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Resumen

RESUMEN

Numerosas sustancias que se utilizan en productos comerciales de distinta indole no
han sido adecuadamente evaluadas y consideradas seguras para la salud de las
personas y de los ecosistemas. Una cantidad creciente de ellas demuestran actividad
hormonal inadvertida, considerandolas como perturbadores enddécrinos (PEs). La
exposicion a ellas se asocia a problemas crénicos de salud, incluyendo la afectacién
de la reproduccion y a algunos tipos de tumores, principalmente en érganos hormono-
sensibles como la glandula mamaria. El desarrollo mamario comienza en el periodo
embrionario; sin embargo, su mayor crecimiento y desarrollo ocurre posnatalmente. El
desarrollo ductal de la glandula se inicia en la pubertad, por accion hormonal y de
factores de crecimiento como el estradiol (E2), la progesterona (P4), y el factor de
crecimiento simil a la insulina-1 (IGF-1), permitiendo su crecimiento hasta alcanzar la
adultez. Durante la prefiez y la lactancia, principalmente por accion de la prolactina
(PRL) la glandula completa su desarrollo, en conjunto con su diferenciacién funcional
hacia un fenotipo secretor especializado capaz de producir leche para la nutricién de
las crias. Todas estas etapas del desarrollo mamario son ventanas criticas

susceptibles a la exposiciéon a PEs.

Las benzofenonas son un grupo de sustancias que actuan como filtro de rayos
ultravioletas (UV), y se utilizan en coberturas plasticas, textiles, y envases de
alimentos para prevenir la foto-degradacion. Ademas, se agregan en las formulaciones
de productos de uso personal como pantallas solares y cosméticos para proteger a la
piel de la radiacion UV, por lo que la via dérmica es su principal ruta de exposicién en
humanos. Benzofenona-3 (BP3, oxibenzona, difenil cetona, o 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona) es la mas utilizada entre ellas, su detecciéon es ubicua en el
ambiente y en animales, y es la benzofenona mas ampliamente detectada en
muestras bioldgicas humanas a nivel mundial. BP3 es el filtro UV detectado en mayor
concentracion en plasma y orina luego de la aplicacion de protectores solares sobre la
piel, y puede detectarse aun en dias posteriores a su aplicacion. También es el filtro
UV detectado con mayor frecuencia en muestras pareadas materno-fetales, lo que
indica su transferencia placentaria, y que podemos estar expuestos a €l incluso desde
el desarrollo embrionario. In vitro, BP3 ha demostrado actividad estrogénica al
presentar afinidad por el receptor de estrogenos-a (ESR1), inducir la proliferacion
celular en una linea celular tumoral mamaria y en el ensayo uterotrépico, por lo que se
lo considera un xenoestrégeno potencial. Estudios in vivo recientes muestran que la

exposicion oral a BP3 durante la prefiez y la lactancia en ratones hembra, altera la
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Resumen

morfologia de la glandula mamaria de las madres tratadas, y la de sus crias expuestas
perinatalmente. Sin embargo, aun se desconoce si la aplicacion dérmica de BP3
durante la prefiez, afecta la glandula mamaria de la progenie. Mas aun, tampoco se
han estudiado los efectos de BP3 sobre la diferenciacion funcional de la glandula
mamaria, y su implicancia en la lactancia. Por lo tanto, el objetivo de esta Tesis fue
analizar los efectos de la exposicion a BP3 sobre el desarrollo ductal y la
diferenciacion funcional de la glandula mamaria murina utilizando modelos in vivo e in

vitro.

En el Capitulo 1, evaluamos los efectos de la exposicién directa a BP3 sobre la
morfogénesis ductal y la diferenciacion funcional in vitro, utilizando un modelo de
cultivo primario tridimensional para reproducir estas etapas del desarrollo mamario.
Aislamos organoides mamarios murinos y los cultivamos en matrices comerciales de
composicion similar a la matriz extracelular (ECM) del epitelio mamario. Para evaluar
los efectos de la exposicion directa a BP3 sobre la morfogénesis ductal, cultivamos los
organoides mamarios en Geltrex y colageno I, con factor de crecimiento fibroblastico 2.
Los organoides fueron expuestos al vehiculo (VEH, 0.01% etanol), o a tres
concentraciones de BP3 basadas en: la concentracion plasmatica luego de una
aplicacién de pantalla solar en todo el cuerpo (1 x 107® M), la concentracién reportada
en leche materna (1 x 107 M), y una concentracion experimental mil veces menor a
esta ultima (1 x 1072 M). La morfologia de los organoides expuestos al VEH progreso
desde agregados simples de células con brotes epiteliales desde el cuerpo central,
hacia estructuras ramificadas complejas con repolarizacion epitelial y conductos
alargandose dentro de la ECM. Estas ramificaciones, al igual que lo que ocurre in vivo
durante la pubertad, presentaron bordes suaves, sin protrusiones celulares. La menor
concentracion de BP3 aumenté la expresion del transcripto del IGF-1, critico para el
crecimiento ductal. Sin embargo, ninguna concentracion de BP3 modifico la progresion
de la ramificacion ductal ni la expresién del ESR1. En cambio, las tres concentraciones
de BP3 disminuyeron la expresion del transcripto del receptor de progesterona (RP), y
los tratamientos con 1 x 10° My 1 x 10° M de BP3 disminuyeron la expresion del
transcripto de amfiregulina y RANKL, dos intermediarios de la via de sefalizacion del
RP. Por otro lado, para evaluar los efectos de la exposicion directa a BP3 sobre la
diferenciacién funcional, los organoides mamarios se cultivaron en Matrigel y se
diferenciaron con estimulos lactogénicos. Los organoides se expusieron a las
concentraciones de BP3 mencionadas en el experimento anterior, o a bisfenol A (BPA)
como control positivo de perturbacién endocrina. Los organoides diferenciados

formaron estructuras epiteliales alveolares y expresaron las proteinas de la leche B-
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caseina (CSN2), a-lactoalbumina (LALBA), y la proteina acidica del suero (WAP). Su
perfil de expresion de receptores hormonales, de sintesis y de secrecion de proteinas
lacteas, fue congruente con un estado de diferenciacion cercano al parto. La
exposicion directa a BP3 no modificd la morfologia de los organoides, ni la expresion
del receptor de glucocorticoides, o del receptor de PRL. Sin embargo, la concentracién
mas baja de BP3 (1 x 102 M) aumentd la expresion del ESR1, el RP (mediante la
expresion de su isoforma RP-B), y la de STAT5a, ademas de inducir la traslocacion
nuclear del STAT5a/b fosforilado. Asimismo, los organoides tratados con esta misma
concentracién de BP3 presentaron un aumento en la expresiéon de CSN2, asociada a
hipometilacion de su promotor en un sitio de interaccién con STAT5a. Todas estas
alteraciones fueron similares a los efectos del tratamiento con BPA. Por su parte, la
expresion de la WAP estuvo disminuida por el tratamiento con 1 x 10® M de BP3,
ningun tratamiento con BP3 modificd la expresion de LALBA. En conjunto, estos
resultados demuestran que la exposicion directa a BP3 alteroé la expresion de
receptores hormonales, y vias de sefalizacion criticas en la morfogénesis ductal y en
la diferenciacion funcional. Como consecuencia, BP3 alteré la expresion de las
proteinas de la leche, siendo las modificaciones epigenéticas uno de sus mecanismos
de accion. Asimismo, los efectos de BP3 fueron dependientes de la concentracién
utilizada, y de la etapa del desarrollo mamario estudiada, sugiriendo efectos diferentes

segun el microambiente hormonal mamario.

En el Capitulo 2, evaluamos los efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion
sobre el desarrollo ductal y la diferenciacién funcional in vivo de la glandula mamaria
de la progenie. Para esto, a ratones hembra prefiadas (FO) se les aplico sobre la piel
una solucion de vehiculo (aceite de sésamo, grupo control), o de BP3 desde el dia de
gestacion (DG) 0.5 hasta el DG-18.5. Luego del parto, se mantuvieron a las madres FO
con sus crias F1 hasta el destete. Las dosis de BP3 utilizadas fueron 0.15 y 50 mg/kg
de peso corporal/dia (grupos 0.15-BP3, y 50-BP3, respectivamente). Estas dosis son
equivalentes al nivel de BP3 detectado en leche materna (0.15-BP3), y a la dosis de
BP3 a la que las personas estan expuestas luego de la aplicacién de pantallas solares
sobre todo el cuerpo (50-BP3). Un grupo de crias F1 hembras fueron sacrificadas en el
dia posnatal 45, y se tomaron muestras de suero y de glandula mamaria para analizar
el desarrollo ductal en la pubertad. Otro grupo de hembras F1 fueron prefadas, y en el
dia de lactancia 10 fueron sacrificadas y se tomaron muestras de glandula mamaria
para evaluar la diferenciacion funcional durante la lactancia. En la glandula mamaria
puberal, la exposicion a BP3 durante la gestacion no modificd la histomorfologia

mamaria, la infiltracion de mastocitos y eosindfilos, la proliferacién celular epitelial, la
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expresion del ESR1, o de IGF-1. BP3 tampoco modificé los niveles séricos de E2 y P4.
Sin embargo, ambas dosis de BP3 disminuyeron la expresion del transcripto del RP, y
el grupo 50-BP3 ademas presentd menor expresion de WNT4, intermediario de la via
de sefializaciéon del RP. Por otro lado, en la glandula mamaria lactante todos los
grupos experimentales presentaron un extenso desarrollo I6bulo-alveolar. Sin
embargo, el grupo 0.15-BP3 presenté alveolos de menor tamano, y ambos grupos
expuestos a BP3 durante la gestacion presentaron menor expresion relativa de a-
actina de musculo liso (a-SMA). Sin embargo, BP3 no modificd la expresién de
intermediarios de la sefalizacion de PRL (STAT5a y ELF5), la expresion de las
proteinas de la leche (CSN2, WAP, y LALBA), ni el peso corporal de las crias F2
lactantes. En conjunto, estos resultados demuestran que la exposicién a BP3 durante
la gestacion disminuyo la expresion del RP y de WNT4, sin alterar el desarrollo ductal
o la histoarquitectura mamaria durante la pubertad. En cambio, BP3 modificd la
histologia alveolar y la expresién de a-SMA en las células mioepiteliales de la glandula
mamaria lactante. Sin embargo, no modificé la sintesis de proteinas de la leche, y no
caus6 alteraciones evidentes en la produccion de leche de las madres F1, o la

lactancia de las crias F2.

En conclusién, los resultados de esta Tesis evidencian que BP3 afecta el desarrollo
ductal y la diferenciacion funcional, provocando alteraciones menores en la glandula
mamaria. Los efectos de BP3 son dependientes de la dosis o concentracion utilizada,
del modelo de exposicidn, y de la etapa del desarrollo mamario analizada, similar al
comportamiento de otros PEs. Durante el desarrollo ductal, la via de sefalizacion de
P4 es particularmente sensible a la accion de BP3; su exposicion, tanto directa como
durante la gestacion, disminuye la expresion del RP y de los intermediarios de su via
de sefalizacién, independientemente de la expresién del ESR1. Por otro lado, la
exposicion directa a concentraciones muy bajas de BP3 altera la diferenciacion
funcional, y modifica la expresion de proteinas lacteas. Ademas, la exposicién a BP3
durante la gestacion altera la organizacion alveolar de la glandula mamaria lactante,
demostrando efectos persistentes que se pueden evidenciar a largo plazo luego de la

exposicion.
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ABSTRACT

Several chemical substances used in diverse commercial products have not been
adequately evaluated or deemed safe for human health and ecosystems. An increasing
number of these substances exhibit unintended hormonal activity and are classified as
endocrine disruptors chemicals (EDCs). Exposure to EDCs has been associated with
chronic health issues, including reproductive disorders and certain types of cancer,
particularly in hormone-sensitive organs such as the mammary gland. Development of
the murine mammary gland begins during the embryonic period; however, the most
significant outgrowth occurs postnatally at distinct developmental stages. Ductal
development begins at puberty and is driven by hormones and growth factors such as
estrogens (estradiol, E2), progesterone (P4), and insulin-like growth factor 1 (IGF-1).
During this stage, mammary ducts elongate and bifurcate until the gland reaches the
boundaries of the fat pad. During pregnancy, E2, P4, and prolactin (PRL) promote
extensive lateral-side branching and lobuloalveolar development. During lactation, PRL
completes the gland’s functional differentiation into a specialized secretory phenotype
capable of producing milk to nourish offspring. Each of these developmental stages

represents a critical window of susceptibility to EDC exposure.

Benzophenones are a group of compounds that act as ultraviolet (UV) filters and are
therefore added to plastic coatings, textiles, and food packaging to prevent
photodegradation. They are also included in personal care products such as
sunscreens and cosmetics to protect the skin from UV radiation. Thus, dermal
application is the primary route of human exposure. Benzophenone-3 (BP3, also
known as oxybenzone, diphenyl ketone, or 2-hydroxy-4-methoxybenzophenone) is the
most widely used UV filter. It is ubiquitously detected in the environment and animals
and is the most frequently detected benzophenone in human biological samples
worldwide. BP3 is the UV-filter that reaches the highest concentrations in plasma and
urine following sunscreen application and can still be detected days afterward. It is also
commonly found in matched matermal—fetal samples, indicating its ability to cross the
placental barrier. Therefore, exposure to BP3 may begin as early as the embryonic
stage. In vitro, BP3 has demonstrated estrogenic activity through its affinity for
estrogen receptor-a (ESR1) and its ability to induce cell proliferation in a tumoral
mammary cell line and in the uterotrophic assay. Accordingly, it has been classified as
a potential xenoestrogen. Recently, in vivo studies have shown that oral exposure to
BP3 in mice during pregnancy and lactation alters mammary gland morphology in both

the treated mothers and their perinatally exposed offspring. However, it remains
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unknown whether dermal exposure to BP3 during pregnancy affects the mammary
gland of the progeny. Further, the effects of BP3 exposure on the functional
differentiation of the mammary gland—and its potential impact on lactation—have not
yet been investigated. Therefore, the aim of this Thesis was to analyze the effects of
BP3 exposure on ductal development and functional differentiation of the mouse

mammary gland using both in vivo and in vitro models.

Chapter 1 evaluates the effects of direct BP3 exposure on ductal morphogenesis and
functional differentiation in vitro using a three-dimensional primary culture model, which
replicates these stages of mammary development. Mice mammary organoids were
isolated and cultured in commercial matrices mimicking the extracellular matrix (ECM)
of the mammary epithelium. To assess the effects of BP3 on ductal development,
organoids were cultured in Geltrex and collagen | with fibroblast growth factor 2 and
exposed to vehicle (VEH, 0.01% ethanol) or three concentrations of BP3 based on: (1)
plasma levels following whole-body sunscreen application (1 x 10° M); (2) levels
reported in breast milk (1 x 10° M); and (3) an experimental concentration 1,000-fold
lower (1 x 102 M). VEH-treated organoids developed from simple cell aggregates with
epithelial buds into complex branched structures with epithelial repolarization and ducts
extending through the ECM. These branches had smooth edges without cellular
protrusions, mimicking in vivo ductal elongation during puberty. While the lowest BP3
concentration increased IGF-1 transcript expression—critical for ductal growth—none
of the BP3 treatments altered branching progression or ESR1 expression. However, all
three concentrations reduced progesterone receptor (PR) transcript levels, and 1 x 10-°
M and 1 x 10® M treatments reduced amphiregulin and RANKL transcript expression,
both key intermediates of PR signaling. To evaluate the effects of BP3 on functional
differentiation, mammary organoids were cultured in Matrigel and differentiated by
adding lactogenic stimuli. They were exposed to the same BP3 concentrations
described above, or to bisphenol A (BPA) as a positive control for endocrine disruption.
Differentiated organoids rearranged into alveolar-like epithelial structures which
expressed the milk proteins B-casein (CSN2), a-lactalbumin (LALBA) and whey acidic
protein (WAP). Their hormone receptor expression profile, and milk protein synthesis
and secretion, resembled those of a functionally differentiated mammary gland near
parturition. Direct exposure to BP3 did not alter organoid morphology or the expression
of glucocorticoid or PRL receptors. However, the lowest BP3 dose (1 x 1072 M)
increased ESR1, PR (via the PR-B isoform), and STAT5a expression, and induced the
nuclear translocation of phosphorylated STAT5a/b. Organoids treated with this dose

also showed increased expression of CSN2, associated with hypomethylation at a
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STAT5a-binding site in its promoter. These effects were similar to those observed with
BPA treatment. Additionally, WAP expression was reduced following treatment with 1 x
10 M BP3, and none BP3 treatment modified LALBA expression. Taken together,
these findings demonstrate that direct exposure to BP3 alters hormone receptor
expression and critical signaling pathways during both ductal morphogenesis and
functional differentiation. In consequence, BP3 altered the expression of milk proteins,
and epigenetic mechanisms likely contribute to these effects. Furthermore, BP3 effects
were concentration-dependent and varied according to the developmental stage
analyzed, suggesting a context-dependent effect influenced by the mammary hormonal

microenvironment.

Chapter 2 investigates the in vivo effects of gestational BP3 exposure on ductal
development and functional differentiation of the progeny’s mammary gland. Pregnant
mice (FO) were topically treated with vehicle (sesame oil, control group) or BP3 from
gestation day (GD) 0.5 to GD 18.5. After delivery, FO dams were housed with their F1
pups until weaning. The BP3 doses used were 0.15 and 50 mg/kg/day (0.15-BP3 and
50-BP3 groups, respectively). These doses correspond to BP3 levels reported in breast
milk (0.15-BP3) and those achieved following a whole-body sunscreen application (50-
BP3). One set of F1 female offspring were euthanized on postnatal day 45, and both
serum and mammary gland samples were taken to analyze ductal development during
puberty. Another set of F1 females were bred, euthanized on lactation day 10, and
mammary gland samples were taken to analyze functional differentiation during
lactation. In pubertal mammary glands, gestational BP3 exposure did not alter
mammary histomorphology, mast cell or eosinophil infiltration, epithelial cell
proliferation, ESR1 or IGF-1 expression, or serum E2 and P4 levels. However, both
BP3 doses reduced PR transcript expression, and the 50-BP3 group also showed
decreased expression of WNT4, a PR signaling intermediate. In lactating mammary
glands, all groups exhibited extensive lobuloalveolar development. Nonetheless, the
0.15-BP3 group showed smaller alveoli, and both BP3-exposed groups exhibited a
reduced relative expression of smooth muscle a-actin (a-SMA). BP3 did not affect the
expression of PRL signaling intermediates (STAT5a and ELF5), milk proteins (CSN2,
WAP, and LALBA), or the body weight of lactating F2 pups. Together, these findings
indicate that gestational BP3 exposure decreases PR and WNT4 expression during
puberty without affecting overall ductal development or mammary histoarchitecture. In
contrast, gestational exposure to BP3 alters alveolar histology and a-SMA expression

of myoepithelial cells in the lactating mammary gland. In addition, gestational BP3
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exposure unaffected milk protein synthesis, and caused no apparent adverse lactation

outcomes.

In conclusion, this Thesis demonstrates that BP3 exert its action on ductal
development and functional differentiation, causing minor impairments on the
mammary gland. BP3 effects on the mammary gland are dependent on the dose or
concentration used, the exposure model, and the analyzed development stage,
resembling the behavior of other EDCs. P4 signaling during ductal development is
particularly sensitive to BP3 action, both direct or gestational exposure to BP3
decrease the expression of PR and of its signaling intermediates, independently of
ESR1 expression. At very low concentrations, direct BP3 exposure impair functional
differentiation and milk protein expression. Additionally, gestational BP3 exposure
leads to persistent alterations in the alveolar organization of the lactating mammary

gland, evidencing long-term effects following prenatal exposure.
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Introduccion

1 | Desarrollo de la glandula mamaria murina

La glandula mamaria es un érgano dinamico y altamente especializado que distingue a
los mamiferos, debido a que produce y secreta la leche para la nutricién de las crias
(Macias & Hinck, 2012). Su estructura esta compuesta por un sistema ramificado de
conductos epiteliales inmersos en un estroma rico en tejido adiposo y conectivo, que
proporciona soporte mecanico y sefiales bioquimicas esenciales para su desarrollo
(Hynes & Watson, 2010). Esta glandula experimenta profundos cambios morfolégicos
y funcionales a lo largo de la vida. En los roedores, su desarrollo comienza durante la
vida embrionaria, pero alcanza su maxima complejidad en etapas posnatales,
principalmente durante la pubertad, la gestacioén y la lactancia (Brisken & Ataca, 2015;
Sternlicht et al., 2006a). En el embrién, el ectodermo forma las lineas mamarias que se
convierten en las placas mamarias. Reguladas por interacciones epitelio-mesenquima,
las placas mamarias descienden hacia el mesénquima subyacente y producen la
estructura ductal rudimentaria de la glandula presente al nacer (Hens & Wysolmerski,
2005). Las etapas posteriores del desarrollo (crecimiento puberal, embarazo, lactancia
e involucion) ocurren después del nacimiento bajo regulacién hormonal. En la
pubertad, se inicia el desarrollo ductal para crear un arbol ductal ramificado dentro del
estroma adiposo circundante (Sternlicht et al., 2006b). Durante la prefiez surgen los
alvéolos mamarios, que secretan leche durante la lactancia (Anderson et al., 2007). La
falta de demanda de leche durante el destete inicia el proceso de involucién, mediante
el cual la glandula vuelve a su estado previo al embarazo (Watson, 2006) (Figura 1).

Pubertad Prenez Lactancia Involucion

Figura 1. Etapas del desarrollo mamario posnatal. Figura modificada de Hannan et al. (2023).

Estos procesos requieren numerosas vias de sefalizacion, que tienen funciones
reguladoras distintas en las diferentes etapas del desarrollo glandular. Las vias de
sefalizaciéon también regulan una subpoblacién especializada de células madre
mamarias (MaSCs) que impulsan los cambios drasticos en el desarrollo glandular que

ocurren con cada embarazo (Macias & Hinck, 2012).
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1.1 | Desarrollo embrionario y posnatal temprano de la glandula mamaria

El desarrollo mamario inicia alrededor del dia embrionario (E) 10.5 en ratones, con la
formacion de las lineas mamarias, bandas ectodérmicas bilaterales que se extienden
desde las axilas hasta las regiones inguinales (Hens & Wysolmerski, 2005; Veltmaat et
al., 2003). Estas estructuras dan origen a cinco pares de placas mamarias en posicion
ventrolateral, que posteriormente se invaginan hacia el mesénquima subyacente para
formar los brotes mamarios primarios en los fetos hembra (E12.5-E15.5) (Hens &
Wysolmerski, 2005). Durante este periodo, la interaccion epitelio-mesénquima es
crucial y esta regulada por multiples vias de sefalizacién. Algunas de las principales
son las de la familia de proteinas Wingless (WNTs), los factores de crecimiento
fibroblastico (FGFs), y la proteina relacionada con la hormona paratiroidea. Estos
actuan mediante la liberacion de ligandos desde un compartimiento, por ejemplo, el
epitelio, que se unen a su receptor en el otro compartimiento, por ejemplo, el estroma,
o viceversa (Hens & Wysolmerski, 2005). Luego, estos brotes mamarios se ramifican
formando un rudimento epitelial ramificado primitivo (un conducto primario, con unas
15-20 ramificaciones) rodeado por el estroma adiposo precursor (denominado parche
adiposo o fat pad). Esta primera instancia de ramificacion ductal, en la glandula
mamaria embrionaria, ocurre de manera independiente a hormonas. El rudimento
mamario permanece en estado quiescente hasta la pubertad, creciendo de manera

isométrica con el resto del organismo (Hens & Wysolmerski, 2005).

