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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Los mamiferos en desarrollo (desde la etapa fetal hasta la pubertad) son
particularmente mas susceptibles a la injuria ambiental. La histogénesis/organogénesis son
procesos delicadamente regulados donde la proliferacion y diferenciacion estan
coordinadas no sélo entre si, sino también con la muerte celular programada. A medida que
las células proliferan ocurren alteraciones génicas y epigenéticas como consecuencia de
este rapido crecimiento, y durante la diferenciacion, es posible que la expresion génica
sufra cambios masivos. Por lo tanto, la division celular y la diferenciacion ofrecen
multiples oportunidades para la iniciacion de lesiones y la promocién del crecimiento de
células alteradas. Se sugiere que ambos eventos podrian dar origen a diferentes
enfermedades, incluyendo las lesiones neoplasicas. Es bien conocido que las barreras
fisiologicas protectoras (hemato-encefalica y placentaria) no estan completas durante el
desarrollo in utero, y que la capacidad de metabolizar y eliminar sustancias toxicas/nocivas
recién se completa después del nacimiento. Los fetos y los recién nacidos son mas
susceptibles a efectos adversos desencadenados por compuestos presentes en el medio
ambiente y durante esta etapa inicial de la vida, el organismo puede recibir sefiales que

dejen marcas permanentes en su genoma.

Nuestra hipotesis propone que la exposicion a bajas dosis de un xenoestrogeno
(por ejemplo el BPA) durante periodos criticos de la
histiogénesis/organogénesis/diferenciacion de la glandula mamaria produce cambios
permanentes a nivel del genoma los que se manifiestan con alteraciones en el equilibrio
proliferacion/apoptosis y/o el microambiente tisular favoreciendo el proceso de la

carcinogénesis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En ratas Wistar, estudiar si la exposicion in utero a bajas dosis de BPA, altera una serie de
parametros en las crias hembras:

A modifica parametros de crecimiento corporal e inicio de la pubertad;

A altera el desarrollo histomorfologico de la glandula mamaria;

A perturba la histoarquitectura del estroma mamario;
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A modifica la infiltracidon y/o presencia de células inmunocompetentes en la
glandula mamaria;

A modifica la esteroidogénesis ovarica generando cambios en los niveles séricos de
esteroides ovaricos;

A modifica la expresion de receptores para hormonas esteroideas y de co-
reguladores en la glandula mamaria;

A modifica parametros relacionados con la angiogénesis mamaria;

En ratas hembras expuestas in utero a BPA y posnatalmente a NMU se estudiara:
A ]a sensibilidad de la glandula mamaria a la accion de un carcinégeno quimico;
A la histomorfologia del parénquima y estroma mamarios;
A la incidencia y multiplicidad de tumores de mama y de lesiones preneoplésicas;
A el tipo de los tumores generados, de acuerdo con su histomorfologia y con la

expresion de receptores hormonales.
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Materiales y Métodos

1. ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras adultas de la cepa Wistar (aproximadamente 200-250 g
de peso corporal -pc-) pertenecientes al bioterio del Laboratorio de Endocrinologia y
Tumores Hormonodependientes, de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas
(UNL). Los animales se mantuvieron bajo condiciones reguladas de luz [luz entre las 6:00
y las 20:00 horas (hs)] y temperatura (22 + 2'C), con libre acceso a comida (alimento
balanceado en forma de pellets, Alimentos Cooperacion, Rafaela, Santa Fe). La
concentracion de fitoestrogenos en la dieta no fue evaluada; sin embargo, como el alimento
ingerido fue idéntico entre animales controles y tratados (ver 2.2) asumimos que todos los
animales estuvieron expuestos a los mismos niveles de fitoestrogenos (en caso de que éstos
estuvieran presentes en el alimento). Para minimizar la exposicién a otros quimicos
considerados PEs, todas las ratas fueron colocadas en jaulas de acero inoxidable con libre
acceso al agua de bebida provista en botellas de vidrio con tapones de goma.

Todos los animales utilizados fueron manipulados de acuerdo a la Guia de Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio (National Academy of Sciences, 1996) y los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Facultad

de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la UNL.
2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1. Obtencion de hembras prefiadas

Las hembras fueron sometidas a control de ciclo estral, evaluando diariamente la
citologia vaginal (Montes y Luque, 1988) entre las 9:00 y las 11:00 hs. Cuando una
hembra se detectaba en proestro, esa noche era colocada en una jaula junto con un macho
adulto de fertilidad comprobada. La prefiez fue confirmada en la manana posterior al
proestro mediante la deteccion de espermatozoides en el extendido vaginal y este dia se
considerd como dia de gestacion 1 (DG 1). En adelante estos animales seran considerados

como el grupo de hembras FO.

2.2. Tratamiento in utero
Alcanzado el DG 8, las hembras FO se dividieron en cuatro grupos experimentales,
segun el tratamiento administrado: a) vehiculo (dimetilsulf6xido-DMSO-, Sigma-Aldrich

de Argentina S.A.), b) 25 ug BPA/kg/d (Sigma-Aldrich de Argentina S.A.), ¢) 250 pg
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BPA/kg/d; d) 25 mg BPA/kg/d; en adelante denominados 25 BPA, 250 BPA y 25 mBPA
respectivamente. El tratamiento se administré en forma subcutdnea (sc) mediante mini-
bombas osmoticas (ver 3.1.1).

Las dosis empleadas fueron seleccionadas segiin los datos de NOAEL y TDI o
dosis segura reportados por la Comision Europea y la EPA. Asi, la dosis mas baja de BPA
(25 pg/kg/d) es equivalente a la mitad de la TDI (50 pg/kg/d) y es 200 veces menor que la
NOAEL (5 mg/kg/d), la dosis intermedia (250 nug/kg/d) equivale a 5 veces la TDI y la
dosis mas alta de BPA (25 mg/kg/d) es equivalente a 5 veces la NOAEL.

Iniciar el tratamiento en el DG 8, nos asegurd: a) no interferir con el proceso de
implantacion (el cual ocurre en el DG 5- Weitlauf, 1994-) y b) que las crias estuvieran
sometidas al tratamiento durante la mayor parte de la organogénesis (el DG 8 es

considerado el inicio de la misma -Nicholas, 1971-).

Para alcanzar los objetivos propuestos se disefiaron experimentos en dos etapas. En
la ETAPA I evaluamos los efectos de la exposicion prenatal a BPA sobre: 1) parametros
de crecimiento y desarrollo de las crias; 2) desarrollo de la glandula mamaria; 3) niveles
séricos de hormonas esteroideas; receptores hormonales y sus co-reguladores en la
glandula mamaria; 4) parametros de angiogénesis; en diferentes etapas de la vida posnatal.

En la ETAPA 1II, evaluamos: 1) la susceptibilidad de la glandula mamaria frente a
un carcindgeno quimico, 2) si la exposicion prenatal a BPA modifica la respuesta de la

glandula mamaria al carcindgeno.
23.ETAPAL:

En la Figura 17 se muestra el disefio experimental empleado para abordar los

objetivos propuestos para esta etapa.
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DG23 Parto = DPNO
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Destete = DPN21
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glandula mamaria DPN30
DPN50
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circulantes; receptores,
co-reguladores, angiogenesis DPN180

Figura 17. Disefio experimental (ETAPA I). DMSO: dimetilsulféxido; BPA: Bisfenol A; DG: dia
de gestacion; DPN: dia posnatal.

2.3.1. Crias: crecimiento y desarrollo

En nuestra colonia, el parto ocurre el vigésimo tercer dia de la gestacion (DG 23) y
es considerado como el DPN 0 (cero) para las crias, denominadas F1.

