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INTRODUCCION

El uso de productos de protecciéon solar ha aumentado en los Ultimos afios debido a la
concientizacion de los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta (UV) en la piel, como el
fotoenvejecimiento, dafios en el ADN y el cancer de piel. Uno de los filtros de rayos UV mas
utilizado en cremas protectoras solares es la benzofenona-3 (BP3). Ademas, también esta
presente en cosméticos, productos de cuidado personal, en telas, tintas y plasticos. Su uso
genera inquietud debido a su capacidad de bioacumularse y ser absorbido por la piel
pudiendo generar alteraciones endocrinas (Janjua y col., 2008). Este compuesto, ha sido
clasificado como un xenoestrégeno (XE) debido a su demostrada actividad estrogénica en
diversos ensayos in vitro e in vivo, afectando la reproduccién tanto en hembras como en
machos (Kim y Choi, 2014). Se ha evidenciado que la exposicion in Utero a sustancias con
actividad estrogénica y/o antiandrogénica puede afectar el crecimiento, desarrollo y
diferenciacion normales de la préstata, lo que podria aumentar el riesgo de cancer de
prostata a largo plazo. El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos de la exposicién
dérmica a BP3 durante la gestacion, un periodo de alta susceptibilidad, sobre el desarrollo
prostatico de las crias durante el periodo peri-puberal. Los resultados obtenidos buscaran
describir los efectos en aspectos significativos como el desarrollo y el microambiente
endocrino de la glandula prostéatica en ratones peri-puberales tras la exposicion in Gtero al
filtro UV BP3

OBJETIVOS
- Analizar si la exposicion in Gtero al filtro UV BP3 resulta en alteraciones histologicas de la
préstata ventral en ratones peri-puberales.

- Evaluar si la exposicion in Gtero al filtro UV BP3 modifica el microambiente enddcrino de la
prOstata en la etapa peri-puberal.
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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

Afio convocatoria: 2019

Organismo financiador: Agencia [+D+i

Director/a: Dra. Altamirano, Gabriela A.

METODOLOGIA
Disefio experimental y obtencion de muestras

Ratones hembras C57BL/6 prefiadas (FO) fueron expuestas por via dérmica a partir del dia 8.5
de gestacion hasta el dia del parto (dia postnatal 19; DPN19) a vehiculo (aceite de sésamo),
0.15 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia de benzofenona-3 (BP3). Se incluyeron 6-7 madres por cada
grupo experimental. Luego del parto, las crias (F1) fueron pesadas y sexadas de acuerdo con
la distancia ano-genital. Camadas de 4-6 crias por madre fueron mantenidas hasta el destete
(DPN21) y las crias macho F1 fueron sacrificadas en DPN32 para la obtencion de muestras
experimentales. Las dosis de BP3 propuestas son equivalentes a las dosis encontradas en
muestras de leche humana (0.15 mg/kg/dia) (Prins y col., 2008) y a los niveles detectados de
BP3 en sangre y orina humana luego de la aplicacién de cremas solares (50 mg/kg/dia) (Krstev
y col., 2019).

Al momento del sacrificio, se diseccion6 el complejo prostatico/uretral junto con las vesiculas
seminales. Se registro el peso total del complejo prostético, el cual fue fijado en formol buffer al
4% para su posterior procesamiento histol6gico. Ademas, se recolectd sangre para la obtencion
de suero, que fue mantenido a -80°C hasta el dosaje de estradiol (E2) y testosterona (T). Una
vez realizado el procesamiento de las muestras, se realizaron cortes histolégicos de 5 um de
espesor, los cuales fueron destinados a tinciones con hematoxilina-eosina (H&E) y pruebas de
inmunohistoquimica (IHQ).

Analisis histo-morfolégico e inmunohistoquimica

Se realiz6 el andlisis histo-morfol6gico de muestras de préstata ventral tefiidas con H&E. Se
capturaron imagenes a un aumento de 100X para evaluar el area luminal acinar y a un aumento
de 400X para medir la altura epitelial. Se analizaron entre 20 y 40 acinos por muestra
experimental, utilizando el programa ImageJ. Ademas, se evalud la presencia de hiperplasias
en el epitelio de los acinos prostéticos (Creasy y col., 2012; Oliveira y col., 2016).