1.2 | Desarrollo ductal en la glandula mamaria puberal

La pubertad marca el inicio de un extenso desarrollo ductal, un proceso orquestado
por las hormonas ovaricas, estrogenos y progesterona (P4), la hormona del
crecimiento, y factores de crecimiento como el factor de crecimiento simil a la insulina-
1 (IGF-1) (Sternlicht, et al., 2006a). En los ratones esto ocurre luego del destete,
alrededor de las semanas 3-7 posnatales (Dawson & Visvader, 2021). Cerca del dia
postnatal (DPN) 26 ocurre la apertura del canal vaginal, un proceso mediado por
apoptosis y comunmente utilizado como indicador del inicio de la pubertad, que se
asocia con un incremento en los niveles séricos de estradiol (E2) (Cora et al., 2015).
Alrededor de 10 dias posteriores a la apertura vaginal, ocurre la cornificacion vaginal,
seguida del primer proestro, estro, metaestro, y diestro, marcando el inicio de los ciclos
estrales (Byers et al., 2012). En el inicio de la pubertad, mediante estimulacién de los
estrogenos, se forman las estructuras terminales bulbosas (TEBs), estructuras

altamente proliferativas, en la punta de los conductos mamarios. Los TEBs dirigen el

20



Introduccion

desarrollo mamario dentro del parche adiposo mediante la elongacién ductal y la
bifurcacion de los mismos, formando la estructura ductal primaria (Hinck & Silberstein,
2005; Williams & Daniel, 1983). Cuando alcanzan los limites del parche adiposo, los
TEBs regresionan y su estructura desaparece, dejando un extremo romo en la punta
del conducto (Paine & Lewis, 2017). Asimismo, surgen ramificaciones secundarias que
brotan lateralmente desde los conductos primarios, hasta que la glandula forma una
estructura ramificada que ocupa hasta un 60 % del estroma adiposo, dejando lugar
para la subsiguiente expansion epitelial que ocurre en la prefiez (Macias & Hinck,
2012).

1.2.1 | Morfologia y estructura de los TEBs

Los TEBs presentan una poblacién heterogénea de células (Figura 2), elevados
niveles de proliferacion epitelial (60-90 %) y de apoptosis celular (5-15 %). Las células
menos diferenciadas y mas proliferativas se encuentran en la region mas ancha,
mientras que las mas diferenciadas y menos proliferativas se encuentran en la regién
del cuello y cercanas al conducto mamario (Paine & Lewis, 2017). El compartimiento
celular externo esta formado por una sola capa epitelial de células del capuchoén (cap
cells) en el frente de crecimiento, unidas débilmente al TEB y en contacto directo con
los adipocitos del estroma (Wiliams & Daniel, 1983). Estas células presentan
caracteristicas de MaSCs (Paine & Lewis, 2017), tienen la capacidad de
autorrenovarse y de diferenciarse a células mioepiteliales maduras mientras el
conducto se elonga (Wiliams & Daniel, 1983). Las células mioepiteliales presentan
morfologia alargada y forman el estrato epitelial basal de los conductos maduros
mientras los TEBs invaden el parche adiposo (Dawson & Visvader, 2021; Williams &
Daniel, 1983). El compartimiento celular interno es una multicapa celular compuesta
por las células del cuerpo (body cells) (Wiliams & Daniel, 1983). Estas son células
progenitoras de las estirpes luminales y alveolares que se diferencian a células
epiteliales maduras (Neville et al., 2002; Paine & Lewis, 2017). Las células dentro del
TEB se encuentran unidas entre si débilmente, por lo que presentan movilidad y se
van reubicando a medida que se van diferenciando mientras el conducto se elonga
(Paine & Lewis, 2017).

La forma bulbosa del TEB es en parte debido a las diferencias en la fuerza de
contraccién que ejerce la matriz extracelular (ECM) a lo largo de su estructura
(Dawson & Visvader, 2021; Paine & Lewis, 2017). En la regién mas ancha del TEB la

lamina basal es delgada, mientras que en el cuello se vuelve mas ancha y rigida (Fata
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et al., 2004; Paine & Lewis, 2017) (Figura 2). La penetracion de los TEBs dentro del
estroma mamario requiere de la remodelacion de la ECM mediante las
metaloproteinasas (MMPs) y sus reguladores, los inhibidores de MMPs (TIMPs) (Fata
et al., 2004; Howlin et al., 2006).
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Figura 2. Organizacion celular en el TEB. Figura modificada de Paine & Lewis (2017).

En el estroma mamario se encuentran varios tipos celulares incluyendo adipocitos,
fibroblastos, macrofagos, eosindfilos, neutréfilos, y células endoteliales (Gouon-Evans
et al., 2000; Ingman et al., 2006; Zhang et al., 2014).

* Fibroblastos: se localizan alrededor del TEB y producen factores de crecimiento a
nivel local, incluyendo FGFs, IGF-1, y factor de crecimiento hepatocitario, en respuesta
a los estrégenos y la hormona del crecimiento (Kleinberg et al., 2000; Paine & Lewis,
2017; Sumbal et al., 2021). Ademas, los fibroblastos facilitan la produccion de los
componentes de la ECM, y la degradacion de la misma mediante la regulacién de las
MMPs y los TIMPs (Paine & Lewis, 2017; Sumbal et al., 2021).

* Mastocitos: en la pubertad se movilizan hacia el estroma periductal y se los puede
hallar en las cercanias de los TEBs y de los conductos maduros (Lilla & Werb, 2010),
donde inducen la proliferacion epitelial en ambas estructuras (Lilla & Werb, 2010;
Paine & Lewis, 2017; Reed & Schwertfeger, 2010). La proliferacion epitelial inducida
por los mastocitos es dependiente de la liberacion de sus granulos de secrecion, y no
involucra el reclutamiento de macréfagos, ni la produccion o remodelacién del
colageno en la ECM (Lilla & Werb, 2010). La falta de mastocitos durante la pubertad
reduce el numero de TEBs y la elongacion de los conductos, fenotipo que perdura
incluso en la adultez (Lilla & Werb, 2010).
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» Eosinofilos: son reclutados por la secrecidén de eotaxina hacia la punta de los TEBs, y
son necesarios para la formacion de los TEBs y la ramificaciéon ductal (Gouon-Evans et
al., 2000; Paine & Lewis, 2017; Reed & Schwertfeger, 2010).

» Macrofagos: los macrofagos reclutados a la region del cuello remodelan el colageno |
en paquetes fibrilares que se proyectan en direccion al frente de crecimiento
(Brownfield et al., 2013; Ingman et al., 2006). Los macrofagos dentro del cuerpo del
TEB fagocitan a las células apoptéticas (Gouon-Evans et al., 2000). Otros macroéfagos
se intercalan entre el epitelio luminal y basal de los conductos maduros donde
promueven la ramificacién ductal (Dawson et al., 2020; Dawson & Visvader, 2021;
Gouon-Evans et al., 2000; Wilson et al., 2020).

1.2.2 | Control hormonal del desarrollo mamario durante la pubertad

Los estrégenos (principalmente el E2) y la P4 son dos reguladores fundamentales del
desarrollo mamario en la pubertad. Ambas hormonas actiuan a través de sus
receptores intracelulares, que se translocan al nucleo para inducir la expresion de
genes (Macias & Hinck, 2012). Existen dos isoformas del receptor de estrogenos, el
receptor de estrogenos-a (ESR1), principal operador durante el desarrollo ductal
mamario, y el receptor de estrogenos-f (Macias & Hinck, 2012). Asimismo, también
existen dos isoformas del receptor de progesterona (RP), la isoforma A (RP-A) y la
isoforma B (RP-B) (Shyamala et al., 1990). La isoforma RP-A es mas corta, mientras
que el RP-B presenta 165 aminoacidos extras en el extremo N-terminal, con actividad
transcripcional especifica (Brisken & Scabia, 2020; Richert et al., 2000). Ambas
isoformas se expresan de manera diferente a lo largo del desarrollo mamario. En la
glandula mamaria puberal predomina la isoforma RP-A, mientras que la isoforma RP-B
incrementa su expresion durante la prefez (Aupperlee et al., 2005). Solo una
subpoblacion de células epiteliales mamarias expresa receptores hormonales (células
sensoras) (Hovey et al.,, 2001). En la pubertad, cerca del 60 % de las células
epiteliales expresan al ESR1 y al RP (Aupperlee et al., 2005). Estas células son las
epiteliales luminales en los conductos y las células del cuerpo de los TEBs (Aupperlee
et al,, 2005). En la glandula mamaria adulta, el porcentaje de células epiteliales

sensoras disminuye a un 30 %.

1.2.2.1 | Senalizaciéon del ESR1 e IGF-1

El E2 en la pubertad induce la formacion de los TEBs y estimula la proliferacion

epitelial (Aupperlee et al., 2013). Solo un tercio de las células epiteliales proliferativas
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expresan receptores hormonales, lo que sugiere mecanismos de senalizacion
paracrina que induzcan la proliferacion (Aupperlee et al., 2005, 2013). La senalizacién
del ESR1 (Figura 3) induce la expresién de amfiregulina (AREG) (Ciarloni et al., 2007),
un miembro de la familia de factores de crecimiento epidérmico (EGFs). AREG se
expresa como una proteina transmembrana (pro-AREG) que necesita ser clivada por
la MMP de transmembrana ADAM17 (Howlin et al., 2006). Una vez liberada, AREG se
une al receptor de EGF (EGFR) en el estroma (Luetteke et al., 1999; Sternlicht et al.,
2006b). La senalizacion de EGFR en las células estromales libera factores de
crecimiento que inducen la formacion de los TEBs y la proliferacion epitelial (Ciarloni et
al.,, 2007; Howlin et al.,, 2006; Mallepell et al., 2006; Wiesen et al., 1999). Se
desconoce con precisién cual o cudles factores de crecimiento liberados por el
estroma son los que realmente inducen la proliferacion epitelial en la pubertad,
pudiendo ser una combinacién entre varios (Macias & Hinck, 2012). Los FGFs son
altamente expresados en el estroma y el receptor 2 de FGF (FGFR2) es necesario en

el epitelio para la elongacion ductal (Macias & Hinck, 2012).
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Figura 3. Senalizacién de estrégenos y de la hormona del crecimiento en el TEB. Los
estrégenos actuan sobre las células epiteliales que expresan el ESR1 (indicadas en azul
oscuro). La sefalizacién del ESR1 induce la expresion de amfiregulina que se une al receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en las células estromales. La hormona del
crecimiento se une a su receptor en los fibroblastos estromales, los cuales liberan el factor de
crecimiento simil a la insulina-1 (IGF-1). Figura modificada de Paine & Lewis (2017).

Los efectos de la via de sefalizacion de E2/ESR1 potencian sinérgicamente la
estimulacion del desarrollo ductal mediada por IGF-1 (Ruan & Kleinberg, 1999). La
hormona del crecimiento se une a su receptor en los fibroblastos estromales e induce
la produccion de IGF-1 que actua de manera paracrina en el epitelio mamario (Figura
3) al unirse a su receptor (Macias & Hinck, 2012). La sefalizacién del IGF-1 promueve
la formacién de los TEBs, la proliferacion epitelial y la elongacién de los conductos
(Kleinberg & Ruan, 2008; Ruan & Kleinberg, 1999). Ademas, el IGF-1 también es
inducido en las células epiteliales de los TEBs, siendo fundamental para la bifurcacion

de los conductos (Loladze et al., 2006).

24



Introduccion

1.2.2.2 | Senalizaciéon de P4 y el RP

Si bien la sefalizacion del RP no es esencial en la pubertad, contribuye a la formacién
de TEBs y a la proliferacién epitelial (Aupperlee et al., 2013; Shi et al., 2004). Al igual
que el E2, la sefalizacién de la P4 a través del RP induce la expresién de AREG en el
epitelio mamario (Aupperlee et al., 2013). Por otro lado, la sefalizacién del RP (Figura
4) induce la expresion del miembro 4 de la familia de WNTs (WNT4) y del ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANKL) (Brisken & Scabia, 2020).
WNT4 activa la via candnica de sefializacion de WNT en el mioepitelio, donde regula
el nicho de MaSCs, fundamental para la capacidad regenerativa de la glandula
mamaria (Lamb et al., 2020; Rajaram et al., 2015). RANKL actua de manera paracrina
en las células epiteliales que expresan su receptor (RANK), estimulando Ila
proliferacion epitelial en los conductos mamarios y en los TEBs (Aupperlee et al.,
2013).
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Figura 4. Sefalizacion del receptor de progesterona (RP). La progesterona (P4) se une al RP
en las células epiteliales luminales que expresan receptores hormonales. El RP induce la
expresion de RANKL y de WNT4. Ambos intermediarios actian de manera paracrina en células
vecinas induciendo la proliferacion epitelial y la expansion del nicho de células madre mamarias
(MaSCs).

1.2.3 | Morfogénesis ductal en organoides mamarios

La elongacion ductal dirigida por los TEBs se lleva a cabo por un proceso de migracion
epitelial colectiva (Ewald et al., 2008). Las células del cuerpo migran dentro del TEB,
intercalandose radialmente hacia el estrato mas basal, formando la capa epitelial
luminal (Huebner et al., 2016). Si bien las células dentro del cuerpo del TEB emiten

proyecciones y protrusiones en direccidén hacia su desplazamiento, las células en los
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bordes de los TEBs presentan una superficie lisa sin extensiones celulares (Ewald et
al., 2012; Huebner et al., 2016). En modelos de organoides mamarios, la morfogénesis
ductal y la elongacién ocurre en diferentes etapas secuenciales, que comparten
caracteristicas similares a los TEBs in vivo (Ewald et al., 2008). Primero los organoides
se reorganizan en una estructura circular formada por una bicapa epitelial polarizada
con lumen central. Luego, el lumen se rellena de células epiteliales para formar
estructuras complejas de multicapa epitelial. Finalmente, emergen brotes epiteliales
que se elongan mediante proliferacion epitelial, presentando bordes suaves sin
protrusiones celulares. La region donde ocurre la elongacién es siempre una multicapa
epitelial, mientras que en las regiones adyacentes presentan una bicapa simple. A su
vez, en los organoides en elongacion se pueden observar eventos de bifurcacion que
ocurren en regiones con cubrimiento parcial de células mioepiteliales, mientras que la
elongacién cesa cuando estas células revisten por completo la ramificacién del
organoide (Ewald et al., 2008).

1.3 | La glandula mamaria adulta

La glandula mamaria adulta atraviesa ciclos de proliferacion, ramificacion, y regresion
en respuesta a los estimulos hormonales del ciclo estral (Fata et al., 2001; Macias &
Hinck, 2012). Los niveles de E2 aumentan desde el proestro hasta alcanzar un pico en
el estro, para luego declinar abruptamente en el metaestro con la ovulacion. La
morfologia mamaria en estas fases es variable pudiendo presentar ramificaciones
terciarias y precursores alveolares en menor o mayor medida (Fata et al., 2001). Por
otro lado, los niveles de P4 aumentan durante el metaestro (luego de la ovulacion),
alcanzan el pico maximo en el diestro, y luego declinan para el proestro y el estro. En
la fase diestro, la glandula presenta una extensa cantidad de ramificaciones terciarias
y alveolos con lumen, coincidente con elevados niveles de proliferacion de las células
epiteliales alveolares (Fata et al., 2001). La apoptosis también es elevada en los
conductos y los alveolos recién formados en esta fase, de modo que la glandula
retorna a una morfologia mas simple para comenzar un nuevo ciclo, cuando la

implantacién no ocurre (Brisken & Scabia, 2020; Fata et al., 2001).

La funcién principal del E2 en la glandula mamaria adulta es inducir la expresién del
RP para que promueva la proliferacion epitelial cuando los niveles de P4 aumentan.
Esta proliferacién epitelial ocurre por dos mecanismos distintos (Brisken & Scabia,
2020; Wang et al., 1990). P4 induce la proliferacion en algunas células que expresan

el RP, mediante la induccion de la ciclina D1. A su vez, la senalizacion del RP
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progresivamente induce la expresién de RANKL, que actia de manera paracrina en
las células epiteliales vecinas induciendo una extensa proliferacion epitelial (Aupperlee
et al., 2009; Beleut et al., 2010). Este segundo mecanismo es necesario para la
ramificacion lateral y la formacion de los precursores alveolares tanto durante la fase

de diestro, como en la prefiez (Fernandez-Valdivia et al., 2009, Mukherjee et al., 2010).

1.4 | Desarrollo mamario en la prenez y la lactancia

Durante la prefiez, la glandula mamaria murina atraviesa una profunda remodelacion
morfolégica y funcional que culmina con la formacion de estructuras alveolares
diferenciadas, capaces de sintetizar y secretar leche durante la lactancia
(diferenciacion funcional) (Macias & Hinck, 2012). Esta transformacion esta finamente
regulada hormonal y molecularmente, e involucra la proliferacion epitelial, la
ramificacion lateral y terciaria de los conductos, la alveologénesis y la maduracién de
los alveolos (Brisken et al., 1998; Brisken & Scabia, 2020; Lydon et al., 1995). En la
glandula mamaria lactante, las estructuras I6bulo-alveolares ocupan casi por completo
la glandula, desplazando al tejido adiposo y formando una red funcional dedicada a la
sintesis y secrecion de leche (Dawson & Visvader, 2021; Macias & Hinck, 2012). El
epitelio alveolar se compone de células luminales altamente polarizadas vy
especializadas en la produccidon de leche, y por células mioepiteliales contractiles,
cuyas proyecciones rodean los alveolos (Figura 5) (Dawson & Visvader, 2021;
Stevenson et al., 2020).
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Figura 5. Organizacion celular del epitelio alveolar. Figura modificada de Holliday et al. (2021).

La produccién copiosa de leche durante la lactancia se sostiene a demanda de las
crias. La succion del pezon estimula la secrecion de prolactina (PRL) y de oxitocina
(OXT) (Neville et al., 2002; Rudolph et al., 2011). La PRL promueve la expresién de las

proteinas de la leche, de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa y de la
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sintesis de lipidos, y evita la apoptosis de las células alveolares (Anderson et al.,
2015). La OXT induce la contraccion de las células mioepiteliales que expulsa la leche
de los alveolos hacia los conductos, y de estos hacia el pezén. Si este proceso se
bloquea, y se acumula leche en los alveolos o conductos, se desencadena la
involucion mamaria (Anderson et al., 2015). Finalizada la lactancia, las células
epiteliales mueren por apoptosis, los alveolos colapsan, las células mioepiteliales
retraen sus prolongaciones y la lamina basal es remodelada durante la involucién
(Hitchcock et al., 2020; Stewart et al., 2019; Watson, 2006).

1.4.1 | Diferenciacién funcional

La diferenciacion funcional de la glandula mamaria murina se puede dividir en tres
etapas: (a) la fase proliferativa al inicio de la prefez; (b) la diferenciacion secretora que
comienza a mediados de prefiez, en la cual la glandula se torna competente para
sintetizar y secretar los componentes de la leche; y (c) la activacion secretora cerca
del parto cuando comienza la secrecion activa de leche (Anderson et al., 2015). Luego
la produccién de leche se sostiene por demanda de las crias hasta el destete, cuando
la glandula comienza a involucionar y retorna a un estado pre-gestacional (Hannan et
al., 2023). En la Figura 6 se muestran las etapas de un ciclo de prefiez-lactancia-

involucion y las principales hormonas involucradas en su regulacion.

1.4.1.1 | Fase proliferativa

Esta etapa inicia con la prefiez y se caracteriza por una marcada proliferacion epitelial
que expande masivamente la poblacion de células progenitoras alveolares (Hannan et
al., 2023; Oakes et al., 2006; Yamaiji et al., 2013). En esta etapa se promueve la
ramificacion lateral y terciaria, y la formacion de precursores alveolares (Brisken &
Scabia, 2020). La proliferacion epitelial alcanza un pico maximo cerca del dia de
prefiez 5 para luego ir disminuyendo gradualmente hasta ser practicamente nula cerca
del parto (Anderson et al., 2015).
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Figura 6. Regulacién hormonal en un ciclo de prefiez-lactancia-involucion. Figura modificada
de Hannan et al. (2023).

Los niveles elevados de E2 y P4 al inicio de la prefiez son el principal estimulo para
los procesos que ocurren en esta etapa (Ferreira Slepicka et al., 2021; Lydon et al.,
1995). La senalizacion del ESR1 sostiene un alto nivel de expresion del RP (Cagnet et
al., 2018; Hannan et al., 2023), cuya sefializaciéon es esencial para inducir la
proliferacion la ramificacion lateral y terciaria, la formacién de precursores alveolares
(Oakes et al., 2008a). EI RP cumple estas funciones mediante sus intermediarios
WNT4 y RANKL (Oakes et al., 2008b). WNT4 modula la actividad de las MaSCs en el
epitelio basal (Asselin-Labat et al., 2010; Joshi et al., 2010; Rajaram et al., 2015), y si
bien es esencial para la formacion de precursores alveolares (Joshi et al., 2015), no es
suficiente para inducir una alveologénesis completa (Kim et al., 2009). RANKL induce
la proliferacion epitelial, estimula la ramificacion lateral, y la formacién de los
precursores alveolares, mediante los mecanismos descriptos anteriormente en la fase
de diestro (Beleut et al., 2010; Fernandez-Valdivia et al., 2009; Mukherjee et al., 2010).
En paralelo, RANKL induce la expresion del factor 5 similar al E74 (ELF5),
intermediario de la via de sefalizacion de PRL, y un factor de transcripcion clave en la

diferenciacion alveolar (Ferreira Slepicka et al., 2021; Lee et al., 2013).

1.4.1.2 | Diferenciacioén secretora

Esta etapa comienza a mediados de prefiez, se caracteriza por cambios bioquimicos

que preparan a la glandula para la sintesis y secrecién activa de los componentes de
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la leche (Anderson et al., 2015; Neville et al., 2002). La senalizaciéon de PRL promueve
la maduracién alveolar y es el principal estimulo para la sintesis de los componentes
de la leche, mientras que la insulina facilita la transicion de una glandula proliferativa
hacia una diferenciada (Neville et al., 2013). La expresion de las proteinas de la leche
como B-caseina (CSN2), a-lactoalbumina (LALBA), y la proteina acidica del suero
(WAP), incrementa progresivamente en esta etapa (Anderson et al., 2015). Ademas,
incrementa la expresion de las enzimas de la sintesis de lipidos, y entre los dias de
prefez 8-10 se acumulan las gotas lipidicas citoplasmaticas en el epitelio alveolar
luminal (McManaman et al.,, 2004; Rudolph et al., 2003, 2011; Schwertfeger et al.,
2003). La proporcion del tejido adiposo glandular disminuye a medida que la
expansion lébulo-alveolar avanza (Anderson et al., 2015; Rudolph et al., 2003). A
finales de la prefiez, la glandula comienza a producir pequefias cantidades de
secrecion que se evidencia en el lumen alveolar (Nguyen et al.,, 2001). Los niveles
circulantes de PRL aumentan considerablemente en el ultimo tercio de la prefiez, lo
que se asocia con el incremento en la actividad de sintesis de los componentes de la
leche (Neville et al., 2002).