El DPN 1, todas las crias F1 fueron pesadas y sexadas segtn el criterio de distancia
ano-genital, -DAG- (definida como la la distancia entre la papila genital y la apertura anal,
que en los primeros dias de vida es mayor en machos que en hembras). El peso se registro
a distintos intervalos a lo largo de lactancia (DPN 1, 5, 10, 15 y 21), utilizando una balanza
mecanica. Como el peso minimo requerido por la balanza es mayor al peso corporal de una
cria en los primeros dias de vida, fue necesario pesar a la camada completa (es decir, todas
las crias de una misma madre juntas) para obtener el peso total (Pr) y calcular el peso
medio de las crias como: Pt / N° de crias pesadas. Con el objetivo de asegurar a cada cria
un crecimiento 6ptimo, el DPN 5 se sacrificaron las crias en exceso de forma tal que cada
madre FO continud lactando s6lo 8 crias, 4 hembras y 4 machos siempre que fue posible. El

destete fue realizado el DPN 21. El peso de las hembras se registr6 hasta DPN 110. A
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partir del DPN 30, todas las hembras fueron periddicamente observadas para detectar el dia
en que ocurrid la apertura vaginal, considerado el dia de inicio de la pubertad (Ojeda y

Urbanski, 1994).

2.3.2. Desarrollo de la glandula mamaria

Para responder si el tratamiento in utero con BPA modifica el desarrollo y/o
diferenciacion de la glandula mamaria, un grupo de hembras F1 control y tratados fue
sacrificado en momentos claves del desarrollo (n= 6-8 animales/grupo/edad): a) prepuberal
(DPN 30), b) peripuberal (DPN 50), c¢) adultez temprana (DPN 110) y d) adultez tardia
(DPN 180). Sobre estas muestras se evalud: indices de proliferacion y apoptosis celular,
infiltracion de mastocitos, reaccion desmoplasica en el estroma, porcentaje de conductos

hiperplasicos o hiperplasias ductales.

2.3.3. Ambiente endocrino y angiogénesis

Utilizando muestras de suero de crias de DPN 50 y DPN 110, expuestas in utero a
BPA o DMSO (n= 6-8 animales/grupo/edad), se determinaron los niveles de E, y Pg; y
sobre muestras de glandula mamaria se evalu6 en parénquima: la expresion de receptores
hormonales, de dos co-reguladores y del VEGF; y en estroma: el area y la densidad

vascular.

Las muestras (suero y glandula mamaria) fueron obtenidas, procesadas y sometidas
a la técnica correspondiente para cada evaluacion segin se detalla en las secciones

correspondientes.

24.ETAPA Il

2.4.1. Evaluacion de la susceptibilidad mamaria a un carcinégeno quimico

Con el objetivo de evaluar si un animal expuesto durante su vida intrauterina a
BPA, presenta mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores mamarios inducidos por un
carcinogeno quimico, fue necesario seleccionar la edad adecuada para la administracion y
establecer una dosis subcarcinogénica del carcinogeno.

Para conocer si en ratas de la cepa Wistar, la susceptibilidad al carcinégeno es
mayor en animales pre-puberes (DPN 21) o post-puberales (DPN 50), segun fue
demostrado para ratas Sprague-Dawley (Thompson y col., 1995), realizamos la siguiente

prueba piloto. Un grupo de hembras (n=6) de DPN 21, carente de cualquier tratamiento in
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utero, fue inyectado con una dosis de 50 mg NMU/kg pc (50 NMU) considerada
carcinogénica (Thompson y col., 1995). Una semana después de la inyeccion los animales
se pesaron y palparon semanalmente para la deteccion de tumores. El sacrificio se realizo
en el momento de la aparicion del primer tumor o bien transcurridas aproximadamente 50
semanas desde la inyeccion.

Para seleccionar una dosis sub-carcinogénica de NMU vy evitar el uso excesivo de
animales en una curva dosis-respuesta se realizd otra experiencia piloto. Teniendo en
cuenta que 50 NMU se considera una dosis carcinogénica (Thompson y col., 1995)
evaluamos induccidén de tumores utilizando una dosis de 25 mgNMU/kg pc (25 NMU).
Hembras virgenes de DPN 50 recibieron una inyeccion intraperitoneal (ip) de 25 NMU
(n=10) 0 50 NMU (n=6) disuelto en 0,9 % de NaCl, acidificado a pH 4,0 con acido acético
(Thompson y Adlaka, 1991). Estos animales fueron pesados y palpados dos veces por
semana para la deteccién de tumores. Fueron sacrificados 18 semanas después de la

inyeccion de NMU y se determind la incidencia tumoral.

2.4.2. La exposicion prenatal a BPA, ;modifica la respuesta de la glindula
mamaria a un carcinégeno quimico?

Una vez seleccionada la dosis subcarcinogénica de NMU, un grupo de hembras F1
expuestas in utero a DMSQO, recibieron una inyeccion ip de 25 NMU (grupo control) o 50
NMU (grupo control positivo de accion del carcindgeno); mientras que las hembras F1 de
los grupos 25 BPA y 250 BPA, recibieron unicamente la dosis 25 NMU (Fig. 18).

Todos los animales fueron pesados y palpados (para deteccion de lesiones y/o
tumores mamarios) dos veces por semana, empezando una semana después de la
administracion de NMU.

Las ratas tratadas con la dosis 50 NMU fueron sacrificadas a las 18 semanas post-
carcindgeno (DPN 180) y las ratas que recibieron la dosis 25 NMU fueron sacrificadas a
las 8 6 18 semanas post-NMU (DPN 110 o DPN 180, respectivamente).

En el momento del sacrificio, se extrajeron ambas cadenas mamarias abdomino-
inguinales y se procedié como sigue: una glandula N° 4 se proceso para microscopia optica
seglin se detalla en la seccion 3.4; la cadena abdomino-inguinal contralateral fue procesada
como whole-mount (W-M, ver seccion 3.5). Las lesiones tumorales presentes fueron
extraidas, procesadas para microscopia Optica de rutina (ver 3.4) y sometidas a
clasificacion histopatoldgica, siguiendo los criterios descriptos previamente (Russo y

Russo, 2000; Thompson y col., 2000).
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La multiplicidad tumoral, es decir el nimero de tumores por rata, fue un parametro
evaluado en todos animales expuestos a NMU vy sacrificados el DPN 180.
En la Tabla 5, se muestra un resumen de los grupos experimentales, como asi

también el nimero de animales que conformaron cada uno de los mismos.

Tabla 5. Esquema de los grupos utilizados para evaluar si el tratamiento prenatal con BPA

modifica la respuesta de la glandula mamaria a NMU.

In utero DPN 50 Numero (n=) Sacrificio
DMSO 25 NMU 9 DPN 110
25 BPA 25 NMU 9 DPN 110
250 BPA 25 NMU 9 DPN 110
DMSO 25 NMU 10 DPN 180
25 BPA 25 NMU 15 DPN 180
DMSO* 50 NMU 10 DPN 180

*: Grupo control positivo de actividad carcinogénica.
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Figura 18. Disefio experimental: la exposicion prenatal a BPA, ;modifica la respuesta de la
glandula mamaria a NMU? DMSO: dimetilsulfoxido; BPA: Bisfenol A; DG: dia de gestacion; DPN: dia
posnatal; NMU: N-nitroso-N-metilurea. * y ** indican el momento en que los animales fueron sacrificados,

segun se detalla en la Tabla 5.

