Encuentro
de Jovenes
Investigadores

EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL A UNA MEZCLA DE
AGROQUIMICOS SOBRE EL DESARROLLO DE LA PROSTATA VENTRAL DE
RATAS POST-PUBERALES

Reato, Débora

Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (UNL-CONICET).

Director/a: Dra. Altamirano, Gabriela A.
Codirector/a: Dra. Gémez, Ayelén L.

Area: Ciencias Biolégicas

Palabras claves: prostata, glifosato, propiconazole

INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el uso de agroquimicos se ha diversificado y expandido
significativamente a nivel mundial. El glifosato es el ingrediente activo de herbicidas de
amplio espectro, utilizados para eliminar malezas. Datos experimentales muestran que la
exposicion neonatal a glifosato durante la gestacion y lactancia (Romano y col., 2012) y/o
la exposicién desde el periodo prepuberal hasta la pubertad (Dallegrave y col., 2007)
inducen efectos adversos en el sistema reproductor de ratas macho, lo cual sugiere que
podria tratarse de un perturbador endocrino.

Por otro lado, se ha demostrado que el propiconazole, fungicida utilizado en el control de la
roya de la soja, genera efectos de perturbacién endbcrina in vitro (Goetz y col., 2009). Por
lo tanto, este fungicida presenta la potencialidad de incrementar o disminuir los efectos
producidos por el glifosato cuando ambos compuestos son administrados conjuntamente.
En base a estos antecedentes, este trabajo se enfocara en estudiar los efectos de una
exposicion a una mezcla de propiconazole y glifosato (ProGli) sobre el desarrollo y
funcionalidad de la prostata ventral en ratas post-puberales.

OBJETIVOS

® Evaluar si la exposicion perinatal (gestacion + lactancia) a una mezcla de ProGli
induce alteraciones en el desarrollo y funcionalidad de la préstata ventral de ratas post-
puberales.

Titulo del proyecto: Efectos de la exposicién al filtro UV benzofenona-3 sobre el desarrollo
glandular peri-puberal en ratones hembras y machos

Instrumento: PICT

Aiio de la convocatoria: 2019

Organismo financiador: Agencia |+D-+i

Directora: Dr. Gabriela A. Altamirano
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METODOLOGIA
Disefno experimental
Ratas hembras adultas de la cepa Wistar prefiadas (F0) fueron expuestas perinatalmente

por via oral desde el dia 9 de gestacién (DG9) hasta el destete (dia post-natal 21 — DPN21)
a: a) una dieta control y aceite de sésamo por via intragastrica (Control) y b) a una dieta
suplementada con 4 mg/kg peso corporal/dia de glifosato + 4 mg/kg peso corporal/dia de
propiconazole por via intragastrica (ProGli). Luego las crias machos F1 fueron mantenidas
en condiciones estandares de bioterio hasta su sacrificio en DPN60, en el cual se obtuvieron
muestras de prostata ventral. Por cada punto experimental se analiz6é una cria por camada
y al menos 8 animales por grupo experimental.

Muestras de tejidos

Al momento del sacrificio, se disecciond el complejo prostatico/uretral junto con las vesiculas
seminales, se registro el peso humedo del complejo, y luego se separ6 la prostata ventral:
se fij6 en formol buffer al 4% por 6 h para su posterior procesamiento histolégico. Una vez
realizado el procesamiento histologico de las muestras de prostata ventral, se realizaron
cortes histolégicos de 5 um de espesor que fueron destinados para realizar una tincién con
hematoxilina-eosina (H&E) o inmunohistoquimica (IHQ).

Analisis histo-morfologico

El analisis histologico se realizd6 en muestras de prostata ventral tefiidas con H&E, en las
cuales se evalu6 el desarrollo ductal y la presencia de lesiones prostaticas (hiperplasias y/o
atrofias) (Ramos y col., 2001).

Inmunohistoquimica

Se realizaron ensayos de IHQ para evaluar la expresién de: a) Ki67 como marcador del
indice de proliferacion celular, b) los receptores hormonales del receptor de estrégeno beta
(ESR2) y de androgenos (AR), c) alfa actina de musculo liso (a-SMA) para analizar el
estroma periductal y d) la fosfatasa acida prostatica (FAP) como marcador de actividad
secretora (Ramos y col., 2001). El porcentaje de células positivas para Ki67, ESR2 y AR fue
cuantificado utilizando un microscopio Olympus con objetiva de 40X, se cuantificaron al
menos 2000 células por corte, mientras que a-SMA y FAP fueron cuantificadas por densidad
Optica integrada (DOI). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias. Las mediciones
se realizaron con el software Imaged.

Analisis estadisticos

Los resultados experimentales fueron analizados con test paramétricos (t de Student) y no
paramétricos (Mann-Whitney test) seleccionados especificamente para cada experimento,
un p<0.05 fue considerado significativo en todos los casos.

RESULTADOS

Efectos de la exposicion perinatal a una mezcla de agroquimicos sobre la histologia
de la préstata ventral de ratas macho post-puberales
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Tanto en las ratas controles como en las expuestas perinatalmente a ProGli se identificaron
conductos hiperplasicos, los cuales se caracterizan por presentar un aumento de la
celularidad epitelial (dos 0 mas capas de células epiteliales). El porcentaje de conductos con
hiperplasias fue mayor en la préstata ventral de ratas tratadas con ProGli comparada con los
animales controles (Control:1.31£0.42% vs ProGli:4.44 + 0.55%; p<0.05). Aun mas, los
conductos hiperplasicos observados en la préstata de los controles presentaron zonas
puntuales de hiperplasias moderadas (entre dos y tres capas de células epiteliales). Por el
contrario, en las prostatas de ratas tratadas con ProGli se encontraron numerosos sitios de
hiperplasias moderadas a extensas (mas de tres capas de células epiteliales), que a menudo
ocupaba una gran area del lumen epitelial.

