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INTRODUCCION

El herbicida a base de glifosato (GBH), ampliamente utilizado en la Argentina, ha sido
detectado en diversos entornos y compuestos bioldgicos como la leche materna (Munoz, et
al.,, 2021). Datos experimentales indican que la exposicion a GBH afecta el desarrollo
mamario en ratas, aunque los mecanismos exactos alin no estan claros (Kass, et al., 2020).
En este sentido, la glandula mamaria, crucial durante la lactancia, depende de un equilibrio
hormonal para producir leche con nutrientes esenciales (Kass, et al., 2012, Altamirano, et
al., 2015) y podria ser susceptible a perturbadores endocrinos ambientales.

Teniendo en cuenta los antecedentes sobre las modificaciones en la glandula mamaria
inducida por los estrogenos ambientales y la importancia a nivel nutricional de la cantidad y
calidad de la leche, no sélo para las crias lactantes sino también para la industria lechera,
en el presente trabajo se analizara la influencia de la exposicién directa a GBH y a glifosato
(GLY) sobre la funcionalidad de la glandula mamaria utilizando un modelo in vitro.

OBJETIVOS

® Analizar si la exposicion directa a GBH y, a su principio activo, GLY afecta la sintesis
de los componentes de la leche durante la diferenciacion mamaria utilizando un modelo
in vitro.

Titulo del proyecto: Toxicologia ambiental: Exposicion a glifosato y su accion sobre la funcionalidad
de la glandula mamaria y prostatica utilizando modelos de cultivo in vitro

Instrumento: SF PEIC 1+D 2022

Afo de la convocatoria: 2022

Organismo financiador: Secretaria de Ciencia, Tecnologia e Innovacion del Gobierno de Sta Fe.
Directora: Dra. Gabriela A. Altamirano
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METODOLOGIA

Disefio experimental

Para analizar los efectos directos de GBH y GLY durante la diferenciacion funcional de la
glandula mamaria in vitro se utilizé la linea celular HC11, la cual es una linea de células
epiteliales mamaria de ratén (BALB/c) extraidas a mediados de la prefiez. Las células HC11
se cultivaron en medio de crecimiento [RPMI 1640 sin rojo fenol (Gibco, Argentina)
suplementado con factor de crecimiento epidérmico, insulina y suero fetal bovino tratado con
carbon vegetal] hasta su confluencia. Luego de 72 h post-confluencia, el medio de cultivo
fue reemplazado por otro que contenia hormonas lactogénicas (prolactina, insulina y
dexametasona), y las células fueron expuestas a: a) Vehiculo (RPMI 1640 sin rojo fenol), b)
0.001 - 1 ypM GBH y c) 0.001 - 1 uM GLY durante 72 h. Las concentraciones fueron
seleccionadas teniendo en cuenta los valores detectados de GLY en muestras bioldgicas.
Asimismo, el protocolo de tratamiento estd disefiado para que las células estén bajo la
influencia del agroquimico durante la diferenciaciéon funcional mamaria. Se realizaron tres
experimentos independientes por duplicado.

Evaluacion de la viabilidad celular utilizando las concentraciones de GBH y GLY
seleccionadas

Para descartar posibles efectos citotoxicos por parte del agroquimico sobre la linea celular
utilizada, se realizé un analisis de la viabilidad celular utilizando el kit comercial WST-1
(Roche Diagnostics, EEUU) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ensayo se realiz6
por triplicado, con los siguientes grupos: blanco (medio sin células), vehiculo y los
tratamientos correspondientes de GBH y GLY. Brevemente, luego del tratamiento con GBH
y GLY, se agregd el reactivo WST-1, y se midieron las absorbancias a 450 nm. Los
resultados se expresaron como porcentaje relativo al vehiculo.

Andlisis de los genes involucrados en la sintesis de los componentes de la leche y su
regulacién hormonal mediante gPCR

Serealizé la extraccién de ARN con el reactivo Trizol (Invitrogen, Argentina) para su posterior
retrotranscripcion con la enzima MMLV (Promega, Argentina). Se evalud la expresion génica
mediante PCR en tiempo real (gqPCR), utilizando oligonucleétidos disefiados
especificamente para la proteina de la leche beta-caseina (CSN2), la proteina de la
membraba del glébulo graso adipofilina (ADPH), el factor transcripcional Stat5a y el receptor
del estrégeno alfa (ESR1). Los resultados se expresaron como el valor normalizado del gen
de interés relativos al gen de referencia empleado el método de la curva estandar.