Por otro lado, se realizaron ensayos de IHQ para evaluar la expresion de: a) Ki67 como
marcador de proliferacion celular, b) alfa-actina de musculo liso (a-SMA) para analizar el
estroma periductal y, ¢) receptores de androgenos (AR) y de estrégeno beta (ERp) para evaluar
el microambiente enddcrino. Para la cuantificacion de Ki67, ARy ERp, se utilizé un microscopio
Olympus con un aumento de 400X, contando 2000 células por corte histologico. Por otro lado,
la expresion de a-SMA se cuantificé mediante densidad 6ptica integrada (DOI), utilizando el
software ImageJ.

Federacitn
< Universibaria
del Licoral




=

Encugntro
XXVII Encuentro de Jévenes Jovenes Investigadores de JOVENES
1 al 4 de octubre de 2024 | Santa Fe Argentina I INVESTIGADORES

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos en este estudio, se empleé el software
GraphPad Prism. Se seleccionaron pruebas paramétricas, especificamente el andlisis de
varianza (ANOVA), asi como pruebas no paramétricas, como el test de Kruskal-Wallis, de
acuerdo con las caracteristicas particulares de cada experimento.

RESULTADOS

Efectos de laexposicion in Utero a BP3 sobre el peso relativo de la prdstata, la separacion
de prepucio (SP) y los niveles séricos hormonales de ratas macho peri-puberales

Tanto el peso corporal como el peso relativo de la préstata fueron similares entre los grupos
experimentales. Aungque no existio diferencia significativa en la SP entre los grupos, algunas
camadas tuvieron al menos un ratén que no presenté SP en DPN32 siendo mas evidente en
el grupo 50BP3 (Control: 1/7 (14%); 0.15BP3: 1/7 (14%); 50BP3:3/6 (50%)). No hubo
diferencias significativas en los niveles séricos de E2 y T total entre los grupos experimentales.

Efectos de laexposicién in Utero a BP3 sobre el desarrollo de la prostata ventral de ratas
macho peri-puberales

En los cortes histolégicos de la prostata ventral, se evaluaron la altura del epitelio prostéatico
(AEP), el &rea luminal acinar (ALA) y la presencia de hiperplasias. Tanto la AEP como el ALA
fueron similares entre los grupos (Fig. 1), y la presencia de hiperplasias no mostré diferencia
estadisticamente significativa (Control: 4/7 (57%); 0.15BP3: 5/6 (83%); 50BP3: 4/6 (67%)).
Tampoco se observaron alteraciones en el area marcada por a-SMA evaluada en el estroma
periductal.
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Figura 1. Andlisis del desarrollo de la préstata ventral de ratas macho peripuberales expuestas in
Utero a BP3. Analisis morfométrico del (A) area luminal acinar y (B) altura del epitelio prostatico en los
cortes histolégicos con H&E. Evaluacion de la (C) densidad 6ptica integrada (DOI) del area marcada por
a-SMA mediante IHQ. Las barras representan los valores medios + SEM de 5-6 ratas macho F1 por grupo.

Efectos de la exposicién in Utero a BP3 sobre la proliferacion celular y la expresion
proteica de los receptores de hormonas esteroideas en la prostata ventral de ratas
macho peri-puberales
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En la préstata ventral de ratas macho, se evaluo la proliferacion celular mediante el marcador
Ki67, asi como la expresién proteica de ERB y AR, utilizando técnicas de inmunohistoquimica.
Los resultados no mostraron diferencias significativas en ninguno de los marcadores
evaluados entre el grupo control y los grupos expuestos a 0.15BP3 y 50BP3 (Fig. 2).
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Figura 2. Andlisis de la proliferacion celular y expresion proteica de los receptores de hormonas
esteroideas en la préstata ventral de ratas macho peripuberales expuestas in Gtero a BP3. Analisis
de la (A) proliferacion celular (porcentaje de células positivas para Ki67), y expresion de (B) ERBy (C) AR
(porcentaje de células positivas). Las barras representan los valores medios + SEM de 4-5 ratas macho
F1 por grupo.

CONCLUSIONES

En conclusién, no se observaron alteraciones histolégicas en los grupos expuestos a BP3 en
comparacion con el grupo control. Asimismo, no hubo diferencias en la expresion de los distintos
receptores evaluados en la prostata ventral. Algunas camadas presentaron al menos un ratén
sin separacion del prepucio en DPN32, aunque estas diferencias no fueron significativas entre
los grupos experimentales. Podemos concluir que la exposicion in utero a BP3 no altera el
desarrollo de la prostata ventral en ratones peri-puberales, aunque podria inducir un retraso en
la pubertad.
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