 

✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎✂✡✁✔✒✡✌✝ ✔✡✌✠✠✝ ✞✌✄✌ ✡✌ ☎✂✄✂✂☎✁✕✠✝✎✝ ✟✠✡ ✁✄☎✌✕✂☛ ✖✌✡✠✝ ✔✂☎✂☛ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁�
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✍ ✄✁�☛ �✂✄✌✂✂☛ �✕✖✄✌☛ ☎-✔✌✖✠✕✎✕✌ ✍ �-actina de músculo liso [75,139]. Asimismo, demostramos que la 

exposición neonatal de ratas a endosulfán induce subfertilidad, caracterizada por una menor tasa de preñez 

y fallas en la implantación embrionaria. Estas alteraciones se asociaron con cambios en la expresión de 

☎✂✡✁✔✒✡✌✝ ✂✄✁�☛ ✄✁☛ �✕✖✄✌☛ �✂✄✌✂✂� �✒✠ ✝✂✕ ✔✡✌✠✠✝ ✞✌✄✌ ✡✌ ✞✄✠✞✌✄✌✔✎✁✕ ✟✠✡ �✖✠✄✂ para la implantación 

del embrión [139,140]✗ ✁✝✖✂✝ ✠✂✠✔✖✂✝ ✠✝✖✆✕ ☎✠✟✎✌✟✂✝ ✞✂✄ ✔✌☎✆✎✂✝ ✠✞✎☎✠✕✁✖✎✔✂✝ ✠✕ ✠✡ ✞✄✂☎✂✖✂✄ ✟✠✡ ✄✁�

[141] y por un incremento en la expresión del correpresor SMRT y una disminución del coactivador SRC-

3 en los animales expuestos a endosulfán [140]. 

Las ratas tienen un período de gestación de 22 a 24 días, y para que se establezca y mantenga la 

gestación se desencadenan diferentes procesos fisiológicos. Uno de ellos es la estimulación cérvico-

vaginal (durante la copulación) que induce un reflejo neuroendócrino que provoca la descarga hipofisaria 

de prolactina, que activa a las células lúteas de los ovarios para que produzcan progesterona [245]. Otros 

eventos relacionados con el éxito de la gestación involucran la implantación embrionaria, la 

decidualización, la placentación, el normal desarrollo del feto y el parto [246].  

Durante el período pre-implantatorio se producen adaptaciones en el útero que permitirán la 

implantación del embrión en el DG5. La diferenciación endometrial es un proceso coordinado que 

involucra a las hormonas esteroideas, sus receptores y diversas moléculas, como el factor de transcripción 

Hoxa10 [82]. Aunque la diferenciación del endometrio es necesaria para que se produzca la implantación 

del embrión, también se requiere la adaptación del miometrio para el normal desarrollo del embrión 

[246,247]. La preñez temprana se caracteriza por una elevada proliferación de las células del músculo liso 

(SMCs) en ambas capas musculares (circular y longitudinal), pero con mayor tasa proliferativa en la capa 

miometrial longitudinal que en la del miometrio circular [247]. Estudios sugieren que la adaptación del 

miometrio durante el período pre-implantatorio se encuentra regulado por los receptores esteroideos y 

genes downstream como Hoxa10 y Wnt7a [248�250]. El miometrio posee, además, un rol importante 

durante el parto, en el cual las SMCs asumen un fenotipo contráctil y se activan para poder expulsar la 

cría, la placenta y otras membranas [251]. Las contracciones del miometrio durante el parto están 

coordinadas por hormonas que regulan la expresión de proteínas asociadas a las contracciones (CAPs), 

✔✂☎✂ ✠✡ ✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✂✄✎✖✂✔✎✕✌ ✂�✁✆✄�☛ ✠✡ ✄✠✔✠✞✖✂✄ ✟✠ ✞✄✂✝✖✌☎✡✌✕✟✎✕✌ �✁� ✂✁✆✂�✄� ✍ ✡✌ ✔✂✕✠✄✎✕✌ �✁ ✂✝✄-

43) [252]. 

Con base en nuestros estudios previos [140], y lo antes mencionado, nuestra hipótesis propone 

que la exposición neonatal a una baja dosis de endosulfán altera la implantación embrionaria 

afectando el proceso de diferenciación miometrial, y que estas fallas durante la preñez temprana son 

responsables de alteraciones funcionales durante el parto.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

I. Evaluar los efectos de la exposición neonatal a una baja dosis de endosulfán sobre la diferenciación 

miometrial uterina durante el periodo pre-implantatorio y la activación miometrial durante el 

parto. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

En muestras de rata obtenidas en el periodo pre-implantatorio (DG5): 

� Determinar las características histomorfológicas del miometrio, como el espesor de la capa circular 

y longitudinal, la remodelación del colágeno y el área ocupada por vasos sanguíneos.  

� Evaluar las tasas de proliferación celular en el miometrio circular y longitudinal, empleando la 

técnica inmunohistoquímica para detectar la expresión de Ki67 como marcador de proliferación 

celular. 

� Evaluar mediante inmunohistoquímica la expresión de receptores esteroideos: receptores de 

estrógenos alfa (✄✁�� y de progesterona (RP) y de genes relacionados con la diferenciación del 

miometrio: Hoxa10 y Wnt7a. 

Durante el DG23, en muestras obtenidas durante el parto: 

� Determinar parámetros de parto, como el día y la hora del comienzo del parto. 

� Evaluar mediante RT-PCR la expresión de genes relacionados con la activación miometrial 

uterina: receptores de oxitocina (OXTR) y de ✞✄✂✝✖✌☎✡✌✕✟✎✕✌ �✁� ✂✁✆✂�✄�☛ ✍ ✔✂✕✠✄✎✕✌ �✁ ✂✝✄-43). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Animales y diseño experimental  

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar pertenecientes al bioterio del Instituto de Salud y Ambiente 

del Litoral (ISAL), Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral 

(FBCB - UNL) - Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET). Los animales 

fueron mantenidos durante todo el experimento bajo condiciones reguladas de temperatura (22 ± 2oC) y 

con fotoperiodo de 14 h de luz (desde las 05.00 h hasta las 19.00 h) y 10 h de oscuridad. Tuvieron libre 

acceso al agua y al alimento. Los animales fueron alimentados con una dieta estándar (Alimentos 

Cooperación, Rafaela, Santa Fe). Para minimizar la exposición a PE, los animales fueron alojados en 

jaulas de acero inoxidable con cama de viruta, y el agua se suministró en botellas de vidrio, con tapones 

de goma rodeados por un anillo de acero. Todos los animales utilizados fueron manipulados siguiendo las 

normativas de la Guía de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio editada por la Academia Nacional 

de Ciencias (EE. UU.). Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comité 

Académico de Ética y Seguridad en la Investigación de la FBCB - UNL.  

Al momento del nacimiento DPN0 los animales fueron sexados de acuerdo con la distancia 

anogenital. El tamaño de la camada se ajustó a diez crías por madre; en caso de tener un número menor a 

diez hembras por madre, se completaron con una cantidad apropiada de machos. Las crías fueron 

✌✝✎☎✕✌✟✌✝ ✌ ✒✕✂ ✟✠ ✡✂✝ ✝✎☎✒✎✠✕✖✠✝ ✖✄✌✖✌☎✎✠✕✖✂✝ ✕✠✂✕✌✖✌✡✠✝ ✂✕ �✂ ✞✂✄ ☎✄✒✞✂�✁ 

a) Control: Aceite de maíz (vehículo). 

b) Endo600: Endosulfán grado técnico 96% de pureza, 600 µg/kg-pc/día. 

Las crías recibieron inyecciones subcutáneas de vehículo o endosulfán cada 48 h, desde el DPN1 

hasta el DPN7. Para cada día de tratamiento, una solución de endosulfán fue preparada de acuerdo con el 

peso promedio de las crías, y se administraron 600 µg/kg-pc/día en un volumen fijo de 40 µL. La dosis 

empleada es la equivalente a la dosis NOEL (dosis más alta en la cual no se han observado efectos) 

[135,136], siendo representativa, además, de los niveles ambientales. Se han encontrado niveles de 

endosulfán en el orden de los µg/kg y de los mg/kg en muestras de suelo, plantas y carne [253�256]. No 

se observaron signos de toxicidad aguda o crónica luego de la inyección con endosulfán, ni alteraciones 

en el cuidado materno entre los diferentes grupos experimentales. 

Luego del destete (DPN21), los animales se mantuvieron con agua y comida ad libitum hasta 

alcanzar la madurez sexual (DPN90). En el DPN90, las ratas hembra fueron alojadas individualmente con 
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machos de fertilidad comprobada. Se definió como DG1 al momento en que se observaron 

espermatozoides en el extendido vaginal [257]. Las hembras preñadas fueron asignadas a uno de los 

siguientes experimentos:  

i) determinación de la diferenciación miometrial en el DG5;  

ii) determinación de la actividad miometrial durante el trabajo de parto (DG23). 

En la figura 6 se muestra una representación del esquema experimental empleado. 

 

Figura 6: Representación esquemática del protocolo experimental utilizado para investigar los efectos 
de la exposición neonatal a endosulfán sobre la adaptación del miometrio en la preñez temprana y el 
parto. 

2. Obtención de muestras y procesado histológico  

Los animales fueron sacrificados y luego se colocaron en la tabla de disección sujetándolos de sus 

extremidades, con el abdomen hacia arriba. Se procedió a levantar la piel con pinza de punta "diente de 

ratón" a unos 15 mm del orificio vaginal y con la tijera de punta roma se practicó una incisión en ángulo 

de 45° hacia los laterales hasta la altura de las últimas costillas, quedando expuestos los músculos 

abdominales. Se utilizó una pinza de punta roma para sujetar el músculo, y con una tijera de punta fina se 

practicó una incisión, a 45° y hasta la altura de las últimas costillas, en los músculos abdominales. De esta 

manera quedó expuesta la cavidad abdominal. Con pinza anatómica de punta roma se separaron las asas 

intestinales y la grasa mesentérica hacia un lado, visualizando el tracto genital. Con tijera de punta fina se 

realizó la disección de ambos cuernos uterinos. 

Porciones de cuernos uterinos de DG5 de aproximadamente 1,5 cm se fijaron en formol buffer 

(formol 4% en PBS pH=7.5) durante 24 h para conservar las estructuras histológicas y citológicas del 
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tejido. Luego se realizaron dos lavados con PBS (pH=7.5) de 10 min cada uno, y finalmente las muestras 

se conservaron en una solución de alcohol 70° hasta su procesado. Las muestras de útero se procesaron 

por técnicas histológicas de rutina hasta su inclusión en parafina [258], como se detalla en la tabla 2.  

 Tabla 2: Protocolo de Procesado Histológico. 

Alcohol 96° (I) 1 h 

Alcohol 96° (II) 2 h 

Alcohol 100° (I) 1 h 

Alcohol 100° (II) 1 h 

Alcohol 100° (III) ON 

Xilol (I), (II) y (III) 2 h en cada uno 

Parafina (I) ON 

Parafina (II) 1 h 

Parafina (III) 1 h 

Entacar 
 

 

Para obtener las muestras de DG23 se procedió de manera similar; se obtuvieron porciones de 

cuerno uterino por disección del espacio entre fetos de cada cuerno uterino en esterilidad. Los segmentos 

de órgano fueron rápidamente preservados en N2 líquido y conservados en ultrafreezer a -80 °C, para 

técnicas de biología molecular. 

Las muestras de DG23 se obtuvieron durante el parto, luego de la expulsión de la segunda cría. 

Asimismo, se registraron el día y la hora a la cual la madre expulsó la primera cría. 

3. Características histomorfológicas del útero en el DG5 

Para realizar la caracterización histomorfológica del útero, cortes seriados de 5 µm de espesor, 

separados 25 µm entre sí, y realizados en paralelo al eje mayor del útero fueron teñidos con hematoxilina-

eosina (H-E) o con picrosirius-hematoxilina (P-H), con el fin de evaluar los siguientes parámetros: el 

espesor del miometrio total, y los espesores de los miometrios circular y longitudinal, y el espesor del 

tejido conectivo intersticial, así como también el área relativa ocupada por vasos sanguíneos. 
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Para la tinción con H-E se siguió el protocolo detallado en la tabla 3, las secciones se 

desparafinaron y rehidrataron, y se colorearon con una solución de hematoxilina de Mayer (Biopur, 

Rosario, Argentina) y con eosina (Anedra, Buenos Aires, Argentina). 

Tabla 3: Protocolo de Hematoxilina-Eosina. 

Xilol (I), (II) y (III) 5 min cada uno 

Alcohol 100° 1 min 

Alcohol 96° 1 min 

Alcohol 70° 1 min 

Agua 1 min 

Hematoxilina de Mayer 1 min 

Agua 1 min 

Agua amoniacal 15 seg 

Agua 3 min 

Eosina 15 seg 

Agua 5 pasajes 

Alcohol 70° Pasaje 

Alcohol 96° Pasaje 

Alcohol 100° 30 seg 

Xilol deshidratación I 2 min 

Xilol deshidratación II 5 min 

Montar  

 

Para la tinción de P-H, secciones uterinas se desparafinaron en xilol, y se hidrataron en soluciones 

de alcoholes de graduación decreciente, y se colorearon con una solución de picrosirius (Sirius red en una 

solución saturada de ácido pícrico) durante 1 h y con hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) durante 6 

minutos. Posteriormente, se deshidrataron y montaron con un líquido de montaje permanente Eukitt 

(Sigma-Aldrich). 

La determinación se realizó mediante análisis de imágenes digitalizadas (10 imágenes por muestra 

capturadas al azar) utilizando el software Image Pro-Plus 5.0.2.9 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, 
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EE. UU.). Las imágenes del miometrio fueron capturadas con una cámara de video color Spot Insight 

V3.5 (Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MI, EE. UU) acoplada al microscopio Olympus BH2 

(iluminación: lámpara halógena de 12 voltios, 100 W, equipado con una fuente de luz estable, Olympus 

Optical Co. Ltd., Tokyo, Japón) con objetivas Olympus Dplan 20X (apertura numérica = 0,40). Para 

calibrar el software y luego obtener los valores de los espesores, se realizó la calibración espacial del 

sistema empleando imágenes de la grilla de la cámara de Neubauer. 

Para la determinación del área relativa ocupada por vasos se utilizó la siguiente ecuación 

✄�✞✁✂ ✞✁☎✂✆✝✟✂ ✌
✠✡☛

✠☞
✍ ✎✏✏ ✒✑✓✔✂✓✝✕✖ ✎✗ 

Donde AVS es el área de total de los vasos sanguíneos y, AT es el área total del miometrio. 

4. Estudio de la organización de colágeno en el DG5 

Para realizar la evaluación de la organización del colágeno en el miometrio, tres cortes histológicos 

longitudinales de cada muestra (5 µm de espesor), separados 25 µm entre sí, fueron teñidos con picrosirius 

durante 1 h, y contracoloreados con hematoxilina de Harris durante 6 minutos. Finalmente, las secciones 

de tejido coloreadas se examinaron por microscopía óptica con luz polarizada utilizando un microscopio 

Olympus BH2. Se capturaron imágenes con la cámara de video SPOT Insight acoplada al microscopio 

Olympus BH2 con objetivas Dplan 40X (apertura numérica = 0,65). 

En este método, el área de la birrefringencia del colágeno, evaluada por microscopía con luz 

polarizada, se encuentra relacionada con el grado de remodelación del colágeno debido a que las 

moléculas de colágeno orientadas presentan brillo birrefringente. Normalmente, las fibras de colágeno 

están empaquetadas en gruesas fibras regularmente organizadas, y aparecen como estructuras 

birrefringentes en el campo óptico. Por otro lado, cuando las fibras de colágeno no se encuentran 

densamente y/o espacialmente ordenadas, presentan una menor birrefringencia. La disminución de la 

birrefringencia, indica una transformación de un tejido rígido a uno más flexible. Es por ello que, una 

mayor birrefringencia se relaciona inversamente con una mayor remodelación de colágeno. 

4.1. Determinación del área birrefringente relativa 

Para comparar si el tratamiento produce modificaciones en la remodelación del colágeno, 

desarrollamos un método estandarizado para medir el área birrefringente. La evaluación de las áreas se 

realizó considerando el miometrio circular o longitudinal por separado, y aplicando una fórmula similar 

a la ecuación 1. Brevemente, se delimitó cada área miometrial y se determinó el área birrefringente (AB) 

y el área total (AT). Con los valores obtenidos se calculó el porcentaje de área birrefringente aplicando la 

fórmula: 
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✄ ✠✞✁✂ ✞✝✞✞✁�✞✝✖✁✁✖✆✁ ✞✁☎✂✆✝✟✂ ✌
✠✂

✠☞
✍ ✎✏✏ ✒✑✓✔✂✓✝✕✖ ✄✗ 

5. Proliferación celular y expresión de proteínas involucradas en la adaptación miometrial uterina en 

el DG5 

Se realizaron ensayos de IHQ para determinar la proliferación celular mediante la detección de 

Ki67, el cual es un marcador de células en proliferación en los estadios G1, G2, S y M [190], y la expresión 

de proteínas asociadas al proceso de adaptación miometrial: ✄✁�, RP, Hoxa10 y Wnt7a.  

Las inmunohistoquímicas fueron realizadas siguiendo protocolos previamente descriptos [259�

262], el protocolo general se encuentra descripto en la Tabla 4. Únicamente para la inmunodetección de 

Ki67, las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina de Mayer. En todos los casos se realizaron 

controles negativos de especificidad, sustituyendo el anticuerpo primario por un suero no inmune, y 

controles positivos, incluyendo una sección de tejido que se sabe expresa la proteína de interés. Los 

anticuerpos y diluciones empleados se detallan en la Tabla 5. 

Tabla 4: Protocolo estándar de IHQ 

DÍA 1 
Desparafinar   
Bioclear® 1, 2 y 3 3 min c/u 
Alcohol 100º, 96° y 70° 3 min c/u 
PBS 5 min 
Recuperación antigénica  3 min al 100% sin portas 
Microondas estándar en Buffer Citrato 0,01 M pH: 6 15 min al 100% con portas 
  20 min apagado 
Lavado: PBS 5 min 
Bloqueo con peroxidasa endógena   
Metanol + agua oxigenada 30 vol (36 mL metanol + 4 mL H2O2) 15 min 

Lavado: PBS 15 min 
Bloqueo de uniones no específicas   
NHS 1:20 en PBS-leche 1,5%  30 min 
Anticuerpo primario (diluido con BC-11) 14-16 h a 4ºC  

DÍA 2 
Sacar de la heladera y dejar que tome TA 15 min 
Lavado: PBS 15 min 
Anticuerpo secundario (diluido con PBS-BSA 1%) 30 min  
Lavado: PBS 10 min 
Streptavidina-peroxidasa (diluido con PBS-BSA 1%) 30 min 
Lavado: PBS 10 min 
Revelado   
DAB (2.3 mg DAB + 3.3 mL Tris-HCl pH:7,5 + 5 mL H2O2 30 vol) 

 

Agua destilada Lavar c/ porta p/ cortar la reacción 
Agua destilada 5 min 
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Contracolorear   
Hematoxilina de Mayer 1 min 
Agua destilada 1 min 
Agua Amoniacal 15 segundos 
Agua destilada 3 min 
Deshidratar   
Alcohol 70º, 96º, 100º (1) y 100º (2) 1 min c/u 
Bioclear® 1 2 min 
Bioclear® 2 5 min 
Montar con PMyR   

 

 

Tabla 5: Anticuerpos primarios y secundarios usados para IHQ 

Anticuerpos Dilución Proveedor 

Primarios   

Anti-Ki67 (clone MIB-5) 1/50 Dako Corp. (Carpintería, CA, EEUU) 

Anti-�✁✂ ✄☎✂✄✆✁ ✝✞-11) 1/400 Novocastra (Newcastle upon Tyne, Reino Unido) 

Anti-PR (clone A0098) 1/400 Dako Corp. (Carpinteria, CA, EEUU) 

Anti-Hoxa10 (sc-17159) 1/50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EEUU) 

Anti-Wnt7a 1/800 Generado y validado en nuestro laboratorio (Vigezzi y col. [263]) 

Secundarios   

Anti-mouse (B8774) 1/100 Sigma (St. Louis, MO) 

Anti-rabbit (B8895) 1/200 Sigma (St. Louis, MO) 

Anti-goat (sc-2042) 1/200 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EEUU) 

RE✟, receptor de estrógenos ✟; RP, receptor de progesterona; Hoxa10, homeobox protein A10; Wnt7a, wingless-type MMTV 
integration site family, miembro 7A. 

6. Cuantificación de la proliferación celular y de la expresión de proteínas. 

La proliferación celular y la expresión de proteínas se evaluaron en el miometrio circular y en el 

miometrio longitudinal por separado. 

La expresión de Ki67 se analizó utilizando un microscopio Olympus BH2 con objetivas Dplan 

100X (apertura numérica = 1,25; Olympus). Las tasas de proliferación en los miometrios circular y 

longitudinal se obtuvieron considerando la relación Vv de las células Ki67-positivas aplicando la fórmula 
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de Weibel [264] (Ecuación 3); donde Vv es la fracción de volumen estimada del compartimento en estudio, 

Pi es el número de puntos de la grilla incidentes sobre las células Ki67-positivas, y P es el número de 

puntos incidentes sobre el total de las células del compartimento estudiado. Tanto las células endoteliales 

como las células inflamatorias infiltrantes (ej., neutrófilos, macrófagos y eosinófilos), fueron excluidas en 

todos los análisis. Para obtener los valores numéricos, se empleó un ocular que posee una grilla 

cuadriculada de 0,8 mm x 0,8 mm [260,265]. 