Todas las madres asignadas a las ETAPAS 1 y II, que recibieron una mini-bomba
osmotica conteniendo DMSO, o 25 BPA o 250 BPA, fueron controladas a lo largo de la
gestacion, como una medida de evaluacién de bienestar de la madre, y de las crias recién
nacidas. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de gestaciones exitosas, ganancia de

peso de las madres durante la gestacion, extension de la prefiez, N° de crias nacidas/parto.
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3. ADMINISTRACION DE TRATAMIENTOS, OBTENCION Y
PROCESADO DE MUESTRAS

3.1. Administracion de drogas

3.1.1. Administracion prenatal de BPA

Se utilizaron mini-bombas osmoticas Alzet modelo 1002 (Alza Corporation, Palo
Alto, California, USA) que tienen una capacidad de 90 ul (£ 10 pl), con una tasa de
liberacion de 0,25 pl/hora (£ 0,05 pl/hora) y aseguran una liberacion continua y uniforme
de la solucién contenida durante 14 dias.

Las bombas osméticas se llenaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Alza
Corporation), utilizando jeringas de vidrio y agujas metalicas con un calibre 27 G,
provistas por el fabricante. El llenado se hizo introduciendo lentamente la solucion
correspondiente para no generar burbujas (Fig. 19 A-B). Una vez llena, la bomba se
sumergid en SF estéril y se incubd durante 5 hs en estufa a 37°C. Este procedimiento
garantiza la liberacion constante y homogénea de la solucion contenida en la bomba.

Para la colocacion de la bomba el animal se anestesio utilizando una camara con
¢éter sulfurico y se colocd sobre una tabla de cirugia con el abdomen hacia abajo de forma
tal de exponer la region dorsal del cuerpo. La zona en la cual se hizo la incisioén (nuca) se
limpi6 con alcohol 70° y se realizé un pequefio corte (aproximadamente 1 cm) en sentido
longitudinal. Utilizando tijeras de punta roma se divulsiond para separar la piel del
musculo, en la cavidad creada se introdujo la bombita (Fig. 19 C-D). Luego se procedid a
suturar la herida con uno o dos puntos discontinuos, evitando que el animal despertara
antes de haber concluido la sutura. Acto seguido, cada hembra FO fue colocada en una
jaula separada del resto de los animales, en la cual permaneci6 durante todo el
experimento.

3.1.2. Administracion posnatal de NMU

Se administré6 por via ip una dosis de 50 mg NMU/kg pc o una dosis de 25
mgNMU/kg pc, disuelto en solucidn fisioldgica (SF: 0,9 g NaCl/100 ml de agua destilada)
acidificada a pH 4,0 con é&cido acético (Thompson y Adlakha, 1991).
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Figura 19. Armado y colocacion de mini-bombas osméticas. En A y B se observa la maniobra
que permite el llenado de cada bombita. Para introducir la bombita en el animal, debe realizarse una incision
en la piel (C), y alojar la bomba en la cavidad subcutanea generada (D).

3.1.3. Administracion de bromodeoxiuridina.

Siempre que fue necesaria la cuantificacion de proliferacion celular, los animales
recibieron 2 hs antes del sacrificio una inyeccion ip con 6 mg/100 g de pc de
bromodeoxiuridina (BrdU; Sigma-Aldrich de Argentina S.A., Buenos Aires, Argentina)
disuelta en buffer de fosfatos salinos (PBS) pH 7,5. Los animales se sacrificaron por
decapitacion evitando situaciones de stress. Se obtuvieron muestras de sangre y glandulas

mamarias.

3.2. Mastectomia

Para obtener las mamas se identificaron los pares N° 4, 5y 6 por la localizacion de
los correspondientes pezones (Fig. 3). Se desinfecto6 el area a operar con alcohol 70° y se
realizd un corte a lo largo en la zona ventro-medial de la piel del animal, de
aproximadamente 4-5 cm, entre el par N° 4. Luego se realizaron dos cortes oblicuos y

hacia abajo simulando una “Y” invertida (Fig. 20 A). Se separaron ambas cadenas
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abdomino-inguinales del musculo subyacente (Fig. 20 B); la piel, a la cual permanecio
adherida cada cadena mamaria, se fijo a la tabla de diseccion y se procedid a separar la
cadena completa de la piel (Fig. 20 C).

Las muestras asi obtenidas se procesaron segin fueran destinadas a microscopia

optica o montaje como W-M.

Figura 20. Mastectomia. Luego del corte ventro-medial inicial, se realiza un nuevo corte oblicuo al
primero (A). La cadena mamaria dispuesta subcutaneamente es desprendida del musculo abdominal (B) y
queda expuesta para su diseccion completa (C).

Las muestras de glandulas mamarias, segun el objetivo asignado (ver seccion 2.
Diseiio experimental), fueron procesadas como W-M (cadena abdomino-inguinal), o bien
un par N°4 se procesd para microscopia oOptica y el otro, para W-M. Adicionalmente se
extrajeron glandulas mamarias de 4 animales seleccionados al azar para ser incluidas en los
ensayos de Western-blot (ver seccion 4.2) como método para validar la especificidad de

algunos anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica.

3.3. Muestras de sangre

Las muestras de sangre obtenidas fueron recolectadas en tubos de vidrio. Para
facilitar la retraccion del codgulo los tubos se incubaron por 15 min en estufa a 37°C,
después de una centrifugacion, se separd el suero que fue conservado a -80°C hasta el
momento de la realizacion del radioinmunoensayo (RIA, Radio Immuno Assay) para dosaje

hormonal.
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3.4. Procesado de las muestras para microscopia optica

Las muestras de glandulas mamarias obtenidas se fijaron utilizando una solucién de
formol al 4% (Cicarelli, Rosario, Argentina) tamponada a pH 7,5 con PBS durante 6 hs a
temperatura ambiente (TA), respetando la proporcion recomendada de fijador/muestra
(20/1) para garantizar la adecuada conservacion morfologica de las estructuras tisulares.
Cumplido el tiempo de fijacion, se realizaron dos lavados con PBS (pH 7,5) de 10 min
cada uno y las muestras se mantuvieron en solucion de etanol 70°. Para la inclusion de la
muestras en tacos de parafina se sigui6 el protocolo de rutina descripto por Junqueira y
Junqueira (1983). Brevemente, consiste en la deshidratacion de las muestras en soluciones
de etanol de graduacidn creciente (70°, 96° y 100°), clarificacion a través de sucesivos
pasajes por xilol e inclusion en bloques de parafina.

Posteriormente, se realizaron cortes histologicos de 5 um de espesor utilizando un
micrétomo rotativo manual (Leica Jung RM 2025). Dichos cortes se montaron sobre
portaobjetos previamente tratados con 3-aminopropyl triethoxysilane (Sigma-Aldrich de
Argentina S.A) como sustancia adherente. Los cortes se secaron en estufa a 37°C durante
24 hs y posteriormente fueron sometidos a tincion de rutina con Hematoxilina-Eosina (H-
E) (Junqueira y Junqueira, 1983) o a marcacion inmunohistoquimica o

inmunofluorescencia, segin se indica en las secciones correspondientes.

3.5. Procesado para la obtencion de whole-mounts

Las glandulas mamarias son estiradas sobre portaobjetos limpios y desengrasados
de 5,5 x 7,5 cm (Fisherbrand; Fisher Scientific; Pittsburg, PA, U.S.A.). Luego son
sometidas a fijacion en una solucion de formol al 4% (Cicarelli) tamponada a pH 7,5 con
PBS durante 18 hs a TA. Luego de la fijacion, los portaobjetos con las muestras adheridas
se lavaron con agua destilada durante 15 min y se continu6 con el protocolo descripto en la
Tabla 6 (Thompson y col., 1995).