La PRL actua sobre el receptor de prolactina (PRLR) en la membrana de las células
epiteliales luminales actuando directamente sobre ellas. La union de PRL al PRLR
induce su homodimerizacién y activacion de la quinasa Janus 2 (JAK2), que se
encuentra asociada constitutivamente al PRLR (Oakes et al., 2008b; Radhakrishnan et
al., 2012). La JAK2 activada fosforila al dominio citoplasmatico del PRLR, que induce
el reclutamiento y fosforilacion del transductor de sefiales y activador de la
transcripcion 5 (STATS) (Oakes et al., 2008b; Radhakrishnan et al., 2012). El STATS se
expresa en las isoformas a (STAT5a) y b (STAT5b), que comparten alrededor del 90%
de identidad y difieren solo en su carboxilo terminal (Brisken & Rajaram, 2006). Estas
moléculas fosforiladas se dimerizan (pSTAT5a/b) y se translocan al nucleo, donde se
une a regiones especificas del ADN, activando la transcripcién de genes involucrados
en la diferenciacion funcional, incluyendo a las proteinas de la leche (Figura 7) (Oakes
et al., 2008b; Shin et al., 2019). Por otro lado, la sefalizacion del PRLR también induce
la expresién del factor de transcripcion ELF5 que promueve la diferenciacion de
progenitores luminales hacia células alveolares completamente diferenciadas (Brisken
et al., 1999; Oakes, et al., 2008a, 2008b; Ormandy et al., 2003). La pérdida de ELF5
conduce a una activacion deficiente de STATS y a defectos en la alveologénesis
(Oakes et al., 2008a, 2008b).
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®Promotor

Figura 7. Via de sefializacion de la PRL. Figura modificada de Altamirano et al. (2020).

1.4.1.3 | Activacion secretora

La activacion secretora es el inicio de la secrecion copiosa de la leche (Anderson et
al., 2015). Durante la prefiez, los niveles elevados de P4 no permiten el cierre de las
uniones estrechas entre las células alveolares, y atentan la expresion de las proteinas
de la leche (Buser et al., 2007; Hannan et al., 2023). De esta manera, se mantiene
inhibida la secrecion activa de la leche previniendo la lactancia prematura (Anderson et
al., 2015) En los ratones, cerca del parto caen los niveles plasmaticos de P4 mientras
que aumentan los de PRL, lo que induce el cierre de las uniones estrechas de las
células alveolares, aumenta la sintesis de las proteinas lacteas, e inicia la secreciéon
copiosa de leche (Naylor et al., 2005; Hannan et al., 2023). Los glucocorticoides
participan con la PRL en estos cambios, ademas de promover el desarrollo de
organelas como el reticulo endoplasmatico rugoso en las células alveolares, necesario
para alta demanda de sintesis proteica (Wintermantel et al., 2005). El incremento en la
sintesis de lactosa establece un gradiente osmotico que arrastra gran cantidad de
agua, lo que resulta en la secrecion de cantidades copiosas de leche hacia el lumen
alveolar (Anderson et al., 2007). La ausencia de gotas lipidicas citoplasmaticas en las
células alveolares luminales evidencia que la activaciéon secretora ha ocurrido
(Anderson et al., 2007). La sefalizacion de PRL actua a través de la proteina de union
a elementos de respuesta a esteroles para regular la sintesis de lipidos (Anderson et
al., 2007; Rudolph et al., 2011).
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1.4.2 | Diferenciacién funcional en organoides mamarios

En las ultimas décadas, los avances en modelos de cultivo tridimensionales han
permitido estudiar la diferenciacion funcional de la glandula mamaria en condiciones
controladas (Mroue & Bissell, 2012). Los organoides mamarios, derivados de
fragmentos epiteliales cultivados en matrices como colageno | o Matrigel, reproducen
con alta fidelidad la morfogénesis y diferenciacion alveolar in vivo (Emerman et al.,
1977; Simian et al., 2001; Sumbal et al., 2020a). Utilizando estimulos lactogénicos
adecuados como PRL, glucocorticoides e insulina, se puede inducir la expresion de
CSN2, LALBA, y WAP, utilizadas como marcadores de diferenciacion funcional (Mroue
& Bissell, 2012; Rosen et al., 1999). Estos modelos han demostrado que la rigidez de
la matriz, la interaccion con la ECM y la arquitectura tridimensional son elementos
criticos para la adquisicion de la funcionalidad epitelial (Ferreira Slepicka et al., 2021;
Sumbal et al., 2020a).

1.4.3 | Proteinas de la leche

La leche se compone de proteinas (principalmente caseinas), lipidos (triglicéridos)
hidratos de carbono (lactosa y oligosacaridos), vitaminas, minerales, factores de
crecimiento, y agua (Anderson et al., 2015). La cantidad relativa de estas sustancias
varia entre especies segun el requerimiento de las crias (Anderson et al., 2015), y
también varia en funcion de la etapa de la lactancia (Allen et al., 1991), y el estado
nutricional de la madre (Wahlig et al., 2012). La variacion inter-especie en la
composicion de la fraccion proteica de la leche, y de los componentes proteicos
relacionados con los demas nutrientes, sugiere que estas estan reguladas

transcripcional y/o post-transcripcionalmente (Anderson et al., 2015).

En los humanos el contenido proteico de leche inicia en un 3 %, pero desciende al 1.5
% para la segunda semana de lactancia (Allen et al., 1991). Las caseinas representan
el 80 % del contenido proteico total, forman micelas insolubles que en su interior
contienen grandes cantidades de calcio y fosfato (Anderson et al., 2015). Otras
proteinas se encuentran en el suero (fraccién soluble en agua), o se asocian a la
membrana que rodea los glébulos grasos de la leche. En los ratones, la leche contiene
un 12 % de proteinas que incluyen a las caseinas, LALBA, WAP, lactoferrina e

inmunoglobulina A secretora entre otras (Anderson et al., 2007).

La expresién de las proteinas de la leche varia durante la gestacion y la lactancia
(Anderson et al., 2015; Neville et al., 2002; Rudolph et al., 2003). La mayoria de las

caseinas, incluyendo a CSN2, se expresan desde el inicio de la prefiez, mientras que
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la expresion del transcripto de WAP comienza entre los dias de prefez 7-12. Al inicio
de su expresion, estas proteinas presentan solo un 30 % del nivel que alcanzan para
el dia de prefez 17, y luego de la activacion secretora su expresion aumenta
moderadamente (Anderson et al.,, 2015). En cambio, la expresion de LALBA
incrementa hasta unas 20 veces durante la activacion secretora (Anderson et al.,
2015). LALBA es un cofactor esencial de la galactosiltransferasa y juntas forman el
complejo enzimatico de la lactosa sintetasa, que sintetiza lactosa a partir de glucosa y
UDP-galactosa. La presencia de LALBA es limitante para esta reaccion, por lo que su
baja expresion durante la prefiez previene la sintesis prematura de lactosa, antes de

que inicie la secrecion copiosa de leche (Sadovnikova et al., 2021).

Los genes que codifican para las proteinas de la leche son regulados por las
hormonas lactogénicas PRL, insulina e hidrocortisona, que junto con la cooperacion de
los factores de crecimiento locales y las interacciones célula-célula o célula-ECM
activan factores de transcripcion especificos, alteran la organizacion del citoesqueleto,
y cambian el estado de la cromatina y estructuras nucleares (Rosen et al., 1999). La
sefalizacion del PRLR a través de STAT5 es crucial para la expresion de CSN2, WAP
y LALBA (Reichenstein et al., 2011; Rosen et al., 1999). El receptor de glucocorticoides
(GR) también participa como factor de transcripcion de estas proteinas potenciando su

expresion (Figura 8) (Rosen et al., 1999; Sadovnikova et al., 2021).
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Figura 8. Induccion de la expresion de CSN2 por PRL y los glucocorticoides. Ademas de la
sefializacién del receptor de PRL mediante STAT5a/b fosforilado, el receptor de
glucocorticoides (GR) también actia como factor de transcripcion del promotor de CSN2.
Figura modificada de Altamirano et al. (2020).
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Ademas, en la expresién de WAP y CSN2 participan otros factores de transcripcion,
como el factor nuclear 1 y C/EBP, respectivamente (Rosen et al., 1999). La activacion
de STATS es potenciada por sefales provenientes de la ECM, especialmente por la
interaccion entre las B-integrinas y lamininas en la lamina basal, que ademas
establecen la polaridad apico-basal de las células alveolares (Asselin-Labat et al.,
2007; Naylor et al., 2005; Rooney et al., 2016).

Las modificaciones epigenéticas constituyen otro mecanismo de regulacion de la
expresion de las proteinas lacteas en la diferenciacion funcional (Rijnkels et al., 2010).
La metilacion del gen de CSN2 es menor en ratones hembra prefiadas o en lactancia
que en nuliparas, permitiendo la unién de factores de transcripcion en sitios
especificos que regulen su expresion (Rijnkels et al., 2013). En el caso de LALBA, el
estado de metilaciébn de sus histonas se asocia a una organizacion abierta de la
cromatina (Rijnkels et al., 2013). La expresion de CSN2 también es regulada a nivel
traslacional, por ejemplo, por la poliadenilacion de su transcripto y por la disponibilidad

de aminoacidos (Rhoads & Grudzien-Nogalska, 2007).

2 | Perturbadores endécrinos

El crecimiento de la industria de sintesis de sustancias quimicas genera
contaminantes ambientales que amenazan la salud humana y de los ecosistemas
(Fuller et al., 2022; Johnson et al., 2020; Naidu et al., 2021; Stoker et al., 2008), siendo
los paises de bajos y medianos ingresos las regiones mas vulnerables (Fuller et al.,
2022; Woodruff et al., 2023). El uso de las sustancias quimicas en la industria supone
un beneficio para el desarrollo econémico y la vida diaria de las personas. Sin
embargo, solo una pequefia fraccion de ellas ha sido adecuadamente evaluada y
considerada segura para la salud de las personas y de los animales (Johnson et al.,
2020; Naidu et al., 2021; Vandenberg, 2021). Una amplia variedad de estas sustancias
ha sido catalogada como perturbadores enddcrinos (PE) por poseer actividad
hormonal inadvertida (Gore et al., 2015; La Merrill et al., 2020; Naidu et al., 2021). Los
PE pueden interferir con la actividad y expresion de los receptores hormonales, la
transduccién de sus sefales; el metabolismo de las hormonas; la proliferacion,
migracion, diferenciacion, o muerte celular; e inducir modificaciones epigenéticas
(Gore et al., 2015; La Merrill et al., 2020; McLachlan, 2001; Naidu et al., 2021). Existen
periodos criticos del desarrollo que son mas vulnerables a los efectos de los PE como
el gestacional, neonatal, o puberal. La exposicion en estos periodos se asocia a un

mayor riesgo de problemas crénicos de salud, incluyendo la obesidad, la reproduccion,

34



Introduccion

y algunos tipos de cancer como el testicular, cervical, uterino y mamario (Casals-
Casas & Desvergne, 2011; Fuller et al., 2022; Ghassabian et al., 2022; Gore et al.,
2015; La Merrill et al., 2020; Rochester, 2013; Soto et al., 2013; Terry et al., 2019;
Vandenberg, 2021; Woodruff et al., 2023). La exposicién a estas sustancias puede
alterar el crecimiento de la glandula, el desarrollo alveolar, la diferenciaciéon bioquimica
y estructural de las células alveolares, y la sintesis y secrecién de los componentes de
la leche, afectando la calidad de la misma y la duracion de la lactancia (Altamirano et
al., 2015, 2017b; Criswell et al., 2020; Hannan et al., 2023; Kam et al., 2021; Kass et
al., 2012; Kay et al., 2022).

2.1 | Benzofenona-3

Las benzofenonas son un grupo de sustancias de producciéon masiva con capacidad
de actuar como filtro de rayos ultravioletas (UV). Debido a esto, se adicionan en
numerosos productos de uso personal para prevenir los efectos adversos de la
radiacion UV sobre la piel (Mustieles et al., 2023; Yao et al., 2024). Ademas, se utilizan
como estabilizador para prevenir la fotodegradacion en coberturas plasticas,
materiales electrénicos y de construccion, tintas, textiles, y contenedores de alimentos
(Yao et al., 2024). Particularmente, benzofenona-3 (BP3, oxibenzona, difenil cetona, o
2-hidroxi-4-metoxibenzofenone) es la mas ampliamente utilizada en la composicion de
cremas protectoras solares y cosméticos (Mustieles et al., 2023), por lo que la via
dérmica es su principal ruta de exposicion en humanos (Figura 9) (Janjua et al., 2008;
Matta et al., 2020; Mustieles et al., 2023). Junto con otros bloqueantes solares ha
demostrado actividad estrogénica al presentar afinidad por el ESR1 (Schreurs et al.,
2002, 2005), inducir la proliferacion celular en la linea mamaria tumoral MCF-7, y por
ensayo uterotropico (Schlumpf et al., 2001); por lo que puede catalogarse como
xenoestrogeno. Debido a su deteccion ubicua en el ambiente y en muestras bioldgicas
humanas, se ha puesto gran atencion a los posibles efectos de BP3 sobre la salud
(Mao et al., 2022; Mustieles et al., 2023; Wnuk et al., 2022; Yao et al., 2024). Es un
compuesto altamente lipofilico, por lo que es capaz de bioacumularse afectando tanto
a animales como a seres humanos (Yao et al., 2024). Ha sido detectado en cantidades
significativas en la grasa de pescados en concentraciones similares a otros
xenoestrogenos (Balmer et al., 2005; Schlumpf et al., 2001), en distintos ambientes
acuaticos (Balmer et al., 2005; Cuderman & Heath, 2007; Loraine & Pettigrove, 2006),
y en agua potable (Loraine & Pettigrove, 2006; Stackelberg et al., 2004).
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Figura 9. Vias de exposicion a BP3 y esquema ilustrativo comparando el nivel de exposicion
segun el origen. La via dérmica es la principal via de exposicién en humanos, seguida de la
exposicion oral. La exposicién a BP3 por el contacto de la ropa y tintas con la piel, al igual que
con la via respiratoria es despreciable en comparacion con las demas fuentes de exposicion.

BP3 es el filtro UV detectado en mayor concentracion en plasma y orina luego de 1-4
horas posteriores a la aplicacion de protectores solares sobre la piel (Janjua et al.,
2008), y puede detectarse incluso dias posteriores (Matta et al., 2020). Entre los
diferentes filtros UV, BP3 ha sido ampliamente detectado en la orina a nivel global en
estudios de biomonitoreo (Huang et al., 2021), y el detectado con mas frecuencia en
muestras biolégicas pareadas materno-fetales (suero, orina, placenta, liquido
amnidtico, y sangre de cordon umbilical) indicando transferencia placentaria en
humanos (Song et al., 2020). También ha sido detectado en tejido mamario humano
(Barr et al., 2018) y muestras de leche materna (Molins-Delgado et al., 2018; Schlumpf
et al., 2010) indicando una posible transferencia a los bebes durante la lactancia. Se
ha reportado que la exposicion a BP3 o a otros filtros solares retrasan la pubertad
masculina, modifican el peso de érganos reproductivos, alteran los niveles de
expresion de genes dependientes de estrégenos y co-reguladores asociados en utero,
glandula mamaria prostata y cerebro de ratas adultas, y perturban la conducta sexual y
la regularidad del ciclo estral, entre otros efectos (Kariagina et al., 2020; LaPlante et
al., 2018; Majhi et al., 2020; Mustieles et al., 2023; Schlecht et al., 2004 ).

Respecto a la glandula mamaria, estudios recienten indican que es un 6rgano blanco
sensible a la accion de BP3 como perturbador enddcrino. La exposicion oral a BP3

durante la prefiez y lactancia en ratones hembra BALB/c alter6 la densidad ductal y
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proliferacion celular en la glandula mamaria, luego de la involucion post-destete
(LaPlante et al., 2018). Ademas, la glandula mamaria de sus crias hembras (expuestas
perinatalmente a BP3) presentdé mayor extension de los conductos, menor expresion
epitelial del RP y un incremento transitorio en la infiltracion de mastocitos (Matouskova
et al., 2020, 2022a).

En estudios previos in vivo, hemos demostrado que la exposicion perinatal a bisfenol A
(BPA), compuesto con actividad estrogénica y anti-androgénica, produce un retraso en
el desarrollo mamario durante la gestacién, modifica el contenido lipidico y la
expresion de proteinas de la leche; especialmente CSN2, que se encuentra disminuida
en la leche (Altamirano et al., 2015, 2017b; Kass et al., 2012). Teniendo en cuenta
estos antecedentes, nuestra hipétesis de trabajo supone que la exposicion a bajas
concentraciones de BP3 durante periodos criticos de la organogénesis de la glandula
mamaria modifica su desarrollo afectando a largo plazo la produccién de la leche. Para
poner a prueba esta hipotesis se evaluaron los efectos de la exposicién a BP3 sobre el
desarrollo puberal y la diferenciacion funcional de la glandula mamaria utilizando

modelos experimentales tanto in vivo como in vitro.
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Objetivos

1 | Objetivo general

Evaluar los efectos de la exposicion a BP3 sobre el desarrollo ductal y diferenciacion

funcional de la glandula mamaria de roedores utilizando modelos in vivo e in vitro.

2 | Objetivos especificos

Nuestra hipotesis de trabajo supone que la exposicion a PEs en bajas concentraciones
durante periodos criticos de la organogénesis de la glandula mamaria modifica su
desarrollo afectando a largo plazo la produccion de la leche. Para poner a prueba esta
hipétesis, se evaluaron los efectos de la exposiciéon a BP3 sobre el desarrollo ductal y
la diferenciacion funcional de la glandula mamaria, utilizando diferentes modelos in

vivo e in Vitro.

2.1 | Analizar los efectos de la exposicién directa a BP3 sobre:

* El desarrollo ductal mamario in vitro. Analizar la morfologia de la ramificacion
ductal y su regulacion hormonal, en cultivos primarios de organoides mamarios

murinos expuestos a BP3 durante la induccién de la morfogénesis ductal in vitro.

e La diferenciacion funcional mamaria in vitro. Analizar la maduracion alveolar,
y la expresion y regulacion hormonal de los marcadores de diferenciacion funcional
CSN2, LALBA y WAP, en cultivos primarios de organoides mamarios murinos

expuestos a BP3 durante la induccion de la diferenciacion funcional in vitro.

2.2 | Evaluar los efectos de la exposiciéon a BP3 durante la gestacion analizando:

* El desarrollo ductal de la glandula mamaria in vivo. Evaluar el crecimiento
ductal a nivel morfolégico, la histoarquitectura, y su regulacién hormonal en
muestras de glandula mamaria de ratones F1 hembra puberales, previamente

expuestas a BP3 durante la gestacion.

* La diferenciacion funcional de la glandula mamaria in vivo. Evaluar la
maduracién alveolar, y la expresiéon de los marcadores de diferenciacién funcional
CSN2, LALBA y WAP, en muestras de glandula mamaria de ratones F1 hembra
adultas, previamente expuestas a BP3 durante la gestacion, que se encuentren

lactando a sus crias F2.

39



Objetivos

* La diferenciaciéon funcional de la glandula mamaria in vitro. Evaluar la
maduracién alveolar y la expresiéon de marcadores de diferenciacion funcional
CSN2, LALBA y WAP analizando los mecanismos de accion implicados, en
explantes mamarios diferenciados in vitro, obtenidos de ratones F1 hembra pre-
puberales (previamente expuestas durante la gestacion a BP3), estimuladas con

E2 y P4 para inducir el desarrollo I6bulo-alveolar.
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CAPITULO 1

EFECTOS DE LA EXPOSICION DIRECTA A BENZOFENONA-3
SOBRE LA MORFOGENESIS DUCTAL Y LA DIFERENCIACION
FUNCIONAL DE ORGANOIDES MAMARIOS
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1| INTRODUCCION

La organizacion tridimensional (3D) de los tejidos, junto con la composicién de la ECM,
las interacciones célula-célula y célula-ECM, constituyen el microambiente esencial
que regula la morfologia, el comportamiento, la diferenciacion y la funcién de las
células (Kass et al., 2007; Sumbal et al., 2020b). En cultivos celulares, la presencia de
senales provenientes de la ECM es fundamental para conservar las caracteristicas
fisiologicas del tejido de origen, incluidas la expresion génica y la polaridad celular (Lo
et al.,, 2012). Por lo tanto, en comparacién con otros modelos in vitro, los cultivos
primarios de organoides mamarios en 3D representan una herramienta experimental
altamente relevante. Este modelo se basa en la obtencidon de fragmentos epiteliales
provenientes de la glandula mamaria, los cuales se cultivan en ECMs que simulan el
microambiente in vivo (Simian & Bissell, 2017). A diferencia de los cultivos 2D,
permiten preservar la arquitectura tisular, la organizacién celular, y la expresion de
receptores hormonales clave como el ESR1 y el RP (Brisken & Scabia, 2020; Novaro
et al., 2003).

Dependiendo de la composicidon de la matriz utilizada y otras condiciones de cultivo, se
pueden reproducir distintos aspectos del desarrollo mamario. En matrices ricas en
laminina los organoides mamarios se organizan en estructuras acinares con bicapa
epitelial polarizada y lumen central, similares a los alvéolos mamarios (Mroue &
Bissell, 2012). Por otro lado, en presencia del factor de crecimiento fibroblastico-2
(FGF-2), los organoides activan un programa estereotipado de morfogénesis ductal
(Ewald et al., 2008). Los patrones de desarrollo ductal varian segun la matriz utilizada.
El colageno tipo | promueve un crecimiento de tipo invasivo con extensas
proyecciones ductales (Nguyen-Ngoc et al., 2012), mientras que su combinacion con
laminina induce la formacion de multiples brotes formados por una multicapa epitelial
en su frente de crecimiento y una bicapa adyacente. Estos se asemejan a la
organizacion epitelial de los TEBs in vivo (Nguyen-Ngoc & Ewald, 2013). Durante el
desarrollo ductal de la glandula mamaria, la activacion del ESR1 en las células
epiteliales luminales induce la expresion de AREG, un mediador clave en la promocién
del crecimiento ductal a través de los TEBs, junto con el IGF-1 (Sternlicht et al.,
2006b). Por otro lado, la activaciéon del RP también contribuye al crecimiento ductal
mamario, en diferentes etapas del desarrollo, a través de la induccién de AREG,
WNT4, y RANKL (Brisken & Scabia, 2020).

Los cultivos 3D, también permiten modelar la diferenciacion funcional del epitelio
mamario. En matrices ricas en laminina, los organoides se polarizan de manera baso-

apical y forman uniones estrechas, lo que permite secretar las proteinas de la leche
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vectorialmente hacia el lumen (Barcellos-Hoff et al., 1989; Streuli et al., 1991). Estas
proteinas lacteas, principalmente CSN2, LALBA, y WAP, se inducen frente a estimulos
lactogénicos como PRL, insulina e hidrocortisona (Chen & Bissell, 1989; Emerman et
al.,, 1977). La presencia de laminina es indispensable para la sintesis de CSN2,
mientras que para inducir la expresion de WAP es necesario que los organoides se
organicen en estructuras acinares de tipo alveolar (Barcellos-Hoff et al., 1989; Streul
et al.,, 1991), condiciones que se garantizan al utilizar una matriz rica en laminina.
Ademas, la sefalizacién mediada por el PRLR y el GR se conserva en este modelo, y
la activacion de STAT5a por PRL es clave para la diferenciacion funcional y la

expresion de las proteinas de la leche (Liu et al., 1997).