✞✟ ✌
�✝

�
✍ ✎✏✏ ✒✑✓✔✂✓✝✕✖ ✄✗ 

La cuantificación de la expresión de las proteínas (Hoxa10, Wnt7a y receptores esteroideos) se 

realizó mediante análisis de imágenes, utilizando el programa Image Pro-Plus 5.0.2. Para ello se 

obtuvieron imágenes del miometrio uterino con una cámara de video color Spot Insight V3.5 acoplada al 

microscopio Olympus BH2 con una objetiva de Dplan 40X (apertura numérica = 0,65). Previamente, el 

microscopio fue acondicionado para la iluminación Koëhler. Las imágenes fueron convertidas a escala de 

grises y se delimitó el compartimiento a evaluar. Se determina el área total de la sección seleccionada, el 

área de marcación positiva y el promedio de la intensidad de marcación (Figura 7). A partir de estos 

parámetros, con los datos devueltos por el software, se calculó la Densidad Óptica Integrada (DOI), 

definida como una combinación lineal entre el promedio del área relativa de marcación positiva y la 

intensidad de dicha marcación [260,262]:  

✁✂☎ ✌ ✒✒✠✝✆✝✠✆✗ ✍ ✎✏✏✟✍ ✠ ✒✑✓✔✂✓✝✕✖ ✡✗ 

Donde, At es el área total del compartimento evaluado, Aip el área de inmunomarcación positiva 

y ✠ el promedio de la intensidad de marcación. Debido a que la DOI es un parámetro adimensional, los 

resultados fueron expresados como unidades arbitrarias. Es importante destacar que la cuantificación se 

realizó en áreas conservadas y sin pliegues. 
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FIGURA 7: Cuantificación de la expresión de proteínas mediante densidad óptica integrada 
(DOI). Las imágenes muestran la secuencia de pasos para la cuantificación de la expresión de 
proteínas utilizando el software ImagePro-Plus. A) Imagen convertida a escala de grises. B) 
Selección manual de la sección de estroma a evaluar. C) Selección del rango de marcación positiva 
del estroma (visualizada en rojo). 

La proliferación celular y la cuantificación de la expresión de proteínas fue realizada en al menos 

10 campos visuales por sección, y en dos secciones por animal (con no menos de 25 µm de separación 

entre secciones). 

7. Evaluación de la expresión de genes relacionados con la activación miometrial durante el parto 

mediante qRT-PCR 

7.1. Extracción de ARN total 

La extracción de �✄✞ ✖✂✖✌✡ ✝✠ ✄✠✌✡✎✠✁ ✒✖✎✡✎✠✌✕✟✂ ✠✡ ✄✠✌✔✖✎✠✂ ✔✂☎✠✄✔✎✌✡ �✆✄�✠✂✡ ✄✠✌☎✠✕✖✝

(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina), que se fundamenta en el método del isotiocianato de guanidina-

fenol-cloroformo [266]. Brevemente, en el contenedor del homogeneizador Ultra Turrax® T25 Basic 

(IKA - Werke GMBH & Co.KG, Staufen, Alemania) se agregaron 1000 µL del reactivo TRIzol por cada 

50-100 mg de tejido congelado, y se homogeneizó suavemente. Durante la homogeneización de la muestra 

el reactivo preserva la integridad del ARN. El agregado de cloroformo y posterior centrifugación separó 

la solución en una fase acuosa y otra fase orgánica. El ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, 

de donde fue recuperado por precipitación con alcohol isopropílico, lavado con etanol al 80% y 

solubilizado en agua libre de ribonucleasas. La concentración de ARN total en las muestras procesadas se 

determinó mediante la lectura en espectrofotómetro (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, Wilmington, DE, 

EE. UU.) a una longitud de onda de 260 nm. Se usó como referencia de la pureza del ARN extraído, la 

relación entre las absorbancias obtenidas a 260 nm (punto de máxima absorción de ácidos nucleicos) y 



CAPÍTULO I: Efectos de la exposición neonatal a endosulfán sobre la adaptación miometrial en la rata 

41 
 

280 nm (punto de máxima absorción de proteínas). Solamente se utilizaron aquellas muestras con una 

relación de absorbancia 260/280 mayor a 1,9. Los ARN obtenidos fueron conservados a -80 ºC hasta el 

momento de la realización de las reacciones de RT. 

7.2. Transcripción Reversa 

A partir de los ARN extraídos se realizaron transcripciones reversas con el fin de obtener los 

correspondientes ADNc. La RT se llevó a cabo empleando cantidades iguales (1 �g) del ARN total y 

utilizando la transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV, 300 U, Promega, 

Madison, WI, EE. UU.). Se emplearon oligonucleótidos hexaméricos (200 pmoles, Promega) como 

cebadores de la enzima. Al tubo de reacción se le adicionaron 20 U de inhibidor de ARNasa (RNAout, 

Invitrogen) y 100 nmol de una mezcla de dNTPs (deoxinucleótidos trifosfatos) y se alcanzó un volumen 

final de 30 �l con la solución amortiguadora de la reacción provista por el fabricante de la enzima. La 

reacción de RT se realizó a 70 ºC por 5 min y 30 seg con la mezcla de los ARN y los oligonucleótidos 

hexaméricos, luego se agregó el resto de los reactivos y se continuó la reacción a 37 ºC por 90 min y a 42 

ºC por 15 min. La reacción se detuvo calentando a 80 ºC por 5 min y a 94 ºC por 30 segundos, y realizando 

posteriormente un enfriamiento a 25 ºC. Las reacciones de RT se llevaron a cabo en el termociclador T18 

(IVEMA, Buenos Aires, Argentina). Una vez obtenido el ADNc, se diluyó con agua libre de ARNasas, 

llevándolo a un volumen final de 60 �l. Como control negativo de la reacción se utilizó el ARN incubado 

en condiciones idénticas, pero sin transcriptasa reversa. 

7.3. Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) 

Luego de la extracción del ARN total y posterior RT, se determinó la expresión del ARNm del 

OXTR, PTGFR y Cx-43, mediante ensayos optimizados de PCR en tiempo real. Esta metodología se basa 

en la detección y cuantificación ciclo a ciclo de una molécula fluorescente (Eva Green en la presente tesis) 

que se intercala a las hebras de ADN doble cadena. La fluorescencia es detectada y leída por un 

fluorómetro acoplado al termociclador a medida que transcurre la reacción de PCR. 

Para amplificar los genes, se diseñaron oligonucleótidos específicos utilizando el software Vector 

NTI Suite Versión 6.0. Los genes OXTR y PTGFR se estudiaron por su rol en el desarrollo de las 

contracciones uterinas, mientras que la Cx-43 se estudió por su rol en la transducción y sincronización de 

las contracciones [252,267]. Como control interno (gen de referencia) se utilizó la determinación de 

ARNm del gen de la proteína ribosomal L19 (Tabla 6). La temperatura de hibridación para cada amplicón 

se obtuvo a partir del análisis in silico utilizando el software Vector NTI (Tabla 6). La especificidad de 

los oligonucleótidos fue cotejada por comparación directa de su secuencia contra el genoma completo de 
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Rattus norvegicus mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la página web del NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Tabla 6: Primers y tamaño de los productos de PCR empleados para el análisis de la expresión 

génica mediante qRT-PCR. 

Gen Primer sequence Propiedades N° acceso de GenBank 

Rpl19 
Forward: AGGTCATCACCATCGGCA 

Reverse: AGGTCTTTGCGGATGTCG 

142 bp 

Ta 57 °C 
NM_001009784.1 

OXTR 
Forward: AGATGTGGAGCGTTTGGGAC 

Reverse: CGAGCAGAGCAGCAGAAGAA 

166 bp 

Ta 54 °C 
NM_012871.3 

PTGFR 
Forward: TAGAAGTCAGCAGCACAGGC 

Reverse: CTCACAGGTCACTGGGGAAT 

157 bp 

Ta 53 °C 
NM_013115.1 

Cx-43 
Forward: AGAGCCTGAACTCTCATTTT 

Reverse: AGGAGCAGGATTCTGAATAT 

214 bp 

Ta 54 °C 
NM_012567.2 

Rpl19, Proteína ribosomal L19; OXTR: receptor de oxitocina; PTGFR: receptor de prostaglandina F2✟; Cx-43, conexina 43. 
Ta: Temperatura de annealing 

Todas las muestras retro-transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Los niveles de 

ADNc fueron detectados utilizando el termociclador StepOne (Applied Biosystems Inc.). Para la 

✌☎✞✡✎✂✎✔✌✔✎✁✕☛ ✁ ✂✡ ✟✠ �✁✞✔ ✝✠ ✔✂☎✆✎✕✌✄✂✕ ✔✂✕ 4 µL de HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis 

BioDyne, Biocientífica, Rosario, Argentina) y 0,5 µL (10 pmoles) de cada oligonucleótido en un volumen 

✂✎✕✌✡ ✟✠ ✁✂ ✂✡✗ El protocolo general de ciclado utilizado se muestra en la Tabla 7. La pureza de los 

productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de disociación y electroforesis en geles de agarosa 

de muestras elegidas al azar en cada corrida. Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos.  

El cálculo de los niveles de expresión relativa de cada muestra se realizó utilizando el método 

del ciclo umbral (Ct) [268]. El valor de Ct para cada muestra se calculó utilizando el software StepOne 

(Versión 2.3, Applied Biosystems Inc.) con un umbral de ajuste de fluorescencia automática (Rn). La 

eficiencia (Ef) de la reacción de PCR para cada gen estudiado y para el gen de referencia fue calculada 

mediante curvas estándar. Estas curvas se construyeron a partir de la amplificación de cada gen en 

diluciones seriadas de los ADNc. Luego, de la gráfica del logaritmo de las diluciones de los ADNc vs. su 

correspondiente Ct, se obtuvo la fórmula de la recta por regresión lineal, a partir de la cual se calculó la 

eficiencia como Ef= [10(-1/pendiente) - 1] × 100. Dependiendo de las condiciones específicas de la PCR, la 
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eficiencia varió entre 95% y 105%. La expresión relativa de cada gen en los distintos experimentos se 

determinó utilizando el método de la curva estándar relativa [269]. Para todas las muestras experimentales, 

la cantidad relativa del gen de interés y del gen de referencia fue determinada a partir de la curva estándar 

previamente realizada para cada gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés fue 

normalizada con la cantidad relativa del gen de referencia en cada grupo experimental. No se observaron 

diferencias en la expresión del gen de referencia entre los diferentes grupos experimentales. 

Tabla 7: Protocolo de general de ciclado empleado en qRT-PCR. 

Hot start (activación de la enzima) 95 °C ☛�✁ 
Ciclado (40 ciclos) 

Desnaturalización 95 °C ☛�✂ 
Annealing Depende del par de primers ☛�✂ 
Elongación 72 °C ☛�✂ 
Lectura 81 °C ☛✄✂ 

Curva de melting 

Desnaturalización 95 °C ☛�✂ 
Annealing 60 °C ☛✁ 
Rampa de temperatura 60 °C ☎ 95 °C ✆ 1 °C/min 

 

7.4. Electroforesis en geles de agarosa 

Las electroforesis horizontales en geles de agarosa (concentraciones de agarosa 3% p/v) se 

realizaron utilizando buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1× como solución reguladora de electroforesis y 

patrones de ADN de peso molecular de entre 100 y 1000 pb (CienMarker, Biodynamics, Buenos Aires, 

Argentina). El agente revelador utilizado fue GelRed® (Biotium, Fremont, CA, EE. UU.), el cual se 

agregó al gel en una relación de 1 µL de GelRed® 1000× por cada mL de solución de gel. Las corridas se 

realizaron en una cuba de electroforesis horizontal Bio-Rad PowerPac® 300 (Bio-Rad, California, CA, 

EE. UU.) manteniendo el voltaje constante a 70V hasta que todo el frente de corrida ingresara al gel, para 

luego subir el voltaje hasta 80V. Los geles fueron revelados en un transiluminador Foto/UV® 1 (Fotodyne 

Inc., Thermo Fischer Scientific, Heartland, WI, EE. UU.). 

8. Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como la media ± SEM (error estándar medio). Los datos se 

analizaron mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los análisis se realizaron usando el 

software R (http://www.r-project.org/). En todos los casos se consideró un P<0,05 como estadísticamente 

significativo. 
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RESULTADOS 

La exposición neonatal a endosulfán altera la organización estructural del miometrio durante el 

periodo pre-implantatorio. 

La exposición a endosulfán disminuyó el espesor total de la pared miometrial, al disminuir tanto 

el espesor del miometrio circular como del longitudinal, y del tejido conectivo entre ambas capas o tejido 

conectivo intersticial (figura 8). Estas alteraciones se asociaron a un aumento en la remodelación de 

colágeno en ambas capas miometriales, y a una reducción en el área relativa ocupada por vasos sanguíneos 

en el tejido conectivo intersticial (figura 9).  

 

Figura 8: Efecto de la exposición neonatal a endosulfán sobre el espesor del miometrio durante el 
periodo pre-implanatorio. Espesores del miometrio uterino (A), del miometrio circular (B), del 
miometrio longitudinal (C) y del tejido conectivo intersticial (D). Las columnas representan la media 
± SEM (Control, n = 8; Endo600, n = 8) *p<0,05 vs. control. E) Fotomicrografías representativas de 
secciones uterinas coloreadas con hematoxilina-eosina que muestran los cambios morfológicos 
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producidos por la exposición a endosulfán. H-E: coloración de hematoxilina-eosina; MC: miometrio 
circular; ML: miometrio longitudinal; TC: tejido conectivo intersticial. Escala de barra: 100 µm. 

 

Figura 9: Remodelación de colágeno y área relativa ocupada por vasos sanguíneos en el miometrio 
de ratas control y expuestas neonatalmente a endosulfán en el periodo pre-implantatorio. 
Remodelación del colágeno en el miometrio circular (A) y en el miometrio longitudinal (B) expresada 
como área relativa birrefringente. C) Área relativa ocupada por vasos sanguíneos en el tejido conectivo 
expresado como Vv. Las columnas representan la media ± SEM (Control, n = 8; Endo600, n = 8). 
*p<0,05 vs. control, **p<0,01 vs. control. D) Fotomicrografías representativas que muestran la 
organización de las fibras de colágeno en el miometrio uterino. P-H: coloración de picrosirius-
hematoxilina; MC: miometrio circular; ML: miometrio longitudinal; TC: tejido conectivo intersticial. 
Asterisco blanco, vasos sanguíneos; Punta de flecha blanca, arterias uterinas. Escala de barra: 50 µm. 
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El endosulfán altera la proliferación de las células miometriales en el DG5 

Como se mencionó previamente, la adaptación miometrial durante la preñez temprana involucra 

la proliferación de SMCs. La proliferación celular de las células del miometrio longitudinal fue mayor 

que las del miometrio circular, en ambos grupos experimentales. Asimismo, las ratas hembra que habían 

sido expuestas neonatalmente a endosulfán presentaron una menor proliferación celular en el miometrio 

circular (C: 0,50 ± 0,12; Endo600: 0,16 ± 0,10) y longitudinal (C: 1.13 ± 0.24; Endo600: 0.63 ± 0.15) 

(figura 10). 

 

Figura 10: Proliferación celular mediante inmunodetección de Ki67 en el miometrio uterino de 
animales control y expuestos neonatalmente a endosulfán en el periodo pre-implantatorio. La 
exposición a endosulfán disminuyó la proliferación celular en el miometrio circular (A) y longitudinal 
(B). Los resultados se expresan como Vv. Las columnas representan la media ± SEM (Control, n = 8; 
Endo600, n = 8). *p<0,05 vs. control. C) Fotomicrografías representativas de la proliferación de las 
células del miometrio. Los inset en las figuras muestran la localización de Ki67 a mayor aumento. 
MC: miometrio circular; ML: miometrio longitudinal; TC: tejido conectivo intersticial. Punta de flecha 
negra, células con inmunomarcación positiva para Ki67. Escala de barra: 100 µm. 
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La exposición neonatal a endosulfán alteró la expresión de proteínas involucradas en la diferenciación 

miometrial durante el periodo pre-implantatorio 

La proliferación de las SMCs está regulada por los receptores esteroideos y sus genes downstream 

�✕✖✄✌ ✍ �✂✄✌✂✂✗ ✞✂ ✝✠ ✠✕✔✂✕✖✄✌✄✂✕ ✟✎✂✠✄✠✕✔✎✌✝ ✠✕ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✍ ✟✠✡ ✄✁ ✠✕✖✄✠ ✡✂✝ ✌✕✎☎✌✡✠✝

tratados y del grupo control (figura 11). Por otro lado, la exposición a endosulfán redujo los niveles de 

expresión de Hoxa10 en el miometrio longitudinal, mientras que la expresión de Wnt7a se observó 

disminuida en ambas capas miometriales (figura 12). 

 
Figura 11: Expresión de los receptores esteroideos en el miometrio uterino de ratas control y expuestas 
neonatalmente a endosulfán en el periodo pre-implantatorio. No se observaron alteraciones en los 
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✆✞�✁✂✁☎ �✁ ✁✟✁✝✁☎✞✂✆ �✁✂ ✁�✂ ✄✄☎ ✄ �✁✂ ✁✆ ✄✝☎ ✁✆ ✁✂ ✞✞✄✞✁✆✝✞✄ ✠✆✁✝✞✆✄✟ ✠✄☎ ✝✁☎✠✂✆✡�✄☎ ☎✁ ✁✟✁✝✁☎✡✆

como DOI. Las columnas representan la media ± SEM (Control, n = 8; Endo600, n = 8). C) 
✞✄✆✄✞✞☎✝✄✡✝✡☛☞✡☎ ✝✁✁✝✁☎✁✆✆✡✆✞�✡☎ �✁ ✂✡ ✁✟✁✝✁☎✞✂✆ �✁✂ ✁�✂ ✌ �✁✂ ✁✆ ✁✆ ✁✂ ✞✞✄✞✁✆✝✞✄✟ MC: miometrio 
circular; ML: miometrio longitudinal; TC: tejido conectivo intersticial. Escala de barra: 100 µm. 

 

Figura 12: Efecto de la exposición neonatal a endosulfán sobre la expresión miometrial uterina de 
Wnt7a y Hoxa10 en el periodo pre-implantatorio. A) Resultados de la cuantificación de los niveles de 
expresión de Wnt7a en las capas del miometrio circular (izquierda) y longitudinal (derecha). B) 
Niveles de expresión de Hoxa10 en los miometrios circular (izq.) y longitudinal (der.). Los resultados 
se expresan como DOI. Las columnas representan la media ± SEM (Control, n = 8; Endo600, n = 8). 
*p<0,05 vs. control; **p<0,01 vs. control. C) Fotomicrografías representativas de la expresión de 
Wnt7a y Hoxa10 en las células del miometrio uterino. MC: miometrio circular; ML: miometrio 
longitudinal; TC: tejido conectivo intersticial. Punta de flecha negra, células con inmunomarcación 
positiva para Ki67. Wnt7a, escala de barra: 20 µm; Hoxa10, escala de barra: 50 µm. 
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El endosulfán alteró el inicio del parto y la expresión de genes asociados a las contracciones uterinas 

durante el parto 

Teniendo en cuenta los resultados mencionados, nuestro próximo objetivo fue evaluar si las 

alteraciones en la adaptación de las SMCs durante el periodo pre-implantatorio, podría afectar la 

activación miometrial que se requiere para el parto. 

Evaluamos el día y la hora a la que comenzaba el parto. A pesar de que todos los animales parieron 

en el DG23, el tratamiento con endosulfán alteró la hora de inicio del parto. Se observó que la expulsión 

de la primera cría en las ratas expuestas a endosulfán ocurría significativamente antes (Control: 11:00 ± 

00:45 a.m. vs Endo600: 07:00 ± 00:30 a.m.; *p < 0.05). Asimismo, detectamos una mayor expresión en 

la expresión relativa del ARNm de los genes OXTR, PTGFR y Cx-43 (figura 13). 

 

Figura 13: Expresión de genes asociados a las contracciones uterinas en el útero de ratas control y 
expuestas neonatalmente a endosulfán durante el parto. Niveles de expresión relativa del receptor de 
✄✟✞✆✄☎✞✆✡ ✄✄☎� �✁✂ ✝✁☎✁✁✆✄✝ �✁ ✁✝✄☎✆✡✡✂✡✆�✞✆✡☎ ✞✁✂ ✄✝☎ ✌ �✁ ☎✄✆✁✟✞✆✡ ✂✄ ✄☎☎ �✁✆✁✝✞✞✆✡�✄☎ ✁✄✝ ✆✁✝-
PCR. Las muestras fueron normalizadas frente a la expresión de Rpl19 y a los valores del grupo 
control, al que se le asignó el valor de 1. Las columnas representan la media ± SEM (Control, n = 10; 
Endo600, n = 10). *p<0,05 vs. control; **p<0,01 vs. control.  
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DISCUSIÓN 

En el presente capítulo demostramos los efectos a largo plazo de la exposición neonatal a 

endosulfán sobre la diferenciación miometrial en el periodo pre-implantatorio, al inducir alteraciones 

morfológicas y moleculares. La adaptación miometrial es necesaria no solo para el mantenimiento de la 

gestación y el parto, sino para la implantación embrionaria [270]. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren 

que las alteraciones en la diferenciación miometrial podrían estar relacionadas con las fallas en la 

implantación del embrión, que hemos reportado previamente [140]. Además, investigamos si las 

alteraciones en la diferenciación del miometrio uterino podrían afectar la activación miometrial para que 

se produzca el parto. Observamos que, a pesar de que todos los animales parieron en el DG23, la 

exposición a endosulfán adelantó el inicio del parto, y esta alteración podría estar asociada con la mayor 

expresión de los CAPs estudiados (OXTR, PTGFR y Cx-43). 