Luego de la clarificacion, las W-M se colocaron en bolsas plasticas que se sellan
por calor (de 10 x 15 cm; Kapak Seal PAK pouches; KAPAK Corporation; Minneapolis;
MN; U.S.A.) con 10 ml de salicilato de metilo (Sigma-Aldrich de Argentina S.A.). La
eleccion del salicilato de metilo como agente de conservacion se debid a que presenta un
indice de refraccion muy cercano al del tejido, garantizando de este modo una resolucion
fotografica de gran calidad.

Esta forma de procesado como W-M, permite no sélo la visualizacion macroscopica

de lesiones o tumores, sino que ademads posibilita capturar pequefias zonas del tejido
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sospechosas de ser lesiones y que no pueden confirmarse por la simple observacion bajo
estereomicroscopio. De este modo, toda masa oscura macro o microscopica fue removida
de la W-M, procesada e incluida en parafina para analisis histologico de rutina y
caracterizacion histopatologica, siempre que se hubiera confirmado la naturaleza anormal
del tejido. Se obtuvieron cortes de 5 um de espesor utilizando un micré6tomo rotativo
manual (Leica Jung RM 2025). Los cortes se montaron sobre portaobjetos tratados con 3-
aminopropyl triethoxysilane (Sigma-Aldrich de Argentina S.A) y se secaron en estufa a
37°C durante 24 hs. Posteriormente fueron sometidos a tinciébn de rutina con H-E
(Junqueira y Junqueira, 1983) o a marcaciéon inmunohistoquimica, segiin se indica en las
secciones correspondientes.

Tabla 6: Procesamiento de muestras para la obtencion de whole-mounts.

Deshidratacion

Alcohol 70° 1 h en cada solucién

Alcohol 96°

Alcohol 100°

Eliminacion de grasa mamaria

Tolueno I 2 hs en cada solucion

Tolueno II

Rehidratacién

Alcohol 100° 1 h en cada solucion
Alcohol 96°

Alcohol 70°

Tincién 5a7diasa4°C

Carmin alimina (0,2% )*

Lavado 30 min

Agua destilada

Deshidratacion

Alcohol 70° 1 h en cada solucién

Alcohol 96°

Alcohol 100°

Clarificacion

Xilol T 2 hs en cada solucion

Xilol I

* El colorante carmin alimina 0,2% fue preparado segin un protocolo descripto con anterioridad
(Rasmussen y col., 2000).
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3.6. Extraccion de proteinas

Se obtuvieron extractos proteicos de las glandulas mamarias extraidas para ser
usadas como control de especificidad en los ensayos de Western blot. Las muestras fueron
procesadas siguiendo una metodologia descripta previamente en nuestro laboratorio
(Rodriguez y col., 2003). Brevemente, la homogeneizacioén se realizd en buffer RIPA
[Nonidet P40 1%, deoxicolato de sodio 0,5%, duodecil sulfato de sodio (SDS) 0,1%,
EDTA 2 mM, fluoruro de sodio 50 mM; todos de Sigma-Aldrich de Argentina S.A.]
conteniendo inhibidores de proteasas (vanadato de sodio 1 mM, aprotinina 0,20 mg/ml,
fluoruro de fenilmetisulfonilo -PMSF- 100 pg/ml; todos de Sigma-Aldrich de Argentina
S.A), en buffer PBS, 0,1 M pH: 7,00. El tejido fue homogeneizado con un homogeneizador
Ultra-Turrax T25 Basic (IKA®- Werke GMBH & Co.KG, Staufen, Germany), el
homogenato fue incubado en hielo por 30 min y centrifugado a 14000 rpm durante 20 min
a 4°C. El sobrenadante separado se guardo a -80°C. La concentracion de proteinas se
determiné usando el kit BCA Protein Assay (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) que se
fundamenta en la reduccion de cation cuprico (Cu'?) a catién cuproso (Cu™), por las
proteinas presentes en la muestra, en un medio alcalino con la deteccion colorimétrica

(altamente  sensible y selectiva) del Cu™ por el 4cido bicinconinico

(http://www.piercenet.com; ultimo acceso mayo de 2008).

4. DETERMINACIONES Y EVALUACIONES

4.1. Cuantificacion de hormonas circulantes por RIA

4.1.1. Determinacion de E, sérico

La determinacion de E2 sérico se realizo siguiendo la metodologia de rutina
utilizada en nuestro laboratorio (Kass y col., 2004). Los esteroides se extrajeron a partir de
700 ul de suero con éter etilico (Merck, Buenos Aires, Argentina) y se resuspendieron en
buffer conteniendo PBS con el agregado de azida sodica y gelatina (Sigma-Aldrich,
Missouri, USA) durante 1,5 hs en bafio térmico (37°C). Posteriormente se agregd la
hormona marcada (CH-E, (Estradiol 2,4,6,7,16,17-"H(N)) (NETS 17) NEN PerkinElmer
Life And Analytical Sciences, Inc., Boston, USA) en una concentraciéon comprendida entre
8000 y 10000 cuentas por minuto (cpm). La hormona marcada (denominada “hormona
caliente”) compite con la hormona enddgena por la unién al anticuerpo anti-E,, provisto

por el Dr. Gordon N. Niswender, (Colorado State University, Department of Physiology,
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Animal Reproduction and Biotechnology Laboratory, CO, USA). El complejo “hormona
caliente-hormona enddgena-anticuerpo” se incubod a 4°C durante toda la noche. Producida
la inmunorreaccion, se realizd la adsorcion de la hormona que quedo6 libre (tanto marcada
como endodgena) incubando con una suspension de carbon dextran (0,5%-0,05%) (Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) durante 10 min con agitacion periddica; mediante una
centrifugacion a 3500 rpm a 4°C por 10 min, se separ6 el carbon-dextran unido a hormona
libre. El sobrenadante se homogeneiz6 con liquido de centelleo (PerkinElmer) en una
relacion de volumen 1:10 (muestra:liquido de centelleo) y se contaron las cpm en un
contador beta (WinSpectral, Modelo: 1414). En paralelo se realizé una curva estandar con
diluciones seriadas de E,, (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) comprendiendo un rango de
1,5625 a 400 pg/ml.

En todos los casos se realizaron los siguientes controles: 1) blanco de extraccion:
agregando agua destilada en lugar de suero, 2) control de recuperacion luego de la
extraccion: para conocer la eficiencia de la extraccion, una cantidad conocida de hormona
marcada fue agregada a un suero de rata macho al que luego se le realiz6 la extraccion de
rutina; evaluando de este modo las cuentas recuperadas luego de este proceso. Los
resultados de los diferentes ensayos fueron corregidos seguin la recuperacion calculada.

La curva de calibrado y los controles se realizaron por triplicado; los sueros
experimentales fueron medidos por duplicado. La sensibilidad del ensayo fue de 6,125
pg/ml, y los coeficientes de variacion (CV%) intra e interensayo fueron de 11% y 3,6%,

respectivamente.

4.1.2. Determinacion de Pg sérica

La determinaciéon de Pg circulante se realizd siguiendo una técnica basada en la
extraccion de esteroides de 50 pl de muestra con n-Hexano (Merck, Buenos Aires,
Argentina) (Kass y col., 2004) y resuspension en un buffer de fosfato de sodio con el
agregado de azida sodica y gelatina (Sigma-Aldrich) por 1,5 hs en bafio térmico (37°C). El
agregado de Pg marcada ["H-Pg (Progesterone 1,2,6,7->H(N)), PerkinElmer Life Sciences],
la competencia con la hormona enddgena por el anticuerpo anti-Pg (provisto por el Dr.
Gordon N. Niswender) y la adsorcion con carbon dextran, son idénticas a las descriptas
para RIA de E,. Luego de la centrifugacion, el sobrenadante se homogeneizé con liquido
de centelleo (PerkinElmer) en una relacion de volumen 1:6 (muestra:liquido de centelleo).