Otra de las alteraciones frecuentemente observada en la prostata ventral fue la atrofia
epitelial, en la que los conductos estan revestidos por un epitelio cubico a escamoso
compuesto por células epiteliales con escaso citoplasma, y rodeado de tejido conectivo
denso. En la préstata ventral de la mayoria de los animales expuestos al tratamiento fue
posible observar un mayor porcentaje de conductos revestidos parcial o completamente por
un epitelio atréfico comparadas con las ratas del grupo control, en las cuales se detecto solo
un conducto con epitelio parcialmente atrofico en algunos de los animales (Control:
0.97+0.42% vs. ProGli: 4.31+1.49%; p<0.05).

Efectos de la exposicion perinatal a ProGli sobre los conductos e hiperplasias
epiteliales de la prostata ventral de ratas post-puberales.

En la préstata ventral de los animales post-puberales se evalud la proliferacion celular (Ki67)
y la expresion proteica de ESR2, AR, a-SMA y FAP. En los conductos sin lesiones no se
observaron diferencias significativas entre los animales expuestos a ProGli y los controles
en todos los marcadores evaluados. En cambio, en los conductos hiperplasicos se observo
un aumento en el indice de proliferacion celular y una disminucion en la expresion proteica
de ESR2 en los animales expuestos a ProGli en comparacion con las hiperplasias
detectadas en el grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Marcadores de proliferacion y diferenciacion en los conductos sin lesiones e
hiperplasicos de la prostata ventral de ratas post-puberales expuestas perinatalmente a ProGli.

Marcador Conductos sin lesiones Hiperplasias

evaluado Control ProGli Control ProGli
Ki67 ' 5.77 +1.06 5.97 £ 0.95 6.80 + 1.07 12.61 £1.77*

ESR2' 71.34 £10.07 64.69 £5.76 77.74 £ 3.66 50.48 £ 8.31*
AR’ 84.97 +4.59 76.50 +7.07 82.23 £ 10.54 73.84 £9.50

a-SMA 2 0.21 £ 0.01 0.23 £ 0.01 0.40 £0.02 0.45+0.02
FAP 2 0.56 =+ 0.06 0.60 £ 0.07 0.68 £ 0.06 0.54 £0.08

*p<0.05 (t test entre el grupo Control y ProGli)
' Los resultados estan expresados como el porcentaje de células positivas.
2 Los resultados estan expresados como unidades arbitrarias de densidad 6ptica integrada (DOI).
Los valores se expresaron como la media =+ SEM de 8-10 machos F1/grupo,

Caracterizacion de los conductos atroficos en la prostata ventral post-puberal de ratas
expuestas perinatalmente a ProGli
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En la mayoria de las ratas expuestas a ProGli se encontraron mas de dos conductos con
epitelio atréfico en los cuales se evaluaron la marcacién de Ki67, ERS2, AR, a-SMA y FAP.
Considerando que en el grupo control se observé solo un conducto con epitelio parcialmente
atréfico en algunos animales y que no existieron diferencias significativas en ninguno de los
marcadores evaluados en los conductos sin lesiones entre grupos experimentales, el analisis
estadistico se realizd en el grupo ProGli entre los conductos sin lesiones y los atréficos. Los
conductos con epitelio atréfico presentaron una menor expresion del ESR2 y una mayor
expresion de a-SMA comparado con los conductos prostaticos sin lesiones del grupo ProGili
(Tabla 2).

Tabla 2. Marcadores de proliferacion y diferenciacion en los conductos atréficos de la prostata
ventral de ratas post-puberales expuestas perinatalmente a ProGli

Marcador evaluado Conductos sin lesiones Conductos atréficos
Ki67 1 5.97 +0.95 9.95 + 2.69
ESR2 ' 64.69 +4.70 28.49 +10.91*

AR 76.50 £ 7.07 78.57 +11.38
a-SMA 2 0.23 +0.01 0.63+0.057
FAP 2 0.60 + 0.07 0.64 + 0.04

*p<0.05 (t test entre conductos sin lesiones y atroficos del grupo ProGili).

Tp<0.05 (Mann-Whitney test entre conductos sin lesiones y atréficos del grupo ProGli).

' Los resultados estan expresados como el porcentaje de células positivas.

2 Los resultados estan expresados como unidades arbitrarias de densidad 6ptica integrada (DOI).
Los valores se expresaron como la media + SEM de 8-10 machos F1/grupo.

CONCLUSIONES

La exposicién perinatal (gestacion + lactancia) a una mezcla de agroquimicos (propiconazole
y glifosato) induce alteraciones en el desarrollo de la prostata ventral de ratas post-puberales,
evidenciado por la presencia de lesiones prostaticas, como hiperplasias y atrofias. Ademas,
la expresion de ESR2 disminuyd con el tratamiento con ProGli en ambas lesiones detectadas,
siendo esta disminucién aun mayor en los conductos con epitelio atrofico.
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