Como se comentó previamente, la exposición a PE durante periodos críticos del desarrollo podría 

alterar el patrón de desarrollo con consecuencias negativas a largo plazo sobre la función uterina y la salud 

reproductiva [193,271]. En estudios previos de nuestro laboratorio [75,139,140], demostramos que la 

exposición neonatal a endosulfán altera la expresión de proteínas involucradas en el desarrollo uterino en 

el periodo prepuberal e indujo subfertilidad, caracterizada por una disminución en la tasa de preñez y en 

el número de sitios de implantación. Además, observamos que las fallas en la implantación se relacionaron 

con alteraciones en las vías de señalización endócrinas que regulan la proliferación endometrial en el 

periodo pre-implantatorio [140]. 

La diferenciación miometrial, además de la diferenciación endometrial, es necesaria para que se 

produzca la implantación embrionaria. En las ratas expuestas a endosulfán, observamos una disminución 

en el espesor del miometrio como consecuencia de un menor espesor del miometrio circular y 

longitudinal, así como también del tejido conectivo intersticial entre ambas capas musculares. La 

disminución del espesor se relaciona con una mayor remodelación de colágeno en los miometrios circular 

y longitudinal, una reducción del área relativa ocupada por vasos sanguíneos y una menor proliferación 

en ambas capas musculares. La atrofia uterina y una deficiente vascularización se han asociado a una 

deficiente implantación, problemas en el mantenimiento de la gestación y/o fallas en el desarrollo y la 

funcionalidad placentaria, lo que podría dar lugar a una restricción del crecimiento intrauterino o 

patologías como la preeclampsia [272�275]. Sin embargo, bajo las condiciones de nuestro diseño 

experimental no podemos afirmar si las alteraciones en el tejido conectivo intersticial y en la densidad 

vascular alteran el desarrollo embrionario y, por lo tanto, el peso de la cría al nacer. Por otro lado, las 

alteraciones miometriales observadas en el grupo Endo600 son similares a las reportadas en un modelo 

de diabetes tipo 1 a largo plazo [270], donde la diabetes redujo la proliferación de las SMCs, las cuales se 
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relacionaron con una disminución del espesor de las capas musculares. Asimismo, en el modelo de 

diabetes se observó una disminución del tejido conectivo entre las capas musculares y una atrofia de las 

capas miometriales, junto con una mayor desorganización de los filamentos contráctiles de las SMCs 

[270]. Notablemente, estudios epidemiológicos y experimentales han asociado la exposición a endosulfán 

con patologías metabólicas como diabetes e insulino-resistencia [276,277]. 

La hiperplasia de las SMCs, que caracteriza la adaptación miometrial durante la preñez temprana, 

se encuentra inducida por factores de crecimientos regulados por los estrógenos [251]. En nuestro trabajo, 

la menor proliferación celular está asociada a una disminución en la expresión de Wnt7a y Hoxa10, los 

cuales son regulados por los estrógenos. Asimismo, Wnt7a y Hoxa10 se encuentran implicados en la 

regulación de la diferenciación del músculo liso uterino [21,278]. Se demostró que en ratones Wnt7a-/- 

aumenta la desorganización de las SMCs uterinas y que poseen un miometrio atrofiado en asociación con 

una pérdida de la expresión de Hoxa10 [21]. La exposición a PE altera la expresión de los genes Wnt7a y 

Hoxa10, tal como se demostró para la exposición neonatal a DES que inhibe la expresión de dichos genes 

[32,279]. La exposición in utero a BPA o MXC también altera la expresión de Hoxa10 [280,281], mientras 

�✒✠ ✡✌ ✠✄✞✂✝✎✔✎✁✕ ✌ ✆✎✂✠✕✎✡✂✝ ✞✂✡✎✔✡✂✄✌✟✂✝ ✂✁✝✁✝� ✍ ✂✄☎-etinilestradiol disminuye la expresión de Wnt7a 

[282,283]. En forma similar a lo que observamos para endosulfán, la exposición a los PE antes 

mencionados produjo alteraciones en la organización miometrial y afectó la eficiencia reproductiva [284�

286]. Teniendo en cuenta nuestros resultados, podemos sugerir que la perturbación observada en la vía de 

señalización Wnt7a/Hoxa10 podrían estar involucradas en las alteraciones de la diferenciación miometrial 

durante la preñez temprana que, a su vez, podrían estar relacionadas con las fallas en la implantación 

inducidas por el endosulfán. 

Considerando los resultados observados en el miometrio uterino en el periodo pre-implantatorio 

de ratas que habían sido expuestas neonatalmente a endosulfán, estudiamos si las alteraciones en la 

adaptación del miometrio podrían afectar la activación del miometrio durante el parto. El parto se 

desencadena como consecuencia de la generación de contracciones sincronizadas de elevada amplitud y 

frecuencia. La habilidad del miometrio para que desencadenar las contracciones durante el parto a término 

puede definirse bioquímicamente por el aumento de la expresión de proteínas asociadas a las 

contracciones, o CAPs, tales como el OXTR, PTGFR y Cx-43; las que son responsables de la actividad 

contráctil y de la capacidad de respuesta del miometrio durante el trabajo de parto [252,267]. Las 

contracciones miometriales son producidas por el incremento de la concentración de Ca+2 intracelular, 

que ocurre por la liberación de Ca+2 del retículo sarcoplasmático y por la activación de canales de Ca+2 

activados por ligando o regulados por diferencia de potencial; estos procesos son regulados por las vías 

de señalización del OXTR y del PTGFR [287�289]. Por otro lado, la Cx-43, una de las proteínas de unión 
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de las células miometriales más importante, facilita la propagación de los impulsos eléctricos y sincroniza 

las contracciones miometriales [290�292]. En nuestro trabajo observamos que, aunque todas las hembras 

parieron en DG23, los animales tratados con endosulfán comenzaron a parir más temprano, y esto se 

asoció con una mayor expresión génica de OXTR, PTGFR y Cx-43. En la bibliografía consultada, no 

encontramos trabajos que estudien los efectos de la exposición a endosulfán sobre la actividad contráctil 

uterina. Asimismo, existen pocos antecedentes que estudien los efectos de otros PE sobre la actividad 

contráctil uterina. Estudios in vitro demostraron que la exposición de segmentos de miometrio bovino a 

DDT, o su metabolito diclorodifenildicloroetileno (DDE), incrementa las contracciones miometriales 

basales y la secreción ovárica de oxitocina y endometrial de prostaglandina �✁� [293�295]. Asimismo, 

Wrobel y col. [296] demostraron que la exposición in vitro de segmentos uterinos a DDT y DDE aumenta 

la expresión de caveolina-1, otra CAP involucrada en las contracciones [297]. Por el contrario, la 

exposición de ratas Sprague-Dawley prepuberales durante 3 días a 4-tert-octilfenol o BPA disminuye la 

actividad contráctil del miometrio aunque se induce la expresión de CAPs [298]. Nuestros resultados, 

junto con los antecedentes mencionados, sugieren que las CAPs pueden alterarse luego de la exposición 

a PEs, y así afectar la actividad contráctil uterina. Asimismo, podemos sugerir que los cambios observados 

en las ratas expuestas a endosulfán durante el periodo pre-implantatorio, podrían estar relacionados con 

las alteraciones observadas en la activación miometrial durante el parto, evidenciadas por un 

adelantamiento en el inicio del parto en asociación con una mayor expresión de genes asociados a las 

contracciones uterinas. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que existan otros efectos del 

endosulfán, como un adelantamiento del momento en el cual se implanta el embrión, que también podría 

ser responsable del adelantamiento del parto. 

El parto a término exitoso requiere de la coordinación de múltiples vías de señalización que 

desencadenan las potentes contracciones uterinas. Alteraciones en la expresión de las moléculas 

involucradas pueden afectar la función fisiológica y conducir a un parto pretérmino o fallas en el trabajo 

de parto. Por un lado, la Cx-43 está relacionada con la coordinación de las contracciones uterinas que 

permiten un parto normal. En este sentido, la deleción condicional de Cx-43 en SMCs uterinas se asocia 

con una demora en el inicio del parto [290], mientras que en un modelo murino de parto pretérmino se 

observó una mayor expresión de Cx-43 [299]. Por otro lado, los incrementos en la expresión de OXTR y 

de PTGFR estarían asociados con contracciones de mayor amplitud y frecuencia, lo que podría generar 

una mayor fuerza en las contracciones o que las contracciones sean más largas [300,301]. Una mayor 

contractilidad uterina durante el parto se asocia con consecuencias perjudiciales para las crías. En relación 

con esto, se observó que en cerdas con una mayor contractibilidad uterina, las crías al nacer presentaban 

una disminución en la frecuencia cardíaca, mayor probabilidad de inhalación de meconio, y un aumento 

de las muertes intraparto [302,303]. En un modelo de ratones KO para la cinasa de receptores acoplados 



CAPÍTULO I: Efectos de la exposición neonatal a endosulfán sobre la adaptación miometrial en la rata 

53 
 

a proteína G 6 (GRK6), que promueve la desensibilización del OXTR, se ha asociado una mayor actividad 

contráctil del miometrio con un incremento en la tasa de muertes fetales [304]. En nuestro trabajo, si bien 

observamos una mayor expresión de CAPs, se requieren más estudios para asociar el incremento en la 

expresión génica con una mayor actividad contráctil uterina. 

La diferenciación y la actividad miometrial poseen un rol central en muchas funciones 

reproductivas incluyendo el transporte de esperma y de embriones, implantación, gestación y el parto. 

Asimismo, una diferenciación o actividad miometrial anormal puede inducir fallas reproductivas, como 

infertilidad, fallas en la implantación o parto pretérmino [305]. Trabajos epidemiológicos han establecido 

asociaciones entre la exposición a POPs y la incidencia de infertilidad, parto pretérmino y abortos 

espontáneos. Pathak y col. [116] observaron una correlación significativa entre los niveles de endosulfán, 

entre otros POPs, en sangre materna y de cordón umbilical y la incidencia de partos pretérmino. 

Resultados similares fueron publicados por Tyagi y col. [306], quienes evaluaron la asociación entre los 

niveles de exposición a POPs y el tiempo de gestación, el peso del bebé y el peso de la placenta en partos 

a término y pretérmino. En dicho estudio, observaron una correlación negativa entre los niveles de los 

P�✁ �-✟✠✄✌✔✟✡✂✄✂✟✠✄✌✕✂ ✂�-�✝��☛ ☎-HCH y DDE y el tiempo de gestación; además, describieron que 

☎✌✍✂✄✠✝ ✕✎✠✠✡✠✝ ✟✠ ✟✎✠✡✟✄✎✕ ✍ ✂-HCH se asociaban a un menor peso de la placenta. Nosotros 

desconocemos la existencia de estudios que relacionen elevados niveles de endosulfán con alteraciones 

en el peso de la placenta. Embrandiri y col. [307] realizaron un estudio epidemiológico y establecieron 

una relación entre diversas patologías, como retraso madurativo, anomalías congénitas y trastornos 

reproductivos, en los habitantes de Kasaragod (Kerala, India), y la exposición indirecta durante más de 

20 años a endosulfán. Teniendo en cuenta estos antecedentes y nuestros resultados, podemos sugerir que 

la exposición a endosulfán podría representar un riesgo para el desarrollo de desórdenes reproductivos. 

Como hemos mencionado previamente, los resultados aquí expuestos, junto con nuestros antecedentes 

previos [140], establecen una asociación entre las fallas en la implantación inducidas por la exposición a 

endosulfán y las alteraciones observadas en la diferenciación endometrial y miometrial en el periodo pre-

implantatorio.  

En conclusión, nuestros resultados demuestran que la exposición neonatal a endosulfán en ratas 

induce alteraciones morfológicas y moleculares en el miometrio durante el periodo pre-implantatorio. 

También observamos un adelantamiento del trabajo de parto en asociación con una mayor expresión de 

CAPs, proteínas que regulan la actividad contráctil y la capacidad de respuesta del miometrio uterino 

durante el parto. Las alteraciones en la adaptación miometrial durante la gestación temprana y el parto 

inducidas por el endosulfán podrían repercutir negativamente en la fertilidad de la hembra, el 

mantenimiento de la gestación y el parto. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO II 
EXPOSICIÓN NEONATAL DE CORDERAS A UN HBG: 
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ORAL VS SUBCUTÁNEA 
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INTRODUCCIÓN 

Como se mencionó anteriormente, los HBG son los agroquímicos más empleados. Se estima que 

en 2014 se utilizaron 800 millones de kg de glifosato a nivel mundial [94], y que cada año se utilizan en 

Argentina unos 200 millones de litros del herbicida [148]. Es por ello que, debido al frecuente e intensivo 

uso en la región pampeana, se podría considerar al glifosato como un compuesto pseudo-persistente [95]. 

Se han descripto residuos de glifosato, y su principal metabolito (AMPA), en diferentes matrices: aguas 

superficiales, sedimentos y suelo [147�149,308]. Incluso se detectó glifosato y AMPA en partículas de 

polvo respirable provenientes de la región semiárida central argentina [152]. Por otro lado, también se han 

determinado niveles de glifosato en carne, granos, frutas y vegetales [158,309], siendo la vía oral una de 

las potenciales fuentes de exposición. Estos hallazgos han despertado el interés por estudiar los potenciales 

efectos de estos compuestos sobre la salud. 

Como ya se mencionó, se han reportado múltiples efectos en ensayos in vitro empleando células 

de mamífero y, aparentemente, dichos efectos dependen de la composición del HBG y del diseño 

experimental utilizado (tipo de célula, concentración y tiempo de exposición, entre otros). Además, en un 

modelo in vitro se describen efectos de PE de los HBG mediados por una activación ligando-

independiente del RE [176]. Estudios in vivo también han observado que el HBG tiene potencial actividad 

como PE. En publicaciones de nuestro laboratorio, describimos efectos adversos de HBG sobre el 

desarrollo uterino y mamario, y sobre la fertilidad de la hembra [182,190,191,196]. 

En Argentina existen aproximadamente 15 millones de ovinos; la mayor cantidad se encuentra en 

la región patagónica, y luego le siguen la región pampeana y la región del litoral [310]. A pesar de ser 

nuestro País un gran productor ganadero, no hay estudios que evalúen la reducción en las tasas de fertilidad 

y su impacto sobre la productividad económica, en asociación con los efectos de la exposición a 

agroquímicos [311]. Una importante dificultad para demostrar dichas asociaciones podría estar 

relacionada con la gran diversidad de contaminantes a los cuales los animales de interés zootécnico están 

expuestos en sus condiciones a campo, y que estos agentes pueden actuar de manera aditiva, sinérgica o 

antagónicamente [312]. Asimismo, existen diferentes vías de exposición tales como inhalación, ingestión 

o contacto directo; debiendo considerarse también las tasas de absorción, metabolización y excreción, y 

el momento de la exposición (prenatal por vía placentaria o posnatal por vía de leche materna, etc.) [313]. 

La importancia del empleo de ovinos como modelo animal para el estudio de los efectos de la exposición 

neonatal a PE radica, no solo en la potencial repercusión económica, sino en las similitudes que posee con 

la mujer en los procesos del desarrollo ovárico y de la adenogénesis uterina [8,314]. La mayoría de los 

estudios realizados con ovinos y que evalúan los efectos de los PE, se han centrado en evaluar el desarrollo 



CAPÍTULO II: Comparación de los efectos de la exposición neonatal de corderas a un HBG 

56 
 

y la funcionalidad del testículo u ovario [311,315,316], sin prestar mayor atención a los efectos sobre el 

útero. 

En la oveja, el desarrollo uterino finaliza en el DPN56 [1]. Durante este proceso, la proliferación 

es un factor clave y, junto con el desarrollo y la diferenciación, están coordinadas por la expresión de los 

✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁� ✍ ✄✁� [1,13]. Los factores de crecimiento de la familia del IGF poseen un 

importante rol, actuando de manera autocrina, paracrina y endocrina en el crecimiento de tejidos y 

órganos. Regulan la proliferación, diferenciación y apoptosis celular mediante la unión de IGF-1 e IGF-2 

a su receptor (IGF-1R). La regulación de la actividad de los IGF está mediada por las proteínas de unión 

a las IGF (IGFBP-1 a -6), las que pueden inhibir o potenciar el efecto de los mismos [317].  

El desarrollo de las glándulas uterinas involucra, entre otros procesos antes mencionados, el 

proceso de ramificación glandular o branching morphogenesis. En muchos órganos, este proceso está 

regulado por miembros de la superfamilia del factor de crecimien✖✂ ✖✄✌✕✝✂✂✄☎✌✕✖✠ ☎ ✂✆✂�☎�✗ En la 

✝✒✞✠✄✂✌☎✎✡✎✌ ✟✠✡ ✆✂�☎ ✝✠ ✠✕✔✒✠✕✖✄✌✕ ✡as activinas e inhibinas, que regulan el crecimiento y la 

diferenciación del útero y de otros órganos epitelio-mesenquimales ramificados de manera autocrina, 

paracrina y, probablemente, endocrina [318]. Las activinas ejercen su función al unirse a los receptores 

tipo IA o -B y tipo IIA o -B [319], y la regulación de los efectos de las activinas está mediada por las 

inhibinas, o por la unión de alta afinidad de la folistatina a las activinas [320]. Además, la adenogénesis 

también está regulada por diversos factores de transcripción, como los receptores esteroideos. No 

obstante, aunque el desarrollo está mediado por los receptores esteroideos, los mecanismos efectores son 

ligando-independientes [1]. Se han reportado cambios en la expresión de estas moléculas luego de la 

exposición a PE en etapas tempranas del desarrollo, evidenciando alteraciones en el normal desarrollo 

uterino con efectos adversos, a largo plazo, sobre la salud reproductiva [139,140,271,321].  

Con base en los antecedentes comentados, nuestra hipótesis propone que la exposición neonatal a un HBG 

altera el desarrollo uterino, afectando la diferenciación y la funcionalidad uterina, disminuyendo la 

aptitud reproductiva de la oveja.   
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

I. Estudiar los efectos de la exposición neonatal a un HBG en corderas empleando dos vías de 

administración diferentes: oral vs. subcutánea. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Cuantificar los niveles circulantes de glifosato y sus metabolitos en tres grupos de corderas: 

controles tratadas con vehículo, expuestas al HBG por vía oral y expuestas al HBG por vía subcutánea. 

� Determinar en los tres grupos experimentales las características histomorfológicas del útero: altura 

del EL, densidad glandular y espesor del ES y del miometrio.  

� Evaluar la proliferación celular en los distintos compartimientos tisulares del útero, empleando la 

técnica inmunohistoquímica para identificar la expresión del marcador Ki67 en cada uno de los 

compartimentos. 

� Determinar y cuantificar, mediante RT-PCR en tiempo real (qRT-PCR), la expresión del ARNm de 

los receptores esteroideos: de estrógenos alfa (✄✁�� y ✆✠✖✌ ✂✄✁☎�☛ ✍ de progesterona (RP); y de genes 

relacionados con el desarrollo morfogenético del útero: del sistema folistatina-activina y de la 

familia insulin-like growth factors (IGF1 e IGF2) y del receptor IGF-1R. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Animales y tratamiento 

Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comité Académico de Ética y 

Seguridad en la Investigación de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de la Universidad 

Nacional del Litoral. Los experimentos fueron realizados en una granja cercana a la Facultad de Ciencias 

Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora (Pcia. de Buenos Aires, Argentina) que posee 

un convenio de cooperación con la FBCB - UNL.  

Los animales experimentales utilizados fueron hembras de la raza ovina frisona (de 2 a 4 años de 

edad) alimentadas sobre pastura natural con baja proporción de trébol. Dichas hembras recibieron servicio 

natural con machos de la raza frisona durante la temporada reproductiva. Durante los períodos de 

gestación y de lactancia los animales no recibieron suplementación alimenticia. Para los experimentos se 

seleccionaron las corderas nacidas durante los meses de agosto y septiembre de 2015 provenientes de 

partos únicos. No se utilizaron mellizos para evitar la eventual influencia sobre los fetos que podría 

producir un ambiente hormonal uterino distinto producto de una gestación múltiple [322]. Si bien no se 

determinó la concentración de fitoestrógenos ni de otros contaminantes (ej.: glifosato) en la pastura, se 

asume que todos los animales estuvieron expuestos a los mismos niveles dado que la alimentación fue 

idéntica entre los animales controles y los tratados. Se determinaron los niveles de glifosato y AMPA en 

el agua de bebida. Tanto las madres como las crías permanecieron bajo condiciones naturales a campo 

durante todo el experimento. Todos los animales experimentales fueron pesados el día del nacimiento 

(DPN1) y el DPN45. Al momento de nacer las corderas fueron identificadas con caravanas numeradas de 

colores, que mantuvieron durante todo el tiempo que duraron los experimentos. 

Luego del nacimiento, corderas hembra fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes 

grupos experimentales: 

i) Control: Solución fisiológica (vehículo) administrada por vía subcutánea (Csc; n = 6); 

ii) Control: Solución fisiológica administrada por vía oral (Co; n = 6); 

iii) Tratado: Formulación de un HBG (dosis de 2 mg/kg/día) en solución fisiológica administrada 

por vía subcutánea (HBGsc; n = 5); 

iv) Tratado: Formulación de un HBG (dosis de 2 mg/kg/día) en solución fisiológica administrada 

por vía oral (HBGo; n = 5). 