Dado que los cultivos primarios 3D recapitulan con alta fidelidad los procesos de
desarrollo ductal y diferenciacion funcional de la glandula mamaria, constituyen un
modelo adecuado para estudiar los efectos de los PEs. Previamente, demostramos
que la exposiciéon perinatal a BPA altera la diferenciacion funcional de la glandula
mamaria de la rata, afectando la expresién de proteinas de la leche y la regulacion
transcripcional de CSN2 (Altamirano et al., 2017b; Kass et al., 2012). En este capitulo
se evaluaran los efectos de la exposicion directa a BP3 sobre la morfogénesis ductal y
la diferenciacién funcional mamaria, utilizando cultivos 3D de glandula mamaria
murina. Ademas, también se analizaran los efectos de BPA sobre la diferenciacion

funcional para comparar los mecanismos de accién de ambos PEs.

2 | OBJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo de este Capitulo fue evaluar los efectos de la exposicién directa a BP3 sobre
el desarrollo ductal y la diferenciacion funcional de la glandula mamaria murina

utilizando modelos in vitro (seccion 2.1 del apartado Objetivos, pag. 39).

3 | MATERIALES Y METODOS
3.1 | Preparacion de soluciones y concentraciones a evaluar

Se utilizé BPA (99% pureza, CAS N°: 80-05-7, peso molecular: 228.29) y BP3 (98%
pureza, CAS N°:131-57-7, peso molecular: 228.24) adquiridos en Sigma-Aldrich
(Argentina). Para cada sustancia, se realizd una solucion madre de 2 mg/mL (9 x 1073
M) en etanol absoluto. Luego con medio de cultivo se prepard una solucién intermedia
de 1 x 10* M (1.2 % etanol). A partir de esta, por diluciones sucesivas con medio de

cultivo se prepararon las soluciones de trabajo: 1 x 10 My 1 x 10° MBPA, y 1 x 10°°
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M, 1 x10° My 1 x 1072 M BP3. En todas ellas el porcentaje de etanol fue igual o
menor a 0.01 %. Esto se realiz6 para cada experimento. Como control negativo se

utilizé una solucién de 0.01 % de etanol absoluto en medio de cultivo (vehiculo, VEH).

Las concentraciones utilizadas de BPA se basaron en niveles reportados en muestras
biologicas provenientes de mujeres embarazadas: 2.86 pg/L (1.2 x 1078 M) en orina,
1.56 ug/L (6.8 x 107° M) en suero y 0.74 ug/L (3.2 x 10™° M) en leche materna (Lee et
al., 2018). Respecto a las concentraciones de BP3 utilizadas, éstas se basaron en la
concentracion ambiental predictiva que no produce efectos: 1.32 pg/L (5.8 x 107° M)
(Kim & Choi, 2014), niveles reportados en leche materna: 144.8 ng/g (1.7 x 107° M;
considerando una densidad promedio de la leche materna de 27.5 kg/m®) (Molins-
Delgado et al., 2018), y las concentraciones plasmaticas de BP3 en el suero luego de
una aplicacién de crema solar en todo el cuerpo: 200 pg/L (0.9 x 107 M) (Janjua et al.,
2008).

3.2 | Obtencioén de organoides mamarios
3.2.1 | Animales

Se utilizaron ratones hembra de las cepas BALB/cCmedc y C57BL/6, provenientes del
Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral
[Universidad Nacional del Litoral (UNL) - Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET)] y del Centro Atomico de Ezeiza (Buenos Aires,
Argentina), respectivamente. Luego de la llegada de los animales al bioterio del
Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL; UNL-CONICET), se mantuvieron 15
dias en condiciones controladas (20 + 2° C; 14 h de luz desde las 06 hasta las 20 h),
tuvieron libre acceso a agua y comida (16—014,007 Rata-raton, Nutricion Animal,
Rafaela, Argentina), y se los manipulé lo mas humanamente posible. El protocolo
experimental fue disefiado de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos, y aprobado
por el Comité de Etica y Seguridad de la Investigacién de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biologicas (FBCB) - UNL, Santa Fe, Argentina (Protocolo #CE2019-36;
10/21/2019).

3.2.2 | Mastectomia

Se obtuvieron asépticamente las glandulas mamarias de ratones hembra nuliparas (n =

8-10 animales por ensayo) de 8 semanas de edad, en diestro (determinado por
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extendidos vaginales), siguiendo protocolo establecido en nuestro laboratorio y basado
en bibliografia de referencia (Davis & Fenton, 2013; Kass et al., 2004; Rasmussen et
al., 2000). Los animales se sacrificaron mediante camara de CO, y posterior
dislocacién cervical. Los animales se colocaron con el abdomen hacia arriba sobre una
tabla de diseccién, y se desinfectdé el campo quirirgico con etanol 70°. Se realizdé una
incision por la linea media partiendo desde el pubis justo por encima del area genital,
en direccién hacia el térax hasta la altura de la traquea, procurando cortar solo la piel, y
no el musculo. Desde los extremos de la primera incisién, se realizaron nuevas
incisiones en direccién oblicua hacia las extremidades superiores e inferiores. Esto
permitié separar la piel del tejido muscular de los flancos izquierdo y derecho, estirarla
y sujetarla sobre la tabla de disecciéon. De esta manera, quedaron al descubierto las
cadenas mamarias toraxicas y abdominales de ambos lados, que permanecen
adheridas a la piel. De las mismas se diseccionaron los pares mamarios N° 3 (toraxico),
4 y 5 (abdominales), y se mantuvieron humedecidas con medio de cultivo estéril,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Invitrogen, Argentina), en una placa
de Petri estéril hasta continuar con la digestién del tejido y el aislamiento de los

organoides mamarios.

3.2.3 | Aislamiento de organoides mamarios

Siguiendo los protocolos descriptos por Lo et al. (2012) y Nguyen-Ngoc (2015), las
glandulas mamarias fueron disgregadas mecanicamente con bisturi en condiciones
estériles, y luego enzimaticamente a 37 °C por 30 min con una solucion de digestién
compuesta por 0.1 % tripsina y colagenasa IV (ambas Sigma-Aldrich), 5 % suero fetal
bovino (SFB, Sigma-Aldrich), 5 ug/mL insulina (Sigma-Aldrich) y 50 ug/mL gentamicina
(Northia, Argentina). Luego de centrifugar a 1500 rpm por 10 min, se descarté el
sobrenadante y el pellet se suspendié en solucion de 40 U/mL DNAsa | (Sigma-
Aldrich). Las soluciones utilizadas fueron preparadas en medio DMEM/F12 (Gibco).
Posteriormente, se realizaron centrifugaciones diferenciales para remover las células
aisladas y obtener el pellet enriquecido en clusters (agregados) de células epiteliales

mamarias, denominados organoides mamarios.

3.3 | Cultivo 3D para evaluar ramificacion ductal

Los organoides mamarios destinados al experimento de ramificacién ductal fueron
obtenidos de ratones hembra BALB/cCmedc. Una vez aislados, se cultivaron

embebidos en una ECM elaborada a partir de una mezcla de 50:50 Geltrex®
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(Invitrogen) y colageno | (BD Biosciences, Argentina) disuelto con medio basal:
DMEM/F12 suplementado con 0.1 % insulina-transferrina-selenio (ITS; Gibco), 1 %
penicilina-estreptomicina (Pen-Strep, Gibco), 50 ug/mL gentamicina (Northia) y 5 %
SFB filtrado con carbon activado para reducir su concentracion de hormonas y factores
de crecimiento (SFB-reducido; Gibco). El cultivo se realizé en placas de 12 pocillos y
se incubd por 24 h a 37 °C y 5 % CO.. Luego, el medio basal se reemplazé por medio
de ramificacion, de composicion similar al anterior, pero con DMEM/F12 sin rojo fenol y
suplementado con 2.5 nM FGF-2 (Gibco) para inducir la ramificacion ductal (Nguyen-
Ngoc et al., 2015). El cultivo con medio de ramificacion se realizé durante 9 dias,
renovando el medio cada 48 h. Durante este periodo, los organoides fueron expuestos
al VEH (0.01 % etanol) y a tres concentraciones de BP3 (1 x 10€ M, 1 x 10° M, o 1 x
102 M), preparadas segun lo detallado en la seccién 3.1 de este Capitulo. Las

exposiciones se realizaron por duplicado.

Se obtuvieron imagenes digitales representativas de los tratamientos en los dias 2, 5,
7 y 9 de induccion de la ramificacion, utilizando una camara de video Spot Insight V3.5
acoplada a un microscopio invertido de contraste de fase Olympus CK40 (Olympus
Optical Co., Ltd., Japdén). Ademas, en el dia 9 se obtuvieron muestras de organoides
ramificados para ensayos de biologia molecular (Pinto et al., 2011). El experimento

completo se realizé por duplicado.

3.3.1 | Score de evaluacion del desarrollo ductal

Se realiz6é una evaluacién semicuantitativa de la morfologia de los organoides con un
sistema de score (puntaje), segun su grado de ramificacion durante el experimento.
Los criterios para otorgar el score se definieron considerando los pasos secuenciales
de la induccion y progresion de la ramificacion ductal en organoides (Ewald et al.,
2008; Gray et al., 2010; Nguyen-Ngoc et al., 2015): Grado 1: organoides circulares
(forma de quiste) organizados en una sola capa de células epiteliales rodeando un
lumen central. Grado 2: organoides esferoidales compactos de bordes suaves, con o
sin indicios de ramificacion (protuberancias emergiendo desde el cuerpo central).
Grado 3: organoides con ramificaciones elongando desde el cuerpo central. Grado 4:
organoides ramificados con repolarizacion del epitelio en el cuerpo central o sus
ramificaciones. La morfologia fue analizada por tres evaluadores independientes sin

conocer el dia experimental ni el tratamiento.
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3.4 | Cultivo 3D para evaluar diferenciacién funcional

Los organoides mamarios destinados al experimento de diferenciacion funcional
fueron obtenidos de ratones hembra C57BL/6. Los organoides aislados se cultivaron
sobre Matrigel® (Corning, EE. UU.) con medio DMEM/F12 sin rojo fenol suplementado
con 0.1 % ITS, 1 % Pen-Strep, y 5 % SFB-reducido por 24 h a 37 °C y 5 % CO.. Los
medios y reactivos mencionados se adquirieron de Gibco. Luego el medio de siembra
fue reemplazado por medio de diferenciacion: DMEM/F12 sin rojo fenol suplementado
con hormonas lactogénicas (3 ug/mL PRL y 1 pg/mL hidrocortisona, ambas de Sigma-
Aldrich), 0.1 % ITS, 1% Pen-Strep y 2 % de Matrigel (Lo et al., 2012). La exposicion se
realizé por 72 h junto con el cultivo en medio de diferenciaciéon. Las soluciones de
exposicion utilizadas fueron el VEH (0.01 % etanol), BPA (1 x 10°M, 01 x 10 M) o
BP3 (1 x 1072 M, 1 x10° M, o 1 x 107 M). Se analiz6 la morfologia de organoides
estimulados con hormonas lactogénicas y de organoides no estimulados, utilizando un
microscopio invertido de contraste de fase Olympus CK40 (Olympus Optical Co., Ltd.,
Japodn) a las 24, 48 y 72 h de incubacion. Ademas, a las 72 h del cultivo se obtuvieron
muestras de los organoides diferenciados para ensayos de histologia y de biologia

molecular (Pinto et al., 2011). El experimento completo se realizé por triplicado.

3.5 | Obtencioén y procesamiento de muestras de organoides

Se siguieron los protocolos descriptos por Pinto et al. (2011). Se recolectaron los geles
(organoides en su ECM) de los cultivos de organoides ramificados y organoides
diferenciados, de los pocillos destinados a ensayos de biologia molecular en cada
experimento. Los geles se disgregaron con solucion de buffer (tampdn) fosfato (PBS)-
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) pipeteando y descargando repetidas veces,
hasta alcanzar homogeneidad (Mroue & Bissell, 2012). El contenido se traspasé a
tubos cdnicos, se agitaron suavemente 60 min a 4 °C, y se centrifugaron 5 min a 1154
x g a temperatura ambiente. Luego los pellets enriquecidos en organoides se lavaron
rapidamente con PBS en tubos de 1.5 mL en hielo, centrifugandolos 5 min a maxima
velocidad. Los pellets se disgregaron y homogeneizaron con reactivo TRIzol
(Invitrogen, Argentina) utilizando jeringa y aguja de tuberculina 25 G. Durante este
proceso, el reactivo mantiene la integridad del ARN por inhibicion de la actividad de
enzimas ARNasas. Los homogenatos de conservaron a -80 °C hasta continuar con la

extraccion de acidos nucleicos.

Para los ensayos histolégicos, se recolectaron los geles de los cultivos de organoides

diferenciados, que se sellaron entre dos capas (tipo sandwich) de agarosa al 1.5 %.
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Luego se fijaron en formol-buffer (10 % de formaldehido en PBS, pH: 7.5) 6 h a
temperatura ambiente, se lavaron dos veces con PBS, y se conservaron en etanol 70°
hasta continuar con el procesado histologico de rutina (Junqueira & Junqueira, 1983)
adaptado para cultivos celulares (Anexo, Tabla A1). Brevemente, las muestras se
deshidrataron en alcoholes de graduacion creciente (etanol 96°, 100°), luego se realizé
el aclaramiento utilizando BioClear (Biopack, Argentina) y se incluyeron en parafina
fundida en estufa a 60 °C. Finalmente, las muestras impregnadas de parafina se
colocaron en moldes plasticos que se rellenaron con parafina fundida, y se dejaron
enfriar toda la noche a temperatura ambiente. Los bloques de parafina con los
organoides diferenciados se cortaron con micrétomo de rotacién (Leica Jung RM2025,
Leica Instruments GMT, Alemania) para obtener secciones histolégicas de 5 ym de
espesor, que se montaron en portaobjetos de vidrio previamente tratados con 3-
aminopropil trietoxy-silano (Sigma-Aldrich) como adhesivo tisular, y luego se secaron

en estufa a 37 °C toda la noche.

3.6 | Caracterizacion histologica y expresion de receptores hormonales

Para corroborar el modelo de cultivo 3D de diferenciacién funcional, e interpretar los
resultados de la exposicion directa a los PEs, se caracterizé la histomorfologia, la
organizacion tisular, y la expresién de receptores hormonales de los organoides
diferenciados. En cada ensayo se analizd6 un minimo de 10 organoides por

tratamiento, seleccionados aleatoriamente, con una magnificacion de 400X.

3.6.1 | Analisis histomorfolégico

La caracterizacién histologica de los organoides diferenciados se realizé mediante la
tincion histoquimica clasica de hematoxilina de Mayer y eosina (H&E; Anexo, Tabla
A2). Brevemente, las secciones histolégicas de los organoides se desparafinaron en
solvente organico, se hidrataron en alcoholes de concentracion decreciente, se tifieron
con H&E, se deshidrataron en alcoholes de graduacién creciente, y se montaron con
cubreobjetos utilizando balsamo de Canada (Sigma) como liquido de montaje
permanente. La histologia general se analizé con un microscopio 6ptico Olympus BH2
(Olympus Optical Co., Ltd., Japdn). Se evalué la formacion del lumen central y la
morfologia de las células epiteliales. También se obtuvieron imagenes digitalizadas
con una camara color digital Spot Insight V3.5 acoplada al microscopio Olympus BH2

para evaluacién morfométrica. En cada organoide se midié el area total y el area
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luminal utilizando el programa Imaged (National Institutes of Health -NIH-, EE. UU.,

imagej.net/ij/).

3.6.2 | Analisis de la organizacion tisular y expresion de receptores hormonales

En los organoides diferenciados, utilizando ensayos de inmunofluorescencia (IF)
(Anexo, Tabla A3), se detectaron marcadores moleculares para identificar las estirpes
celulares presentes en los organoides mamarios aislados, permitiendo diferenciar
entre células epiteliales y estromales, y corroborar la correcta polarizacion celular. Se
analizé la localizacién de p-catenina (B-cat), que se expresa en la membrana
basolateral de las células epiteliales luminales; citoqueratina-8 (CK8), que se expresa
en células epiteliales luminales; pan-CK (reconoce las CKs 1, 5, 10, y 14), que se
expresa en células basales; y la expresiéon de los receptores hormonales ESR1 y RP.
Brevemente, las secciones histolégicas se desparafinaron, hidrataron, bloquearon con
10 mg/mL borohidruro de sodio para minimizar la autofluorescencia. La incubacién con
los anticuerpos primarios de interés (Tabla 1) se realizé toda la noche a 4 °C. Luego,
se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes (Tabla 1) por 1 h a
temperatura ambiente, los nucleos se marcaron con 4, 6-diamino-2-fenilindol
dihidrocloruro (DAPI; Fluka, Sigma-Aldrich), se montaron con ProLong Gold (Molecular
Probes, Thermo Fisher Scientific, Argentina), y se reservaron en oscuridad a 4 °C
hasta ser evaluados, segun protocolo descripto previamente en Altamirano et al.
(2017b). Finalmente, se analizaron con un microscopio Olympus BX-51TRF equipado
para deteccion epifluorescente y con los filtros apropiados (Olympus Optical Co., Ltd.,
Japon).

3.7 | Evaluacion de marcadores de diferenciacion funcional

En los organoides diferenciados se analizd por IF la expresion de los marcadores de
diferenciacion funcional CSN2, LALBA y WAP, y de pSTATS5a/b (Tabla 1). La
intensidad relativa de la fluorescencia de CSN2, WAP, y LALBA se evalud en el
citoplasma de las células epiteliales y en el lumen alveolar de los organoides
diferenciados por medio de la densidad integrada, mientras que la de pSTAT5a/b se
evalud en el citoplasma y el nucleo de las células epiteliales. Las mediciones de la
intensidad de la fluorescencia se realizaron con el programa ImagedJ. El valor medio de
las lecturas de intensidad de la fluorescencia inespecifica en las regiones
seleccionadas se substrajo del valor de la densidad integrada, para obtener el valor de

la intensidad de fluorescencia total corregida, que se grafic6 como la intensidad de
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fluorescencia relativa, en unidades de medida arbitrarias desde 0 a 500 (Jensen,
2013). Cada tratamiento se evaludé por ftriplicado, analizando un minimo de 10
organoides seleccionados aleatoriamente por tratamiento y por ensayo, a una
magnificacion de 600X con un microscopio Olympus BX-51TRF equipado para
deteccién de epifluorescencia y con los filtros apropiados (Olympus). Las imagenes se
capturaron con una camara color digital de alta resolucién USB 2.0 (Qimaging® Go-3,

Qimaging, Canada).

Tabla 1. Anticuerpos y diluciones empleadas en los ensayos de IF

Anticuerpo primario; dilucién Proveedor Anticuerpo secundario; dilucion
Santa Cruz
Anti-B-Cat (clon E5); 1:1600 Biotechnology Inc. Anti-raton Alexa Fluor 546%; 1:100

(Santa Cruz, EE. UU.)

The Binding Site Ltd.

Anti-CK8; 1:1600 (Reino Unido)

Anti-oveja (Sigma); 1:150

Anti-pan-CK basal (clon Novocastra Lab., Ltd.

34Be12): 1:100 (Reino Unido) Anti-ratén Alexa Fluor 546, 1:100

Anti-REa (clon 6-F11); 1:50 ~ Novocastralab., Ltd. -y v i Alexa Fldor 546; 1:50
(Reino Unido)

Anti-RP (clon A0098); 1:200 Dako Corp. (EE. UU.)  Anti-ratén Alexa Fldor 546; 1:400

Anti-RP (PR 130); 1:100 ISAL Anti-conejo Alexa Fldor 488%, 1:100

Santa Cruz
Anti-pStatba/b (Tyr 694); 1:20 Biotechnology Inc. Anti-conejo Alexa Fluor 488, 1:100
(Santa Cruz, EE. UU.)

Anti-CSN2, 1:400 IBYME — CONICET* Anti-conejo Alexa Fluor 488, 1:200
Santa Cruz
Anti-WAP (clon E8); 1:50 Biotechnology Inc. Anti-raton Alexa Fluor 546, 1:100
(Santa Cruz, EE. UU.)
Anti-LALBA, 1:400 IBYME — CONICET* Anti-conejo Alexa Fluor 488, 1:200

*: gentilmente provistos por el Dr. Leonardo Bussmann (IBYME — CONICET).
#: el proveedor de ambos anticuerpos fue Invitrogen.

3.8 | Analisis de la expresion génica
3.8.1 | Extraccion de acidos nucleicos

Los homogenatos de organoides conservados en TRIzol se procesaron segun las
instrucciones del fabricante hasta obtener ARN total y ADN gendmico (ADNg).
Brevemente, los homogenatos se descongelaron a temperatura ambiente y se les
agrego cloroformo. Luego, por centrifugacion se separaron en una fase superior
acuosa y translucida que contiene el ARN, y otra fase inferior organica de color rosado
que conserva el ADN vy las proteinas. EI ARN de la fase acuosa se precipitd con
isopropanol, se lavé con etanol 80° para remover impurezas, y se solubilizé en agua
libre de ARNasas. EI ADN de la fase organica se precipitd con etanol 100°, se

removieron las impurezas primero con citrato de sodio 0.1 M en etanol 100° (pH 8.5), y
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luego con etanol 80°. El pellet de ADN se disgregd en agua estéril y se incubd 20 min

en bafio maria a 60-65 °C. Finalmente, el sobrenadante se traspasd a un tubo limpio.

Posteriormente, se midié la concentracion de los acidos nucleicos por lectura de la
absorbancia a longitud de onda de 260 nm en espectrofotdmetro NanoDrop Lite
(Thermo-Scientific, EE. UU.). La pureza de estos se evalué de manera indirecta segun
la relacion entre la absorbancia a longitudes de onda de 260 nm (punto de maxima
absorcion de acidos nucleicos) y 280 nm (punto de maxima absorcion de proteinas).
Solo se utilizaron muestras que presentaron una relacion de absorbancia 260/280 >
1.9 para ARN, y > 1.7 para ADN. Las muestras de ARN total se conservaron a -80 °C

y el ADNg a -14 °C hasta su posterior utilizacion.

