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INTRODUCCION

Varios estudios han demostrado que la glandula mamaria es un 6rgano sensible a la
exposicion a perturbadores endécrinos en diferentes momentos de su desarrollo (Fenton,
2009; Kass et al., 2020). Sin embargo, existen pocos estudios que evallen los efectos de la
exposicion a este tipo de compuestos sobre el proceso de involucion mamaria. Alteraciones
en este proceso podrian ocasionar una involucion temprana, lo que puede provocar una
interrupcién de la lactancia y menor produccion de leche, influyendo en la calidad de vida de
los bebés y/o predisponer al desarrollo de tumores en las madres expuestas. La
benzofenona-3 u oxibenzona es un agente bloqueante de rayos ultravioleta usado
ampliamente en la composicién de cremas protectoras solares (NTP, 2020) y otros
productos, y se ha reportado que tiene actividad hormonal, por lo que podria perturbar el
desarrollo normal de la glandula mamaria. En este trabajo se estudi6 la influencia de la
exposicion a oxibenzona sobre el proceso de involucion mamaria utilizando un modelo
experimental murino.

OBJETIVOS
Evaluar si el proceso de involucion del parénquima mamario se altera por la exposicion a
oxibenzona durante la gestacion.
METODOLOGIA
Tratamiento de los animales y obtencion de muestras
Ratones hembra C57BL/6 fueron prefiadas y expuestas por via dérmica a 5 o 50 mg/kg/dia
de oxibenzona (Oxy5 y Oxy50) y aceite de sésamo (Control) desde el dia 8.5 hasta el dia

18.5 de gestacion. Luego del parto, se mantuvieron camadas de 4 crias por madre. En dia
10 de lactancia (L10) se forzo la involucion mamaria por remocion de las crias y se
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obtuvieron muestras a las 0 (L10) y 48 hs (148) post-destete. En ambos dias se obtuvieron
muestras de glandula mamaria N°4 para realizar el andlisis histologico y la evaluacién de la
apoptosis celular.

La dosis de Oxy50 es equivalente a la dosis alcanzada luego de la aplicacién dérmica en
humanos de un formulado que contenia 10% de oxibenzona (Juanja et al., 2008), y se elijid
ademas, una dosis que fuera 10 veces menor a ésta (Oxy5).

Procesado e inclusion en parafina

Las muestras se fijaron durante 6 hs en formol buffer al 10% (V/V) y posteriormente se
procesaron hasta su inclusion en parafina, obteniendo finalmente tacos de parafina con el
tejido en su interior (Altamirano et al., 2015).

Analisis histomorfoldgico de las muestras de glandula mamaria

Se realizaron cortes histolégicos de 5 um de los tacos de parafina de muestras de L10 e 148,
se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano,
Sigma), y se secaron en estufa a 37° por 24 hs. Posteriormente, los cortes fueron utilizados
para tincion con hematoxilina-eosina (H&E) (Gomez et al., 2017) y para TUNEL (Durando et
al., 2007).

A partir de las muestras tenidas con H&E se obtuvieron 6-7 imagenes por muestra utilizando
una camara de video color acoplada a un microscopio Olympus BH2 (Olympus, Japén), y
utilizando una objetiva Dplan 4X. En estas imagenes se cuantific el area alveolar en L10 e
148. El area alveolar se determiné como el porcentaje de la glandula ocupada por alvéolos
(epitelio mas lumen) con respecto al area total de la glandula. Estas determinaciones se
realizaron con el software Fiji (Imaged, NIH; USA).

Determinacion de apoptosis con técnica de TUNEL

El Kit de deteccion de muerte celular in situ (Roche, Argentina) utilizado para la técnica de
TUNEL permite la deteccion de la fragmentacion del DNA producida durante la apoptosis,
mediante una marcacion enzimatica en los extremos libres de las hebras de DNA rotas con
nucleétidos modificados. Luego de realizar el ensayo de TUNEL siguiendo las instrucciones
del fabricante, las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina y montadas con
liquido de montaje permanente. El porcentaje de células positivas para TUNEL fue
cuantificado utilizando un microscopio Olympus BH2 y una magnificacion de 20X. Se
cuantificaron 300 células por campo, y se analizaron 25 y 20 campos por muestra en L10 e
148, respectivamente.