La HBG empleada fue Roundup Full® (Argos SRL, Santa Fe, Argentina), una formulación de 

glifosato soluble en agua que contiene 54 % p/v. La dosis de 2 mg/kg/día se encuentra dentro del orden 

de magnitud de la dosis crónica de referencia (RfD) recientemente reasignada por la Agencia de 
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Protección Ambiental de los EE.UU. (EPA; http://www.epa.gov) de 1 mg/kg-pc/día [323]. Además, la 

dosis seleccionada está en el orden de magnitud de las concentraciones encontradas en granos de soja y 

son valores ambientales detectados en suelos y cursos de agua de Argentina [95,147,158]. El tratamiento 

con el vehículo o el HBG fue posnatal, desde el DPN1 al DPN14, y se realizó mediante inyecciones 

subcutáneas en la nuca del animal o por vía oral usando una pistola autodosificadora (Líder Matic 5 cc, 

Villa Nueva SA, Córdoba, Argentina). La elección de la vía oral se realizó considerando que es una de 

las principales fuentes de exposición al HBG. La elección de la vía subcutánea se realizó con base en los 

antecedentes de trabajos de nuestro laboratorio donde demostramos los efectos adversos de la exposición 

neonatal a otros PE sobre el desarrollo uterino en roedores [75,190�192], y del ovario en ovinos [259,324]. 

Empleando esta vía de administración, podemos asegurarnos los niveles de exposición administrados, 

especialmente en los roedores tratados durante los primeros días posnatales. 

2. Obtención de suero 

Se obtuvo muestras de sangre periférica por punción yugular de las corderas de DPN15 (al finalizar 

el tratamiento) y DPN45 (al momento del sacrificio). La sangre fue recolectada en tubos de vidrio y 

mantenida refrigerada a 5°C hasta su llegada al laboratorio (menos de 1 hora) donde se procesaron. Luego 

se colocaron en estufa a 37°C durante 30 minutos para la retracción del coágulo. Por último, se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos y se separó el suero, el cual se preservó a -80°C hasta su 

uso. 

3. Obtención de muestras uterinas. 

Todo el material utilizado durante la cirugía fue previamente esterilizado. Cada animal fue 

sacrificado mediante sobredosis de pentobarbital sódico (Euthanyle®, Brouwer SA, Buenos Aires, 

Argentina) y se lo colocó en la mesa de cirugía en posición decúbito dorsal, sujetándolo por sus 

extremidades. Se esquiló la zona abdominal e inguinal, se higienizó la zona con agua y jabón, se desinfectó 

con una solución de yodopovidona colocando luego un campo quirúrgico. 

Luego se practicó una incisión con bisturí de aproximadamente 8 cm en la línea media de la piel 

de la zona abdominal, inmediatamente por delante de las glándulas mamarias. Por divulsión del tejido 

subcutáneo se separó la piel del tejido muscular subyacente. Para ingresar a la cavidad abdominal se debe 

atravesar la pared muscular y el pe✄✎✖✂✕✠✂☛ ✞✌✄✌ ✠✡✡✂ ✝✠ ✄✠✌✡✎✠✁ ✒✕✌ ✎✕✔✎✝✎✁✕ ✠✕ ✡✌ �✡✟✕✠✌ ✆✡✌✕✔✌✝ �✒✠

corresponde a la fascia que une a los músculos rectos del abdomen. Con separadores se desplazaron 

lateralmente los bordes de la herida y se buscaron los cuernos uterinos con pinza anatómica de punta 

roma. Una vez localizado el útero, se lo expuso evitando cualquier tipo de presión innecesaria. Se seccionó 

respetando las ligaduras, extrayéndose así el cervix, cada uno de los cuernos uterinos y los ovarios.  
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Por último, el cuerpo y los cuernos uterinos y los ovarios se disecaron bajo lupa para separarlos 

entre sí y de posibles restos de tejidos adyacentes (cérvix, meso-ovario, oviducto, tejido adiposo) y se 

pesaron en balanza analítica. Los valores obtenidos (expresados en g) se ajustaron al peso corporal de 

cada cordera (expresados en kg). 

Porciones de la región media de un cuerno uterino (de aproximadamente 1 cm) se fijaron en formol 

buffer (formol 4% en PBS pH=7.5) durante 24 h para conservar las estructuras histológicas y citológicas 

del tejido. Además, porciones de la región media del otro cuerno uterino, se congelaron en N2 líquido y 

luego fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.  

Las porciones fijadas con formol buffer fueron procesadas hasta su inclusión en parafina como se 

detalla en la tabla 2. Las muestras congeladas se destinaron para ensayos de biología molecular (ver 

sección 7). Las muestras obtenidas de cada animal fueron asignadas aleatoriamente para procesado 

histológico o biología molecular. 

4. Determinación de los niveles de glifosato 

4.1. En muestras de agua 

Las concentraciones de glifosato y su metabolito AMPA en el agua de bebida fueron determinadas 

mediante cromatografía líquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometría de masas (UHPLC-

MS/MS). Las determinaciones se llevaron a cabo en el Programa de Investigación y Análisis de Residuos 

y Contaminantes químicos (PRINARC, Facultad de Ingeniería Química, UNL). Los límites de 

✔✒✌✕✖✎✂✎✔✌✔✎✁✕ ✂���� ✂✒✠✄✂✕ ✟✠ ✂☛✁ ✍ ✂☛✁ ✂☎✄� ✟✠ ☎✡✎✂✂✝✌✖✂ ✍ �✂✁�☛ ✄✠✝✞✠✔✖✎✠✌☎ente, como fue descripto 

por Demonte y col. [325]. 

4.2. En suero de corderas 

Se midieron las concentraciones de glifosato y AMPA en el suero de corderas de DPN15 (al día 

siguiente de finalizar la exposición) y en el DPN45 (día del sacrificio) empleando un UHPLC-MS/MS 

✂✁✄�✞�✄☛ ���☛ ✂✞��✗ ✑✠ ✞✄✂✔✠✝✌✄✂✕ ✁✂✂ ✂� ✟✠ ✝✒✠✄✂ ✟✠ ✔✂✄✟✠✄✌✝ ✂blanco, blanco con adición de 

reactivos patrón, o muestras de suero de grupos experimentales), y se realizaron los ensayos de validación 

como fue descripto por Milesi y col. [196]. Brevemente, se agrega acetonitrilo al suero de las corderas 

para precipitar las proteínas, se homogeniza, se pasan por ultrasonido y se centrifuga. Se toma el 

sobrenadante y se repite el proceso. Luego, se agrega al sobrenadante buffer borato (pH = 9) y se incuba 

2 h con el reactivo derivatizante cloruro de 9-fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC-Cl). Finalizada la reacción 

de derivatización, se agrega diclorometano, se homogeniza, centrifuga y se toma el sobrenadante, el cual 

se analiza por cromatografía. Para evaluar la selectividad del método, se evaluaron los extractos a partir 
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del blanco y de muestras con agregado de patrón. Los límites de detección (LOD) y LOQ fueron 

determinados a partir de la inyección de diferentes extractos obtenidos a partir de muestras de suero blanco 

(n = 6), y midiendo la magnitud del fondo de la respuesta. El LOD se determinó experimentalmente como 

3 veces la relación señal-ruido, mientras que el LOQ es la menor concentración que puede medirse con 

un coeficiente de variación y un error relativo menor al 20%. El LOD y el LOQ para glifosato y AMPA 

✂✒✠ ✟✠ ✂ ✍ ✁ ✂☎✄�☛ ✄✠✝✞✠✔✖✎✠✌☎✠✕✖✠✗ 

5. Características histomorfológicas del útero 

Para realizar la caracterización histomorfológica del útero, cortes seriados de 5 µm de espesor 

realizados de manera transversal al eje mayor del útero fueron teñidos con picrosirius-hematoxilina, con 

el fin de evaluar los siguientes parámetros: altura del epitelio luminal, densidad glandular y espesor del 

estroma subepitelial y del miometrio.  

Se tomaron 3 secciones uterinas (separadas 50 µm entre sí) por animal y se aplicó un protocolo 

similar al descripto en la tabla 4 del capítulo 1. Brevemente, se desparafinaron en xilol, se hidrataron en 

soluciones de alcoholes de graduación decreciente, y se colorearon con una solución de picrosirius (Sirius 

red en una solución saturada de ácido pícrico) durante 1 h y con hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) 

durante 6 minutos. Posteriormente, se deshidrataron y montaron con un líquido de montaje permanente 

Eukitt (Sigma-Aldrich). Finalmente, imágenes de las secciones de tejido coloreadas fueron capturadas 

con la cámara de video color Spot Insight V3.5 acoplada al microscopio Olympus BH2 con objetivas 

Olympus Dplan 20X (apertura numérica = 0,40) y 40X (apertura numérica = 0,65). 

La determinación de la altura del epitelio luminal, y el espesor del estroma subepitelial y del 

miometrio se realizó mediante el análisis de las imágenes digitalizadas (al menos 6 imágenes por muestra 

fueron capturadas al azar) utilizando el software FIJI [326], previa calibración espacial del sistema. La 

calibración se realizó empleando imágenes de la grilla de la cámara de Neubauer. 

Por otro lado, para determinar la densidad glandular, las secciones de tejido coloreadas se 

examinaron por microscopía óptica utilizando el microscopio Olympus BH2 con objetivas Dplan 40X 

(apertura numérica = 0,65; Olympus), aplicando una metodología similar a la descripta para evaluar 

proliferación celular en el miometrio uterino (Capítulo 1). El valor obtenido fue estimado considerando 

la relación Vv de las glándulas presentes en el estroma intercaruncular, aplicando la ecuación 3 del 

capítulo 1. 

Donde Vv es la proporción estimada del objeto, Pi es el número de puntos incidentes sobre las 

glándulas, y P es el número de puntos totales sobre el estroma, incluyendo las glándulas. Para una mejor 
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estimación, el miometrio, el epitelio luminal y el lumen fueron excluidos. Para obtener los valores 

numéricos, se empleó un ocular que posee una grilla cuadriculada de 0,8 mm x 0,8 mm [260,265]. 

6. Evaluación de la proliferación celular en el útero 

Se evaluó la proliferación celular mediante la inmunodetección de Ki67. El protocolo estándar de 

IHQ utilizado se describe en la tabla 4 del capítulo 1, y la dilución del anticuerpo es la descripta en la 

tabla 12. Las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina de Mayer (Biopur, Rosario, Argentina), 

deshidratadas y montadas con líquido de montaje Eukitt (Sigma-Aldrich). 

La expresión de Ki67 fue cuantitativamente analizada en las secciones de tejido, utilizando un 

microscopio Olympus BH2 con objetivas Dplan 100X (apertura numérica = 1,25; Olympus). Las tasas de 

proliferación en los epitelios luminal y glandular se determinaron como el porcentaje de células Ki67-

positivas empleando la Ecuación 5 donde CT es el número total de núcleos (2000 células/sección) del 

compartimento y CNP es el número de células con núcleo Ki67-positivas. 

✄✞✂✞✓✂✓✝✕✖ ✆�✁✝✆✝✟✂ ✌
✂✄☎

✂✆

✍ ✎✏✏ ✒✑✓✔✂✓✝✕✖ ✝✗ 

En el estroma subepitelial y el miometrio, los índices de proliferación se obtuvieron considerando 

la Vv de las células Ki67-positivas, aplicando la Ecuación 3, descripta previamente en la sección 6 del 

capítulo 1; donde Vv es la proporción estimada de células positivas del compartimento en estudio, Pi es 

el número de puntos de la grilla incidentes sobre las células Ki67-positivas, y P es el número de puntos 

incidentes sobre el total de las células del compartimento estudiado. Tanto las células endoteliales como 

las células inflamatorias infiltrantes (ej., neutrófilos, macrófagos y eosinófilos), fueron excluidas en todos 

los análisis. La proliferación celular fue realizada en al menos 10 campos visuales por sección, y en dos 

secciones por cordera (con no menos de 50 µm de separación entre secciones). 

7. Evaluación de la expresión génica mediante qRT-PCR 

7.1. Extracción de ARN total y transcripción reversa 

�✌ ✠✄✖✄✌✔✔✎✁✕ ✟✠ �✄✞ ✖✂✖✌✡ ✝✠ ✄✠✌✡✎✠✁ ✒✖✎✡✎✠✌✕✟✂ ✠✡ ✄✠✌✔✖✎✠✂ ✔✂☎✠✄✔✎✌✡ �✆✄�✠✂✡ ✄✠✌☎✠✕✖✝ 

(Invitrogen), como se mencionó previamente. La concentración de ARN total en las muestras procesadas 

se determinó mediante la lectura en espectrofotómetro (NanoDrop Lite) a una longitud de onda de 260 

nm. Se usó como referencia de la pureza del ARN extraído, la relación entre las absorbancias obtenidas a 

260 nm (punto de máxima absorción de ácidos nucleicos) y 280 nm (punto de máxima absorción de 

proteínas). Solamente se utilizaron aquellas muestras con una relación de absorbancia 260/280 mayor a 
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1,9. Los ARN obtenidos fueron conservados a -80 ºC hasta el momento de la realización de las reacciones 

de RT. 

A partir de los ARN extraídos se realizaron transcripciones reversas con el fin de obtener los 

correspondientes ADNc, empleando el protocolo ya descripto. Como control negativo de la reacción se 

utilizó el ARN incubado en condiciones idénticas, pero sin transcriptasa reversa. 

7.2. PCR en tiempo real 

Luego de la extracción del ARN total y posterior RT, empleando los protocolos descriptos en el 

✔✌✞✟✖✒✡✂ ✂☛ ✝✠ ✟✠✖✠✄☎✎✕✁ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ �✄✞☎ ✟✠ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✟✠ ✠✝✖✄✁☎✠✕✂✝ � ✍ ☎ ✂✁✄� ✍ ✁✄☎☛

respectivamente), receptor de progesterona (PR), insulin-like growth factors 1 y 2 (IGF-1 y IGF-2), e 

insulin-like growth factor receptor (IGF-1R), y las moléculas folistatina (FST) y el receptor tipo 2 de 

activina A (ACVR2A) mediante ensayos optimizados de PCR en tiempo real.  

Para amplificar los genes, se diseñaron oligonucleótidos específicos utilizando el software Vector 

✞✆� ✑✒✎✖✠ �✠✄✝✎✁✕ ✁✗✂✗ �✂✝ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✁✄�☛ ✁✄☎ ✍ ✁✄�, los factores de crecimiento (IGF-1, 

IGF-2 e IGF-1R) y las moléculas FST y ACVR2A se estudiaron por su rol en el desarrollo y la 

diferenciación uterina [318,327,328]. Como control interno (gen de referencia) se utilizó la determinación 

✟✠ �✄✞☎ ✟✠✡ ☎✠✕ ✟✠ ✡✌ ✞✄✂✖✠✟✕✌ ☎-Actina (Tabla 8). La temperatura de hibridación para cada amplicón 

se obtuvo a partir del análisis in silico utilizando el software Vector NTI (Tabla 8). La especificidad de 

los oligonucleótidos fue cotejada por comparación directa de su secuencia contra el genoma completo de 

Ovis aries mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la página web del NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Todas las muestras retro-transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Los niveles de 

ADNc fueron detectados utilizando el termociclador StepOne (Applied Biosystems Inc.). Para la 

✌☎✞✡✎✂✎✔✌✔✎✁✕☛ ✁ ✂✡ ✟✠ �✁✞✔ ✝✠ ✔✂☎✆✎✕✌✄✂✕ con 4 µL de HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis 

BioDyne) y 0,5 µL (10 pmoles) ✟✠ ✔✌✟✌ ✂✡✎☎✂✕✒✔✡✠✁✖✎✟✂ ✠✕ ✒✕ ✠✂✡✒☎✠✕ ✂✎✕✌✡ ✟✠ ✁✂ ✂✡✗ El protocolo general 

de ciclado utilizado se muestra en la Tabla 6. La pureza de los productos obtenidos fue confirmada 

mediante curvas de disociación y electroforesis en geles de agarosa (ver sección 7.4 del capítulo 1) de 

muestras elegidas al azar en cada corrida. Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos. 
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Tabla 8: Primers y tamaño de los productos de PCR empleados para el análisis de la expresión 

génica mediante qRT-PCR. 

Gen Primer sequence Propiedades N° acceso de GenBank 

ACTB 
Forward: AGGTCATCACCATCGGCA 
Reverse: AGGTCTTTGCGGATGTCG 

142 bp 
Ta 57 °C 

NM_001009784.1 

ESR1 
Forward: ACCCTTTCAGTGAGGCTT 
Reverse: CCAGATCCACAAATCCTG 

108 bp 
Ta 54 °C 

AY033393.1 

ESR2 
Forward: AGAGTCCTTGGTGTGAAACC 
Reverse: AACTCGGACTAGAAACAGGG 

114 bp 
Ta 54 °C 

NM_001009737.1 

RP 
Forward: GCATCAGGCTGTCATTATGGTGT 
Reverse: GCAATCGTTTCTTCCAGCACA  

108 bp 
Ta 54 °C 

Z66555.1 

IGF-1 
Forward: GCTGAGTTGGTGGATGCT 
Reverse: TCCACGATTCCTGTCTGG 

113 bp 
Ta 57 °C 

NM_001009774.3 

IGF-2 
Forward: ACCCTCCAGTTTGTCTGT 
Reverse: CAACACTCTTCCACGATG 

95 bp 
Ta 54 °C 

NM_001009311.1 

IGF-1R 
Forward: GCCGCTGTGTGAGAAGACG 
Reverse: CATGGGTCTCCGTACACGC 

119 bp 
Ta 59 °C 

XM_012098367.2 

FST 
Forward: TGCCGAATGAACAAGAAG 
Reverse: ATTCGTTGCGGTAGGTTT 

112 bp 
Ta 54 °C 

KF833357.1 

ACVR2A 
Forward: AGTAACACCTAAGCCTCCC 
Reverse: ACAGGAGGGTAAGCCATC 

126 bp 
Ta 51 °C 

NM_001009293.1 

ACTB, ✂-actina; ESR1, receptor de estrógenos ✟; ESR2, receptor de estrógenos ✂; RP, receptor de progesterona; IGF-1, insulin-
like growth factor 1; IGF-2, insulin-like growth factor 2; IGF-1R, insulin-like growth factor receptor; FST: folistatina; 
ACVR2A: receptor de activina A tipo 2A. 
Ta: Temperatura de annealing 

El cálculo de los niveles de expresión relativa de cada muestra se realizó utilizando el método 

del ciclo umbral (Ct) [268] El valor de Ct para cada muestra se calculó utilizando el software StepOne 

Versión 2.3 con un umbral de ajuste de fluorescencia automática (Rn), y se procedió como se menciona 

en la sección 7 (capítulo 1).  

8. Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como la media ± SEM (error estándar medio). Los datos se 

analizaron con las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene para analizar la distribución normal y la 

homogeneidad de varianzas, respectivamente. Como las variables no se encontraron normalmente 

distribuidas, se realizó un análisis de Kruskal-Wallis con una prueba post-hoc de Dunn. Los análisis se 

realizaron usando el software R (http://www.r-project.org/). En todos los casos se consideró un P<0,05 

como estadísticamente significativo. 
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RESULTADOS 

No se observaron diferencias en los distintos parámetros evaluados entre los animales controles 

expuestos al vehículo (solución fisiológica) por vía oral o por vía subcutánea, por lo que los resultados de 

ambos grupos se presentan como un único grupo control. 

Niveles de glifosato y AMPA 

Determinamos los niveles de glifosato y AMPA en el agua de bebida para evaluar posibles 

contaminaciones que podrían interferir con nuestro experimento. No se detectaron niveles de glifosato ni 

de AMPA en el agua de bebida. 

Evaluamos los niveles de glifosato y AMPA en suero ovino obtenido al finalizar la exposición 

(DPN15) y al momento de la eutanasia (DPN45). No se detectaron niveles circulantes de glifosato o 

AMPA en muestras de suero obtenidas en los DPN15 o DPN45 en las ovejas de los grupos control. 

Respecto a los animales tratados con el HBG por vía oral o subcutánea presentaron niveles séricos de 

glifosato que fueron significativamente mayores que los controles, no se observaron diferencias entre las 

dos vías de exposición en el DPN15 (Tabla 9). Los niveles de glifosato en el DPN45 estuvieron por debajo 

del LOD en ambos grupos expuestos al HBG y en los controles. Por último, los niveles de AMPA, el 

principal metabolito del glifosato, en las corderas expuestas al HBG por vía oral o subcutánea fueron 

menores al LOD, tanto en el DPN15 como el DPN45 (Tabla 9). 

Tabla 9: Niveles séricos de glifosato y AMPA en los grupos experimentales 

Variable Control 

(n: 12) 

HBGsc 

(n: 5) 

HBGo 

(n: 5) 

Glifosato en suero en DPN15 (µg/L) N/D ✂✁✁✗✁ � ✂✂✂✗✂✁ ✁✁✁✗✁ � ✂✂✁✗✁✁ 

AMPA en suero en DPN15 (µg/L) N/D N/D N/D 

Glifosato en suero en DPN45 (µg/L) N/D N/D N/D 

AMPA en suero en DPN45 (µg/L) N/D N/D N/D 

✂✄☎✆✝✞✟ ✞✠✡✝✞✟✄☛✆✟ ☞✆✌✆ ☎✄ ✌✞☛✍✄ ✎ ✏✑✒✓ ✔ ✡✕0,05 vs. control. HBGsc: exposición subcutánea; HBGo: exposición oral; DPN: 

día posnatal. N/D: no detectable 

 

La exposición neonatal no modifica el peso uterino ni el peso corporal del animal 

Considerando que la exposición posnatal temprana al HBG, principalmente la vía oral, puede 

causar alteraciones en la conducta alimenticia o alteraciones metabólicas, evaluamos el peso de los 
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animales al nacer y en el momento del sacrificio. Además, considerando el potencial rol del HBG como 

PE, determinamos el peso uterino y la relación peso uterino-peso corporal. La exposición al HBG por vía 

oral o subcutánea no modificó el peso de las corderas ni el peso del útero en el DPN45 (Tabla 10).  