3.8.2 | Transcripcion reversa del ARN total

A partir de 1 yg del ARN total extraido de cada muestra se realizé una retro-
transcripcion (RT) para obtener su ADN complementario (ADNc) correspondiente. La
RT se realizé utilizando 200 U/l de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus, Promega, EE. UU.), 1 ug/uL de hexameros de
oligonucledtidos (Promega) como cebadores, 40 U/uL del inhibidor de ARNasas
RNAout (Invitrogen), 10 nmol de una mezcla de desoxinucleétidos trifosfato, y cantidad
necesaria de solucion amortiguadora, provista por el fabricante de la enzima M-MLV,
para alcanzar un volumen final de reaccién de 30 uL. Las RTs se realizaron en un
termociclador T18 (IVEMA, Argentina) en dos etapas. Primero a los tubos de reaccion
se les agregd el ARN vy los oligonucleoétidos, y se corrié un programa de reaccion de 5
min y 30 s a 70 °C. Luego a los tubos se les adicioné el resto de los reactivos, y la
reaccion se continué con un programa de 90 min a 37 °C, 15 min a 42 °C, 5 min a 80
°C, 30 s a 94 °C, y estabilizacion de la temperatura a 25 °C. EI ADNc generado se
diluyé con agua libre de ARNasas llevandolo a un volumen final de 30 pL, y se
conservo a -20 °C hasta ser utilizado para ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real (QPCR). Como control negativo de la reaccion se
utilizd6 ARN incubado en las mismas condiciones, pero sin enzima transcriptasa

reversa.

3.8.3 | Disefio y evaluacién de oligonucleétidos para qPCR

Para realizar las técnicas de QPCR se utilizaron oligonucledtidos disehados
previamente por nuestro laboratorio, y se disefiaron otros con el programa online de

uso libre PrimerBLAST (National Center for Bioinformatic Information -NCBI-, NIH).
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Para el disefio, se buscaron las secuencias de los genes de interés especificos para
Mus Musculus en la base de datos de la biblioteca Nucleotide del NCBI
(ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/); se identificaron los exones de estos, y se identificaron
las secuencias de oligonucleétidos propuestos por el programa que eran
complementarias a dos exones adyacentes, cuyo intron intermedio fuese mayor a
1000 pb, para evitar la amplificacion de productos inespecificos, proveniente de
secuencias de ADNg. De estas secuencias de oligonucledtidos identificadas, se
analizaron sus propiedades: longitud de la secuencia y del amplicon resultante,
temperatura de disociacién con la cadena molde, y composicion porcentual de las
bases nucleotidicas, entre otras. De ser necesario, se identificaron otras secuencias
manualmente cuando las propiedades de las propuestas por el programa no eran
satisfactorias. Ademas, se analizaron las variantes de los genes de interés, si los
oligonucledtidos eran complementarios en todas o algunas variantes mas relevantes, y
si amplificaban productos de otros genes. Las secuencias de los oligonucleétidos mas
satisfactorios se enviaron a sintetizar, y luego los viales liofilizados se reconstituyeron
segun las especificaciones de los fabricantes, se fraccionaron en alicuotas, y se

almacenaron a -20 °C hasta ser utilizadas.

3.8.4| qPCR

A partir del ADNc generado, se evaluo la expresion de ARN mensajero (ARNm) de los
genes de interés, mediante qPCR utilizando un termociclador Applied Biosystems
StepOne™ (Thermo Fischer Scientific). Esta técnica permite la deteccion y
cuantificacion ciclo a ciclo de un fluoréforo que se intercala entre las hebras de la
doble cadena helicoidal del ADN. El fluorometro del termociclador detecta y lee la
intensidad de la fluorescencia emitida del fluoréforo utilizado a medida que transcurre
la PCR. Las secuencias de oligonucledtidos utilizados se detallan en la Tabla 2. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en tubos duplicados en cada corrida. Se
utilizaron por tubo 2.5 yL de ADNc que se combinaron con HOT-FIRePol EvaGreen
gPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Biocientifica, Argentina) y 5 pmol de cada
oligonucledtido en un volumen final de 10 pL. Las condiciones de la reaccion fueron: 1
fase inicial de activacion de la polimerasa a 95 °C por 15 min, y 45 ciclos de:
desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, hibridacion a la temperatura especifica para cada
oligonucledtido (53-60 °C) por 15 s, extensién a 72 °C por 15 s, y lectura de la
fluorescencia a 83 °C por 10 s. La pureza de los amplicones (99-173 pb) se confirmo
mediante curvas de disociacion, y corridas electroforéticas en gel de agarosa de

muestras elegidas al azar en cada corrida. Se incluyeron controles negativos sin ADNc
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en todos los ensayos. Segun el ensayo (ramificacion ductal o diferenciacién funcional)
se evalud la expresién de los receptores de hormonas ovaricas, el ESR1, RP y de su
isoforma RP-B; de las moléculas de la via de sefalizacion de estos receptores, WNT4,
RANKL, AREG, y ELF5; del IGF-1; de las proteinas lacteas CSN2, LALBA, y WAP; de
los receptores de hormonas lactogénicas GR, PRLR, y de STAT5a, que interviene en

la via de senalizacion del PRLR.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en qPCR y condiciones de reaccion

Gen Secuencia 5—3’
L19 Sentido: ATCATCCGCAAGCCTGT
Anti-sentido: TCCATGTGACCTTCTCTGG
ESR1 Sentido: ACTACCTGGAGAACGAGCCC
Anti-sentido: CCTTGGCAGACTCCATGATC
RP Sentido: GACCAGTCTCAACCAACTAGGC
Anti-sentido: ACACCATCAGGCTCATCCAG
RP-B Sentido: TCCCCCTTGCTTGCACGCTT
Anti-sentido: CGAGGAAAAAGCAGCCCGTC
WNT4 Sentido: AGGAGTGCCAATACCAGTTCC
Anti-sentido: CAGTTCTCCACTGCTGCATG
RANKL Sentido: ACCAGCATCAAAATCCCAAG
Anti-sentido: AAGGGTTGGACACCTGAATG
AREG Sentido: TGCTGTCGCTGCTGGTCTTA
Anti-sentido: CAGAAACCACAAGTCCACCAGC
ELF5 Sentido: TGTGACCCCCTGATGCCTTG
Anti-sentido: GGTCGCAGCAGAATTGGAGC
IGF-1 Sentido: CTGGTGGATGCTCTTCAG
Anti-sentido: CCACAATGCCTGTCTGAG
CSN2 Sentido: AAACATCCAGCCTATTGCTC
Anti-sentido: CATCTGTTTGTGCTTGGGAA
LALBA Sentido: AACGACAACGGCAGCACAGA
Anti-sentido: GGATCTTCTTGGCACACGCT
WAP Sentido: TGCCTCATCAGCCTTGTTCT
Anti-sentido: TGGGAACATGGACTGAACTG
STAT5a Sentido: TGGAGGAGATGCTGGCTGAG
Anti-sentido: CCGCAAACTTGGTCTGGGTC
GR Sentido: CTCCCAAACTCTGCCTGGTG
Anti-sentido: GTGCTGTCCTTCCACTGCTC
PRLR Sentido: AAAGTATCTTGTCCAGACTCGCTG

Anti-sentido: AAACAGATGACAGCAGAGAGAATG

3.8.5 | Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de amplificacion de las gPCR se corrieron en geles de agarosa de entre
1-3 % pl/v, utilizando solucién de Tris-acetato-EDTA como buffer de corrida. Se
utilizaron patrones de peso molecular de entre 100 y 1000 pb (CienMarker,
Biodynamics, Argentina), y el intercalante GelGreen® (Biotum, EE. UU.) como agente
de contraste. Se agregd 1 ul de GelGreen 1000 X por mL de solucién de agarosa en
los geles. Las corridas se realizaron en una cuba electroforética horizontal Bio-Rad

Power Pack 300 (Bio-Rad, EE. UU.) a 70 V hasta que el frente de corrida ingresara al
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gel desde los pocillos, y luego se aumento el voltaje a 80 V hasta finalizar la corrida.
Los geles se revelaron en un transiluminador Fotodyne® Foto/UV® 1 (Fotodyne Inc.,
EE. UU.).

3.8.6 | Evaluacién de la expresion de los transcriptos

Para el calculo de la expresion de cada gen se determind la intensidad de su
fluorescencia por gPCR, utilizando el método del ciclo umbral (Ct, cycle threshold;
Higuchi et al., 1993). Los valores de Ct se determinaron con el programa StepOne
Software v2.3 (Applied Biosystem Inc.) con un umbral de ajuste automatico de la
fluorescencia inespecifica. La eficiencia (Ef) de reaccion para cada gen se determino
mediante curvas estandar. Se realizaron corridas de amplificacion para cada gen a
partir de diluciones seriadas de ADNCc, incluyendo alicuotas de 1-2 pyL de cada
muestra, de todos los grupos experimentales. Luego se graficd el logaritmo de la
concentracion de ADNc vs su valor de Ct correspondiente, y se determiné la ecuaciéon
de la recta y el valor de R? por medio de regresion lineal. Valores de R? >0.985 se

consideraron satisfactorios. La Ef se calculé mediante la siguiente ecuacion:
Ef = 101 siendo m la pendiente de la recta.

Dependiendo de las variaciones inherentes a cada corrida en particular, la Ef de
reaccion para cada gen vario entre 95-105 %. La expresion de ARNm del RP-A se
calculd por diferencia entre el nivel de expresion del RP total y el del RP-B. Los valores
de expresion de cada gen blanco se normalizaron por la expresion del gen que
codifica para la proteina ribosomal L19, de expresion constitutiva (housekeeping),
debido a que no se observaron diferencias significativas en los valores de Ct entre las

muestras de los diferentes grupos experimentales.

En el ensayo de ramificacion ductal la expresion relativa de cada gen blanco se calculo
con el programa de uso libre Relative Expression Software Tool REST-MCS®© beta v2
2006 (gene-quantification.de/rest-mcs.html) que se fundamenta en el método del
célculo de la relacién de expresion (expression ratio) de Pfaffl (2001). Este método se
basa en la correccion de las eficiencias de reaccién exactas de cada gen blanco, y de
expresion constitutiva, y el valor medio de la variacion de Ct entre el grupo control y los
demas grupos experimentales. Para el analisis de expresién de cada gen se deben
ingresar en el programa la Ef de reaccién y los valores de Ct de las muestras de los
grupos experimentales. Luego, el programa analiza la significancia de los resultados
de la expresion de los transcriptos evaluados, utilizando el método de aleatorizaciones

Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test© (Pfaffl et al., 2002), y calcula la
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estimacion del error estandar (SE) utilizando un algoritmo basado en las series de

Taylor (gene-quantification.de/avery-rel-pcr-errors.pdf).

En el ensayo de diferenciacion funcional la evaluacion de la expresion relativa de cada
gen blanco se determiné por el método de la curva estandar (Ciko$ et al., 2007).
Similar a la determinacién de la Ef de reaccion, el analisis de la expresién de los genes
blancos se realiza ingresando el valor de Ct de cada muestra para obtener su
concentracién correspondiente, que se normaliza por la expresion de L19 por el mismo

procedimiento.

3.9 | Analisis de la metilaciéon del ADN
3.9.1 | Bioinformatica

Se analizaron los genes que codifican para las proteinas lacteas CSN2, LALBA y WAP
de ratébn (Mus musculus) con el programa Methyl Primer Express v1.0 (Applied
Biosystems, EE. UU.) para identificar regiones de islas CpG. Se definié como criterio
que una isla CpG sea una secuencia de ADN igual o superior a 200 pb, con una
proporcion de GC mayor al 50 %, y un promedio de CpG observado mayor a 0.6
(Missaghian et al., 2009). En los genes evaluados no se encontraron regiones que
cumplieran con este criterio. Por lo tanto, se analizaron las regiones promotoras de
estos genes para identificar sitios de restriccion para la enzima sensible a metilacién
Tail (Maell). Los sitios de union putativos a factores de transcripcion se reconocieron
utilizando el programa PROMO v3 (TRANSFAC v8.3; http://alggen.lIsi.upc.es) (Farré et
al., 2003; Messeguer et al., 2002). Los oligonucleétidos necesarios (Tabla 3) se
disefiaron con el programa Vector NTI Suite v6.0 (Infomax Inc., USA). Ademas, para el
control interno de los ensayos, se disefiaron oligonucleétidos para una region de ADN

cercana al sitio de analisis, que no tuviera sitios para Tail.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos de ensayos epigenéticos

Oligonucleétido Secuencia 5—3’

CI promotor CSN2 Sentido: AATGCTGGTCTCAATGCTGG
Anti-sentido: ATGTTCCTCCAGCCAAGTGA

Tail promotor CSN2 Sentido: AATGCTGGTCTCAATGCTGG
Anti-sentido: ATGTTCCTCCAGCCAAGTGA

CI promotor LALBA Sentido: GTGTTTTCCAGTCACCTCCC
Anti-sentido: CTCACTTGGCTCTGGTAAACC

Tail (a) LALBA Sentido: TGGCTAGGTTGGACAGACAA
Anti-sentido: AGGGAGGTGACTGGAAAACA

Tail (b) LALBA Sentido: AAGACATAGATGGCTATCAAGGC

Anti-sentido: GAGGAGACAGAGAAGGAGGAGA

Cl: control interno.
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3.9.2 | Analisis de los sitios sensibles a metilacion

El estado de metilacién del ADN de los genes que codifican para las proteinas lacteas
se analizd utilizando la técnica combinada de digestién con enzimas de restriccion
sensibles a sitios de metilacion, seguida de PCR en tiempo real (MSRE-PCR,
Methylation-Sensitive Restriction Enzimes — PCR) (Altamirano et al., 2017b; Gomez et
al., 2019). En todos los casos, 1 ug de ADNg previamente obtenido, se digiri6 con 5 U
de EcoRl o BamHI (Promega, USA) para reducir el tamafio de las cadenas de ADN.
Luego los fragmentos obtenidos se purificaron con fenol/cloroformo, seguido de
precipitaciéon con etanol 100°. Luego, 0.5 ug del ADN escindido se incubé con una
solucion de 1 U de Tail en el amortiguador provisto por el fabricante (Thermo Fischer
Scientific Inc.) a 65 °C por 1 h. Posteriormente, los productos de digestion también se
purificaron con el método de fenol/cloroformo. Para evaluar el nivel de metilacién
relativo de las regiones promotoras de los genes, se realizé un pool de 4 muestras por
grupo experimental que se analizd por triplicado o duplicado por gPCR con los
oligonucléotidos de la Tabla 3. La enzima de restricciéon sensible a metilaciéon Tail es
incapaz de cortar las secuencias en los sitios metilados, permitiendo la amplificacién
de los fragmentos. Una region sin sitios de restriccion para Tail se amplificé como
control interno. Si la regidon de interés esta metilada, la digestion enzimatica con Tail
no es posible, permitiendo la amplificacién del fragmento. En cambio, si no esta
metilada, Tail escinde el ADN y previene la amplificacion del fragmento. El grado de
metilacion relativo de la region de interés se determind graficando los valores de Ct
contra el logaritmo del control interno, proporcionando curvas estandar para la
cuantificacion y evaluacion del nivel relativo de metilacion de las muestras incognitas
(Ciko$ et al., 2007).

3.10 | Analisis estadistico

Se realizé en primer lugar un analisis exploratorio de los datos para evaluar la
normalidad de la distribucion (test de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de la varianza
(test de Levene). Los datos se expresaron como la media + SEM (error estandar de la
media). El analisis del ensayo ADNme se realizé con el test U de Mann-Whitney. Los
resultados provenientes de los ensayos de qPCR del experimento de ramificacién se
analizaron mediante el programa REST-MCS© beta v2 2006 (gene-
quantification.de/rest-mcs.html) que utiliza el método de aleatorizaciones Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test© (Pfaffl et al., 2002). Los demas resultados de

gPCR se evaluaron mediante el test paramétrico ANOVA de una via para evaluar la
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significancia general, seguido del test post hoc de Dunnet para comparar cada
tratamiento contra el VEH; o el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test
post hoc de Dunn, segun correspondiera. En todos los casos, un valor de p<0.05 se

considero significativo.

4 | RESULTADOS

4.1 | Efectos de la exposicion directa a BP3 sobre la ramificacion ductal en

organoides mamarios
4.1.1 | Evaluacion morfolégica de la ramificacion ductal

Los organoides mamarios cultivados en Geltrex y colageno | respondieron
satisfactoriamente al estimulo del FGF-2 adicionado en el medio de cultivo para inducir
la ramificacion ductal. A partir del dia 2 con medio de ramificacién no se observaron
organoides de morfologia cistica (grado 1) en ninguno de los tratamientos. La
morfologia en el tratamiento con VEH progres6é desde clusters simples de células
epiteliales con indicios de protuberancias brotando desde el cuerpo central (grado 2)
en el dia 2, hacia estructuras mas complejas con ramificaciones extendiéndose desde
el centro (grado 3) en los dias 5-7, y alcanzando la repolarizacion epitelial para formar
lumen en sus ramificaciones y/o cuerpo central (grado 4) en el dia 9 (Figura 10 A).

BP3

Score de ramificacion
w

-
N1)
(i 1 -
2 5 7 9
Dias
P~ |
m |
0| —— VEH
1§ === 10"mBP3
== 10°mMBP3
+ 10°m BP3

Dia 9

Figura 10. Ramificacién ductal en organoides mamarios. A) Imagenes representativas de los
organoides expuestos al vehiculo (VEH) y a BP3, durante la induccién de la ramificacion ductal.
B) Score de ramificacion evaluado los dias 2, 5, 7, y 9 de cultivo. Cada punto representa la
media + SEM de 5-11 organoides por dia experimental. Magnificacién: 600X.
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La ramificacion ductal en los organoides expuestos a BP3 progresé de manera similar
a la del VEH a lo largo del experimento y no hubo diferencia estadistica en el score

morfolégico en ninguno de los dias evaluados (Figura 10 B).

4.1.2 | Expresion de receptores hormonales y moléculas de senalizacion

La exposicion directa a BP3 no modificd la expresion de ARNm del ESR1 en los
organoides ramificados. Sin embargo, la expresién del RP se encontré disminuida en
las tres concentraciones de BP3 evaluadas (p<0.05) en comparacién con el VEH. De
manera similar, la exposicion directa a 1 x 10° My 1 x 10° M BP3 disminuyo la
expresion de RANKL y AREG (p<0.05). En cuanto a la expresion de IGF-1, ésta se
encontro elevada solo en 1 x 102 M BP3 en comparacion con el VEH. Por otro lado,
ninguna de las concentraciones de BP3 modifico la expresién de WNT4 y ELF5. Estos

resultados se muestran en la Figura 11.

ESR1/L19
Expresion de ARNm
RP/L19
Expresion de ARNm
IGF-1/L19
Expresion de ARNm

AREG/L19
Expresién de ARNm

RANKL/L19
Expresion de ARNm

WNT4/L19
Expresion de ARNm

ELF5/L19
Expresion de ARNm
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Figura 11. Expresion de receptores hormonales y de sus moléculas de sefializacion. Expresion
relativa de ARNm del ESR1, RP, IGF-1, AREG, RANKL, WNT4, y ELF5. Las barras
representan la media + SEM de 3 pools de organoides, de pocillos duplicados para cada
tratamiento. La expresién de ARNm se normalizé por la expresion de L19 y por la del vehiculo
(linea de puntos). *p<0.05, analisis del programa REST-MCS®©, cada tratamiento se comparo
contra el vehiculo.
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4.2 | Experimento de diferenciacion funcional en organoides mamarios
4.2.1 | Caracterizacion de los organoides diferenciados
4.2.1.1 | Reorganizacion epitelial

Los organoides cultivados en Matrigel con medio de diferenciacién se reorganizaron
morfolégicamente de forma esperada. Los organoides partieron de fragmentos
irregulares cuyas células se encontraban dispuestas en multicapa (24 h). Durante el
periodo de cultivo con estimulos lactogénicos (hormonas + EGF) formaron un epitelio
bicapa con un lumen central (48 h), y adquirieron una forma mas redondeada y
uniforme (72 h). Por el contrario, los organoides cultivados sin estimulos lactogénicos
mantuvieron durante todo el experimento una disposicion de células multicapa vy

formas irregulares (Figura 12 A).

4.2.1.2 | Expresion de marcadores de diferenciacion funcional y receptores

hormonales

Se evalud la expresiéon de ARNm de las proteinas lacteas CSN2, LALBA, y WAP,
como marcadores especificos de diferenciacion funcional (Figura 12 B). Las tres
proteinas lacteas se expresaron en los organoides diferenciados, mientras que en los
organoides cultivados sin estimulos lactogénicos su expresion fue despreciable
(LALBA) o practicamente indetectable (CSN2 y WAP). En cuanto a la expresion de los
receptores hormonales, la expresion relativa de ARNm del RP-total, RP-B, y PRLR fue
mayor (p<0.05) en los organoides diferenciados en comparacion con los cultivados sin
estimulos lactogénicos, mientras que la expresion del ESR1 y GR fue similar (Figura
12 C).
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Figura 12. Caracterizaciéon de los organoides mamarios diferenciados. A) Imagenes
representativas de organoides mamarios luego de 72 h de cultivo con medio basal, y de
organoides cultivados con estimulos lactogénicos a las 24 h, 48 h, y 72 h de diferenciacion.
Flechas: organoides diferenciados. B) Expresion relativa de ARNm de ESR1, RP total, RP-A,
RP-B, PRLR, y GR. C) Expresion relativa de ARNm de CSN2, LALBA y WAP. En B) y en C) las
barras negras (organoides mamarios no diferenciados) y barras grises (organoides mamarios
diferenciados) representan la media + SEM de la expresion relativa de ARNm a las 72 h, de
tres experimentos independientes. La expresion de ARNm se relativizé a la expresion de L19.
*: p<0.05, test U de Mann-Whitney.

4.2.2 | Efectos de la exposicion directa a BP3 o BPA sobre la diferenciacion

funcional in vitro
4.2.2.1 | Diferenciacion alveolar

Morfolégicamente, los organoides diferenciados expuestos al VEH formaron
estructuras redondeadas tipo alveolos, organizados en una sola capa de células
epiteliales cuboidales, con un lumen central en el que se detectaron pocas células
apoptéticas o detritus celulares. La expresién proteica de B-cat y CK8 se observé en
todas las células, denotando su origen luminal, mientras que no hubo expresion de
pan-CK, indicando ausencia de células basales. En general, los organoides
diferenciados expuestos a BPA o BP3 no presentaron diferencias respecto al VEH, a
excepcion de la deteccion de algunas células positivas para pan-CK en los expuestos
a BPA (Figura 13). Por otro lado, tanto el area total de los organoides como el area

luminal alveolar fueron similares entre los tratamientos (Tabla 4).
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 VEH 1x10°M BPA 1x10°M BPA  1x10"°M BP3 1x10‘9M BP3 1x10°M BP3
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Figura 13. Histomorfologia de organoides mamarios diferenciados. Imagenes representativas
de tincion de H&E e inmunomarcacion de B-cat, CK8, y pan-CK, en organoides mamarios de
los diferentes tratamientos.
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CK8/DAPI

panCK/DAPI

Tabla 4. Cuantificacion del tamafio alveolar de organoides mamarios diferenciados

Tratamiento Area total (um?) Area luminal (um?)
VEH 263.7 + 30.8 69.3 +12.3
1 x10°° M BPA 295.0 624 60.9 + 13.8
1 x10¢ M BPA 235.2+23.3 69.7 £ 101
1 x10'2 M BP3 222.0+19.0 57.7+4.7
1 x10°° M BP3 210.2+34.5 51.6 +151
1 x10° M BP3 263.3+27.8 69.1 £ 10.3

Los resultados se expresan como la media + SEM de 10-15 organoides por tratamiento. VEH:
vehiculo.