Anélisis estadisticos

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

RESULTADOS

Optimizacion y validacién de la diferenciacion funcional mamaria in vitro

Analizando la morfologia de las células, se observé que las células inducidas con hormonas
lactogénicas presentaron un mayor tamafo celulary la presencia de pseudo-mamoesferas en
comparacion con las células no inducidas (Figura 1). Asimismo, los niveles de expresion de
CNS2, marcador de la diferenciacion funcional, presentaron una mayor expresion en
comparacion a las células no inducidas (Figura 1; p<0.05). La expresion génica de ESR1. no
presento diferencias entre los grupos estudiados.
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Figura 1. Morfologia celular y expresién génicade las células HC11 post-diferencién funcional.
A. Imagenes representativas de cultivos de células HC11 sin induccion y con induccién con hormonas
lactogénicas tomadas con una magnificacion 100x. El circulo rojo indica una pseudo-mamoesfera. B.
Niveles relativos de ARNm de CSN2. La expresién de los genes se normalizd con el gen de referencia
L19. El analisis estadistico se realizé la prueba de Mann-Whitney, donde un P <0.05 (*) denota
diferencia significativa entre los tratamientos. Las barras representan los valores medios + SEM de
triplicados repetidos en tres experimentos independientes.

Evaluacion de la viabilidad celular de las HC11 tratadas con GBH y GLY post-
diferenciacion con hormonas lactogénicas

La viabilidad celular de las células HC11 no present6 diferencias significativas entre el
vehiculo y los diferentes tratamientos con GBH y GLY (Figura 2).
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Figura 2. Viabilidad celular de las células HC11 tratadas con GBH y GLY. La viabilidad celular fue
medida en las células HC11 mediante la prueba WST-1 después de 72 h de cultivo en presencia de
hormonas lactogénicas y diferentes concentraciones de GLY y GBH. Los datos se expresaron como
porcentaje relativos a los valores del vehiculo. Las barras representan los valores medios + SEM de
triplicados repetidos en tres experimentos independientes. (*: p <0.05. Prueba de ANOVA seguida de
post hoc Dunn).

Analisis de la expresion de los genes involucrados en la sintesis de los componentes
de laleche y su regulacién hormonal

Con respecto a los niveles del ARNm de CSN2, aunque se observé una tendencia a
aumentar en las concentraciones de 0.01 uM y 0.5 uM, respecto al vehiculo, y a disminuir
en las restantes concentraciones de GBH y GLY, solo se encontré6 una diferencia
estadisticamente significativa con el tratamiento de GBH al 0.1 uyM (Figura 3; p<0.05). Los
niveles de ARNm de ADPH no presentaron diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos con GLY y GBH (Figura 3).

Ademas, se midieron los niveles de ARNm del gen Stat5a para evaluar los efectos sobre la
via de sefalizacion del receptor de prolactina y del gen ESR1 para estudiar si GLY y GBH
podrian actuar a través de la via clasica estrogénica. Al evaluar los niveles de ARNm de
Stat5a y ESR1 no se observé diferencias entre los diferentes tratamientos con GLY y GBH

(Figura 3).
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Figura 3. Efecto de GLY y GBH sobre la expresiéon de genes relacionados sintesis de
componentes de la leche. Niveles de ARNm en los distintos tratamientos con GLY y GBH de CSN2
(A), ADPH (B), Statba (C) y ESR1 (D). Los niveles de ARNm fueron medidos mediante qPCR luego de
72 h de cultivo en presencia de hormonas lactogénicas y diferentes concentraciones de GLY y GBH.
La expresion de los genes se normalizd con el gen de referencia L19. Para el andlisis estadistico se
realizé la prueba de Kruskal-Wallis para los tratamientos con GLY y GBH, seguida por la prueba post
hoc de Dunn para comparar cada concentracion con el vehiculo, donde un p <0.05(*) denota diferencia
significativa los tratamientos.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren gue la exposicion a concentraciones bajas de GBH podria incidir en
el proceso de sintesis de la proteina de la leche CSN2, indicando que la diferenciacion
funcional mamaria podria estar alterada. Este impacto observado podria tener consecuencias
significativas en el crecimiento y la salud de la descendencia.
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