 

Tabla 10: Variables del animal y anatómicas de los grupos experimentales 

Variable  Control 

(n: 12) 

HBGsc 

(n: 5) 

HBGo 

(n: 5) 

Peso al nacer (kg) 4,4 ± 0,2 4,5 ± 0,2 4,3 ± 0,5 

Peso en DPN45 (kg) 13,4 ± 1,3 13,9 ± 3,3 11,8 ± 2,1 

Peso del útero en DPN45 (g) 2,3 ± 0,1 2,5 ± 0,2 2,6 ± 0,2 

Peso relativo del útero en DPN45 0,18 ± 0,02 0,19 ± 0,01 0,22 ± 0,01 

Valores expresados como la media ± SEM. HBGsc: exposición subcutánea; HBGo: exposición oral; DPN: día posnatal. 

 

La exposición al HBG no modificó la histomorfología uterina en corderas prepuberales. 

Con el fin de evaluar si la exposición por vía oral o subcutánea al HBG modifica la histomorfología 

uterina en el DPN45, evaluamos la altura del epitelio luminal, la densidad glandular y el espesor del 

estroma subepitelial y del miometrio. La exposición al HBG, tanto por vía oral como subcutánea, no 

produjo alteraciones histomorfológicas en ninguno de los parámetros analizados (Tabla 11). 

 

Tabla 11: Efecto de la exposición al HBG por vía oral o vía subcutánea sobre la histomorfología uterina. 

 Control 

(n: 12) 

HBGsc 

(n: 5) 

HBGo 

(n: 5) 

Altura del epitelio luminal (µm) 15,46 ± 1,14 13,46 ± 0,53 14,35 ± 0,80 

Densidad glandular (Vv×100) 29,84 ± 1,02 30,06 ± 1,47 30,49 ± 2,38 

Espesor del estroma subepitelial (µm) 578,8 ± 55,5 576,7 ± 60,3 634,5 ± 51,8 

Espesor del miometrio (µm) 500,8 ± 59,8 451,0 ± 46,4 482,6 ± 53,2 

Los valores se expresaron como la media ± SEM. HBG: herbicida a base de glifosato (2 mg de glifosato/ Kg / día). HBGsc: 
exposición subcutánea; HBGo: exposición oral. 
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La exposición al HBG disminuyó la proliferación celular 

La proliferación celular es un evento clave del desarrollo y la diferenciación del útero en los 

primeros días posnatales de la cordera. La exposición posnatal al HBG produjo una disminución de la tasa 

de proliferación celular en el epitelio (luminal y glandular), el estroma subepitelial y el miometrio (Figura 

14). En los animales expuestos al HBG, la reducción de la proliferación en los epitelios luminal y 

glandular fue de un 55%. Por otro lado, la proliferación en el estroma subepitelial disminuyó un 40%, 

mientras que en las células miometriales se redujo un 65%. Es importante destacar que este efecto fue 

semejante en ambas vías de exposición, permitiendo sugerir que la alteración de la proliferación celular 

es independiente de la vía de administración del HBG. 

 

Figura 14: Efecto de la exposición neonatal al HBG sobre la proliferación celular en el útero de 
corderas prepúberes. Tasas de proliferación celular en los epitelios luminal (A) y glandular (B), en 
el estroma subepitelial (C) y el miometrio (D). E) Fotomicrografías representativas de la 
proliferación celular en el útero de corderas control y expuestas al HBG por vía subcutánea 
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(HBGsc) o por vía oral (HBGo). Las columnas representan la media ± SEM. *p<0,05 vs. control, 
**p<0,01 vs. control. Los inset muestran la proliferación en el epitelio glandular (EG) y en el 
miometrio (M). Escala de barra: 100 µm. 

 

El tratamiento con HBG no modificó la expresión de genes involucrados en el desarrollo uterino 

La proliferación celular es modulada por diferentes vías. Una de las vías de señalización que regula 

la proliferación celular es la familia de los IGF, dentro de los cuales podemos mencionar a los IGF-1, -2, 

a su receptor (IGF-1R) y a las moléculas de unión a los IGF (IGFBPs). Considerando la alteración en la 

proliferación celular detectada en los animales expuestos al HBG, evaluamos la expresión de moléculas 

de la familia IGF. Asimismo, como ya se mencionó☛ ✡✂✝ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✁✄�☛ ✁✄☎ ✍ ✁✄� ✠✝✖✆✕

relacionados con el desarrollo uterino; por lo tanto, investigamos los efectos del tratamiento sobre los 

niveles de expresión a nivel mRNA. Además, teniendo en cuenta que el sistema folistatina-activina 

también regula el desarrollo glandular uterino en las ovejas, determinamos la expresión de folistatina y 

del receptor de activina A tipo 2A. El estudio de dichos genes se realizó mediante qRT-PCR. 

La expresión de los receptores esteroideos, de las moléculas de la vía del IGF, de la folistatina y 

del receptor de activina no fue alterada por la exposición al HBG. Este efecto fue semejante para ambas 

vías de administración (Figura 15). 

 

Figura 15: Evaluación de la expresión de genes involucrados en el desarrollo uterino en corderas 
expuestas al HBG por vía oral o subcutánea. Expresión relativa del ARNm de los receptores 
esteroideos (ESR1, ESR2 y PR), de los factores de crecimiento IGF-1, IGF-2 y su receptor IGF-
1R, y de folistatina (FST) y el receptor de activina A tipo 2A (ACVR2A) evaluada mediante qRT-
PCR. �✂ ✡✁✆ ✌-actina se usó como housekeeping. Las muestras fueron normalizadas frente a la 

expresión de ✌-actina y a los valores del grupo control, al que se le asignó el valor de referencia de 1. 
Cada columna representa la media ± SEM.  
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DISCUSIÓN 

En el presente estudio, se investigaron los efectos de la exposición neonatal a un HBG empleando 

dos vías de administración diferentes: oral vs. subcutánea. Además, se determinaron los niveles de 

glifosato y AMPA en muestras de suero, al finalizar el tratamiento (DPN15) y en el DPN45. También se 

evaluaron los niveles de glifosato y AMPA en el agua de bebida de las corderas. 

Las corderas de los grupos control no tuvieron niveles detectables de glifosato o AMPA ni en el 

DPN15 ni en DPN45, indicando que no existe contaminación ambiental ni en el agua de bebida de los 

animales con el herbicida. Los niveles séricos de glifosato en las corderas de DPN15 expuestas al HBG 

tanto por vía oral como por la vía subcutánea fueron similares. La biodisponibilidad de la exposición oral 

a glifosato en diferentes especies es entre un 15% a un 36% [329�331], mientras que la biodisponibilidad 

oral de glifosato en ratas es del 23% siendo en rumiantes la biodisponibilidad del 30% [330]. Los 

diferentes valores podrían atribuirse a las características de los sistemas digestivos, que podrían influir en 

diferencias en la absorción y la velocidad de distribución entre las especies; ya que los rumiantes tienen 

el estómago compartimentado, mientras que los roedores son monogástricos. Con base en estos 

antecedentes, en nuestro trabajo, esperábamos tener una menor concentración sérica de glifosato en los 

animales expuestos oralmente que en los expuestos por vía subcutánea; sin embargo, no fue este el caso 

y esto indicaría que no se pueden hacer extrapolaciones cuando hay diferencias en el diseño experimental 

o en la edad de los animales. Von Soosten y col. [332] evaluaron los niveles de glifosato y AMPA en 

leche, orina, materia fecal y contenido duodenal en vacas lecheras luego de la alimentación con forraje 

conteniendo glifosato y AMPA. En los experimentos realizados, los autores describen que los animales 

consumieron entre 0,08 y 6,67 mg/día de glifosato. La principal vía de eliminación del glifosato fue la 

materia fecal (61%), en orina se elimina un 8%, mientras que no se detectó glifosato en leche [332]. La 

retención de glifosato promedió el 31% y observaron que hay una conversión en el rumen del glifosato a 

AMPA [332]. En nuestro trabajo, a diferencia de von Soosten y col. [332], no evaluamos el contenido de 

glifosato en orina, materia fecal o en duodeno. Por otro lado, en nuestro caso no hubiera sido posible 

medir el contenido de glifosato ruminal, ya que en corderas de DPN15 aún no se encuentra completamente 

desarrollado [333]. La presencia de AMPA en el suero de ratas expuestas oralmente a glifosato, sugiere 

la conversión de glifosato en AMPA por acción microbiana intestinal [329]. La ausencia de AMPA en 

nuestras corderas expuestas por vía oral al HBG, podría deberse a un metabolismo limitado a los 

microorganismos intestinales ya que, como mencionamos previamente, el rumen exhibe un desarrollo 

funcional limitado corderas de DPN15 [333]. La metabolización ruminal del glifosato en AMPA ocurrió 

en vacas adultas con desarrollo pleno de los pre-estómagos [332]. En el DPN45 de las corderas que habían 

sido tratadas con HBG durante los 15 primeros días posnatales, ni glifosato ni AMPA se detectó en el 
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suero. Esto explicaría la corta vida media del glifosato y su baja bioacumulación debido a su naturaleza 

hidrofílica [329,331,334]. Es importante mencionar que luego de 30 días de finalizada la exposición al 

HBG, es poco probable que existan niveles circulantes de glifosato o AMPA, ya que vacas y cerdos 

expuestos a una mezcla glifosato-AMPA (relación 9:1) por vía oral a dosis desde 40 a 400 mg/kg no 

presentaron niveles de agroquímicos luego de 28 días de finalizada la exposición [331]. Los niveles 

séricos de glifosato que detectamos en nuestras corderas expuestas por vía oral o subcutánea son mayores 

que los detectados en alimentos para perros, o en potenciales fuentes de exposición de los humanos a 

través de alimento o agua contaminados [157,335]; incluso son mayores a los descriptos en orina de 

mujeres de zonas urbanas y rurales de Indiana, EE. UU. [165]. Kongtip y col. [166], reportaron elevados 

niveles en la sangre de mujeres embarazadas (0,2 � 189,1 ng/mL) y en sangre de cordón umbilical (0,2 � 

94,9 ng/mL) en tres provincias de Tailandia. Los niveles séricos observados en nuestras corderas 

expuestas, por ambas vías, están en el orden de magnitud de los niveles publicados para las mujeres 

tailandesas.  

La exposición neonatal a hormonas esteroideas o compuestos con actividad endócrina pueden 

alterar el normal desarrollo del útero [190,192,336,337]. La exposición de corderas dos veces por semana, 

desde el DPN28 al DPN49 a una baja dosis de DES, alteró la histología uterina y se observaron diferentes 

anomalías, incluyendo edema y alteraciones en la proliferación celular [338]. En un modelo de ratas 

expuestas neonatalmente a una baja dosis de un HBG, se indujo un aumento en la incidencia de hiperplasia 

luminal uterina, en asociación con una mayor proliferación celular en el EL y el estroma en el DPN8 (al 

finalizar el tratamiento) [190]. En nuestro experimento no observamos diferencias en ninguno de los 

parámetros histomorfológicos evaluados, lo cual sugiere que estos efectos pueden ser especie-

dependientes y/o presentarse en diferentes períodos del desarrollo del animal. Por otro lado, en nuestro 

experimento, la exposición al HBG redujo la proliferación celular con relación a las corderas del grupo 

control. Por lo tanto, la menor proliferación celular observada en las corderas expuestas al HBG podría 

ser otro ejemplo de diferencia entre especies y/o períodos seleccionados para realizar el estudio. 

Se evaluó la expresión de genes relacionados con la proliferación celular, para investigar los 

posibles mecanismos que podrían estar involucrados en la disminución de la proliferación celular uterina 

en respuesta a la exposición con HBG. No encontramos cambios en la expresión de ninguno de los genes 

evaluados entre los diferentes grupos experimentales. Teniendo en cuenta que la expresión génica es 

considerablemente variable a lo largo del tiempo, no podemos descartar la posibilidad de que cambios en 

la expresión génica ocurran en períodos diferentes a los seleccionados para el estudio: el DPN45. 

Para concluir, en el presente capítulo demostramos que la exposición neonatal de corderas a un 

HBG produce una disminución de la proliferación celular en útero, y que este efecto es independiente de 
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las dos vías de exposición utilizadas: oral vs. subcutánea. Dado que en nuestro experimento decidimos 

✠✠✌✡✒✌✄ ✠✡ ✠✂✠✔✖✂ ✟✠ ✒✕ �✁✂☛ ✖✄✌✖✌✕✟✂ ✟✠ ✝✎☎✒✡✌✄ ✡✌✝ ✔✂✕✟✎✔✎✂✕✠✝ �✌☎✆✎✠✕✖✌✡✠✝✝ ✕✂ ✞✂✟✠☎✂✝ ✌✖✄✎✆✒✎r los 

efectos observados al glifosato, a los co-formulantes, o a la mezcla de ambos. Además, las formulaciones 

comerciales de los HBG (siempre que se sepa su formulación) difieren entre marcas y países; por lo que 

no podemos hacer extensivos los efectos aquí reportados a otras formulaciones. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPITULO III 
EFECTOS DE LA EXPOSICIÓN NEONATAL DE CORDERAS A UN HBG 
SOBRE EL DESARROLLO UTERINO 
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INTRODUCCIÓN 

Como se mencionó anteriormente, el empleo de los HBG se incrementa cada año [94] y, bajo las 

prácticas actuales se podría considerar al glifosato y a sus formulaciones comerciales como pseudo-

persistentes [95]. Actualmente, los residuos de glifosato y de AMPA son ubicuos, y se han descripto en 

diferentes matrices: aguas superficiales, sedimentos, polvo respirable y suelo [147�149,152,308]. Incluso 

se detectó glifosato en alimentos como carne, granos, frutas y vegetales [158,309], siendo la vía oral una 

de las potenciales fuentes de exposición. Estos hallazgos han despertado el interés por estudiar los 

potenciales efectos de estos compuestos sobre la salud. La potencial actividad de los HBG como PE se 

demostró tanto in vitro como in vivo [170,174�176,184,339]. En publicaciones de nuestro laboratorio, 

describimos los efectos adversos de los HBG sobre el desarrollo uterino y mamario, y sobre la fertilidad 

de la hembra [182,190,191,196]. 

Para nuestro País, los ovinos representan un gran porcentaje de la industria ganadera [310]; sin 

embargo, no hay estudios que evalúen los efectos de la exposición a agroquímicos sobre la reducción en 

las tasas de fertilidad ni el impacto sobre la productividad económica [311]. Las condiciones a los cuales 

los animales de interés zootécnico están expuestos dificulta la realización de estos ensayos a campo [312]. 

Asimismo, se deben considerarse las múltiples vías de exposición posibles; como también las tasas de 

absorción, metabolización y excreción, y el momento de la exposición [313]. Además, volvemos a 

destacar la importancia del empleo de ovinos como modelo animal para el estudio de los efectos de la 

exposición neonatal a PE radica, no solo en la potencial repercusión económica, sino en las similitudes 

que posee con la mujer en los procesos del desarrollo ovárico y de la adenogénesis uterina [8,314].  

Como ya fue comentado, el desarrollo uterino en la oveja finaliza en el DPN56 [1]. Durante este 

proceso, la proliferación junto con el desarrollo y la diferenciación, están coordinadas por la expresión de 

✡✂✝ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁� ✍ ✄✁�☛ y también por otras moléculas como factores de transcripción 

(Hoxa10 y Foxa2), y los genes Wnt, entre otros [1,13,39,41]. Los factores de crecimiento de la familia 

del IGF poseen un importante rol en el crecimiento de tejidos y órganos regulando la proliferación, 

diferenciación y apoptosis celular. La regulación de la actividad de los IGF está mediada por las proteínas 

de unión a las IGF (IGFBP-1 a -6), las que pueden inhibir o potenciar el efecto de los mismos [317]. En 

el útero, las IGFBP-3 e IGFBP-4 son las que participan en el desarrollo y la diferenciación del útero ovino 

durante el periodo posnatal [328]. Una proteína importante en la regulación de la proliferación celular es 

p27, perteneciente a la familia de inhibidores de ciclinas dependientes de cinasas CIP/KIP [340], que 

participa en el ciclo celular y controla la proliferación, diferenciación y muerte celular [341]. 
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La adenogénesis uterina, como mencionamos anteriormente, está también regulada por los 

receptores esteroideos. En el útero de la oveja prepuberal, la inmunomarcación d✠✡ ✄✁� ✝✠ ✠✄✞✄✠✝✌

débilmente en el EL y el ES, mientras que la expresión es elevada en el EG [13]. Por otro lado, en el 

mismo periodo del desarrollo, la activación ligando-✎✕✟✠✞✠✕✟✎✠✕✖✠ ✟✠✡ ✄✁� ✎✕✟✒✔✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁☛ ✍

la inmunomarcación del RP es elevada en los EL y EG, y baja en el ES [13,18]. Los receptores de 

prolactina (PRLR) en el útero ovino posee dos isoformas, larga y corta, las cuales se expresan en el EG 

[342]. Los Wnt ejercen su actividad a través de diferentes vías de señalización, una de las vías se denomina 

✔✌✕✁✕✎✔✌ ✂ ✠✟✌ �✕✖✄☎-catenina [343]☛ ✟✂✕✟✠ ✡✌ ☎-catenina posee un rol importante en la transducción de 

señales. Los factores de transcripción Hoxa10 y Foxa2 se expresan en el útero de animales en desarrollo 

y adultos. Las células del estroma expresan Hoxa10, mientras que Foxa2 se expresa en el EG. Se han 

reportado cambios en la expresión de estas moléculas luego de la exposición a PE en etapas tempranas 

del desarrollo, evidenciando alteraciones en el normal desarrollo uterino y, a largo plazo, un impacto 

negativo en la salud reproductiva [139,140,271,321].  

Con base en los antecedentes comentados, nuestra hipótesis propone que la exposición neonatal a un HBG 

altera la proliferación celular uterina, afectando la expresión de moléculas que regulan la diferenciación 

y la funcionalidad uterina, disminuyendo la aptitud reproductiva de la oveja.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

I. Investigar los efectos de la exposición neonatal a una dosis baja de un HBG sobre el desarrollo 

uterino en corderas prepuberales. Específicamente, se profundizarán los estudios orientados a 

describir los mecanismos de acción del HBG en el útero. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

� Determinar las características histomorfológicas: altura del epitelio luminal, espesor del estroma 

subepitelial y del miometrio, y la densidad glandular en el endometrio de la cordera.  

� Evaluar las tasas de proliferación en los distintos compartimientos tisulares del útero, empleando la 

inmunodetección de Ki67. 

� Determinar, mediante RT-PCR, la expresión de genes relacionados con el desarrollo morfogenético 

del útero: el gen del receptor de prolactina y genes de la familia insulin-like growth factor (IGF1 e 

IGF2), su receptor IGF-1R y la proteína de unión IGFBP-3. 

� Evaluar mediante inmunohistoquímica la expresión de receptores esteroideos: receptores de 

estrógenos alfa (✄✁�� y de progesterona (RP); de genes relacionados con el desarrollo 

morfogenético del útero: genes de la familia de Hox (Hoxa10) y Wnt (Wnt7a y Wnt5a); y de otros 

factores que participan en el proceso de adenogénesis como ☎-catenina y Foxa2. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Animales y tratamiento 

Todos los procedimientos fueron revisados y autorizados por el Comíté Académico de Ética y 

Seguridad en la Investigación de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de la Universidad 

Nacional del Litoral. Los experimentos fueron realizados en una granja cercana a la Facultad de Ciencias 

Agrarias de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora (Pcia. de Buenos Aires, Argentina) que posee 

un convenio de cooperación con la FBCB - UNL.  

Los animales experimentales utilizados fueron hembras de la raza ovina frisona (de 2 a 4 años) 

alimentadas en pastura natural con baja proporción de trébol. Dichas hembras recibieron servicio natural 

con machos de la misma raza durante la temporada reproductiva. Durante los períodos de gestación y de 

lactancia los animales no recibieron suplementación alimenticia. Para los experimentos se seleccionaron 

las corderas nacidas durante los meses de agosto y septiembre de 2016 provenientes de partos únicos. No 

se utilizaron mellizos para evitar la eventual influencia, sobre los fetos, que podría producir un ambiente 

hormonal uterino distinto producto de una gestación múltiple [322]. Si bien no se determinó la 

concentración de fitoestrógenos ni de otros contaminantes (ej.: glifosato) en la pastura, se asume que todos 

los animales estuvieron expuestos a los mismos niveles de fitoestrógenos, dado que la alimentación fue 

idéntica entre los animales controles y los tratados. Se determinaron los niveles de glifosato y AMPA en 

el agua de bebida. Tanto las madres como las crías permanecieron bajo condiciones naturales durante todo 

el experimento. Todos los animales experimentales fueron pesados el día del nacimiento (DPN1) y el 

DPN 45. Al momento de nacer las corderas fueron identificadas con caravanas numeradas de colores, que 

mantuvieron durante todo el tiempo que duraron los experimentos. 

Luego del nacimiento, corderas hembra fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes 

grupos experimentales: 

i) Solución salina (vehículo) administrada por vía subcutánea (Control; n = 10); 

ii) Formulación de un HBG (dosis de 2 mg/kg/día) en solución salina administrada por vía 

subcutánea (HBG; n = 12). 

La formulación de glifosato empleada fue Roundup Full® (Argos SRL, Santa Fe, Argentina), una 

formulación de glifosato soluble en agua que contiene 54 % p/v. La dosis de 2 mg/kg/día se encuentra 

dentro del orden de magnitud de la dosis crónica de referencia (RfD). El tratamiento con el vehículo o el 

HBG fue posnatal, desde el DPN1 al DPN14, y se realizó mediante inyecciones subcutáneas en la nuca 

del animal. La elección de la vía subcutánea se realizó con base en los trabajos previos de nuestro 

laboratorio que demuestran efectos de la exposición neonatal a otros PE [75,190�192,195,259,324] y los 
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presentados en el Capítulo II de esta tesis. Además, la vía de exposición subcutanéa nos permite asegurar 

los niveles de administrados a las corderas experimentales y resulta más simple que la vía oral.  