4.2.2.2 | Expresion de receptores hormonales y pSTAT5a/b

En cuanto a los receptores hormonales (Figura 14 A), la expresion de ARNm del ESR1
fue mayor luego de la exposicion a 1 x 10° M de BPA o 1 x 1072 M de BP3 en
comparacion con el VEH (p<0.05). De manera similar, la expresion del RP total estuvo
incrementada luego de la exposicion a ambas concentraciones de BPA o de 1 x 10712
M de BP3 (p<0.05) debido a la mayor expresién del RP-B, que fue significativamente
mayor en los tratamientos con 1 x 10° M de BPAy 1 x 107" M de BP3 (p<0.05). La
expresion de ARNm del RP-A no mostrdé diferencias significativas entre los

tratamientos. Respecto a la expresién proteica del ESR1 y RP (Figura 14 B), ambos se
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localizaron principalmente en el nucleo, y en al menos una célula por organoide en

todos los tratamientos. Solo en los tratamientos con 1 x 10° M BPAy 1 x 10" M BP3

se detectd mas de una célula positiva por organoide.
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Figura 14. Expresion del ESR1 y RP. A) Expresion relativa de ARNm del ESR1, RP total, RP-
A, y RP-B en organoides mamarios diferenciados expuestos a BPA o BP3. Las barras
representan la media £ SEM de tres experimentos independientes. La expresién de ARNm se
relativizd por la expresion de L19. *: p<0.05, test de Kruskal-Wallis, seguido del post-test de
Dunn. Los tratamientos de BPA y BP3 se compararon por separado contra el vehiculo (VEH).
B) Imagenes representativas de IF del ESR1 y RP. Flechas: células con expresion nuclear.
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Por otro lado, la expresion de ARNm del GR y PRLR fue similar entre los tratamientos
(Figura 15 A y B). En cambio, la expresion de ARNm de STAT5a (Figura 15 C), factor
de transcripcion debajo de la via de sefalizacion de PRLR, estuvo incrementada en
los organoides expuestos a1 x 10° MBPAy 1 x 107'2 M BP3 (p<0.05).
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Figura 15. Expresion del GR, PRLR, y de la via de sefalizaciéon de PRLR. A), B), y C)
Expresion relativa de ARNm del GR, PRLR, y STAT5a, respectivamente. Las barras
representan la media + SEM de tres experimentos independientes. La expresién de ARNm se
normalizé por L19. *: p<0.05, test de Kruskal-Wallis, seguido del post-test de Dunn. Los
tratamientos de BPA y BP3 se compararon por separado contra el vehiculo (VEH). D)
Expresién proteica de pSTAT5a/b. La intensidad de fluorescencia se cuantificé en el citoplasma
y en el nacleo de 10 organoides por tratamiento. Las barras representan la media + SEM en
unidades relativas de fluorescencia, de tres experimentos independientes. *: p<0.05, ANOVA
de una via, seguido del post-test de Dunnet. Los tratamientos de BPA y BP3 se compararon
por separado contra el VEH. E) Imagenes representativas de IF de pSTAT5a/b. Flechas:
expresion citoplasmatica. Puntas de flecha: translocacién nuclear.
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Al analizar la expresion proteica de pSTAT5a/b, si bien no hubo diferencias
cuantitativas entre los tratamientos (Figura 15 D), solo en los tratamientos con ambas
concentraciones de BPA y con 1 x 107" M de BP3 se detecté su expresion nuclear
(Figura 15 E).

4.2.2.3 | Expresion de las proteinas lacteas

La expresion de ARNm de CSN2 estuvo incrementada en los organoides expuestos a
ambas concentraciones de BPA o a 1 x 10> M de BP3 en comparacién con el
vehiculo (Figura 16 A; p<0.05), mientras que su expresidn proteica fue mayor en los
organoides expuestos a 1 x 10° M de BPA o a 1 x 10> M de BP3 (Figura 16 B;
p<0.05). En cambio, la expresién de ARNm de LALBA estuvo reducida en ambas
concentraciones de BPA (Figura 16 C; p<0.05), mientras que su expresion proteica
solo fue menor en los organoides expuestos a 1 x 10° M de BPA (Figura 16 D;
p<0.05).
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Figura 16. Expresion de CSN2 y LALBA. A) y C) Expresion relativa de ARNm de CSN2 y
LALBA. Las barras representan la media + SEM de tres experimentos independientes. La
expresion de ARNm se normalizé por L19. *: p<0.05, test de Kruskal-Wallis, seguido del post-
test de Dunn. Los tratamientos de BPA y BP3 se compararon por separado contra el vehiculo
(VEH). B) y D) Expresion proteica de CSN2 y LALBA. La intensidad de fluorescencia se
cuantificé en 10 organoides por tratamiento. Las barras representan la media + SEM en
unidades relativas de fluorescencia, de tres experimentos independientes. *: p<0.05, ANOVA
de una via, seguido del post-test de Dunnet. Los tratamientos de BPA y BP3 se compararon
por separado contra el VEH. E) Imagenes representativas de IF de CSN2 y LALBA.

Con respecto a la expresiéon de WAP, su nivel relativo de ARNm estuvo reducido en
los organoides expuestos a 1 x 10 M de BP3 (Figura 17 A; p<0.05). De manera

similar, se puede observar en la Figura 17 B una expresion citoplasmatica
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cualitativamente menor de WAP en los organoides expuestos a 1 x 10°° M de BP3 en
comparacion con el con los otros tratamientos. La expresion de las proteinas lacteas
CSN2, LALBA y WAP se observo (Figuras 16 E y 17 B) en el citoplasma de las células
epiteliales, en su borde apical, o dentro del lumen alveolar. Esto sugiere sintesis y
secrecién activa de las mismas por los organoides diferenciados, independientemente

del tratamiento.
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Figura 17. Expresion de WAP. A) Expresion relativa de ARNm de WAP. Las barras
representan la media £+ SEM de tres experimentos independientes. La expresiéon de ARNm se
normalizé por L19. *: p<0.05, test de Kruskal-Wallis, seguido del post-test de Dunn. Los
tratamientos de BPA y BP3 se compararon por separado contra el vehiculo (VEH). B)
Imagenes representativas de IF de WAP.

4.2.2.4 | Metilacion del ADN

En primer lugar, el analisis bioinformatico revel6 que ninguno de los genes evaluados
(CSN2, LALBA, WAP) presentaba islas CpG. Por lo tanto, se analizaron las regiones
del promotor y el amplificador de estos genes para identificar posibles sitios de
restriccion para Tail sensible a metilacion. El unico gen que no presentd sitios
sensibles a metilacion en estas regiones fue WAP. Respecto a CSN2, se encontr6é un
sitio para Tail ubicado a -106 pb del promotor, asociado al factor de transcripcion
STATS (Figura 18 A). Ademas, se encontraron dos sitios para Tail en el gen de
LALBA: uno en la region del promotor (-411 pb), que denominamos Tail(a); y el otro en
el primer exén (+162 pb), que denominamos Tail(b), ambos asociados a diferentes
factores de transcripcion como ELF5, STAT1, CREBP (Figura 18 B).

La exposicion directa a ambas concentraciones de BPA o a 1 x 102 M de BP3
indujeron una disminucion en el nivel de metilacion del promotor de CSN2 (Figura 18
C; p<0.05). En cambio, se observd un incremento en la metilacién del sitio Tail(a) de
LALBA en los organoides expuestos a 1 x 10° de BPA, y de Tail(b) en los expuestos a
1 x 10 M BPA (Figura 18 D y E; p <0.05).

65



Capitulo 1

A) Promotor de CSN2 B) Promotor de LALBA
W @
; o Bt
108ph -27pb 411ph 154pb  -125pb 27pb +162pb
- [ Tail |« - | Tail (a)) « - [Tail (b)|«

C) D) % E) s

6, | CSN2 Tail 5, |LALBA-Tai(a) 5., |LALBA-Tail (b)

BE oo ol ‘T T 041 ”

T2 @ .2 1.59 0.2

=m 20 - =% =8 Enped

- + - -

[Ty - E o o 034

Eo ger * o 1.0 Ew

o O i} i

45 ([l 05 024

T T 04 T o To

= o * T T 054 = o

25 02 55 £5 o

Z ool . - 0.04 2 4ol .

VEH  10°MBPA 10°MBPA 10MBR3 VEH 10°M BPA 10°M BPA VEH 10°M BPA 10°M BPA

Figura 18. Modificaciones epigenéticas de CSN2 y LALBA. Esquemas ilustrativos del promotor
de CSN2 (A) y LALBA (B), incluyendo al exdn 1 y sus proteinas de union. Se indican los sitios
CG blancos de la digestion de la enzima de restriccion sensible a sitios de metilacion Tail, uno
para CSN2 (-106 pb del exon 1), y dos para LALBA (-411 pb y +162 pb del exén 1). +1: sitio de
inicio de la transcripcion. Analisis del nivel de metilacion del promotor de CSN2 (C), y LALBA (D
y E). Las barras representan la media + SEM del nivel relativo de metilacion de tres
experimentos independientes. El nivel de metilacién se relativizd a un control interno. *: p<0.05,
test U de Mann-Whitney.

5 | DISCUSION

En el presente capitulo utilizamos modelos de cultivo 3D para estudiar los efectos de
la exposicion directa a BP3 sobre dos procesos criticos del desarrollo de la glandula
mamaria: la morfogénesis de la ramificacion ductal, y la diferenciacion funcional. En
modelos in vivo, los PE inducen patrones de respuesta complejos, a través de un
amplio rango de mecanismos de accion. Por ello, las técnicas in vitro son utiles para
estudiar los mecanismos de accién de los PE en sistemas mas simples, que posibilitan
centrarse en procesos particulares, e independizarse de otros factores que estén
interviniendo en las vias de sefializacién de interés (Lo et al., 2012; Sumbal, et al.,
2020a; Wagner et al., 2017). Sin embargo, las sefiales de la ECM son necesarias para
la expresion de genes especificos en el tejido (Lo et al., 2012). En las ultimas décadas,
el cultivo primario de organoides mamarios en matrices 3D ha logrado recapitular con
gran precision diferentes etapas del desarrollo mamario incluyendo la morfogénesis
ductal y la diferenciacion funcional (Lo et al., 2012; Nguyen-Ngoc et al., 2015; Sumbal,
Chiche, et al., 2020b). En el presente capitulo, demostramos que la exposicion directa
a BP3 modificé la expresion de receptores hormonales, alteré vias de sefializacion
criticas en el desarrollo mamario, y la expresion de las proteinas de la leche. También
evaluamos los efectos de la exposicion directa al reconocido xenoestrégeno BPA,
como control positivo, sobre la diferenciacién funcional, y observamos que en general
los efectos de ambos compuestos se asemejaron, sugiriendo mecanismos comunes

de accion. El rango de concentraciones testeadas para cada compuesto quimico se

66




Capitulo 1

seleccion6 considerando sus niveles detectados en muestras biolégicas humanas y en
el ambiente (Calafat et al., 2008a, 2008b; Janjua et al., 2008; Kim & Choi, 2014; Lee et
al., 2018; Vandenberg et al., 2010). No se observaron cambios morfolégicos en los
organoides mamarios expuestos a BP3 durante la morfogénesis ductal, ni durante la
diferenciacion funcional. Sin embargo, BP3 alter6 de manera distinta la expresién de
receptores hormonales entre estas dos etapas del desarrollo mamario. Esto sugiere
que los efectos de BP3 podrian ser dependientes de estadio del desarrollo mamario, el

grado de diferenciacion epitelial, y/o las condiciones del microambiente hormonal.

Efectos de BP3 sobre la morfogénesis ductal

En el experimento de morfogénesis ductal, los organoides mamarios se ramificaron
progresivamente para formar estructuras lobulares complejas de conductos elongados,
con extremos redondeados y repolarizacion epitelial. La estimulacion con E2 durante
la morfogénesis ductal in vitro modifica la formacion de los organoides retrasando los
cambios morfologicos durante esta etapa (Lacouture et al., 2021). Incluso, la
exposicion a PEs altera el patréon de desarrollo morfolégico y el grado de ramificacion
en organoides mamarios de raton (Williams et al., 2016) y en cultivo 3D de tejido
mamario humano (Winkler et al., 2022), en concentraciones similares a la de este
estudio (2-1.5 x 10® M). Sin embargo, la exposicién directa a BP3 no modifico la
morfologia de los organoides durante este proceso, sugiriendo que no estaria
afectando la sefalizacion clasica de E2 como se ha demostrado con otros PEs
(Williams et al., 2016; Winkler et al., 2022). Esta diferencia también puede deberse a
que, en nuestro modelo, a diferencia de los trabajos citados, utilizamos una matriz rica
en laminina con el agregado de colageno |, que favorece la elongacion en detrimento

de la generacion de nuevos conductos nacientes (Nguyen-Ngoc et al., 2015).

Los cultivos primarios 3D de tejido mamario conservan la expresiéon de los receptores
hormonales ESR1 y RP, y sus vias de sefalizacion dependientes de ligando
(Lacouture et al., 2023; Tanos et al., 2013). En cuanto a la accion hormonal de BP3,
estudios in vitro demostraron que BP3 puede actuar tanto como un agonista (Gomez
et al., 2005; Schreurs et al., 2002; Suzuki et al., 2005; Watanabe et al., 2015) o como
un antagonista del ESR1 (Molina-Molina et al., 2008), o como antagonista del RP
(Schreurs et al., 2005). La exposicion directa a BP3 no modifico la expresién de ARNm
del ESR1, pero si disminuyd la expresién del RP, lo que sugiere que BP3 podria estar
actuando como antagonista de la transactivacién del ESR1, o directamente inhibiendo

la expresion del RP. Ademas de la via de sefalizacién hormonal clasica mediante la
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interaccion ligando-receptor, los PEs pueden afectar directamente las vias de
transduccién de sefiales (De Coster & Van Larebeke, 2012; La Merrill et al., 2020). Por
ejemplo, en cultivo de queratinocitos, BP3 induce la expresion de la fosfodiesterasa 4
B que disminuye la concentracion intracelular de adenosina monofosfato ciclica
(AMPc), la activacién de proteina quinasa A (PKA), y la fosforilaciéon de los elementos
de respuesta a AMPc (CREs) que pueden actuar como factores de transcripcion (Kim
et al., 2018). En la linea MCF7, la expresion del RP puede ser estimulada por los
inductores de la concentracién de AMPc, posiblemente mediante los CREs y a sus
proteinas de union (CREBs) (Cho et al., 1994). Asi mismo, en el utero la disminucién
de las CREBs disminuye la actividad transcripcional del RP (Condon et al., 2003). En
estudios futuros seria interesante evaluar los efectos de BP3 sobre la cascada de
sefalizacion de AMPc en las células epiteliales mamarias, y sus consecuencias en la

expresion del RP y sobre su actividad transcripcional.

En la glandula mamaria la expresién de AREG es inducida por la actividad
transcripcional tanto del ESR1 como del RP (Aupperlee et al., 2013; Ciarloni et al.,
2007), mientras que el RP induce la expresion de RANKL, WNT4, y ELF5.
Antagonistas del RP en cultivos mamarios inhiben la expresién de AREG, RANKL y
WNT4 (Obr et al., 2013; Ranjan et al., 2021). En nuestro modelo, la exposiciéon a BP3
disminuyd la expresion de AREG y RANKL, sin modificar WNT4 y ELF5. Estos
resultados sugieren que BP3 podria estar actuando como antagonista de la expresion
del ESR1 y/o del RP, afectando de manera diferencial la expresion de sus genes
blanco, como ha sido descripto para otros PEs (Lacouture et al., 2023; Winkler et al.,
2023). El RP regula la expresion de RANKL principalmente a nivel de maduracion y
estabilidad de su ARN, mas que a nivel transcripcional (Tanos et al., 2013). Por lo
tanto, es posible que en las muestras tratadas con BP3 esté favorecida la degradacién
de ARNm de RANKL. A pesar de no haberse observado cambios morfolégicos en los
organoides, las alteraciones producidas por la exposicion directa a BP3 sobre la
expresion de ARNm del RP y de moléculas blanco de su sefalizaciéon, podria tener
consecuencias criticas en el desarrollo mamario in vivo. En la glandula mamaria
puberal, la disminucidn en la expresion de AREG podria afectar la formacién de TEBs
(Aupperlee et al., 2013), y la de RANKL la ramificacion lateral y/o la alveologénesis
(Fernandez-Valdivia et al., 2009). En cuanto a esto, recientemente se demostré que la
exposicion oral a BP3 en ratones hembra C57BI/6 durante la pubertad provoca un
retraso del desarrollo mamario en la adultez, indicado por la persistencia de TEBs en

este periodo (Gao et al., 2025).
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En nuestro experimento, solo la concentracién mas baja de BP3 (1 x 10-'2 M) indujo la
expresion del IGF-1. Sin embargo, esto no estuvo asociado a cambios en la morfologia
de los organoides. Otros autores han demostrado que la exposicién a filtros UV induce
cambios en la expresién del IGF-1 de manera similar a los que produce E2 en tejidos
hormono dependientes como son vagina y utero (Jarry et al., 2004; Zhan et al., 2021).
Particularmente, BP3 incrementa la expresion del IGF-1 en peces (Zhang et al., 2023).
Por lo tanto, es probable que, a bajas concentraciones, BP3 presente un efecto
estrogénico leve que induce la expresion del IGF-1 durante la morfogénesis ductal

mamaria in vitro.

Efectos de BP3 sobre la diferenciacién funcional

Previamente, hemos demostrado que la exposicién oral perinatal a BPA alterd la
diferenciacion funcional de la glandula mamaria de la rata durante la prefiez y la
lactancia, modificando el contenido proteico y perfil de acidos grasos en la leche
(Altamirano et al., 2015; Kass et al., 2012). En este trabajo, se observé que la
exposicion directa a BPA o BP3, altera la expresién del ESR1, RP, y la via de
sefalizaciéon de PRL en organoides mamarios aislados de ratones hembra nuliparas.
En consecuencia, ambos PEs modificaron la expresion de las proteinas lacteas y su

regulacion transcripcional, durante la diferenciacion funcional in vitro.

En ausencia de estimulos lactogénicos los organoides mamarios presentaron formas
irregulares con epitelio multicapa y sin lumen central. En cambio, luego de 72 h de
estimulos lactogénicos se organizaron en estructuras semejantes a alveolos, con
epitelio bicapa rodeando un lumen central. Este tipo de estructura es necesaria para la
sintesis de las proteinas lacteas y la secrecion de la leche dentro del lumen (Barcellos-
Hoff et al., 1989). Ademas, los organoides expuestos a estimulos lactogénicos
presentaron niveles de ARNm mucho mas elevados de los marcadores de
diferenciacion CSN2, WAP y LALBA, y secrecion activa de las proteinas lacteas dentro
del lumen, indicando una correcta organizacion alveolar. Estas caracteristicas nos
indican que, en nuestro modelo los organoides mamarios en presencia de estimulos
lactogénicos lograron diferenciarse a nivel morfoldgico, bioquimico, y funcional.
Resultados similares en la expresion de los marcadores de diferenciacion fueron
reportados en organoides mamarios obtenidos de animales en el primer dia de
lactancia, en comparacién con organoides obtenidos de ratones hembra adultas
nuliparas (Rijnkels et al., 2013). Esto nos sugiere que los organoides diferenciados en

nuestro modelo se asemejan a la activacidon secretora en la lactancia temprana. Tanto

69



Capitulo 1

la sefializacion del ESR1 como del RP en el epitelio son necesarias, directa o
indirectamente, para la ramificacién ductal lateral y la alveologénesis durante la prenez
(Brisken & O’Malley, 2010). Sin embargo, en la prefiez disminuye la expresion epitelial
del ESR1 y del RP hasta un 3-5% antes del parto (Shyamala et al., 2002), siendo la
isoforma PR-B |la de mayor expresion durante esta etapa (Aupperlee et al., 2005). En
cambio, en la lactancia el RP no es detectable mientras que el ESR1 comienza a
aumentar (Neville et al., 2002; Shyamala et al., 2002). En nuestro modelo de
diferenciacion detectamos baja expresion proteica tanto del ESR1 como del RP, del
cual la isoforma PR-B presenté mucha mayor expresion que la isoforma PR-A a nivel
de ARNm. Este patrén de expresion de receptores también nos sugiere que los
organoides diferenciados en nuestro modelo se asemejan a un estadio avanzado de
diferenciacion, cercano a la lactancia temprana. En conjunto, estos resultados
sugieren que un periodo de cultivo de 72 h con hormonas lactogénicas es suficiente y
apropiado para permitir la alveologénesis mamaria y la activacion secretoria de las

proteinas lacteas dentro del lumen alveolar.

La organizacion histolégica y el tamafio de los organoides mamarios diferenciados
(area total y area luminal alveolar) fueron similares entre los tratamientos con los PEs
luego de 72 h de cultivo. La mayoria de los organoides, independientemente del
tratamiento, presentaron una sola capa de células epiteliales y formacion completa del
lumen con pocas células apoptoticas en algunos casos. Esto sugiere, que la
exposicion a BPA o BP3 no afecté la maduracién alveolar a nivel morfolégico u
organizacional. A diferencia del experimento de morfogénesis ductal, la exposicion a
BP3 aumento la expresion del ESR1 y RP en los organoides diferenciados, al igual
que lo hizo BPA. La exposicion a la concentracion mas baja de BPA (1 x 10° M) o de
BP3 (1 x 10°'2 M) incrementd la expresion de ARNm del ESR1 y del RP total. Ademas,
estas concentraciones también incrementaron la expresion de la isoforma RP-B, sin
modificar significativamente la expresion de RP-A. Esto indica que el aumento en la
expresion del RP total es debido a la isoforma RP-B. Por otro lado, los organoides
tratados con estas mismas concentraciones de BPA o BP3 presentaron expresiéon
proteica nuclear del ESR1 y el RP en mas de una célula por organoide, a diferencia
del VEH y los demas tratamientos. Al contrario, la exposicion a la concentracidon mas
alta de BPA (1 x 10® M) incremento la expresion de ARNm del RP total sin modificar la
expresion de la isoforma RP-B ni del ESR1, ni la expresion proteica nuclear de ambos
receptores. En la glandula mamaria adulta, la sefalizacién del ESR1 induce la
expresion del RP en las células epiteliales luminales (Haslam, 1989), tanto de la

isoforma RP-A como RP-B (Schultz et al.,, 2003). Los resultados de este trabajo
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sugieren que la exposicidbn a las concentraciones mas bajas de BPA o BP3,
incrementan la expresién del ESR1, y que a través de su sefalizacién inducen un
aumento en la expresién del RP-B. Por lo tanto, los efectos de BPA y BP3 podrian
estar mediando a través de la expresion y sefializacion gendmica de estos receptores

hormonales durante la diferenciacion funcional.