La cuantificacion se realizd en contador beta (WinSpectral, Modelo: 1414). Se realiz6 una
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curva estandar con diluciones seriadas de Pg (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
comprendidas entre 0,0625 y 32 ng/ml.

Al igual que en el RIA para medicion de E, se realizaron los siguientes controles:
1) blanco de extraccion, 2) control de recuperacion luego de la extraccion, 3) suero de rata
macho pre-absorbido con carbén-dextran con agregado de una cantidad conocida de
hormona fria (Sugden, 1978).

La curva de calibrado y los controles se realizaron por triplicado; los sueros
experimentales fueron medidos por duplicado. La sensibilidad del ensayo fue de 0,125
ng/ml y los coeficientes de variacion (CV%) intra e interensayo fueron de 8,3% y 11%,

respectivamente.

4.2. Especificidad de los anticuerpos utilizados
La especificidad de los anticuerpos anti-SMRT y anti-SRC-3 fue validada por

electroforesis seguida de Western-blot, como se detalla a continuacion.

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), utilizando geles de concentracion
variable de poliacrilamida (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) entre 6 y 10% en el gel de
resolucion. Se sembrd un pool de homogenatos de glandula mamaria equivalente a 25 ug
de proteinas por calle. En cada corrida, se sembr6 también un patron de peso molecular de
amplio espectro (10-250 kDa; Full Range RAINBOW, Amersham Pharmacia Biotech.,
Argentina S.A.). Una vez realizada la corrida electroforética, los geles fueron transferidos a
membranas de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,45 um; Protran Nitrocellulose Membrana,
Schleilcher and Schuell, USA) para realizar western blot. La transferencia se realizod
durante 2 hs en bafio de hielo, a voltaje (V) constante de 100 V/h.

Una vez obtenidas las membranas, éstas fueron sometidas a tincion reversible con
Ponceau S para detectar las bandas proteicas transferidas. La tincion con Ponceau S,
permitié identificar la zona de la membrana en la que deberian estar las proteinas de interés
SMRT y SRC-3, segtin el peso molecular conocido para ambas (150 kDa y 160 kDa,
rspectivamente). Las membranas fueron cortadas para identificar individualmente cada
proteina y luego fueron bloqueadas con leche descremada 5% PBS durante toda la noche a
4°C con el objeto de bloquear las uniones inespecificas. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados de 10 min en agitacion con Tris buffer salino-Tween (TBST; Tris 25 mM, NaCl

0,14 M, Tween-20 0,05% v/v, pH 7,4) y se incubd 1,5 hs con el anticuerpo primario
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correspondiente: anti-SMRT o anti-SRC-3, ambos obtenidos y purificados en el LETH
(Varayoud y col., 2008). Ambos anticuerpos se diluyeron (1/500) utilizando TBST con
leche descremada 2% y la incubacion se realizé a 37°C en un agitador orbital, durante 3 hs.
Luego, cada membrana se lavdo nuevamente con TBST y se incubd con anticuerpo
secundario, anti-IgG de conejo generado en cabra marcado con peroxidasa (Amersham),
diluido 1/2500 en TBST-leche 2%, durante 1 h a 30°C en un agitador orbital. Las
membranas se lavaron 3 veces con TBST y la reaccion se visualizd utilizando 0,5
mgDAB/ml de Tris-HCI (Sigma-Aldrich de Argentina S.A.) como sustrato de la enzima
ligada al anticuerpo secundario.

Cada blotting incluyo controles positivos (homogenatos obtenidos de utero, prostata
y cerebro de rata) y controles negativos, en los cuales se omitié la incubacién con

anticuerpos primarios.

4.3. Inmunohistoquimica

Las inmunomarcaciones se realizaron sobre cortes de 5 um de espesor con el
método avidina-biotina peroxidasa, siguiendo un protocolo previamente descripto por
nuestro laboratorio (Bosquiazzo y col., 2005; Kass y col, 2004; Mufioz de Toro y col.,
2006b), con algunas modificaciones. Se realizaron inmunohistoquimicas para deteccion de:
BrdU incorporada, RMCP I (Rat Mast Cells Proteinase I), REa, RP, SRC-3, SMRT,
p63, CKS8, VEGF y factor de von Willebrand (FvW). Brevemente, el método consiste en
una recuperacion antigénica, bloqueo de la actividad de peroxidasa endogena, incubacion

con anticuerpos primarios y secundarios, seguido de revelado (Tabla 7).

Tabla 7: Protocolo estandar para la realizacién de inmunohistoquimica

- Desparafinizacion e hidratacion:

Xilol 3 pasajes de 3 min c/u
Alcohol 100° 3 min
PBS 5 min

- Recuperacion Antigénica

Calentamiento en horno de microondas,
utilizando una solucion de Buffer Citrato

0.01 M, pH: 6

PBS 5 min
-Bloqueo de actividad de peroxidasa endégena
H,0, (3 volimenes) en metanol

15 min
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PBS

15 min

- Blogueo de uniones no especificas
Suero normal de cabra 5% adicionado con leche 1.5 %

en PBS

30 min (en cdmara humeda)

- Incubacién con Anticuerpo Primario
(ver Tabla 8 para el detalle de los anticuerpos

utilizados)

14 - 16 hs a 4°C (en camara humeda)

PBS

15 min

- Sistema de Revelado
Anticuerpo secundario biotinilado (ver Tabla 8)
PBS

Avidina-peroxidasa (ver Tabla 8)

30 min (en camara humeda)
5 min

30 min (en camara humeda)

PBS 5 min
Sustrato enzimatico (0,001% H,0,)

+ cromogeno (2,3 mg Diaminobencidina, DAB-Sigma | 10 min
Aldrich de Argentina S.A., Buenos Aires)

Disueltos en Tris-HCI 0,05 M (pH 7,5)

Agua destilada 5 min

- Contracoloracion

Hematoxilina de Mayer o de Harris

1 min 6 10 seg

Agua destilada 1 min

Agua amoniacal 10 seg

- Deshidratacion

Alcohol 70° 1 min

Alcohol 96° 1 min

Alcohol 100° 2 pasajes de 1 min c/u
- Montaje

Utilizando un liquido de montaje hidrofébico, PMyR

(Instrumental ~ Pasteur S.R.L., Buenos Aires,

Argentina).

En la Tabla 8 se consigna un detalle pormenorizado de los anticuerpos utilizados

con su respectiva dilucion.