2. Obtención de muestras uterinas. 

Todo el material utilizado durante la cirugía fue previamente esterilizado. Cada animal fue 

anestesiado con ketamina (20 mg/kg, intramuscular) y xylazina (0,1�0,2 mg/kg, intramuscular) y se lo 

colocó en la mesa de cirugía en posición decúbito dorsal, sujetándolo por sus extremidades. Se esquiló la 

zona abdominal e inguinal, se higienizó la zona con agua y jabón, se desinfectó con una solución de 

yodopovidona colocando luego un campo quirúrgico. 

Luego se practicó una incisión con bisturí de aproximadamente 8 cm en la línea media de la piel 

de la zona abdominal, inmediatamente por delante de las glándulas mamarias. Por divulsión del tejido 

subcutáneo se separó la piel del tejido muscular subyacente. Para ingresar a la cavidad abdominal se debe 

atravesar la pared muscular y el peritoneo, ✞✌✄✌ ✠✡✡✂ ✝✠ ✄✠✌✡✎✠✁ ✒✕✌ ✎✕✔✎✝✎✁✕ ✠✕ ✡✌ �✡✟✕✠✌ ✆✡✌✕✔✌✝ �✒✠

corresponde a la fascia que une a los músculos rectos del abdomen. Con separadores se desplazaron 

lateralmente los bordes de la herida y se buscaron los cuernos uterinos con pinza anatómica de punta 

roma. Una vez localizados cada cuerno uterino, se los expuso evitando cualquier tipo de presión 

innecesaria. Se realizaron ligaduras con hilo de sutura a nivel de la unión del útero con el cérvix y a nivel 

de la unión uterotubárica evitar hemorragias. Se seccionó respetando las ligaduras, extrayéndose así cada 

uno de los cuernos uterinos. Se introdujo el resto del material expuesto en la cavidad abdominal y se 

procedió a suturar el peritoneo junto con el tejido muscular, con sutura de puntos simples. Por último, se 

suturó la piel con puntos discontinuos. La hembra se mantuvo en jaula individual hasta la recuperación 

de la anestesia, se administraron antibióticos de amplio espectro por vía intramuscular y un producto de 

uso local repelente de moscas (curabicheras) en la herida para evitar complicaciones por miasis.  

Porciones de la región media de cada cuerno uterino (de aproximadamente 1 cm) se fijaron en 

formol buffer (formol 4% en PBS pH=7.5) durante 24 h para conservar las estructuras histológicas y 

citológicas del tejido, y luego fueron incluidos en parafina siguiendo el protocolo descripto en la sección 

2 del capítulo 1.  

Porciones de la región media a continuación de la anterior de cada cuerno uterino (de 

aproximadamente de 1 cm) fueron destinadas a ensayos de biología molecular (ver sección 7), para ello 

se congelaron inmediatamente en N2 líquido, y conservadas a -80 °C hasta su utilización.  
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3. Generación de un anticuerpo anti-Foxa2 

Para investigar la participación del Foxa2 (un factor de transcripción de la familia forkhead box) 

en la morfogénesis del útero ovino, generamos un anticuerpo policlonal anti-Foxa2 monoespecífico, que 

fue purificado mediante cromatografía de afinidad, adaptando protocolos publicados por nuestro 

laboratorio [193,263,344]. El antígeno fue expresado en Escherichia coli JM109 (Stratagene Corp, La 

Jolla, CA, EE. UU.) como proteínas quiméricas unidas a la proteína glutatión-S-transferasa empleando el 

vector pGEX4T-3 (Stratagene Corp.). El antígeno incluyó la región carboxilo-terminal de la secuencia 

proteica de la rata (N° de acceso NP_036875.1). Dicha región, tiene un 96% de homología respecto a la 

misma región de la proteína Foxa2 de oveja (N° de acceso XP_027832223.1). 

Los anticuerpos fueron purificados mediante cromatografía de afinidad con el antígeno unido 

covalentemente (Hi-Trap NHS activated HP columna; GE Healthcare, Buenos Aires, Argentina). Para los 

ensayos de control de la especificidad, el anticuerpo anti-Foxa2 fue pre-adsorbido incubán 1 µg de 

anticuerpo con 10 a 20 µg del péptido antigénico durante 24 h a 4°C. El anticuerpo y el complejo antígeno-

anticuerpo fueron ensayados en Western blot e inmunohistoquímica en hígado de oveja, debido a que este 

órgano expresa el Foxa2.  

3.1. Western blot 

Se realizó la extracción de proteínas totales a partir del útero e hígado de corderas controles no 

tratadas, siguiendo la metodología previamente descripta [345]. La concentración de las proteínas totales 

se determinó usando un ensayo colorimétrico (BCA Protein Assay Kit; Pierce Chemical Co., Rockford, 

IL, EE. UU.). Se sembró igual cantidad de masa (70 µg de proteína) de cada muestra, y se resolvió 

mediante SDS-PAGE (concentración de acrilamida/bis-acrilamida 12%). Luego se transfirió a membrana 

de nitrocelulosa (Bio-Rad Argentina, Buenos Aires, Argentina) y se incubó con el anticuerpo (dilución 

1:200). La reacción fue visualizada usando diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich). Los pesos 

moleculares se determinaron por comparación a marcadores de peso molecular comerciales (Broad Range 

Protein Markers, Promega, Madison, WI, EE. UU.). 

4. Características histomorfológicas del útero 

Para realizar la caracterización histomorfológica del útero de las corderas, cortes seriados de 5 µm 

de espesor realizados de manera transversal al eje mayor del útero fueron teñidos con picrosirius-

hematoxilina, con el fin de evaluar los siguientes parámetros: altura del epitelio luminal, densidad 

glandular y espesor del estroma subepitelial y del miometrio.  
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Se tomaron 3 secciones uterinas (separadas 50 µm entre sí) por animal y se empleó el protocolo 

descripto previamente. Finalmente, imágenes de las secciones de tejido coloreadas fueron capturadas con 

una cámara de video color Spot Insight V3.5 acoplada al microscopio Olympus BH2 con objetivas 

Olympus Dplan 20X (apertura numérica = 0,40) y 40X (apertura numérica = 0,65).  

La determinación de la altura del epitelio luminal, y el espesor del estroma subepitelial y del 

miometrio se realizó mediante el análisis de las imágenes digitalizadas (10 imágenes por muestra 

capturadas al azar) utilizando el software FIJI [326], como se ha descripto anteriormente. Por otro lado, 

para determinar la densidad glandular, las secciones de tejido coloreadas se examinaron por microscopía 

óptica utilizando un microscopio Olympus BH2 con objetivas Dplan 40X (apertura numérica = 0,65; 

Olympus). El valor obtenido fue estimado considerando la fracción de volumen (Vv) aplicando la 

ecuación 3 (sección 6 del capítulo 1). 

5. Evaluación de la expresión proteica por inmunohistoquímica 

Ensayos de inmunohistoquímica fueron realizados para medir la proliferación celular, y la 

expresión de moléculas involucradas en el desarrollo endometrial uterino en las ovejas. La proliferación 

celular se determinó mediante IHQ de Ki67, como marcador de células en proliferación. Para ello 

utilizamos un anticuerpo generado y validado en nuestro laboratorio [259]. Asimismo, se evaluó la 

expresión del inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas p27kip como molécula reguladora de la 

proliferación celular [346].  

También ✝✠ ✠✠✌✡✒✁ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ✡✂✝ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁� ✍ ✄✁�☛ ✟✠ ✂✌✔✖✂✄✠✝ ✟✠

✖✄✌✕✝✔✄✎✞✔✎✁✕ ✂�✂✄✌✂✂ ✍ �✂✄✌✁�☛ ✍ ✟✠ ✞✄✂✖✠✟✕✌✝ ✟✠ ✡✌ ✠✟✌ ✔✌✕✁✕✎✔✌ ✟✠ ✡✂✝ �✕✖ ✂�✕✖✁✌☛ �✕✖✄✌ ✍ ☎-

catenina). 

Las inmunohistoquímicas fueron realizadas adaptando protocolos previamente descriptos 

[259,261], el protocolo general se encuentra descripto en la Tabla 4 (Capítulo 1). Luego de la 

inmunodetección de Ki67 y p27 las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina de Mayer (Biopur, 

Rosario, Argentina), deshidratadas y montadas con líquido de montaje Eukitt (Sigma-Aldrich). En todos 

los casos se realizaron controles negativos de especificidad, sustituyendo el anticuerpo primario por un 

suero no inmune, y controles positivos, incluyendo una sección de tejido que se sabe expresa la proteína 

de interés. Los anticuerpos y diluciones empleadas se detallan en la Tabla 12. 
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Tabla 12: Anticuerpos primarios y secundarios usados para IHQ 

Anticuerpos Dilución Proveedor 

Primarios   

Anti-Ki67  1/100 Generado y validado en nuestro laboratorio (Rivera y col. [259]) 

Anti-p27 (sc-528) 1/100 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EE. UU.) 

Anti-�✁✂ ✄☎✂✄✆✁ ✝✞-11) 1/50 Novocastra (Newcastle upon Tyne, Reino Unido) 

Anti-PR (clone A0098) 1/200 Dako Corp. (Carpinteria, CA, EE. UU.) 

Anti-Hoxa10 (sc-17159) 1/50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EE. UU.) 

Anti-Foxa2 1/1000 Generado y validado en el marco de la tesis doctoral  

Anti-Wnt5a 1/50 Generado y validado en nuestro laboratorio (Vigezzi y col. [263]) 

Anti-Wnt7a 1/50 Generado y validado en nuestro laboratorio (Vigezzi y col. [263]) 

Anti-✌-catenina (sc-7963) 1/50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EE. UU.) 

Secundarios   

Anti-mouse (B8774) 1/100 Sigma (St. Louis, MO) 

Anti-rabbit (B8895) 1/100 Sigma (St. Louis, MO) 

Anti-goat (sc-2042) 1/200 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, EEUU) 

P27, inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas 1; RE✟, receptor de estrógenos ✟; RP, receptor de progesterona; Hoxa10, 
homeobox protein A10; Foxa2, forkhead box protein A2; Wnt5a, wingless-type MMTV integration site family, miembro 5A; 
Wnt7a, wingless-type MMTV integration site family, miembro 7A. 

 

5.1. Evaluación de la expresión de moléculas involucradas en la proliferación celular 

La expresión de Ki67 y p27 fue cuantitativamente analizada en las secciones de tejido, utilizando 

un microscopio Olympus BH2 con objetivas Dplan 100X (apertura numérica = 1,25; Olympus). Las tasas 

de proliferación en los epitelios luminal y glandular se determinaron como el porcentaje de células Ki67-

positivas Ecuación 5 (ver sección 6 del experimento 1). En el estroma subepitelial y el miometrio, los 

índices de proliferación se obtuvieron considerando Vv de las células Ki67-positivas, aplicando la 

Ecuación 3 (Capítulo 1); donde Vv es la proporción estimada de células positivas del compartimento en 

estudio, Pi es el número de puntos de la grilla incidentes sobre las células Ki67-positivas, y P es el número 

de puntos incidentes sobre el total de las células del compartimento estudiado. Tanto las células 

endoteliales como las células inflamatorias infiltrantes (ej., neutrófilos, macrófagos y eosinófilos), fueron 

excluidas en todos los análisis. Se procedió de manera similar para evaluar la expresión de p27, en los 

epitelios se calculó el porcentaje de células p27-positivas aplicando la ecuación 5; en el estroma y el 
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miometrio se aplicó la ecuación 3 y se expresó como Vv. La determinación de la expresión de ambas 

moléculas fue realizada en al menos 10 campos visuales por sección, y en dos secciones por cordera (con 

no menos de 50 µm de separación entre secciones). 

5.2. Cuantificación de la expresión de proteínas involucradas en el desarrollo uterino 

La expresión de las proteínas de los receptores esteroideos, factores de transcripción y de 

☎✂✡✁✔✒✡✌✝ ✟✠ ✡✌ ✠✟✌ �✕✖✄☎-catenina, fue evaluada en los diferentes compartimentos uterinos: epitelios 

luminal y glandular, y estroma. Las cuantificaciones se realizaron mediante análisis de imágenes, 

utilizando el programa FIJI [326]. Para ello se obtuvieron imágenes del endometrio uterino con una 

cámara de video color Spot Insight V3.5 acoplada al microscopio Olympus BH2 con una objetiva de 

Dplan 40X (apertura numérica: 0,65). Como ya se mencionó, las imágenes fueron convertidas a escala de 

grises, y se determinaron: el área total de la sección seleccionada, el área de marcación positiva y el 

promedio de la intensidad de marcación. A partir de estos parámetros, se calculó la Densidad Óptica 

Integrada (DOI) aplicando la Ecuación 4 (capítulo 1). 

6. Inmunofluorescencia doble 

Para evaluar la colocalización de las proteínas Ki67 y p27 en el útero de las corderas control y 

expuestas al HBG, se realizó una inmunofluorescencia doble. Las secciones uterinas fueron 

deparafinizadas, rehidratadas, y sujetas a recuperación antigénica en microondas. La autofluorescencia 

propia del tejido se bloqueó con borohidruro de sodio por 40 minutos y, para minimizar la interacción de 

las uniones inespecíficas, los cortes se incubaron con suero normal por 1 h. La incubación con el 

anticuerpo primario (Tabla 12) se realizó a 4°C durante toda la noche. Luego se incubó con el anticuerpo 

secundario durante 1 h, seguido de tres lavados con PBS de 15 min cada uno. Se utilizaron los siguientes 

anticuerpos secundarios: anti-conejo de burro conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor 568 (A-10042, 

naranja-rojo, dilución 1:1000; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), y anti-conejo de cabra 

conjugado con el fluoróforo Alexa Fluor 488 (A-11034, verde, dilución 1:100; Invitrogen Molecular 

Probes, Eugene, OR, EE. UU.). Finalmente, todas las secciones se montaron con líquido de montaje para 

fluorescencia Prolong Gold (Invitrogen), con 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI; Fluka, 

Sigma) y se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente. Los controles negativos se realizaron con 

secciones uterinas incubadas con la solución buffer del anticuerpo primario (3% BSA, 0,1% Tween 20 en 

PBS) como control de marcación inespecífica. Todas las secciones inmunomarcadas se examinaron con 

un microscopio (Olympus BX-51) equipado con filtros (Olympus) apropiados para la detección de 

epifluorescencia. Las imágenes fueron tomadas con una cámara digital de alta resolución (QImaging Go-

3; QImaging, Surrey, British Columbia, Canadá) acoplada al microscopio. 
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7. Evaluación de la expresión génica mediante qRT-PCR 

7.1. Extracción de ARN total y transcripción reversa 

La ✠✄✖✄✌✔✔✎✁✕ ✟✠ �✄✞ ✖✂✖✌✡ ✝✠ ✄✠✌✡✎✠✁ ✒✖✎✡✎✠✌✕✟✂ ✠✡ ✄✠✌✔✖✎✠✂ ✔✂☎✠✄✔✎✌✡ �✆✄�✠✂✡ ✄✠✌☎✠✕✖✝

(Invitrogen), como se mencionó previamente. La concentración de ARN total en las muestras procesadas 

se determinó mediante la lectura en espectrofotómetro (NanoDrop Lite) a una longitud de onda de 260 

nm. Se usó como referencia de la pureza del ARN extraído, la relación entre las absorbancias obtenidas a 

260 nm (punto de máxima absorción de ácidos nucleicos) y 280 nm (punto de máxima absorción de 

proteínas). Solamente se utilizaron aquellas muestras con una relación de absorbancia 260/280 mayor a 

1,9. Los ARN obtenidos fueron conservados a -80 ºC hasta el momento de la realización de las reacciones 

de RT. 

A partir de los ARN extraídos se realizaron transcripciones reversas con el fin de obtener los 

correspondientes ADNc, empleando el protocolo ya descripto (ver sección 7 del capítulo 1). Como control 

negativo de la reacción se utilizó el ARN incubado en condiciones idénticas, pero sin transcriptasa reversa. 

7.2. PCR en tiempo real 

Mediante qRT-PCR se determinó la expresión del receptor de prolactina short (PRLR-s) y genes 

de la familia IGF: insulin-like growth factors 1 y 2 (IGF-1 y IGF-2), insulin-like growth factor receptor 

(IGF-1R) e insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP-3), mediante ensayos optimizados de 

PCR en tiempo real como se describió previamente. 

Para amplificar los genes, se diseñaron oligonucleótidos específicos utilizando el software Vector 

NTI Suite Versión 6.0 (Infomax Inc., North Bethesda, MD, EE. UU.). El receptor de prolactina y los genes 

de la familia IGF se estudiaron por su rol en el desarrollo y la diferenciación uterina [13,328], y como 

moduladores de la proliferación celular [317,347]. Como control interno (gen de referencia) se utilizó la 

✟✠✖✠✄☎✎✕✌✔✎✁✕ ✟✠ �✄✞☎ ✟✠✡ ☎✠✕ ✟✠ ✡✌ ✞✄✂✖✠✟✕✌ ☎-Actina (Tabla 13). La temperatura de hibridación para 

cada amplicón se obtuvo a partir del análisis in silico utilizando el software Vector NTI (Tabla 13). La 

especificidad de los oligonucleótidos fue cotejada por comparación directa de su secuencia contra el 

genoma completo de Ovis aries mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la página web 

del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Todas las muestras retro-transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Los niveles de 

�✁✞✔ ✂✒✠✄✂✕ ✟✠✖✠✔✖✌✟✂✝ ✒✖✎✡✎✠✌✕✟✂ ✠✡ ✖✠✄☎✂✔✎✔✡✌✟✂✄ ✑✖✠✞�✕✠✗ ✁✌✄✌ ✡✌ ✌☎✞✡✎✂✎✔✌✔✎✁✕☛ ✁ ✂✡ ✟✠ �✁✞✔ ✝✠

combinaron con 4 µL de HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) y 0,5 µL (10 pmoles) 

✟✠ ✔✌✟✌ ✂✡✎☎✂✕✒✔✡✠✁✖✎✟✂ ✠✕ ✒✕ ✠✂✡✒☎✠✕ ✂✎✕✌✡ ✟✠ ✁✂ ✂✡✗ El protocolo general de ciclado utilizado se muestra 
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en la Tabla 6. La pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de disociación y 

electroforesis en geles de agarosa (ver sección 7.4 del capítulo 1) de muestras elegidas al azar en cada 

corrida. Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos.  

El cálculo de los niveles de expresión relativa de cada muestra se realizó utilizando el método 

del ciclo umbral (Ct) [268]. El valor de Ct para cada muestra se calculó utilizando el software StepOne 

Versión 2.3 con un umbral de ajuste de fluorescencia automática (Rn), y se procedió como se menciona 

en la sección 7 (capítulo 1).  

Tabla 13: Primers y tamaño de los productos de PCR empleados para el análisis de la expresión 

génica mediante qRT-PCR. 

Gen Primer sequence Propiedades N° acceso de GenBank 

ACTB 
Forward: AGGTCATCACCATCGGCA 
Reverse: AGGTCTTTGCGGATGTCG 

142 bp 
Ta 57 °C 

NM_001009784.1 

PRLR-s 
Forward: CAGTGGCTTTGAAGGGCT 
Reverse: AGGCGAGAAGGCTGTGAT 

112 bp 
Ta 54 °C 

AF041977.1 

PRLR-l 
Forward: CAGTGGCTTTGAAGGGCT 
Reverse: AGGCGAGAAGGCTGTGAT 

112 bp 
Ta 53 °C 

AF041257.1 

IGF-1 
Forward: GCTGAGTTGGTGGATGCT 
Reverse: TCCACGATTCCTGTCTGG 

113 bp 
Ta 57 °C 

NM_001009774.3 

IGF-2 
Forward: ACCCTCCAGTTTGTCTGT 
Reverse: CAACACTCTTCCACGATG 

95 bp 
Ta 54 °C 

NM_001009311.1 

IGF-1R 
Forward: GCCGCTGTGTGAGAAGACG 
Reverse: CATGGGTCTCCGTACACGC 

119 bp 
Ta 59 °C 

XM_012098367.2 

IGFBP-3 
Forward: ACTTCTCCTCCGAGTCCAAGC 
Reverse: CTTGAGGTCGTTCAGTGTGTCC 

80 bp 
Ta 54 °C 

NM_001159276 

ACTB, ✂-actin; PRLR-s: receptor de prolactina isoforma short; PRLR-l: receptor de prolactina isoforma long; IGF-1, insulin-
like growth factor 1; IGF-2, insulin-like growth factor 2; IGF-1R, insulin-like growth factor receptor; IGFBP-3, insulin-like 

growth factor binding protein 3. 
Ta: Temperatura de annealing 

8. Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como la media ± SEM (error estándar medio). Los datos se analizaron 

mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los análisis se realizaron usando el software R 

(http://www.r-project.org/). En todos los casos se consideró un P<0,05 como estadísticamente 

significativo.  
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RESULTADOS 

Caracterización y validación del anticuerpo anti-Foxa2 

Se realizó la caracterización y validación del antisuero por western blot e IHQ. Una banda 

específica de 48 kDa se observó tanto en homogenatos de útero e hígado de ovinos incubados con el 

anticuerpo anti-Foxa2 (Figura 16A). Por IHQ también se identificó la inmunoreactividad del anticuerpo 

anti-Foxa2 en cortes histológicos de útero e hígado de corderas. Se observó una intensa inmunomarcación 

nuclear y una débil marcación citoplasmática en el hígado y en el EG del útero de ovejas control, sin 

observarse inmunomarcación en el EL, ES o el miometrio (Figura 16B). Cuando los anticuerpos fueron 

preadsorbidos con el péptido usado como inmunógeno, no se detectó marcación específica, demostrando 

la especificidad del anticuerpo tanto por western blot como por IHQ. 