La via de senalizacion de PRL involucra la activacion de los factores de transcripcion
STAT5a y STATSb, y es necesaria para desarrollar una alveologénesis completa, y
para la expresion de las proteinas lacteas a finales de la prefiez y durante la lactancia
(Miyoshi et al., 2001; Rosen et al., 1999). STAT5a es un regulador crucial del
desarrollo de la glandula mamaria y para la lactogénesis, y se expresa en mayor
cantidad que STAT5b (Liu et al., 1997; Teglud et al., 1998). En este experimento, la
exposicion a BPA o BP3 no modificé la expresion de ARNm del PRLR. Sin embargo, el
tratamiento con la concentracion mas baja de BPA (1 x 10° M) o BP3 (1 x 1072 M)
incrementd la expresion de ARNm de STAT5a. Aunque ninguno de los tratamientos
modificé la expresiéon proteica de pSTAT5a/b, las dos concentraciones de BPA
evaluadas, y la mas baja de BP3 indujeron su traslocacion al nucleo. Estas
alteraciones ocurrieron en ausencia de modificaciones en la expresion del PRLR.
Previamente, en nuestro laboratorio demostramos que la exposicion perinatal a BPA
produjo alteraciones durante la activacion secretora en la glandula mamaria de la rata,
también por mecanismos independientes a la activacion del PRLR (Altamirano et al.,
2017b). En cuanto a esto, la sefializacion de P4 a través del RP puede activar JAK2,
incrementar la expresion de STAT5a, e inducir la translocacion de pSTAT5a/b al
nucleo, posiblemente mediante la interaccion entre RP y STAT5a/b (Leehy et al., 2018;
Richer et al., 1998). Asimismo, la fosforilacion del RP-B provoca su traslocacion a
regiones promotoras de STAT5a induciendo su expresion (Hagan et al., 2013; Leehy
et al., 2018). Por lo tanto, es posible que el incremento en la expresién de ARNm de
STAT5a, y de la localizacion nuclear de pSTAT5a/b en los tratamientos con 1 x 10° M
BPA y 1 x 10" M BP3 se deban a las modificaciones en la expresion del RP-B en

estos mismos tratamientos.

En este experimento, los genes de las proteinas lacteas CSN2, LALBA, y WAP fueron
utilizados como marcadores moleculares representativos de diferenciacion epitelial
mamaria. Los tratamientos con la concentracion mas baja de BPA (1 x 10° M) y BP3
(1 x 1072 M) aumentaron la expresion de ARNm y de la proteina de CSN2, mientras
que 1 x 10°® M BPA aumentd solo su transcripto. En cambio, la expresién de LALBA
fue menor a nivel de transcripto y proteina en los organoides expuestos a 1 x 10° M

BPA, mientras que 1 x 10°® M BPA solo redujo su transcripto. En cuanto a WAP, solo
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fue modificada por la concentracién mas alta de BP3 (1 x 10°® M) que disminuyd su
expresion de ARNm y de proteina. Puesto que la induccion y activacion de STAT5a
estan involucradas en la activacién transcripcional del gen CSN2 (Rosen et al., 1999),
el mayor nivel de expresion de ARNm de CSN2 podria estar asociado al incremento
en la expresion de ARNm de STAT5a y la translocacion al nucleo de pSTAT5a/b,
presentes en las mismas concentraciones de BPA y BP3. Por otro lado, CSN2 puede
ser inducida por el acoplamiento del GR con pSTAT5a/b, que interaccionan con sitios
de elementos de respuesta a GR en su promotor, mientras que el RP, principalmente
la isoforma RP-A, también puede unirse a estos sitios suprimiendo su expresion
(Buser et al., 2007; Groner, 2002; Jacobsen & Horwitz, 2012). La exposicién a BPA o
BP3 no modificé la expresiéon del GR o del RP-A en los organoides diferenciados por lo
que no estarian participando en el aumento de expresién de CSN2. Ahora bien, las
concentraciones mas bajas de BPA y BP3 que presentaron niveles de expresioén de
CSN2 elevados también presentaron un aumento en la expresion del RP-B. Sin
embargo, en nuestro modelo este incremento pareciera estar mas asociado a la

induccion de ARNm de STAT5a que la inhibicion de la expresion de CSN2.

Ademas de la sefializacion de las hormonas lactogénicas, las modificaciones
epigenéticas constituyen otro mecanismo de regulacién de la expresién de las
proteinas lacteas en la diferenciacion funcional (Rijnkels et al., 2010). La glandula
mamaria de ratones hembra prefiadas o en lactancia presenta niveles de metilacién de
CSN2 menores que la de hembras nuliparas (Rijnkels et al., 2013). En el trabajo de
nuestro laboratorio mencionado anteriormente, demostramos que BPA disminuyo la
expresion de CSN2 mediante mecanismos epigenéticos, entre otros (Altamirano et al.,
2017b). El aumento de la expresion de CSN2 en los organoides expuestos a ambas
concentraciones de BPA y la mas baja de BP3 de este experimento, se asocié a
hipometilacion del promotor en el sitio de restriccion de Tail. Esto sugiere que los
efectos de BP3, al igual que de BPA, también podrian estar mediados por
modificaciones epigenéticas en este modelo. Rijnkels et al. (2013) reportaron un
menor nivel de metilacién a -103 pb desde el sitio de inicio de la transcripciéon (TSS) de
CSN2 en ratones hembra lactantes. Este sitio es muy proximo al que evaluamos en
este experimento (-106 pb desde TSS) asociado al factor de transcripcién STAT5a,
critico para la induccion y activacion de CSN2 (Rosen et al., 1999). En conjunto,
nuestros resultados sugieren que la exposicién directa a la menor concentracién de
BPA o BP3 incrementa la expresion de CSN2 mediante: 1) el aumento en la expresion
de ARNm de STAT5a; 2) la traslocacion al nucleo de pSTAT5a/b; y 3) el menor nivel

de metilacion en uno de los sitios de interaccion de STAT5a dentro del promotor.
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Debido a que la expresion del PRLR y el GR no fueron modificados por BPA o BP3, es
posible que el aumento de expresion en el RP-B esté involucrada al menos en las

alteraciones de STATbHa.

A diferencia de CSN2, en este trabajo los organoides expuestos a BPA presentaron
menor expresiéon de ARNm de LALBA, asociado a un incremento en el nivel de
ADNme en sitios especificos de su promotor. Los sitios evaluados estan relacionados
a los factores de transcripcion STAT1 y ELF5, involucrados en el desarrollo de la
glandula mamaria durante la prefez y la lactancia (Boutinaud & Jammes, 2004;
Watson & Neoh, 2008; Zhou et al., 2005). Esto sugiere que la metilacién en los sitios
evaluados del promotor de LALBA podria contribuir a la disminucién en su expresion,
mediante la interferencia de la union con los factores de transcripcion. Ademas, es
posible que la transcripcién del gen de LALBA este alterada por otros mecanismos
epigenéticos no evaluados en este estudio, tales como las modificaciones en las
histonas. A diferencia de CSN2, el gen de LALBA presenta caracteristicas
epigenéticas (enriquecimiento en H2K4m2) asociadas a una organizacion abierta de la
cromatina en la glandula mamaria de ratones hembra adultas desde antes de la
prefiez (Rijnkels et al., 2013). Incluso, en nuestro laboratorio demostramos que la
exposicion perinatal a BPA disminuye la expresion de CSN2 en la glandula mamaria
de la rata a finales de la prefiez, sin modificar la expresion de LALBA (Kass et al.,
2012). Por lo tanto, el efecto opuesto de la exposicion a BPA en la metilacién de CSN2
y LALBA podria deberse a diferencias en la regulacion transcripcional de estos genes,
sefialadas por Rijnkels et al. (2013). Por otro lado, las progestinas suprimen
especificamente la sintesis y secrecion de LALBA (Quirk et al., 1985), posiblemente
mediante la interaccion del RP con factores de transcripcion relacionados con la via de
sefalizacion del PRLR (Sankaran & Topper, 1988). En conjunto, tanto el incremento
en la expresion del RP como en el ADNme del promotor de LALBA en los organoides
expuestos a BPA, podrian ser responsables de la menor expresion de ARNm de
LALBA en este modelo. A diferencia de la concentracién mas baja de BPA y BP3, el
tratamiento con 1 x 10® M BPA increment6 la expresion del transcripto de CSN2 y
disminuy6 el de LALBA, sin modificar significativamente los niveles de expresion
proteica. Es posible que este tratamiento afecte la regulacién postranscripcional de
ARNm de CSN2, e induzca modificaciones post-traslacionales en la proteina de
LALBA. Durante la activacion secretoria, se ha reportado que la regulaciéon hormonal
también afecta la regulacién traslacional de las proteinas lacteas, tales como la
poliadenilacion de ARNm de CSN2 y la disponibilidad de aminoacidos (Rhoads &

Grudzien-Nogalska, 2007). Ademas, diversos PEs con actividad estrogénica débil en
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las vias gendmicas, afectan las vias no-gendmicas de forma mucho mas potente
(Wagner et al.,, 2017). Respecto a la expresién de WAP, el unico tratamiento que
modificd su expresion fue la mayor concentracion de BP3 (1 x 10® M), disminuyendo
tanto su transcripto como su expresion proteica. El transcripto de WAP también se ha
visto disminuido por la exposicién a dioxinas, otro grupo de PEs (Vorderstrasse et al.,
2004) Para la maxima expresion de WAP, es necesaria la cooperacion entre el GR,
STAT5a y el factor nuclear | (Mukhopadhyay et al., 2001; Rosen et al.,, 1999).
Considerando que la exposicién a la concentracion mas alta de BP3 no modifico la
expresion del GR ni de STAT5a, y tampoco indujo la translocacion al nucleo de

pStatba/b, seria importante analizar al factor nuclear | en futuros estudios.

En conjunto, la exposicién directa a bajas concentraciones de BPA o BP3 alteré6 la
diferenciacion funcional de organoides mamarios, modificando la expresion de las
proteinas lacteas y su regulacion transcripcional a través de diferentes vias de
regulacion hormonal y/o el estado de metilacion de la region promotora de sus genes.
En cambio, la exposicién a concentraciones mas elevadas de BPA o BP3 no indujo
diferencias significativas en la mayoria de los marcadores moleculares evaluados.
Este patron coincide con las curvas de dosis-respuesta no monotonicas caracteristicas
de las hormonas, y descriptas también para diversos PEs (Vandenberg et al., 2012).
En cambio, en general los efectos mas evidentes de BP3 durante la morfogénesis
ductal se observaron con la mayor concentracion. Otra diferencia notable de BP3 fue
su efecto opuesto en la expresion de los receptores hormonales entre ambos
experimentos. Durante la morfogénesis ductal BP3 no afecté al ESR1, pero disminuyd
la expresion del RP, mientras que durante la diferenciacién funcional aumenté la
expresion de ambos receptores. Estos resultados sugieren que la exposicion directa a
BP3 podria alterar mecanismos diferentes en las etapas del desarrollo mamario

evaluadas en estos experimentos.
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1| INTRODUCCION

El desarrollo de la glandula mamaria es un proceso dinamico que comienza durante la
embriogénesis y continda a lo largo de la vida posnatal (Brisken & Scabia, 2020). Al
momento del nacimiento en los ratones, la estructura rudimentaria de la glandula
permanece relativamente quiescente hasta la pubertad. A partir de entonces, bajo la
influencia de las hormonas ovaricas E2 y P4, se inicia el crecimiento alométrico de la
glandula (Dawson & Visvader, 2021). En esta etapa, los TEBs, estructuras altamente
proliferativas en la punta de los conductos, invaden el parche adiposo y dirigen la
elongacién y bifurcacion de los conductos subyacentes, promoviendo la morfogénesis
ductal (Brisken & Scabia, 2020; Ferreira Slepicka et al., 2021; Paine & Lewis, 2017).
La sefalizacion de E2 induce la expresion del RP, que se expresa extensamente en
las células epiteliales luminales de los conductos mamarios y en las células del cuerpo
de los TEBs durante la pubertad (Ismail et al., 2002; Seagroves et al., 2000). Tanto la
sefalizacion de E2 como de P4 inducen la expresion de AREG (Aupperlee et al.,
2013) y actdan en sinergia con IGF-1 para promover la formacién de los TEBs y la
proliferacion epitelial (Ruan et al., 2005; Ruan & Kleinberg, 1999). En esta etapa, el RP
también induce la expresion de WNT4 que regula la poblacion de células madre
mamarias (Brisken et al., 2000; Rajaram et al., 2015; Ranjan et al., 2021). Ademas,
durante la fase de diestro del ciclo estral, y durante la prefiez, el RP induce la
expresion de RANKL que promueve la proliferacion epitelial necesaria para la
ramificacion lateral (Beleut et al., 2010; Fernandez-Valdivia et al., 2009), ademas de la
alveologénesis mamaria (Brisken & Scabia, 2020). A su vez, RP induce la expresion
de ELF5 en la prefiez, esencial para la diferenciacién de los progenitores epiteliales
hacia un fenotipo secretor, promoviendo el desarrollo alveolar (Lee et al., 2013).
Durante la etapa de diferenciacion funcional, las células epiteliales alveolares
adquieren la capacidad de sintetizar las proteinas de la leche, como CSN2, LALBA, y
WAP (Hannan et al.,, 2023), mientras que las células mioepiteliales contractiles
adquieren una morfologia estrellada cuyas proyecciones se conectan rodeando la
capa epitelial luminal alveolar (Hannan et al., 2023). La sefalizacion de PRL a través
de su intermediario STATS5 es clave en la maduracion alveolar durante la
diferenciacion funcional, y mantiene la sintesis de proteinas de la leche durante la

lactancia (Hannan et al., 2023).

El desarrollo de la glandula mamaria durante etapas tempranas de la vida es
vulnerable a la accién de los PEs, que intervienen con la actividad y regulacion de los
procesos hormonales, que pueden impactar en la lactancia o incrementar la

susceptibilidad a enfermedades como el cancer (Fenton, 2006; Gore et al., 2015; Terry
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et al., 2019). Particularmente, la exposicion oral a BP3 en ratones hembra durante la
prefiez y lactancia induce alteraciones morfologicas mamarias a largo plazo (LaPlante
et al.,, 2018). Incluso, las crias de esos ratones, expuestas perinatalmente a BP3,
también presentan alteraciones en la glandula mamaria durante la pubertad y la
adultez, asociadas a modificaciones en la expresién de receptores hormonales
(Matouskova et al., 2020, 2022a).

En el Capitulo 1 de esta tesis demostramos que la exposicion directa a BP3 interfiere
con la regulacion hormonal en organoides mamarios, principalmente del RP durante la
morfogénesis ductal y la diferenciacion funcional in vitro, alterando la expresion de las
proteinas de la leche. Si bien varios estudios experimentales han evaluado los efectos
de la exposicion oral a BP3 en diferentes etapas del desarrollo mamario in vivo (Busch
et al., 2005; Kariagina et al., 2020; LaPlante et al., 2018; Matouskova et al., 2020,
2022a; Morozova et al., 2024), la principal ruta de exposicién en humanos es a través
de la aplicacién dérmica de productos que contienen BP3 en sus formulaciones
(Krause et al., 2012). Por lo tanto, en este capitulo, nuestro objetivo fue evaluar los
efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion sobre la morfogénesis ductal y la
diferenciacioén funcional mamaria, en ratones hembra a cuyas madres se les aplico

BP3 sobre la piel durante la prefiez.

2 | OBJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo de este Capitulo fue evaluar los efectos de la exposicién a BP3 durante la
gestacion sobre el desarrollo ductal y la diferenciacion funcional de la glandula mamaria

murina utilizando modelos in vivo (seccién 2.2 del apartado Obijetivos, pag. 39).

3 | MATERIALES Y METODOS
3.1 | Animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 criados en el ISAL (UNL-CONICET). Los
animales fueron mantenidos en condiciones controladas (22 + 2° C; 14 h de luz desde
las 06 hasta las 20 h) y tuvieron libre acceso a agua y comida (Nutricion Animal,
Rafaela, Argentina). Los animales fueron tratados lo mas humanamente posible y se
tomaron las precauciones necesarias para aliviarlos del dolor cuando hizo falta. El
protocolo experimental fue disefiado de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos y

aprobado por el Comité de Etica y Seguridad de la Investigacion, FBCB-UNL.
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3.2 | Preparacion de soluciones de trabajo y dosis experimentales

Se prepard una solucion madre de 100 mg/mL BP3 (especificaciones descriptas en el
Capitulo 1) en aceite de sésamo (Sol Azteca, Argentina). BP3 primero fue disuelto en
etanol absoluto, y luego se llevd a volumen con aceite de sésamo hasta la
concentracién final, agitando en bafio maria hasta alcanzar homogeneidad. Luego, por
diluciones consecutivas se preparé una solucién de trabajo de 50 mg/mL y otra de
0.15 mg/mL en aceite de sésamo (<10 % de etanol absoluto). Como control se utilizé
una solucion de <10 % de etanol en aceite de sésamo. Las dosis que se utilizaron son
equivalentes a la concentracién de BP3 encontrada en muestras de leche humana
(0.15 mg/kg/dia) (Molins-Delgado et al., 2018); y a la cantidad de BP3 a la que se
exponen las personas luego de una aplicacion de protectores solares en todo el

cuerpo (50 mg/kg/dia) (Janjua et al., 2008).

3.3 | Diseio experimental del modelo de exposicion gestacional

Se ha reportado que la exposicion a BP3 desde el inicio de la prefiez tiene efectos
deletéreos en las placentas y los fetos, y puede causar un fenotipo similar a la
restriccion del crecimiento uterino (Santamaria et al., 2020) o la pérdida fetal (Han et
al., 2022). Por lo tanto, el periodo de exposicion, entre DG-8.5 y DG-18.5, se
seleccion6é para evitar estas complicaciones; para que inicie previo al desarrollo
embrionario de la glandula mamaria (DG-10.5; Biswas et al., 2022); y para que finalice
el dia previo al parto esperado (DG-18.5 para esta cepa) para reducir el estrés de la
madre, y favorecer la conducta materna. Ademas, se seleccioné la via de exposicion
dérmica en los ratones FO debido a que es la que mas se asemeja a la aplicacion de
pantallas solares y cosméticos sobre la piel, la principal via de exposicion a BP3 en

humanos (Krause et al., 2012).

3.3.1 | Aplicacion dérmica de soluciones

Ratones hembra C57BL/6 (F0), nuliparas, adultas (8 semanas de edad) fueron
colocadas en jaulas con ratones macho C57BL/6 de fertilidad comprobada a ultima
hora de la tarde para ser prefadas. Luego, diariamente por la mafana se
inspeccionaron las hembras para corroborar la presencia del tapon vaginal, que
confirmara actividad sexual con el macho. El dia en el que se encontré el tapén vaginal
se designo DG-0.5, las hembras fueron separadas del macho, y se aislaron en jaulas
individuales. Puesto que, en esta cepa la presencia del tapén vaginal tiene una

sensibilidad variable cercana al 50% para garantizar prefiez, la confirmacion se
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complementd con el método propuesto por Heyne et al. (2015) evaluando la ganancia
de peso corporal entre DG-0.5 y DG-7.5. Este método propone que un aumento de
peso corporal de 1.75 g o mas en ese periodo, cuenta con una sensibilidad del 89.5%

para garantizar la prefiez.

En DG-7.5 los animales FO prefnados se asignaron aleatoriamente en tres grupos
experimentales (Control, 0.15-BP3, y 50-BP3, segun la dosis de BP3 a aplicar),
asegurando una distribucion equitativa del peso corporal promedio de los animales
entre los grupos. Luego los animales fueron rasurados cuidadosamente en una zona
de aproximadamente 1.5 cm? de area en la nuca con una afeitadora eléctrica (Philips,
MG3730/15, Argentina) evitando causar irritacion. Se selecciond la region de la nuca
para evitar conductas de acicalado, por contacto en esta zona con sus miembros
delanteros u hocico. A partir del DG-8.5 y hasta el DG-18.5, por la mafana, a los
animales se les aplicé sobre la zona de piel desnuda una solucién de vehiculo (aceite
de sésamo), 0.15 o 50 mg BP3/kg/dia, segun se tratara del grupo Control, 0.15-BP3, o
50-BP3, respectivamente (Figura 19). Los animales se colocaron en una jaula limpia
sin viruta, se les aplicé lentamente la dosis correspondiente segun su grupo
experimental, evitando que la solucién entre en contacto con el pelaje del animal. Se
espero6 entre 5-10 min hasta corroborar visualmente que la solucién fue absorbida por
la piel antes de devolverlas a su jaula original. Los animales fueron pesados
diariamente para ajustar el volumen de la solucion a aplicar, y que garantice las dosis
mencionadas. El volumen aplicado varié entre 20-50 yL, segun el peso del animal

durante la prefiez.

Luego del parto, las crias (F1) fueron pesadas y sexadas de acuerdo con la distancia
anogenital en el DPN-4 y camadas de 4-6 crias por madre fueron mantenidas hasta el
destete (DPN-21). Los machos no utilizados fueron destinados a otros experimentos
que se desarrollaron en el Instituto. Las crias hembras F1 destetadas fueron
inspeccionadas diariamente para determinar el dia de la apertura vaginal como

indicador del inicio de la pubertad.
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I Aplicacion dérmica de soluciones |

[DG-05| [DG-8.5 | | DG-185 |

Gestacion Lactancia

| ‘ Control: aceite de sésamo \ :
C57BL/6 Crias F1
Fo | 0.15-BP3: 0.15 mg BP3/Kg/dia | destetadas
‘ | 50-8P3: 50 mg BP3/Kg/dia |
\ ¥ i
W

Figura 19. Disefio experimental de exposicién gestacional. BP3: benzofenona-3. DG: dia
gestacional. DPN: dia posnatal.

3.4 | Experimento de desarrollo ductal mamario en la pubertad

Un grupo de hembras F1 (expuestas durante la gestacion) fue sacrificado en DPN-45
(periodo puberal; Figura 20), durante la fase de diestro del ciclo estral, determinado
por extendidos vaginales. La eutanasia y mastectomia de los animales se realizé como
se indica en el Capitulo 1, seccion 3.2.2 de esta Tesis. Se recogié sangre troncal para
la obtencién de suero que fue mantenido a -80 °C hasta el dosaje de E2 y P4 (Gomez
et al, 2019; Kass et al.,, 2012), y se diseccionaron ambas cadenas mamarias
inguinales (pares 4 y 5). La cadena izquierda fue procesada para montaje completo
(whole-mount) de la glandula (Kass et al., 2015), como se describe mas adelante. En
la cadena contralateral (derecha), la glandula mamaria N° 4 fue fijada en formol buffer
al 10% y procesada hasta su inclusiéon en parafina (ver Capitulo 1, seccion 3.2.2, y
Anexo, Tabla A1), y la glandula mamaria N° 5 fue congelada en N2 liquido y
almacenada a -80 °C hasta la realizacion de gqRT-PCR (Altamirano et al., 2017b). Se
obtuvieron secciones histolégicas de 5 um de espesor de cada taco de parafina
obtenido, y las mismos fueron destinadas para técnicas histoquimicas y de

inmunohistoquimica (IHQ).
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DPN-21 DPN-45
Hembras F1 Mastectomia
destetadas — -
Inspeccion de la Extendidos

apertura vaginal vaginales

o Y

Contro Muestras:
0.15-BP3 3 Suero
50-BP3 - Glandula mamaria

Figura 20. Experimento de desarrollo ductal mamario en la pubertad. DPN: dia posnatal.

3.4.1 | Determinacidn de niveles séricos de E2 y P4

La determinacion de E2 y P4 en las muestras de suero se realizé por inmunoensayo
de electroquimioluminiscencia (ECLIA-Roche, Argentina), previa extracciéon de
esteroides con éter dietilico (Tavalieri et al., 2024). Debido a que este método requiere
partir de un volumen minimo de 250 uL por determinacion, fue necesario realizar pools
del suero de 4-6 animales del mismo grupo experimental para alcanzar ese volumen.
Se pudieron realizar dos determinaciones por grupo experimental para cada hormona.
Los valores limites de deteccion del método fueron 5 pg/mL para E2 y 0.05 ng/mL para
P4.