En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad sustituyendo

el anticuerpo primario con un suero no inmune. Los controles positivos consistieron en

tejidos cuya reaccion positiva fue comprobada con anterioridad.
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Anticuerpo Especie de Clon Compaiiia Dilucion Suero de Anticuerpo Avidina-
primario origen comercial utilizada bloqueo* secundario Peroxidasa*
(Dilucion)
Anti-BrdU Raton 85-2C8 Novocastra Laboratories Ltd. 1:100 De cabra Anti-raton* 1:100
(Newcastle upon Tyne, UK)
Anti-RMCP 1 Conejo | - Moredun Scientific Ltd. (Midlothian, 1:200 De cabra Anti-conejo** 1:150
Edinburg, Escocia) (1:200)
Anti-CK8 Oveja | - The Binding Site 1:400 De burro Anti-oveja* 1:150
(Birmingham, UK) (1:200)
Anti-p63 Raton 4-A4 Santa Cruz Biotechnology 1:100 De cabra Anti-raton* 1:100
(Santa Cruz, CA, USA) (1:80)
Anti-REa Ratoén 6F11 Novocastra Laboratories Ltd. 1:200 De cabra Anti-raton* 1:150
(1:80)
Anti-RP Conejo | - Dako 1:500 De cabra Anti-conejo** 1:150
(Glostrup, Dinamarca) (1:200)
Anti-SMRT Conejo | - LETH, FBCB, UNL 1:100 De cabra Anti-conejo** 1:150
(SMRT 180) (1:200)
Anti-SRC-3 Conejo | - LETH, FBCB, UNL 1:150 De cabra Anti-conejo** 1:150
(SRC-3 240) (1:200)
Anti-FvW Conejo |  --—--- Dako 1:100 De cabra Anti-conejo** 1:150
(Glostrup, Dinamarca). (1:200)
Anti-VEGF Raton C-1 Santa Cruz Biotechnology 1:40 De cabra Anti-raton 1:80
(Santa Cruz, CA, USA) (1:50)

* Obtenidos en Sigma-Aldrich de Argentina S.A.

**QObtenidos en Zymed Laboratories Inc., San Francisco, U.S.A.
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4.3.1. Proliferacion celular

La deteccion de células en fase S del ciclo celular, se realizo mediante la
determinacion inmunohistoquimica de la incorporacion de BrdU, inyectada en los animales
segun se describi6 en el inciso 3.1.3. La técnica de inmunohistoquimica aplicada fue la que
se describié previamente (ver 4.3), aunque con una pequefia modificacion. Luego del
tratamiento de recuperacidon antigénica se realizd una hidrélisis 4&cida (con 4cido
clorhidrico 2 N) con el objeto de desnaturalizar las hebras de ADN del tejido
contribuyendo a exponer la BrdU incorporada (Kass y col., 2000) (Fig. 21).

!‘;’. 3‘..“& “ s\

| ' .
\jfé*?:’ﬁtﬂq B et

.‘*u'mé'
SRS 4885
o 99

Figura 21. Inmunohistoquimica para BrdU en epitelio mamario. Los nucleos tefiidos de marron
(cromogeno: DAB) incorporaron BrdU durante la fase S del ciclo celular, por lo tanto, se consideran en
proliferacion. Aquellos nucleos tefiidos de azul (contracoloracion con hematoxilina de Harris) representan
células que no incorporaron BrdU y se consideran negativas para este marcador. La barra representa 20 pm.

4.3.2. Deteccion de receptores para esteroides, co-reguladores y VEGF

El renocimiento de células que expresan REa, RP, SMRT, SRC-3 y VEGF se
realiz6 mediante la técnica de inmunohistoquimica estandar que se describio en la Tabla 7,
utilizando las diluciones de anticuerpos primarios y secundarios y de avidina-peroxidasa
segun se indic6 en la Tabla 8.

Debido al método empleado para cuantificar la expresion de estas proteinas (ver
4.6.3.3), no se utilizo la contracoloracién con hematoxilina de Mayer.

En la Figura 22 se muestran imagenes representativas de cada una de las proteinas

evaluadas.
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Figura 22. Deteccién por inmunohistoquimica de REa, RP, SRC-3, SMRT y VEGF. Imagenes
representativas de conductos mamarios que expresan las mencionadas proteinas. Como puede observarse
REa, RP y SRC-3 exhiben marcacion nuclear, mientras que SMRT y VEGF, tienen localizacion
citoplasmatica (cromdgeno: DAB; sin contracoloracion). La barra representa 40 pm.

4.3.3. Reconocimiento de vasos sanguineos

El reconocimiento de los vasos se realizd mediante la inmunomarcacion de un
antigeno especifico de las células endoteliales: el FvW, en las condiciones descriptas en las
Tablas 7 y 8. Sin embargo, en este caso, el cromogeno estuvo compuesto por DAB
adicionada de cloruro de niquel, lo cual otorgd una coloracion azul intensa a las células

endoteliales (Fig. 23). Para facilitar la visualizacion de las estrucutras y el estroma
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mamarios, una contracoloraciéon con nuclear fast red siguid6 al revelado de la

inmunohistoquimica.

-~ s 1

Figura 23. Inmunohistoquimica para deteccion de vasos sanguineos. Imagen representativa de
vasos sanguineos (vs) localizados en el estroma adyacente a un conducto mamario. Las flechas sefialan la
marcacion positiva de las células endoteliaes expresando FvW (coloracion azul intensa, cromogeno: DAB-
cloruro de niquel; contracoloracion con nuclear fast red); los asteriscos estan ubicados sobre globulos rojos
presentes en el interior de los vasos. La barra representa 25 pum.

4.3.4. Deteccion de mastocitos

Para identificar mastocitos, la proteinasa I de los mismos fue reconocida con el
anticuerpo anti-RMCP I luego de aplicar un tratamiento con &cido peryddico (0,1 M) y

borohidrato de sodio (0,02%) (Bosquiazzo y col., 2005) (Fig. 24).

Figura 24. Inmunohistoquimica para la deteccion de mastocitos. Los mastocitos se identifican
por la marcacion citoplasmatica para proteinasa I. La flecha sefiala un mastocito en el estroma que rodea a un
conducto mamario; la barra representa 35 um. Contracoloracion con hematoxilina de Mayer.

4.4. Inmunofluorescencia doble
La deteccion y co-localizacion de REa y SMRT o REa y SRC-3 mediante

inmunofluorescencia, se realizd segun se describi6é previamente (Varayoud y col., 2008).
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Para minimizar la autofluorescencia del tejido sobre cortes de 5 pum realizamos un
tratamiento con borohidruro de sodio (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich de Argentina S.A.)
durante 40 min a TA. Luego los cortes se expusieron a recuperacion antigénica en horno de
microondas, utilizando buffer citrato 0,01 M; pH 6,00. El bloqueo de las uniones
inespecificas, se realiz6 incubando las muestras con suero normal de cabra durante 1 hora a
TA. Los anticuerpos primarios se utilizaron en las diluciones indicadas en la Tabla 9 y la
incubacion se realizd durante toda la noche a 4°C en camara himeda. Los anticuerpos
secundarios Alexa Fluor®488 (verde) o Alexa Fluor®546 (rojo) (Invitrogen, Eugene,
Oregon, USA) se utilizaron en las diluciones indicadas en la Tabla 9 y se incubaron
durante 1 hora a TA. Luego se realizaron lavados con PBS, durante 45 min totales, con tres
cambios de PBS. Para la visualizacion de los ntcleos, los cortes se contracolorearon con
4’,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI; Fluka, Sigma) y se montaron con
medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA). Los vidrios se mantuvieron en oscuridad a 4°C. Los controles negativos se
realizaron incubando cortes de glandula mamaria con el buffer utilizado para la dilucion de
los anticuerpos primarios (BSA 3% + Tween 20 0,1% en PBS), omitiendo el anticuerpo
primario. Todos los cortes inmunotefiidos se observaron con un microscopio Olympus BX-
51 equipado para deteccion epifluorescente con los filtros adecuados (Olympus). Las
imagenes se obtuvieron utilizando una cdmara digital de alta resolucion USB 2.0

(QImaging® Go-3, QImaging, Surrey, BC, Canada).