 

Figura 16: A) Western blot donde se observa una banda específica de 48 kDa, representativa de 
Foxa2, en el hígado y el útero de corderas. No se observa inmunomarcación cuando el anticuerpo 
fue preadsorbido B) Fotomicrografías representativas de la inmunomarcación de Foxa2 en el 
hígado y útero de corderas. Una intensa marcación nuclear y una débil marcación citoplasmática 
se observa en los hepatocitos y en el EG. No se observa inmunomarcación cuando se empleó el 
anticuerpo preadsorbido con el péptido específico. Escala de barra: 50 µm. 
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La exposición al HBG disminuye la proliferación celular en el útero de corderas prepuberales 

Estudiamos parámetros histomorfológicos para evaluar si el tratamiento con el HBG produce 

alteraciones en el desarrollo uterino, determinamos la histomorfología uterina en el DPN45, evaluando la 

altura del epitelio luminal, el espesor del estroma subepitelial y del miometrio y la densidad glandular. 

Como se puede observar en la tabla 14, la exposición al HBG no produce alteraciones histomorfológicas 

en ninguno de los parámetros analizados. Esto último coincide con lo demostrado en el experimento 

anterior. 

Tabla 14: Efecto de la exposición al HBG por vía subcutánea sobre la histomorfología uterina. 

 Control 

(n: 10) 

HBGsc 

(n: 12) 

Altura del epitelio luminal (µm) 14,87 ± 0,79 13,82 ± 0,47 

Densidad glandular (Vv×100) 29,19 ± 1,44 29,65 ± 1,18 

Espesor del estroma subepitelial (µm) 541,14 ± 54,86 524,79 ± 32,60 

Espesor del miometrio (µm) 471,89 ± 43,30 443,81 ± 30,72 

Los valores se expresaron como la media ± SEM. HBG: herbicida a base de glifosato (2 mg de glifosato/ Kg / día). HBGsc: 

exposición subcutánea. 

 

Considerando que la proliferación celular es un evento clave que caracteriza el desarrollo y la 

diferenciación del útero. Investigamos la expresión de Ki67 como marcador de proliferación celular. La 

exposición posnatal al HBG indujo una disminución de la tasa de proliferación celular en el epitelio 

(luminal y glandular) y el estroma subepitelial (Figura 17). Cabe destacar el efecto significativo del 

tratamiento con HBG sobre la proliferación celular, observándose una reducción de aproximadamente del 

50% y 60% en los epitelios (luminal y glandular) y en el estroma subepitelial y el miometrio, 

respectivamente.  
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Figura 17: Efecto de la exposición neonatal al HBG sobre la proliferación celular en el útero de 
corderas prepúberes. La exposición al HBG disminuyó la proliferación celular en los epitelios 
luminal (A) y glandular (B), en el estroma subepitelial (C) y en el miometrio (D). E) 
Fotomicrografías representativas de en el útero de corderas control y expuestas al HBG por ambas 
vías de administración. Las columnas representan la media ± SEM. **p<0,01 vs. control y 
***p<0,001 vs. control. Los inset muestran la proliferación celular en el epitelio glandular (EG) y 
en el miometrio (M). Escala de barra: 100 µm. 

 

La exposición al HBG induce moléculas que modulan la proliferación celular 

Como ya se mencionó, la proliferación celular es modulada por diferentes vías, una de ellas es la 

del IGF. Las hormonas, como la prolactina, también regulan la proliferación celular del útero mediante la 

señalización mediada por unión a sus receptores (PRLR isoformas larga o corta). Debido a que la 
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proliferación celular del útero de los animales expuestos a HBG resultó notablemente afectada, 

investigamos si el mecanismo de acción del herbicida estaba relacionado con alteraciones en la vía de 

señalización del sistema IGF o en el PRLR. Para ello medimos la expresión de dichas moléculas a nivel 

de mRNA mediante qRT-PCR.  

Cuando hicimos las PCR para realizar las curvas de calibrado y ver los niveles de expresión del 

PRLR-l, observamos la presencia de fluctuaciones en la curva de melting y comprobamos la presencia de 

productos de diferentes tamaños en geles de agarosa. Respecto al receptor de prolactina en su isoforma 

corta (PRLR-s), se realizaron las curvas de calibrado y la cuantificación respectiva. No se encontraron 

diferencias en la expresión de ambas isoformas del PRLR entre los grupos experimentales (resultados no 

presentados).  

En cuanto a la vía de señalización IGF, evaluamos los genes IGF-1 y -2, IGF-1R e IGFBP-3. Las 

corderas expuestas al HBG presentaron una mayor expresión del gen IGFBP-3 y no se observaron cambios 

en la expresión de los otros genes estudiados. La figura 18 resume los resultados de la expresión relativa 

de los genes para los grupos experimentales. 

 

Figura 18: Expresión de genes de la vía de señalización IGF en el útero de corderas expuestas al 
HBG en DPN45. Expresión relativa del ARNm de IGF-1, IGF-2, IGF-1R e IGFBP-3 evaluada 
mediante qRT-PCR. La exposición neonatal al HBG aumenta la expresión de IGFBP-3, pero no 
modifica la expresión de las otras moléculas de la vía de señalización de IGF estudiadas. El gen 
✌-actina se usó como housekeeping. Al grupo control se le asignó un valor de referencia de 1. Cada 
columna representa la media ± SEM. *p< 0,05 vs. control. 
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El ciclo de proliferación celular es un proceso complejo que involucra diferentes moléculas y 

varios puntos de control con el fin de asegurar la correcta duplicación de las células. Una de las moléculas 

que regulan el ciclo celular es la proteína p27, la cual inhibe la proliferación celular frenando la célula al 

final de la fase G0 evitando que ingrese en la G1 regulando la actividad de diferentes moléculas. Teniendo 

en cuenta esto, decidimos investigar la expresión de la p27 en los diferentes compartimentos uterinos de 

la cordera por IHQ. La exposición neonatal al HBG aumentó la expresión de p27 en los compartimentos 

estudiados: epitelios luminal y glandular, estroma subepitelial y miometrio (Figura 19). 

 

Figura 19: Expresión de p27 en el útero de corderas control y expuestas al HBG en DPN45. 
Porcentajes de células p27 positivas en los epitelios luminal (A) y glandular (B), en el estroma 
subepitelial (C) y el miometrio (D). E) Fotomicrografías representativas de la expresión de p27 en 
el útero de corderas control y expuestas al HBG por ambas vías de administración. Las columnas 
representan la media ± SEM. *p<0,05 vs. control, **p<0,01 vs. control. Los inset muestran la 
expresión de p27 en el epitelio glandular (EG) y en el miometrio (M). Escala de barra: 50 µm. 
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Estudiamos la coexpresión de Ki67 y p27 mediante inmunofluorescencia doble en úteros de 

corderas con el objetivo de conocer la localización tisular de ambas moléculas. La expresión de ambas 

Ki67 y p27 es predominantemente nuclear, con una débil marcación de p27 en el citoplasma. Se observó 

que solo pocas células uterinas colocalizaban ambos marcadores y que no había diferencias en la 

localización de las corderas del grupo control versus las expuestas al HBG (Figura 20). 

 

Figura 20: Fotomicrografías representativas de la marcación inmunofluorescente de las proteínas 
Ki67 y p27 en el útero de animales control y expuestos al HBG. Los insets en la figura muestran 
la inmunodetección de Ki67 (en naranja-rojo) y de p27 (en verde) a mayor magnificación. La punta 
de flecha blanca muestra la colocalización de Ki67/p27 (en amarillo-naranja). Escala de barra: 100 
µm. 
 

El tratamiento con un HBG altera la expresión de marcadores moleculares del desarrollo uterino 

Entre los marcadores moleculares relacionados con el desarrollo uterino podemos mencionar los 

receptores esteroideos (RE� ✍ RP), la vía canónica de Wnt (Wnt5a, Wnt7✌ ✍ ☎-catenina), Hoxa10 y Foxa2. 

Observamos que la localización celular de ambos receptores esteroideos en el útero de la oveja es 

nuclear, sin embargo, la distribución de los mismos en los distintos compartimentos tisulares del útero 

difiere entre sí en el DPN45. El R✁� ✞✂✝✠✠ ✒✕✌ ✠✡✠✠✌✟✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ en el epitelio glandular y moderada en 

el epitelio luminal y el estroma subepitelial. En relación con el patrón de distribución del RP, la expresión 

es elevada en el epitelio luminal y glandular, y baja en las células estromales.  

En las corderas expuestas al HBG, el patrón de expresión de los receptores esteroideos fue alterada. 

El tratamiento produjo una disminución en la expresión del R✁� ✠✕ ✡✂✝ ✠✞✎✖✠✡✎✂✝ ✡✒☎✎✕✌✡ ✍ ☎✡✌✕✟✒✡✌✄ ✍ ✠✕
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el estroma subepitelial. Asimismo, los animales tratados tuvieron una menor expresión del RP en el 

epitelio luminal y un aumento de su expresión en el epitelio glandular y en el estroma subepitelial respecto 

al grupo control (Figura 21). 

 

Figura 21: Expresión de los receptores esteroideos en el útero de corderas control y tratadas con 
✁✂ �✝✁ ✁✆ ✂✆✄✂�✟ ✄☎ ✠✡ ✁✟✁✄☎✞☎✞✂✆ ✡✂ �✝✁ ✁✝✄�✠☎✄ ✠✆✡ ✞✁✆✄✝ ✁✟✁✝✁☎✞✂✆ �✁✂ ✁�✂ ✁✆ ✂✄☎

epitelios luminal y glandular y en el estroma subepitelial. B) Los animales del grupo HBG 
presentaron una disminución en la expresión del PR en el epitelio luminal y un aumento de la 
expresión en el epitelio glandular y el estroma subepitelial. C) Fotomicrografías representativas 
de la expresión de los receptores esteroideos en el útero de corderas control y expuestas al HBG. 
Las columnas representan la media ± SEM. *p<0,05 vs. control, **p<0,01 vs. control. Escala de 
barra: 50 µm. 
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El proceso adenogénico uterino también está regulado por la acción de proteínas que modulan la 

interacción entre el epitelio y el estroma. Entre estas proteínas podemos mencionar a los genes Wnt 

(Wnt5a y Wnt7✌� ✍ ✡✌ ☎✂✡✁✔✒✡✌ ✠✂✠✔✖✂✄✌ ✟✠ ✡✌ ✠✟✌ ✔✌✕✁✕✎✔✌ ✟✠ ✡✂✝ �✕✖☛ ☎-catenina. El desarrollo del 

estroma uterino está regulado por el Hoxa10, y el desarrollo glandular está modulado por la expresión del 

factor de transcripción Foxa2. Según la bibliografía consultada no hemos encontrado trabajos que estudien 

la expresión de las proteínas Hoxa10, Wnt7a y Wnt5a en el útero de corderas prepuberales. En el útero de 

las corderas control observamos que Wnt7a y de Wnt5a se localiza en los núcleos del estroma subepitelial, 

y en el núcleo y citoplasma de los epitelios luminal y glandular. La ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎-catenina en el útero de 

corderas prepuberales se localizó en los epitelios luminal y glandular, mientras que en el ES y el miometrio 

su expresión fue ☎✒✍ ✆✌✘✌✗ �✌ ✡✂✔✌✡✎✠✌✔✎✁✕ ✔✠✡✒✡✌✄ ✟✠ ☎-catenina en el útero fue en citoplasma y membrana. 

En cuanto a los factores de transcripción, Hoxa10 se ubicó en el núcleo de las células estromales y fue 

negativo en los epitelios luminal o glandular; y el Foxa2 se expresó en células del epitelio glandular, 

siendo su localización celular predominantemente nuclear, aunque también observamos una débil 

expresión en el citoplasma. La exposición posnatal al HBG disminuyó la expresión de Wnt5a en el EG, y 

de Wnt7a en el ES✗ ✁✂✄ ✂✖✄✂ ✡✌✟✂☛ ✝✠ ✂✆✝✠✄✠✁ �✒✠ ✠✡ ✖✄✌✖✌☎✎✠✕✖✂ ✔✂✕ �✁✂ ✟✎✝☎✎✕✒✍✁ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎-

catenina en los epitelios luminal y glandular (Figura 22). Además, el tratamiento con HBG presentó una 

menor expresión de Hoxa10 en el ES, y de Foxa2 en el EG (Figura 23). 
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Figura 22: �✟✁✝✁☎✞✂✆ �✁ ✂✡☎✞✄✂�☎✠✂✡☎�✄✟✡☛✄�✁✆✆�✡�✁✆✆☞✡ ✌ ✌-catenina en el útero de corderas 
control y expuestas al HBG. A) En las corderas expuestas al HBG se observó una disminución en 
la expresión de Hoxa10 en el estroma subepitelial (ES). B) Los animales del grupo HBG 
presentaron una menor expresión de Wnt7a en el estroma subepitelial. C) La exposición al HBG 
produjo una disminución en la expresión de Wnt5a en el epitelio glandular (EG). D) La expresión 
�✁ ✌-catenina en los epitelios luminal (EL) y glandular fue menor en los animales tratados respecto 
al grupo control. E) Fotomicrografías representativas de los cambios observados en la expresión 
de las moléculas estudiadas. Las columnas representan la media ± SEM. *p<0,05 vs. control. 
Escala de barra: 50 µm. 



CAPÍTULO III: Efectos de la exposición neonatal a un HBG sobre el desarrollo uterino de corderas 

93 
 

 

Figura 23: Expresión de Hoxa10 y Foxa2 en el útero de corderas control y expuestas al HBG en 
DPN45. A) Cuantificación de la expresión de Hoxa10 en el estroma subepitelial. B) Cuantificación 
de la expresión de Foxa2 en el núcleo de las células del epitelio glandular. Los resultados fueron 
expresados como densidad óptica integrada (DOI). Las columnas representan la media ± SEM. 
*p<0,05 vs. control. C) Fotomicrografías representativas de la expresión de Hoxa10 y Foxa2 en el 
útero de corderas control y expuestas al HBG. Escala de barra: 50 µm. 
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DISCUSIÓN 

En esta parte del trabajo de tesis utilizamos la vía subcutánea para evaluar los efectos de la 

exposición neonatal a un HBG en el útero de las corderas prepuberales. No observamos cambios en la 

histomorfología uterina y la exposición neonatal al HBG produjo una menor la proliferación celular en 

todos los compartimentos uterinos evaluados (al igual que los resultados presentado en el capítulo 

anterior). La alteración en la proliferación celular está asociada con un aumento en la expresión de genes 

y proteínas relacionados con su regulación. Además, en las corderas expuestas al HBG se observó una 

desregulación de la expresión de receptores esteroideos y de otras moléculas relacionadas con el desarrollo 

uterino. 

Dependiendo del PE, así como del momento, frecuencia o dosis de la exposición, los animales que 

tratados pueden presentar alteraciones en la morfología uterina [348,349]. En trabajos previos de nuestro 

laboratorio, hemos descripto alteraciones histomorfológicas en el útero de ratas expuestas neonatalmente 

a un HBG [190,350]. Similar a los resultados obtenidos en el Experimento I de la presente tesis, no 

observamos alteraciones en la histomorfología uterina de las corderas tratadas con HBG. Si demostramos 

una disminución de proliferación celular en los epitelios (luminal y glandular), el estroma y el miometrio 

uterinos. Con el objetivo de dilucidar los mecanismos involucrados con la menor proliferación celular, 

estudiamos los receptores de prolactina y moléculas de la vía de señalización IGF. En el EG del útero 

ovino durante el desarrollo, se expresan los receptores de prolactina (PRLR-l y PRLR-s), que son 

codificados a partir de un único gen [342]. La presencia de más de una banda en el producto de PCR del 

PRLR-l cuando se realizaron los geles de úteros de corderas control y tratadas, se debe a la posibilidad de 

fragmentos remanentes de exones del PRLR-s durante el splicing alternativo que ocurre para dar lugar al 

PRLR-l [13]. La ausencia de cambios en la expresión del PRLR-s podría estar relacionado a que los 

parámetros histomorfológicos no se modificaron en los úteros de las corderas con HBG. En el útero ovino 

durante el desarrollo de glándulas uterinas, las moléculas más importantes que participan de la vía IGF 

serían: IGF-1, IGF-2, IGF-1R, IGFBP-3 e IGFBP-4 [328]. Entre ellas, la proteína IGFBP-3 regula la 

biodisponibilidad de los IGFs en circulación, inhibe la migración y la proliferación celular e induce 

apoptosis [347]. En nuestro trabajo, no observamos diferencias en la expresión de los genes IGF-1, -2 ni 

de su receptor; si ocurrieron cambios en el útero de las corderas tratadas en los niveles de IGFBP-3, que 

son mayores a los del grupo control. La exposición in vitro a PE de la línea celular de cáncer de mama 

(MCF-7) y de células multipotentes derivadas de tejido adiposo incrementó los niveles de IGFBP-3 

[351,352]. Por otro lado, la exposición in vivo de ratas macho adultas a bajas dosis de un PE (el 3-

monocloropropanediol) aumentó la expresión de IGFBP-3 [353]. Por el contrario, el tratamiento de 

corderas con estradiol valerato (E2V) desde el DPN0 al DPN13 disminuyó la expresión de la IGFBP-3 
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uterina [336]. Los antecedentes comentados y nuestros resultados permiten sugerir que la expresión de 

IGFBP-3 podría ser sensible a la exposición a PE de posible acción estrogénica. 

Como ya se mencionó, la p27 que regula la proliferación celular. Se ha demostrado que la 

expresión de IGFBP-3 se correlaciona positivamente con la expresión de p27, mecanismo mediado por la 

proteína Smad3 [354,355]. En este trabajo, observamos una mayor expresión de p27 en todos los 

compartimentos uterinos de las corderas tratadas con HBG y esto se correlaciona con una menor 

proliferación celular. En un estudio previo, usando un modelo animal similar, demostramos que la 

exposición neonatal de corderas a bajas dosis de DES o bisfenol A (BPA), desde el DPN1 al DPN14, 

aumentó la expresión de p27 en células de la granulosa y en ovocitos y que esto se asoció con una mayor 

proliferación de células de la granulosa y de la teca [259]. Interesantemente, Yoshida y col. [356,357] 

comunicaron que la exposición neonatal de ratones CD-1 a DES disminuye la proliferación de células 

epiteliales uterinas en asociación con una mayor expresión de p21 (una proteína relacionada a p27). 

Adicionalmente, hemos descripto que la exposición neonatal de ratas a un HBG disminuyó la expresión 

de p27 junto con un aumento de la proliferación celular en los sitios de implantación en DG9 [192]. Los 

estudios con líneas celulares humanas expuestas a BPA mostraron una mayor expresión de p27 

relacionado con un estado proliferativo quiescente [358,359]. Teniendo en consideración nuestros 

resultados, podemos sugerir que la disminución de la proliferación celular en el útero de las corderas 

tratadas con HBG estaría asociada a un incremento en la expresión de p27 que estaría mediada por la 

mayor expresión de IGFBP-3. De acuerdo con los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia doble 

de Ki67/p27 en los que la colocalización de ambas proteínas es baja, la disminución en la proliferación 

celular y la sobreexpresión de p27 ocurrirían en células o tiempos diferentes. 

�✌ ✞✄✠✝✠✕✔✎✌ ✟✠✡ ✄✁� ✟✎✝☎✎✕✒✍✁ ✠✕ ✖✂✟✂✝ ✡✂✝ ✔✂☎✞✌✄✖✎☎✠✕✖✂✝ ✒✖✠✄✎✕✂✝ ✂✠✞✎✖✠✡✎✂✝ ✡✒☎✎✕✌✡ ✍

glandular, y estroma) de las corderas expuestas al HBG. Estos resultados coinciden con publicaciones 

previas d✠ ✕✒✠✝✖✄✂ ✡✌✆✂✄✌✖✂✄✎✂☛ ✠✕ ✡✌✝ �✒✠ ✂✆✝✠✄✠✌☎✂✝ ✒✕✌ ☎✠✕✂✄ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✠✕ ✠✡ �✖✠✄✂ ✟✠ ✄✌✖✌✝

expuestas neonatalmente a un HBG [190,192]. Resultados similares se describen luego de la exposición 

de corderas a una elevada dosis de E2�☛ ✟✠✝✟✠ ✠✡ ✁✁✞✂� ✌✡ ✁✁✞✁✁☛ ✟✎✝☎✎✕✒✍✠✕✟✂ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁�

en el EL y el ES, además de afectar el desarrollo glandular [18]. Efectos similares sobre el ✄✁� se 

obtuvieron al tratar corderas con estradiol benzoato (E2B) [360]. Morrison y col. [338] describen una 

✌✡✖✠✄✌✔✎✁✕ ✠✕ ✠✡ ✞✌✖✄✁✕ ✟✠ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✡✒✠☎✂ ✟✠✡ ✖✄✌✖✌☎✎✠✕✖✂ ✟✠ ✔✂✄✟✠✄✌✝ ✞✄✠✞✒✆✠✄✌✡✠✝

ovariectomizadas con DES o BPA. Del mismo modo, ratas de la cepa Donryu tratadas con el PE p-tert-

✂✔✖✎✡✂✠✕✂✡ ✟✒✄✌✕✖✠ ✡✌✝ ✞✄✎☎✠✄✌✝ ✟✂✝ ✝✠☎✌✕✌✝ ✟✠ ✠✎✟✌ ✞✄✠✝✠✕✖✌✄✂✕ ✒✕✌ ✟✎✝☎✎✕✒✔✎✁✕ ✠✕ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁�

en el EL uterino en el DPN28 [361]. 
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En cuanto al RP, el tratamiento de las corderas con HBG disminuyó su expresión en el EL y hubo 

una mayor expresión en el EG y el ES. La exposición neonatal de ratas a un HBG también altera la 

expresión uterina del RP en el EL y ES en el periodo prepuberal y en los sitios de implantación en el DG9 

[190,192]. Utilizando un modelo de rata ovariectomizada, reportamos un aumento de la expresión de PR 

en el epitelio glandular luego de la administración del HBG [181]. Es importante destacar que los 

receptores de esteroides regulan la proliferación celular a través de p27; mientras que ✠✡ ✄✁� ✟✎✝☎✎✕✒✍✠

la expresión de p27, el RP la induce [362�364]. Por lo tanto, la menor proliferación celular junto con la 

mayor expresión de p27 en el EG y el ES podría estar relacionada con la mayor expresión del RP en el 

útero de las corderas tratadas. Nuestros resultados sugieren que la desregulación de la expresión de los 

receptores esteroideos se relaciona con la baja proliferación celular, como consecuencia del tratamiento 

neonatal al HBG. 