Determinacion de apoptosis morfolégica

Se consideraron como células con apoptosis morfolégica a aquellas que se encontraban en
el lumen de los alveolos, que presentaban un mayor tamano y un nucleo fragmentado e
hipercromico. La cuantificacién se llevé a cabo utilizando un microscopio Olympus BH2,
contando el total de células apoptéticas en cada campo de 20X, L10 (25 campos) e 148 (20
campos).

Analisis estadistico

Se realiz6 un Andlisis de la Varianza (ANOVA) de un factor para evaluar los resultados
experimentales, considerando significativo un p<0.05 en todos los casos.
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RESULTADOS
Modelo experimental

No se encontraron diferencias en el nimero de crias nacidas vivas por camada, la duracién
de la gestacién no fue alterada y no se observaron malformaciones en las crias.

Morfologia mamaria

A partir del andlisis histolégico de los cortes de glandula mamaria tefiidos con H&E se pudo
observar la diferencia en la morfologia mamaria de los animales sacrificados en L10 e 148.
En L10, dia en que las madres fueron separadas de sus crias, las células epiteliales de los
alveolos se encontraban mas tumescentes y con escaso tejido adiposo rodeando los I6bulos
mamarios (Figura 1A). Mientras que en dia 148, dos dias después de que las madres fueran
separadas de sus crias, se observaron alveolos de mayor tamafo, ya que presentaban
estasis debido a la acumulacién de la leche, células epiteliales mas planas, y mayor
presencia de tejido adiposo (Figura 1A).

En los cortes tenidos con H&E se determiné el area alveolar en L10 e 148. Sin embargo, no
se observo diferencia significativa en el porcentaje de area alveolar entre ninguno de los tres
grupos experimentales (Figura 1B, C).
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Figura 1. Histologia de glandula mamaria. (A) Imagenes representativas de la morfologia de la
glandula mamaria N°4 de animales Control, Oxy5 y Oxy50 en dia L10 e 148 en imagenes coloreadas
con H&E. Magnificacion: 20X. (B, C) Andlisis del area alveolar de las muestras de glandula mamaria
en L10 e 148, respectivamente. Las barras representan el porcentaje del area alveolar con respecto al

area total. Expresado como media + SEM, con 3 muestras por grupo experimental.

Apoptosis

En la Figura 2A y E se muestran imagenes representativas de células en apoptosis.
Senaladas con flechas rojas se ven células positivas para TUNEL, y con flechas amarillas
células con apoptosis morfologica en el lumen de los alveolos. El andlisis de los resultados
de la cuantificacidbn no mostré diferencias significativas entre los tres grupos experimentales
en el porcentaje de células positivas para TUNEL, en el promedio de apoptosis morfoldgica,
ni en el porcentaje de apoptosis total (TUNEL y apoptosis morfologica), en ninguno de los
dias analizados (L10 - Figura 2B, C, D; 148 - Figura 2F, G, H).
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Figura 2. Apoptosis mamaria en L10 e 148. Imagenes representativas de células apoptéticas en el
grupo Oxy5 en L10 (A) y Oxy50 en 148 (E). Magnificacién: 20X. Flechas rojas: células con marcacion
TUNEL positiva. Flechas amarillas: células con apoptosis morfolégica. Las barras representan el
porcentaje de células positivas para TUNEL en relaciéon al total de células (B, F), el promedio de
apoptosis morfolégica por campo (C, G), y el porcentaje de apoptosis total (positivas para TUNEL
mas morfolégicas) en relacion al total de células (D, H). Expresado como media + SEM (n=3).

CONCLUSION

El modelo experimental utilizado es capaz de inducir la involucién de la glandula mamaria, lo
que se ve reflejado en los cambios observados entre L10 e 148 en los animales controles. La
exposicion a oxibenzona no modific las variables analizadas (porcentaje de area alveolar e
indice de apoptosis) en los dos dias estudiados. Sin embargo, existe una tendencia a una
mayor apoptosis morfoldgica en los animales expuestos a la menor dosis de oxibenzona.
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