Tabla 9. Anticuerpos usados para inmunofluorescencia

Anticuerpo Especie de Clon Compaiiia Dilucion Anticuerpo
primario origen comercial utilizada secundario
(Dilucion)
Anti-REa Raton 6F11 Novocastra 1:200 Anti-raton-
Laboratories ALEXA Fluor
Ltd. 546*
Anti-SMRT Conejo | - LETH, FBCB, 1:100 Anti-conejo-
(SMRT 180) UNL ALEXA Fluor
488*
(1:200)
Anti-SRC-3 Conejo | - LETH, FBCB, 1:50 Anti-conejo-
(SRC-3 240) UNL ALEXA Fluor
488*
(1:200)

*: Invitrogen, Eugene, Oregon, USA.
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4.5. Apoptosis in situ por el método de TUNEL

Los fragmentos de ADN que se generan durante el proceso de apoptosis pueden
identificarse por inmunohistoquimica y localizarse in situ (Gavrieli y col., 1992). La
particularidad de estos fragmentos es el predominio de terminales 3’OH libres en cadenas
simples o dobles de ADN, que pueden ser detectados mediante la incorporacion de
nucleotidos marcados con digoxigenina por accion de la enzima deoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT). El heteropolimero formado se pone de manifiesto mediante la
aplicacion de un anticuerpo anti-digoxigenina, conjugado con la enzima peroxidasa,
responsable de generar una sefial a partir del sustrato cromogénico DAB (Sigma-Aldrich
de Argentina S.A.).

La metodologia descripta se define como técnica de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated sUTP nick end-labeling) (Fig. 25), para la cual
existen kits comerciales que permiten la deteccion de las células en apoptosis sobre cortes
histologicos.

Se siguid un protocolo de rutina en nuestro laboratorio (Tabla 10) (Mufioz-de-

Toro y col., 2005), utilizando el ApopTag®Kit (Intergen Co., Parchase, New Cork, USA).

Tabla 10: Protocolo estandar para la deteccion de apoptosis (técnica de TUNEL)

- Desparafinizacion e hidratacion:

Xilol 2 pasajes de 5 min c/u

Alcohol 100° 2 pasajes de 5 min c/u

Alcohol 96° 3 min

Alcohol 70° 3 min

PBS 5 min

- Digestion proteica Proteinasa K (5 pg/ml) durante 10 min a 37°C

en camara humeda

Agua destilada 4 lavados de 2 min c/u

-Blogueo de actividad de peroxidasa endégena

H,0, (3 volimenes) en metanol 5 min
PBS 5 min
Buffer de equilibracion 10-15 seg

- Incorporacién del antigeno
TdT + Digoxigenina-desoxinucle6tidos 60 min a 37°C (en camara humeda, cubriendo
el corte con parafilm)

Buffer STOP/WASH 10 min a TA

PBS 3 lavados de 5 min c/u
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- Sistema de Revelado

Antidigoxigenina-Peroxidasa 30 min (en camara humeda, cubriendo el corte
con parafilm)

PBS 4 lavados de 5 min c/u

Sustrato enzimatico (0,001% H,0,) 4 min

+ cromdgeno (2,3 mg Diaminobencidina, DAB)

disueltos en Tris-HC1 0,05 M (pH 7,5)

Agua destilada 10 min

- Contracoloracion

Hematoxilina de Mayer 2 min

Agua destilada 1 min

Agua amoniacal 10 seg

- Deshidratacion

Alcohol 70° 1 min

Alcohol 96° 1 min

Alcohol 100° 2 pasajes de 1 min c/u
- Montaje

Utilizando un liquido de montaje hidrofobico, PMyR
(Instrumental Pasteur S.R.L., Buenos Aires,

Argentina).

A
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Segundo paso Apoplag kit: union de
anticuerpo conjugado con peroxidasa
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Tercer paso Apoptag kit: adicién de
cromoégeno y sustrato de la reaccion

Figura 25: Fundamento del método TUNEL para deteccion de células en apoptosis.
Modificado de www.chemicon.com.
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Como control positivo se utilizaron cortes histologicos de glandulas mamarias de
ratones hembras luego de 4 dias del destete (considerado el momento con el mayor indice
de apoptosis inducido por el destete- Wilde y col., 1999-) (Fig. 26). Los controles
negativos se realizaron sobre cortes histologicos sometidos a las mismas condiciones de

reaccion pero reemplazando la enzima TdT por agua destilada.
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Figura 26. Fotomicrografia de glindula mamaria de un ratén hembra con elevado indice de
apoptosis. Las muestras usadas como control positivo de la técnica de TUNEL fueron obtenidas a los 4 dias
post-destete. Las flechas sefialan células en apoptosis (reconocidas por la marcacion con DAB y la presencia
de cuerpos apoptoticos de color azul). La punta de flecha sefiala una célula en apoptosis en el interior del
alvéolo. SL: secrecion lactea; TA: tejido adiposo. La barra representa 20 pm.

4.6. Morfometria y analisis de imagenes

4.6.1. Porcentaje de conductos hiperplasicos

El porcentaje de conductos hiperplasicos (o hiperplasias ductales) fue cuantificado
en cortes teflidos con H-E, utilizando un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical
Co., Ltd., Tokyo, Japén) y una lente objetiva de 40X. El criterio utilizado para diagnosticar
un conducto hiperplésico fue el descripto por Singh y colaboradores (2000). Es decir, si un
conducto presenta cuatro o mas capas de células epiteliales, es considerado hiperplasico
(Fig. 27). Se analizaron tres cortes histologicos por glandula mamaria, separados al menos
30 um uno de otro y 50 conductos por corte fueron analizados para obtener el nimero de
conductos hiperplasicos, respecto del nimero total de conductos analizados. Los resultados
fueron expresados como porcentaje de conductos hiperplésicos, calculado como: (N°
conductos hiperplasicos/N° de conductos totales) x 100.

Adicionalmente, los conductos hiperplésicos se clasificaron en tres categorias de

acuerdo al numero de capas de células epiteliales: 4 capas, hiperplasia leve; 5 capas,

75



Materiales y Métodos

hiperplasia moderada; mas de 5 capas hiperplasia florida. La frecuencia de cada categoria

se cuantificd como un porcentaje respecto del nimero total de conductos hiperplésicos.

Figura 27. Conductos normales e hiperplasicos. Los conductos de la glandula mamaria estan
formados (como se muestra en A) por un epitelio compuesto por una o dos capas de células ctbicas; mientras
que los conductos hiperplasicos muestran cuatro o mas capas de células epiteliales y como se aprecia en B,
muchas veces la luz del conducto queda ocluida. Hematoxilina-Eosina; magnificacion 600X.

4.6.2. Densidad de nucleos del estroma
Para obtener la densidad de ntcleos presentes en el estroma mamario, imagenes del
estroma adiposo (fat pad) fueron capturadas utilizando una camara de video color Sony
ExwaveHAD (Sony Electronics Inc., Sony Drive, Park Ridge, NJ) acoplada a un
microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co., Ltd.), el cual fue preparado para
iluminacion Kohler. La resolucion de las imagenes fue establecida a 640 x 480 pixeles y la
resolucion final de la pantalla fue 0,103 pm/pixel. Se analizaron dos cortes de glandula
mamaria por cada animal y se obtuvieron 40 imagenes en cada corte, cubriendo un area
total de evaluacion de 0,1 mm? (denominada érea total: At). Para poder establecer el area
de estroma adiposo cubierta por nticleos (denominada area de nucleos del estroma: Ay), se
cred una operacion de secuencia automatizada (Image Pro-Plus 4.1.0.1 system; Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Las células infiltrantes y los vasos sanguineos y/o
linfaticos fueron excluidos del andlisis. La relaciéon entre Ay y Ar fue denominada la

densidad de nucleos del estroma mamario.