El desarrollo uterino está regulado, al menos en parte, por la expresión de genes de la familia Wnt. 

Identificamos expresión de las proteínas Wnt5a y Wnt7a en el EL, EG y el ES del útero de las corderas 

del grupo control. Luego del tratamiento con el HBG, se indujo una disminución de la expresión de Wnt5a 

en el EG, y de Wnt7a en el ES. En consonancia con estos resultados, previamente habíamos publicado 

que la exposición neonatal de ratas a HBG modificó la expresión de Wnt5a y Wnt7a [190,192,365]. El 

tratamiento de ratones con DES altera los niveles y el patrón de expresión de Wnt5a y Wnt7a [32,33]. En 

corderas prepuberales, Hayashi y Spencer [29] observaron mediante estudios de hibridación in situ, que 

los niveles de ARNm Wnt5a disminuyeron en el EL y el EG luego del tratamiento con E2B; mientras que 

los ARNm de Wnt7a disminuyeron en el EL luego del tratamiento con E2B o E2�✗ ✄✠✝✞✠✔✖✂ ✌ ☎-catenina, 

en la presente tesis observamos una menor expresión en el EL y el EG en los animales expuestos 

✕✠✂✕✌✖✌✡☎✠✕✖✠ ✌✡ �✁✂✗ �✌ ✠✄✞✂✝✎✔✎✁✕ ✕✠✂✕✌✖✌✡ ✟✠ ✄✌✖✌✝ ✌ ✒✕ �✁✂ ✟✎✝☎✎✕✒✍✠ ✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ☎-catenina 

en el EG y la aumenta en el ES en el DG9 [192]. Además de su rol en la vía de señalización canónica de 

�✕✖☛ ✡✌ ☎-catenina participa en las uniones célula-célula; por lo tanto, una alteración en la expresión de 

dicha molécula causaría problemas en el desarrollo, la fertilidad y otras patologías del útero (por ejemplo: 

hiperplasia, adenocarcinomas y cáncer) [37]. En estudios previos, demostramos que la exposición 

✕✠✂✕✌✖✌✡ ✟✠ ✄✌✖✌✝ ✌ �✁✂ ✌✡✖✠✄✌ ✡✌ ✠✟✌ �✕✖✄☎-catenina durante el periodo prepuberal y que, además, está 

desregulada en periodos posteriores de la vida [192,365]. Nuestros resultados apoyan la idea que la vía de 

señalizaci✁✕ �✕✖✄☎-catenina es sensible a la perturbación endócrina, y que dichas alteraciones podrían 

tener efectos adversos a largo plazo. 

Como ya se comentó, el desarrollo uterino está coordinado por la interacción entre diferentes 

proteínas, entre ellas los factores de transcripción, que interactúan entre sí para coordinar la morfogénesis 

uterina. En la presente tesis, la exposición neonatal al HBG disminuyó la expresión de Hoxa10 en el ES 
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del útero de las corderas. Diferentes estudios observaron alteraciones en la expresión de Hoxa10 luego de 

la exposición a un perturbador endócrino [75,193,279,282]. La exposición neonatal de ratones a DES 

reprime la expresión uterina de Hoxa10 [366], y los mecanismos moleculares que median esta represión 

involucrarían un elemento de respuesta a estrógenos presente en la región promotora de Hoxa10 [367]. 

Por lo tanto, con base en nuestros resultados, podemos sugerir que la menor expresión uterina de Hoxa10 

✝✠ ✄✠✡✌✔✎✂✕✌ ✔✂✕ ✡✌ ☎✠✕✂✄ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠✡ ✄✁� ✟✠✆✎✟✂ ✌✡ ✖✄✌✖✌☎✎✠✕✖✂ ✔✂✕ �✁✂✁ �✟✠☎✆✝ ✍ ✔✂☎✂ ✍✌ ✝✠

mencionó, la expresión de Hoxa10 depende de la expresión de Wnt7a [25]; por lo tanto, la menor 

expresión de Hoxa10 también podría estar relacionada con la menor expresión de Wnt7a observada en las 

células estromales uterinas de las corderas expuestas al HBG. 

Un factor de transcripción involucrado en el desarrollo glandular uterino es Foxa2. El rol de Foxa2 

en el desarrollo uterino fue estudiado usando mutantes condicionales. Jeong y col. [40] usando mutantes 

condicionales para Foxa2 poseen un útero sin glándulas, siendo estas hembras infértiles. Resultados 

similares fueron descriptos por Kelleher y col. [54], quienes desarrollaron un modelo de ratones adultos 

con una mutación condicional para Foxa2, donde observaban la presencia de glándulas uterinas pero los 

animales eran infértiles. Estos estudios demuestran el rol fundamental que tiene el Foxa2 tanto en el 

desarrollo uterino como para la fertilidad de la hembra. Estos antecedentes demuestran que la expresión 

de Foxa2 en el ratón y en la oveja se observa únicamente en el epitelio glandular del útero [41,368]. En 

nuestras corderas nosotros también demostramos la expresión de Foxa2 en el EG y que la exposición 

neonatal al HBG disminuyó la expresión de Foxa2 en el útero. La exposición durante la gestación de 

ratones a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) reduce el número de glándulas y hay menores 

niveles de ARNm de Foxa2 [321]. �✌ ✠✟✌ �✕✖✄☎-catenina está involucrada en el normal desarrollo 

glandular uterino y mantiene la expresión de Foxa2, la deleción de Wnt7a en ratones genera un fenotipo 

uterino aglandular alterando la expresión de Foxa2 [34]. Resultados similares se observaron en mutantes 

✟✠✡ ☎✠✕ ☎-catenina [37]✗ �✟✠☎✆✝☛ ✝✠ ✟✌ ✟✠☎✂✝✖✄✌✟✂ �✒✠ ✡✌ ☎-catenina se une a la región promotora de 

Foxa2 [60]. Por todo lo expuesto, la menor expresión de Foxa2 en las glándulas uterinas de las corderas 

✖✄✌✖✌✟✌✝ ✔✂✕ �✁✂ ✠✝✖✌✄✟✌ ✄✠✡✌✔✎✂✕✌✟✌ ✔✂✕ ✡✌ ☎✠✕✂✄ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ✡✂✝�✕✖ ✍ ✟✠ ☎-catenina. La disminución 

en la expresión de Foxa2 podría alterar la funcionalidad uterina y afectar la implantación embrionaria y 

la fertilidad.  

Para concluir, en esta parte del trabajo de tesis demostramos que la exposición neonatal a una baja 

dosis de HBG produce una disminución de la proliferación celular e induce menor expresión de moléculas 

involucradas en el desarrollo uterino (como los receptores esteroideos, Wnt5a, Wnt7a, ☎-catenina, Hoxa10 

o Foxa2) en el útero de corderas. Aunque, como hemos mencionado, las alteraciones en la expresión de 

dichas moléculas durante las etapas críticas del desarrollo que fueron estudiadas en este trabajo podrían 
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afectar negativamente la salud reproductiva de la hembra, utilizando nuestro modelo animal no podemos 

afirmar ni descartar que la funcionalidad uterina y la fertilidad estén efectivamente alteradas en hembras 

adultas. 

 

  



 

 
 

CONCLUSIONES DE LOS CAPITULOS II Y III 

 

En el presente capítulo investigamos los efectos del HBG empleando dos vías de administración: 

la vía oral vs. la subcutánea; observamos que el tratamiento disminuye la proliferación celular del útero 

de las corderas independientemente de la vía de administración. Evaluamos los niveles de glifosato y 

AMPA en el agua de bebida y en el suero de corderas de DPN15 y DPN45. El agua de bebida se encontró 

libre de glifosato y AMPA, descartando posible la contaminación con dichos compuestos. Detectamos 

glifosato, pero no AMPA, en el suero de los animales tratados con el HBG por vía oral o subcutánea de 

DPN15. En los sueros de las corderas tratadas con el HBG de DPN45 los niveles de glifosato y AMPA 

fueron indetectables. Tampoco detectamos glifosato o AMPA en el suero de las corderas de los grupos 

control de DPN15 o DPN45. Posteriormente continuamos utilizando la vía subcutánea para estudiar la 

expresión de genes y proteínas involucradas en el desarrollo uterino y que podrían explicar, al menos en 

parte, los cambios observados en la proliferación celular. La menor proliferación celular del útero estaría 

relacionada con una mayor expresión del IGFBP-3 la que, a su vez, estaría asociada con el incremento en 

la expresión del inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas p27. También demostramos alteraciones en 

✡✌ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ✡✂✝ ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁� ✍ ✄✁� ✠✕ ✠✡ �✖✠✄✂ ✟✠ ✡✌✝ ✔✂✄✟✠✄✌✝ ✖✄✌✖✌✟✌✝ ✔✂✕ �✁✂ �✒✠☛

✌ ✝✒ ✠✠✠☛ ✠✝✖✌✄✟✌✕ ✄✠✡✌✔✎✂✕✌✟✌✝ ✔✂✕ ✡✂✝ ✕✎✠✠✡✠✝ ✟✠ ✠✄✞✄✠✝✎✁✕ ✟✠ ✞✄✂✖✠✟✕✌✝ ✟✠ ✡✌ ✠✟✌ �✕✖✄☎-catenina, y de 

otros genes downstream como Hoxa10 y Foxa2. El rol de las proteínas mencionadas sería coordinar el 

normal desarrollo uterino, y muchas de ellas están directamente relacionadas con la proliferación celular. 

Los resultados de esta tesis permiten dilucidar las vías de señalización relacionadas con las 

alteraciones en el desarrollo en el útero de corderas expuestas a HBG. Varios estudios han demostrado 

que los efectos de la exposición a un PE durante periodos críticos del desarrollo podrían ser responsables 

de alteraciones en hembras adultas [202]; a pesar de ello, no podemos afirmar que las alteraciones durante 

el desarrollo comunicadas en la presente tesis podrían tener un impacto en la fertilidad y en la salud 

reproductiva de los animales domésticos. Más estudios son necesarios para evaluar si la funcionalidad 

uterina y la fertilidad de las hembras estaría comprometida luego de la exposición neonatal a una baja 

dosis de un HBG. 
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En la presente tesis, se presentan los resultados de la exposición neonatal a dos agroquímicos 

empleando dos modelos animales diferentes. Por un lado, reportamos los efectos de la exposición neonatal 

a un HBG sobre el desarrollo del útero de corderas prepuberales. Por otro lado, reportamos los efectos de 

la exposición neonatal a endosulfán sobre la diferenciación miometrial en el periodo pre-implantatorio y 

durante el trabajo de parto. La elección de los agroquímicos se fundamenta en que ambos han sido los 

más empleados en el país en los últimos años. Mientras que los HBG son los agroquímicos que más se 

emplean en la actualidad, aunque el endosulfán está prohibido en Argentina, se sigue detectando en el 

ambiente. 

Con el aumento de la población mundial, desde hace décadas, hay una creciente demanda de 

alimentos. De hecho, se estima que deberíamos aumentar el rendimiento actual de los cultivos entre un 

20-70% para satisfacer la potencial demanda poblacional para el 2050 [369]. El mejoramiento de los 

cultivos, sumado al control de plagas y malezas, han permitido alcanzar mayores rindes en las cosechas. 

En este sentido, actualmente hay una gran variedad de compuestos químicos, como los herbicidas que 

permiten controlar las malezas, y los pesticidas controlan ácaros e insectos en diversos cultivos. Muchos 

de estos compuestos han tenido que utilizarse en dosis mayores, o en asociación con otros productos, 

debido a la aparición de malezas y plagas resistentes [370]. Aunque las tecnologías y agroquímicos 

actuales ofrecen grandes beneficios en la producción de alimentos, también se asocian con posibles riesgos 

para la salud, el ambiente, el abastecimiento de alimentos seguros y el desarrollo sustentable [369]. El 

impacto en la salud y el ambiente, comprobado científicamente, ha resultado en la prohibición de la 

fabricación, comercialización y empleo de muchos de ellos debido a su elevada toxicidad y/o demostrada 

actividad como PE, como es el caso del endosulfán. Sin embargo, los efectos perjudiciales sobre la salud 

y el ambiente para otros agroquímicos siguen siendo tema de controversia, como ocurre con los HBG 

debido, entre otras cosas, a la gran variedad de formulaciones comerciales. 

El endosulfán, a pesar de su prohibición en gran parte del mundo, se continúa utilizando en un 

pequeño número de países y, aunque en Argentina se encuentra prohibida su comercialización y su uso, 

todavía puede detectarse en muestras de suelo y de agua [371]. Esto se debe, principalmente, a su baja 

degradabilidad y elevado potencial de bioacumulación [97]. En dosis elevadas, el endosulfán causa 

toxicidad neurológica, vascular, cardíaca, hepática, renal y reproductiva [372�376]. A bajas dosis puede 

actuar como PE, tal como se demostró en estudios in vitro e in vivo que posee actividad estrogénica y 

antiandrogénica [126�128,138]. Además, empleando modelos animales se describieron los efectos de la 

exposición a endosulfán sobre el desarrollo y la funcionalidad del tracto reproductor masculino 

[123,124,243,244] y femenino [75,139�141].  
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Previamente, demostramos que la exposición de ratas a endosulfán en la primer semana de vida 

alteró la expresión, durante el periodo prepuberal, de los ✄✠✔✠✞✖✂✄✠✝ ✠✝✖✠✄✂✎✟✠✂✝ ✂✄✁� ✍ ✄✁�☛ �-SMA, 

�✂✄✌✂✂☛ �✕✖✄✌ ✍ ☎-catenina, que están relacionadas con el desarrollo y la diferenciación del útero 

[75,139]. También reportamos que la exposición neonatal de ratas a endosulfán indujo fallas en la 

implantación al desregular la expresión de moléculas que modulan el crecimiento y la diferenciación 

endometrial en el periodo pre-implantatorio [139,140]. Los resultados de la presente tesis aportan 

evidencia sobre los efectos adversos de la exposición neonatal a una dosis ambientalmente relevante de 

endosulfán sobre la diferenciación funcional del miometrio uterino en el período pre-implantatorio. El 

tratamiento con endosulfán alteró la histología miometrial, redujo la vascularización, y disminuyó la 

proliferación celular y la expresión de Wnt7a y Hoxa10. Estos cambios podrían, a su vez, contribuir con 

la menor tasa de implantación hallada en el DG5. Además, observamos un retraso en el inicio del parto 

en asociación con alteraciones en la expresión de genes asociados con las contracciones en el DG23. 

En el caso del glifosato, el uso de los HBG ha crecido a mayor velocidad a medida que aparecieron 

nuevos cultivos resistentes al glifosato y, para el 2014, más del 90% de los cultivos de soja en EE. UU., 

Brasil y Argentina presentaban resistencia al glifosato [94]. Los HBG son los agroquímicos más 

empleados en la actualidad, con un consumo estimado en más de 800 millones de kg por año a nivel 

mundial [94]. Además, es el agroquímico más empleado en Argentina, con un consumo estimado en más 

de 200 millones de litro por año [148]. Aunque es rápidamente degradado a AMPA en el suelo, los 

volúmenes y la frecuencia de aplicación hacen que ambos compuestos persistan y se acumulen tanto en 

suelo como en alimentos [94,95]. 

Como ya se mencionó, el glifosato y los HBG presentan diferentes efectos tanto in vitro como in 

vivo lo cual podría atribuirse no sólo al AMPA, sino también a los diferentes coadyuvantes, compuestos 

considerados inertes y que están presentes en las formulaciones comerciales [184,377�379]. Los 

coadyuvantes, cuya especificación no siempre son requeridas por los organismos de control, varían entre 

los formulados comerciales de las distintas marcas o dentro de la misma marca entre los diferentes países 

donde se comercializa [167,380,381]. Hay una importante controversia acerca de los efectos adversos, o 

no, de las formulaciones comerciales de glifosato y de sus coadyuvantes. Los coadyuvantes cumplen una 

función importante aumentando la eficiencia del producto activo (el glifosato) para que se pueda 

incorporar a la planta. Hay un gran interés por parte de los fabricantes en buscar nuevos coadyuvantes que 

posean mayor eficacia y un menor efecto adverso sobre el ambiente y la salud humana y animal [167]. En 

nuestro trabajo estudiamos los efectos de la exposición al formulado comercial Roundup Full II, por lo 

tanto, no podemos obtener conclusiones que puedan hacer extensivas a otras formulaciones comerciales. 
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Los estudios in vitro con cultivos celulares primarios o con distintas líneas celulares describen que 

la exposición a los HBG altera las tasas de proliferación celular, induce apoptosis, citotoxicidad y estrés 

oxidativo, e interfiere con la esteroidogenesis al inhibir la transcripción y la actividad enzimática de la 

aromatasa [174,175,177�179]. Resultados similares han sido descriptos empleando modelos animales. La 

exposición a glifosato y a los HBG produce daño renal y hepático [382�384], altera el eje hipotalámico-

hipofisiario-tiroideo [385], e interfiere con el normal desarrollo de la glándula mamaria y del tracto 

reproductor de ratas macho [182,186,386,387]. Asimismo, la exposición de roedores a glifosato o a un 

HBG altera la aptitud reproductiva en machos, el desarrollo y la funcionalidad testicular al inhibir la 

aromatasa, inducir apoptosis y aumentar el estrés oxidativo; todo lo que resulta en una menor cantidad y 

calidad espermática [170,173,180,184,187,388].  

Como ya mencionamos, hay antecedentes que demuestran efectos adversos de la exposición a 

HBG en el TRF de roedores. La exposición in utero de ratas a HBG altera el desarrollo uterino y su 

diferenciación funcional, evidenciado por un menor número de sitios de implantación en la F1 

[189,196,197] e induce alteraciones el desarrollo de la F2 [196,197]. Los efectos observamos en la F1 se 

✌✝✂✔✎✌✕ ✌ ✔✌☎✆✎✂✝ ✠✕ ✠✡ ✠✞✎☎✠✕✁✖✎✔✂✝ ✠✕ ✠✡ ✞✄✂☎✂✖✂✄ ✟✠✡ ✄✁� [198]. Por otro lado, la exposición neonatal 

de ratas a HBG también altera el desarrollo uterino en el periodo prepuberal, y la diferenciación funcional 

uterina, observando un aumento significativo en el número de sitios de reabsorción [190�192]. En esta 

tesis se investigaron los efectos de la exposición neonatal en un modelo animal ovino utilizando una baja 

dosis de HBG y los animales fueron expuestos en el período posnatal temprano (período de alta 

sensibilidad a efectos de PE). Cabe destacar que, de acuerdo con la bibliografía, éste es el primer estudio 

que evalúa los efectos de un HBG sobre el desarrollo uterino en una especie de interés zootécnico. La 

exposición neonatal alteró, en el período prepuberal, la expresión de moléculas que controlan el normal 

desarrollo uterino y que podrían afectar su funcionalidad. Estos resultados sugieren que las alteraciones 

observadas podrían interferir en la fertilidad de las hembras adultas. 

Se sabe que los agroquímicos son un serio problema para la salud pública y para el medio 

ambiente, debido a su ubicuidad, a las prácticas de uso, a sus propiedades físicas y químicas que facilitan 

su distribución y acumulación. El análisis de poblaciones humanas como de animales con potencial 

exposición a agroquímicos han informado datos preocupantes. La presencia de agroquímicos en el torrente 

sanguíneo materno, durante la gestación, se asocia con alteraciones en el mantenimiento de la gestación 

y el parto, como también con trastornos en el desarrollo fetal [114,116,165,166,216,389]. Esta 

preocupación por el impacto de los agroquímicos se extiende al sector productivo ganadero y, 

especialmente, en nuestro País por su tradición de exportador de carnes. En el año 2018, en Argentina el 

stock ganadero incluía unos 54 millones de bovinos, 15 millones de ovinos y 3 millones de caprinos [390], 
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evidenciando el gran valor comercial de este sector para nuestro país. Sin embargo, no hay estudios que 

investiguen los problemas de fertilidad en especies de interés zootécnico en relación con la exposición a 

agroquímicos que contaminan el ambiente. Los resultados de la presente tesis han intentado hacer una 

pequeña contribución a este problema central de nuestra Región y del País, demostrando en un modelo in 

vivo usando una especie de interés zootécnico como la exposición a bajas dosis de un agroquímico altera 

el desarrollo del útero y cómo esto podría disminuir el potencial reproductivo de hembras de especies 

ganaderas o de la fauna que se encuentren en condiciones a campo.
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