4.6.3. Evaluacion de los cortes inmunotefiidos

4.6.3.1. Proliferacion y apoptosis

Para conocer el turnover celular, se realizo un estudio del balance entre la
proliferacién celular y la muerte celular programada o apoptosis, como indicativo del
recambio celular (Shilkaitis y col., 2000) ocurrido en la glandula mamaria a lo largo del

desarrollo y como consecuencia de la exposicion a BPA.
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Proliferacion y apoptosis se cuantificaron en forma independiente. El porcentaje de
células BrdU positivas y de células en apoptosis fue determinado discriminando los
compartimientos mamarios (epitelial y estromal), totalizando como minimo 2000 células
epiteliales y 1000 células estromales en cada corte. Al célculo de células BrdU (+)/células
totales se lo denomind Indice de Proliferacion (IP); y andlogamente, al de células en
apoptosis/células totales: Indice de Apoptosis (IA). La relacion entre ambos parametros

(como medida del turnover) fue calculada como: R=IP/IA.

4.6.3.2. Mastocitos

Los mastocitos fueron identificados por la presencia de granulos de color marrén
en el citoplasma, rodeando al nucleo tefiildo de azul por la contracoloracién con
hematoxilina. Utilizando una objetiva de 20X, y siguiendo un procedimiento de
cuantificacion por puntos, previamente utilizado en nuestro laboratorio (Bosquiazzo y col.,
2005) se obtuvo informacidn respecto del numero de mastocitos presentes en la glandula
mamaria. Para conocer la densidad de volumen (Vv) de mastocitos, se empled una grilla
cuadrada (11 x 11 puntos) inserta en el ocular del microscopio. La Vv es definida como
Pi/P, donde Pi es el nimero de puntos de la grilla que inciden sobre la célula estudiada
(mastocito) y P es el numero total de puntos que inciden sobre la unidad de volumen, es

decir, el corte de glandula mamaria (Weibel, 1969).

4.6.3.3. Receptores hormonales, co-reguladores y VEGF

La cuantificacion de los niveles de expresion de REa, RP, SMRT, SRC-3 y VEGF
se realizo mediante una combinacion de area de marcacion positiva e intensidad de dicha
marcacion (Varayoud y col., 2008), denominada densidad éptica integrada (DOI).

Para la determinacion de la DOI, se obtuvieron imagenes de estructuras mamarias
con una camara de video color O-Spot Insight V3.5 (Diagnostic Instruments, Sterling
Hights, USA) acoplada a un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co.) con una
objetiva plana de 20X (apertura numérica: 0,40; 160/0,17). El microscopio fue
apropiadamente acondicionado para la iluminacién Koéhler. Correcciones de iluminacion
desigual (correccion de sombras) y la calibracion espacial del sistema fue realizada con
imagenes de las celdillas de una camara de Neubauer utilizando el software Image Pro-
Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Las imagenes de los cortes histologicos inmunotefiidos fueron convertidos a escala

de grises y evaluadas utilizando el sofiware Image Pro Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics),
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mediante el cual se obtuvieron tanto el area de marcacion epitelial positiva, el area epitelial
total evaluada y la media de la densidad oOptica. Con estas determinaciones se calculd la
DOI como una combinacion lineal entre la media de intensidades de grises y el area
relativa ocupada por células positivas. El resultado se expres6 como unidades arbitrarias

(UA) y en total se analizaron 2 cortes por cada animal.

4.6.3.4. Area y densidad vascular

El 4rea del estroma mamario ocupada por vasos sanguineos y el numero de los
mismos nos permitid determinar la existencia de un proceso de angiogénesis. El
reconocimiento de los vasos sanguineos se realizd segin se describio previamente (ver
seccion 4.3.3) mediante la deteccion del FvW. Se cuantifico el area vascular relativa y el
nimero de vasos en imagenes obtenidas utilizando una cdmara de video color O-Spot
Insight V3.5 (Diagnostic Instruments, Sterling Hights, USA) acoplada a un microscopio
Olympus BH2 (Olympus Optical Co.) con una objetiva plana de 40X. El microscopio fue
apropiadamente acondicionado para la iluminacion Koé&hler. La calibracion espacial del
sistema fue realizada con iméagenes de las celdillas de una cdmara de Neubauer utilizando
el software Image Pro-Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

Las imagenes de los cortes histologicos inmunotefiidos fueron evaluadas utilizando
el software Image Pro Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics). La evaluacion del area vascular,
se realizd segin fue descripto previamente (Naccarato y col., 2003) con modificaciones
menores. Brevemente, se delimité alrededor de cada estructura mamaria, una zona de
estroma equidistante (aproximadamente 50 pum) de la membrana basal, a ésta se la
denomind area total. Se registr6 cada vaso presente dentro del area total delimitada y se
calcul6 su seccion transversal (area individual). La suma de todas las areas individuales se
consider6 como el drea vascular absoluta. El area vascular relativa se determiné
dividiendo el area vascular absoluta por el area total (Varayoud y col. 2001, Ramos y col.
2002). La densidad vascular se calculd como: N° vasos/area total y se expresdé como:

vasos/0,1 mm?” (Pavlakis y col., 2008).

4.7. Evaluacién de las whole-mounts.

4.7.1. Deteccion, procesamiento y clasificacion histopatologica de tumores
mamarios en whole-mounts

Para detectar lesiones microscopicas, las W-M se observaron bajo un

estereomicroscopio Leica (Leica Inc., Buffalo, NY, USA) y las condensaciones oscuras
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(micro y macroscopicas, sospechosas de ser lesiones tumorales) se recortaron y procesaron
hasta su inclusion en parafina, segin la metodologia descripta (Junqueira y Junqueira,
1983).

Cortes de 5. um de espesor montados sobre portaobjetos con adherente tisular (3-
aminopropyl triethoxysilane; Sigma-Aldrich de Argentina S.A) se tifiieron con H-E para
clasificar histopatologicamente los tumores detectados (Singh y col., 2000) o se utilizaron
para inmunohistoquimica (seccion 4.3.). Para conocer el comportamiento de la
lesidon/tumor, es decir, si es invasivo o localizado in situ, se recurrio a la deteccion de las
proteinas p63 y CKS; para poder reconocer los limites de la lesion definidos por las células
mioepiteliales (con expresion positiva para p63) y el epitelio luminal (cuyas células
expresan CK&8). La hormonodependencia de estas lesiones/tumores fue evaluada mediante
la expresion de los receptores hormonales REa y RP. La presencia de mastocitos y la

expresion del VEGF fueron cualitativamente analizadas.

4.7.2. Cuantificacion de conductos hiperplasicos

Luego de realizar la inspeccion de las whole-mounts y extraer las lesiones
sospechosas, del resto de la glandula mamaria se cortd un cuadrante representativo de la
region denominada linea de avance, contrapuesto a la ubicacion del pezon (Fig. 28). Esta
porcion de tejido fue procesada hasta su inclusion en parafina (Junqueira y Junqueira,
1983) y en cortes de 5 um tefiidos con H-E se cuantifico el porcentaje de conductos

hiperplasicos, segin se describid previamente (seccion 4.6.1).

[l

Nodulo linfatico

Figura 28. Modelo de whole-mount evaluada. En la cual se muestran: el pezon, la cadena de
nédulos linfaticos, una condensacion oscura sospechosa (marco blanco) y el cuadrante utilizado para la
cuantificacion de conductos hiperplasicos (zona rayada). La barra representa 1 cm.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron utilizando analisis de variancia no paramétrico
intergrupos de Kruskal-Wallis, seguido del post-test de Dunn para comparar cada grupo
experimental con el grupo control. Para la comparacion entre 2 grupos se utilizé el test no
paramétrico Mann-Whitney (Siegel, 1972). En todos los casos un p<0,05 se considero

estadisticamente significativo.
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