3.4.2 | Montaje completo (whole-mount) de la glandula mamaria y analisis

morfométrico

Esta técnica permite estudiar el crecimiento y desarrollo de la glandula, analizando su
morfologia completa. Se realizé siguiendo el protocolo establecido en nuestro
laboratorio segun bibliografia de referencia (Davis & Fenton, 2013; Kass et al., 2004;
Rasmussen et al., 2000). La cadena abdominal diseccionada (glandula mamaria N° 4 y
5) de animales en DPN-45 se colocé y estird en un portaobjeto previamente rotulado y
se dejo secar a temperatura ambiente sobre mesada. Luego se fijé en solucién de
Carnoy (60 % etanol absoluto, 30 % cloroformo, 10 % acido acético glacial
(Rassmussen et al., 2000) toda la noche. Esta solucion no solo fija el tejido, sino que
contribuye a remover el contenido lipidico del parche adiposo, y mejora la posterior

tincién de los nucleos. Luego se hidratdé en alcoholes de concentracién decreciente
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(100°, 96°, 70°), se tind con colorante carmin-alimina (solo tifie los nucleos), se
deshidratdé en alcoholes de concentracion creciente (70°, 96°, 100°), y se aclardé en
xilol. El epitelio mamario (de alta densidad nuclear) se puede visualizar incluso a
simple vista. El aclaramiento en xilol disuelve los lipidos remanentes tornando el tejido
glandular mas transparente. Por ultimo, se colocaron en bolsas plasticas transparentes
(Kapak Seal PAK pouches, KAPAK Corporation, EE. UU.) rellenas con salicilato de
metilo (Sigma-Aldrich), y se sellaron por calor. De esta manera, se conservan a largo
plazo, y se posibilita su inspeccion con instrumentos 6pticos debido a que el salicilato

de metilo presenta un indice de refraccion de la luz muy cercano al del tejido.

El analisis morfométrico de las whole-mounts se realizd segun protocolos descriptos
por nuestro laboratorio (Altamirano et al., 2017a, 2018). Se obtuvieron imagenes
digitalizadas de las whole-mounts de DPN-45 con una camara color digital Spot Insight
V3.5 acoplada a estereomicroscopio Stemi 305 (Zeiss, Argentina). Las imagenes se
analizaron con el programa de uso libre ImagedJ. Para calibrar las unidades de medida,
se utilizé una regla como referencia para convertir a milimetros la distancia en pixeles.
Las evaluaciones se realizaron en la glandula mamaria N° 4. Se midi6 el area
glandular, el perimetro glandular, el crecimiento longitudinal, el area epitelial relativa, y

el N° y tamafo de los TEBs.

« Area vy perimetro glandular: se utilizé la herramienta de seleccion de poligono,

utilizando la punta de los conductos mas externos como vértices para delimitar la

silueta de la glandula.

+ Crecimiento longitudinal: se determiné la distancia de elongacion de los conductos

mas alla del nédulo linfatico (NL). Se trazaron dos lineas paralelas, una tangente al NL
sobre el extremo mas préximo al frente de crecimiento de la glandula, y otra tangente
a la punta del conducto mas alejado del NL, y se midi6 la distancia perpendicular entre

ambas lineas.

« Area epitelial relativa: se superpuso sobre la imagen una grilla de lineas

perpendiculares de 0.05 mm de distancia entre si, y se determiné la densidad de
volumen segun la formula descripta por Weibel (1969): Vv = Pi /| P; donde Vv es la
fraccion de volumen estimada del objeto de interés (area epitelial), Pi es el numero de
puntos de la grilla coincidentes con las estructuras epiteliales, y P es el numero de
puntos totales incidentes dentro del area de la glandula. No se tuvieron en
consideracion para el conteo los puntos que coincidian con el NL, y los que se
encontraban fuera del area glandular. El resultado se expresé como area epitelial
relativa (Vv x 100).
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» TEBs: se definieron como estructuras bulbosas en la punta de los conductos en
crecimiento, que presentaron un tamafio de 0.03 mm? o superior (Matouskova et al.,

2022b). Se cuantificd el nUmero de estos por muestra y se midi6 el area de cada uno.

3.4.3 | Analisis histomorfolégico e infiltracion de eosinoéfilos y mastocitos

Las secciones histolégicas de muestras de glandula mamaria de animales de DPN-45
se colorearon con H&E y se analizaron por microscopia éptica como se describe en el
Capitulo 1, seccion 3.6.1. Se analizaron las caracteristicas histolégicas de los
conductos mamarios, los TEBs, y el estroma mamario. Ademas, se realizaron
tinciones con rojo sirio alcalino (Luque et al., 1996), o con alcian blue/safranina (AB/S)
(Purnell et al., 1974) para identificar eosinéfilos y mastocitos en los cortes histolégicos,
respectivamente (Anexo, Tabla A4). En el caso de los mastocitos, segun la
composicion de las sustancias bioactivas en sus granulos de secrecién pueden tefiirse
azul (AB positivos) si predominan glucosaminoglucanos como condroitin sulfato o
heparina pobremente sulfatada; o rojos si predomina heparina completamente
sulfatada (S positivos). Segun su afinidad tintorial, los mastocitos pueden clasificarse
como mastocitos de las mucosas (MMC, mucosal mast cells) si son AB-positivos, o
mastocitos del tejido conectivo (CTMC, connective tissue mast cells) si son S-positivos
(Ribatti, 2018). Los mastocitos activos (liberando sustancias vasoactivas) se
identificaron como aquellos con granulos secretados en el espacio extracelular o con
espacios en blanco en su citoplasma (Varayoud et al., 2004). La evaluacion se realizd
utilizando el microscopio 6ptico Olympus BH2 (Olympus Optical., Ltd.). Solo se
consideraron los mastocitos en el tejido conectivo peri-ductal, no asi del estroma o los
préoximos a vasos sanguineos (Lilla & Werb, 2010). Para ambas determinaciones, se
evaluaron todas las estructuras epiteliales de una seccion histolégica por muestra. Los

resultados se expresaron como el promedio de mastocitos o eosindfilos por conducto.

3.4.4 | Analisis del indice de proliferacion epitelial, y expresion de receptores

hormonales

Por ensayos de IHQ se determind la expresién del marcador de proliferacion Ki67
(1:1500, anti-Ki67; ISAL, Gomez et al., 2020), y de los receptores hormonales ESR1 y
RP total (Tabla 1, Capitulo 1, seccion 3.6.2). La técnica de IHQ se realiz6 siguiendo un
protocolo previamente publicado (Mufoz-de-Toro et al.,, 1998), con ligeras
modificaciones para optimizar la inmunomarcacién con los anticuerpos utilizados.

Secciones histologicas de 5 um de espesor de muestras de glandula mamaria fueron
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incubadas con anticuerpos primarios a 4 °C toda la noche. El sistema de revelado se
realiz6 con anticuerpos secundarios biotilinados, y el complejo estreptavidina
peroxidasa (Sigma-Aldrich), con diaminobencidina (DAB, Sigma-Aldrich) como sustrato
cromogénico. Luego se contra-colorearon ligeramente con hematoxilina de Mayer
antes de realizar el montaje permanente con balsamo de Canada. En todos los casos
se realizaron controles negativos sustituyendo el anticuerpo primario por suero no
inmune, y controles positivos en muestras de tejidos con inmunoreactividad
previamente demostrada. Los anticuerpos secundarios biotilinados fueron generados
en el ISAL. Se cuantifico el porcentaje de células epiteliales positivas para Ki67, ESR1,
y RP, respecto del total de células epiteliales, utilizando un microscopio 6éptico
Olympus BH2 (Olympus Optical Co., Ltd). Para cada determinacion, se evaluaron
todas las estructuras epiteliales de dos secciones histoléogicas por muestra,

promediando sus valores.

3.4.5 | Analisis de la expresion de ARNm mediante qRT-PCR

Se extrajo ARN total de las muestras de glandula mamaria conservadas a -80 °C,
provenientes de animales en DPN-45. Se utilizé6 un homogeneizador Ultra Turrax® T25
Basic (IKA — Werke GMBH & Co., KG, Alemania) para homogenizar las muestras en el
reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantificé la
concentracion y pureza del ARN extraido (espectrofotémetro NanoDrop Lite, Thermo-
Scientific). Se realiz6 una RT de 1 pyg del ARN total extraido de cada muestra para
obtener su ADNc correspondiente (termociclador T18, IVEMA). EI ADNc se utilizé para
cuantificar la expresion de ESR1, RP, IGF-1, WNT4, AREG, RANKL, ELF5 (Tabla 2)
por gPCR (termociclador Applied Biosystems StepOne™, Thermo Fischer Scientific).
La evaluacién de la expresion de los transcriptos se realizé con el programa REST-
MCS® beta v2 2006 (gene-quantification.de/rest-mcs.html). Los valores de expresion
de cada gen blanco se normalizaron por la expresion del gen housekeeping L19,
debido a que no se observaron diferencias significativas en los valores de Ct de L19
entre las muestras de los diferentes grupos experimentales. Los detalles de las

técnicas se detallan en el Capitulo 1, seccion 3.8.

3.5 | Experimento de diferenciaciéon funcional de la glandula mamaria lactante

Otro grupo las crias hembras F1 expuestas durante la gestacién, se mantuvieron en
condiciones controladas de bioterio hasta alcanzar la madurez reproductiva (8

semanas de edad). En ese momento se pusieron a prefar con ratones macho
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C57BL/6 de fertilidad comprobada, no expuestos experimentalmente a BP3. Luego del
parto, se las dejo lactar a sus crias F2 hasta el dia de lactancia (DL) 10 (Figura 21), y
se registré el peso corporal. Luego, se aislaron las madres F1 dos horas antes de
realizar la mastectomia para homogenizar la produccion lactea de los animales de
todos los grupos experimentales. La cadena mamaria izquierda fue congelada en N
liquido y mantenida a -80°C para realizar técnicas de biologia molecular, y la cadena
contralateral fue fijada y procesada hasta su inclusidon en parafina. Las técnicas se

detallan en el Capitulo 1, secciones 3.2.2 y 3.5.

Hembras F1 Hezj%:?:sﬁ Madre F1 Destete Mastectomia
destetadas o + crias F2 forzado Madre F1
prenadas

&8

L

= §9

Muestras de
glandula mamaria

Control I Gestacion Lactancia

0.15-BP3

50-BP3

Figura 21. Experimento de diferenciacion funcional mamaria en la lactancia. DPN: dia
posnatal. DL: dia de lactancia.

3.5.1 | Analisis histolégico, morfometria alveolar y expresion de a-SMA

Las secciones histologicas de muestras de glandula mamaria de animales en DL-10 se
colorearon con H&E y se analizaron por microscopia éptica como se describe en el
Capitulo 1, seccion 3.6.1. Se analizaron las caracteristicas histologicas del desarrollo

I6bulo-alveolar y del epitelio mamario secretor.

Por otro lado, se realizé6 inmunomarcacioén de a-actina de musculo liso (a-SMA, clone
asm-1; 1:50, Novocastra Laboratories Ltd.) por IHQ (ver seccion 3.4.4 de este
Capitulo). Se utilizé anti-ratén biotilinado (1:100) como anticuerpo secundario, y
estreptavidina-peroxidasa (1:150) para el revelado. Luego se obtuvieron imagenes
digitalizadas de la inmunomarcaciéon de a-SMA, y se analizaron con el programa

Imageld.

* Morfometria alveolar: al ser un marcador de células mioepiteliales, Ila
inmunodeteccion de a-SMA permitidé delimitar de manera precisa el limite exterior de

los alveolos mamarios, utilizando la herramienta de trazo libre. Se analizaron todos los
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alveolos mamarios de 20 imagenes por seccion histologica, y se midié el area y
perimetro de los mismos. Se analizaron dos secciones histoldégicas por muestra.
Ademas, se utilizo la mediana del area alveolar del grupo control (6851 um?) como
valor de corte para clasificar a los alveolos como pequefios (contraidos) o grandes

(dilatados), y se cuantificé el porcentaje de los mismos por muestra.

» Expresion de a-SMA: se midi6 el area y perimetro de la inmunomarcacion de a-SMA
en el estrato de células mioepiteliales de 20 imagenes por seccién histolégica,
analizando dos secciones histolégicas por muestra. Estas determinaciones se
realizaron siguiendo un procedimiento similar al descripto por Gomez et al. (2024) con
el programa ImagedJ. Brevemente, se realiz6 una deconvolucion del color (Ruifrok &
Jhonston, 2001) para descomponer las imagenes en tres canales. La imagen del canal
hematoxilina, conserva los pixeles azules de los nucleos celulares. ElI canal DAB
conserva los pixeles marrones DAB positivos (inmunomarcacion). El canal verde
conserva los pixeles inespecificos que el programa no puede clasificar en los otros
canales. Sobre la imagen del canal DAB (pixeles inmunomarcados a-SMA positivos)
se transpusieron los contornos de los alveolos delimitados en el procedimiento anterior
(morfometria alveolar). Luego, en cada alveolo se midi6 el area y perimetro de la
inmunomarcacion de a-SMA, y se determiné el area relativa de expresion de a-SMA

para cada alveolo (area alveolar / area inmunomarcada de a-SMA).

3.5.2 | Analisis de la expresion de proteinas lacteas y moléculas de senalizacion

de la via del receptor de PRL

* Expresioén proteica: se evalud la expresion de CSN2 y LALBA por IHQ. Se utilizaron
anti-CSN2 y anti-LALBA (ambos 1:400; Tabla 1, Capitulo 1, seccion 3.6.2), anti-conejo
biotilinado (1:400, ISAL) y estreptavidina-peroxidasa (1:300). Los detalles de la técnica
se describen en la seccion 3.4.4 de este Capitulo. Luego se obtuvieron imagenes
digitalizadas y que se analizaron con el programa ImageJ como se describe en Gomez
et al. (2023). Brevemente, se realiz6 una deconvolucion del color (Ruifrok & Jhonston,
2001) para descomponer las imagenes de inmunomarcacion de las proteinas lacteas
en tres canales. La imagen con el canal de DAB (solo la inmunomarcacién) se
convirtié a escala de grises y se midié la cantidad e intensidad de los pixeles inmuno-
positivos. Se calculd la densidad éptica integrada (DOI) como la combinacién lineal del
valor de intensidad medio y el area relativa de la inmunomarcacién alveolar (Ramos et

al., 2002). Para cada determinacién se evaluaron 20 imagenes por seccion histoldgica,
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analizando dos secciones histolégicas por muestra. La expresion proteica calculada de
CSN2 y LALBA se expres6 en unidades arbitrarias de DOI.

» Expresion de ARNm: se evalué la expresién del transcripto de CSN2, LALBA y WAP
por gRT-PCR como se describié anteriormente en la seccién 3.4.5 de este Capitulo, y
en la seccién 3.8 del Capitulo 1. El calculo de la expresion de cada gen blanco se
determiné por el método de la curva estandar (Ciko$ et al., 2007), y se relativizé por la
expresion de L19, que se utilizd como gen housekeeping. De manera similar, se
evaluo la expresiéon relativa del transcripto de STAT5a y ELF5, moléculas de

sefalizacion de la via del PRLR.

3.6 | Experimento de diferenciacién funcional in vitro de la glandula mamaria

Se utilizaron ratones F1 hembra pre-puberes (recién destetadas) que fueron expuestas
durante la gestacion al vehiculo (aceite de sésamo) o a BP3. Se las estimuld
hormonalmente para alcanzar un desarrollo mamario similar al de la glandula mamaria
en la prefiez. Luego se diseccionaron las glandulas mamarias para obtener explantos
mamarios que se diferenciaron in vitro con hormonas lactogénicas para analizar

marcadores de diferenciacion funcional.

* Exposicién gestacional: se realizd como se indica en las secciones 3.3 de este
Capitulo. Ratones FO hembra prefiadas (C57BL/6) fueron tratadas dérmicamente con
aceite de sésamo como control (CON), o con 50 mg BP3/kg peso corporal/dia (BP3)
desde DG-8.5 hasta DG-18.5. Luego del parto, se les permitié lactar a sus camadas

F1 hasta el DPN-21, en el que solo las crias hembras continuaron el experimento.

* Estimulacién del desarrollo mamario: ratones F1 hembra de los grupos CON y BP3
fueron inyectadas diariamente via subcutanea desde DPN-21 hasta DPN-30 con
aceite de sésamo (A), o con 1 pg/0.1 mL de E2 + 1 mg/0.1 mL de P4 (EP, Sigma-
Aldrich) para inducir el desarrollo I6bulo-alveolar semejante al de mitad de prefiez
(Ginsburg & Vonderhaard, 2000; Terry et al., 1977). De esta manera, segun la
exposicion durante la gestacién y el tratamiento posnatal durante el periodo peri-
puberal, los animales F1 conformaron los siguientes grupos experimentales: CON+A
(control negativo, n=2), CON-EP (control positivo, n=2), BP3+A (n=4), BP3+EP (n=4),

como se detalla en |la Tabla 5.
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Tabla 5. Tratamiento de animales para obtenciéon de explantos mamarios

Exposicidon gestacional y tratamiento posnatal
Grupo experimental

Gestacién Peri-pubertad
Aceite de sésamo Aceite de sésamo CON+A
Aceite de sésamo 1 ng/0.1 mL E2 + 1 mg/0.1 mL P4/dia CON+EP
50 mg BP3/kg/dia Aceite de sésamo BP3+A
50 mg BP3/kg/dia 1 pg/0.1 mL E2 + 1 mg/0.1 mL P4/dia BP3+EP

BP3: benzofenona-3. E2: estradiol. P4: progesterona.

» Mastectomia: los animales F1 en DPN-31 fueron sacrificados y se diseccionaron sus
glandulas mamarias, como se indica en la seccién 3.2.2 del Capitulo 1. Los pares
mamarios N° 4 (sin el NL) y N° 5 se diseccionaron asépticamente y se cortaron en
fragmentos de aproximadamente 2 x 2 x 2 = 8 mm? (explantos mamarios), que luego
fueron cultivados como se detalla mas adelante. Ademas, se obtuvo la glandula
toracica N° 3 que se fij6, proceso, e incluyé en parafina para evaluar el desarrollo
mamario alcanzado durante la estimulacion hormonal. Para ello se realizaron
coloraciones con H&E para analizar la histomorfologia mamaria y ensayos de IHQ
para evaluar la proliferacion celular epitelial (inmunomarcacion de Ki67). Los
procedimientos de las técnicas se detallan en las secciones 3.5 y 3.6.1 del Capitulo 1,

y en la seccion 3.4.4 de este Capitulo.

» Diferenciacion in vitro: Los explantes mamarios se cultivaron en placas de 6 pocillos y

se mantuvieron a 37 °C y 5 % de CO: durante todo el experimento. Para el cultivo, los
explantes se colocaron sobre una tela de algodon, como base de apoyo, que se
encontraba sujetada firmemente a un bastidor plastico estéril dentro de cada pocillo.
De esta manera, los explantes permanecian parcialmente sumergidos en el medio de

cultivo basal, facilitando el intercambio gaseoso (Figura 22).

Figura 22. Esquema de bastidor en placa de cultivo. Este sistema de soporte se utilizé para el
cultivo de explantos mamarios, de manera que los explantos permanezcan parcialmente
sumergidos en el medio de cultivo, facilitando el intercambio gaseoso.

Se cultivaron 4 explantes del mismo grupo experimental por pocillo. El medio basal se

preparé con medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute, Gibco) sin rojo fenol y se
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suplementé con 5 pg/mL insulina, 0.1 ug/mL aldosterona, 0.1 ug/mL hidrocortisona,
0.02 mg/mL acido ascérbico, 0.1 mg/mL albumina sérica bovina, 20 mM &cido
hidroxietilopiperacina-etanosulfénico (HEPES), 50 pL/mL gentamicina, y 100 X
Antibiético-Antimicético (solucién de 10000 U/mL de penicilina, 10000 U/mL de
estreptomicina, y 25 pg/mL de anfotericina B; Gibco). Luego de 24 h, el medio basal se
remplazé con medio de diferenciacion, de composicion similar al anterior, con el
agregado de 1 pg/mL PRL, y 0.06 pg/mL EGF (Sigma-Aldrich). El medio de
diferenciacion en cada pocillo se renové diariamente hasta el dia 6 de diferenciacion.
Luego los explantes diferenciados se recolectaron y se fijaron, procesaron e incluyeron
en parafina para ser analizados por histoquimica e IHQ (ver secciones 3.5 y 3.6.1 del

Capitulo 1, y seccién 3.4.4 de este Capitulo).

3.6.1 | Analisis de los explantos diferenciados in vitro

Se obtuvieron secciones histolégicas de 5 ym de espesor de los explantes mamarios
cultivados 6 dias con medio de diferenciacion. La histomorfologia se analiz6 por tincién
con H&E, y la integridad del tejido mamario se analizé por IHQ mediante la
inmunomarcaciéon de CK8. En ambos ensayos los preparados histolégicos se
analizaron con un microscopio Optico Olympus BH2 (Olympus Optical Co., Ltd).
Debido a que la mayoria de los explantes mamarios presentaron indicios de
inflamacién y/o muerte celular, no fue posible realizar otros ensayos planificados para
analizar la proliferacion epitelial (Ki67 mediante IHQ), la expresion de los marcadores
de diferenciacion funcional CSN2, LALBA o WAP (mediante IHQ y gRT-PCR) y la via
de sefalizacion del PRLR (mediante qRT-PCR).

3.10 | Analisis estadistico

Se realizé en primer lugar un analisis exploratorio de los datos para evaluar la
normalidad de la distribucion (test de Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de la varianza
(test de Levene). Los datos se expresaron como la media £+ SEM (error estandar de la
media). Los resultados de los ensayos de qPCR de muestras obtenidas en DPN-45 se
analizaron mediante el programa REST-MCS© beta v2 2006 (gene-
quantification.de/rest-mcs.html) que utiliza el método de aleatorizaciones Pair Wise
Fixed Reallocation Randomisation Test© (Pfaffl et al., 2002). Los demas resultados se
evaluaron mediante el test paramétrico ANOVA de una via para evaluar la significancia
general, seguido del test post hoc de Dunnet para comparar cada tratamiento contra el

VEH; o el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test post hoc de Dunn,
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segun correspondiera. En todos los casos, un valor de p<0.05 se consideré

significativo.

4 | RESULTADOS

4.1 | Parametros reproductivos del modelo de exposiciéon a BP3 durante la

gestacion

La aplicacion dérmica de BP3 en las madres FO durante la prefiez no provocd cambios
en los parametros de conducta materna, observados en el grupo control: construccion
y mantenimiento del nido, acarreo de las crias al nido, postura de amamantamiento
durante la lactancia. Tampoco presentaron diferencias con el grupo control respecto a
los parametros reproductivos evaluados (Tabla 6). El peso corporal promedio durante
la gestacion y la lactancia, el numero de crias por camada, la relacion de
hembras/machos por camada, y la duraciéon de la gestacion (19.5 = 0.5 dias) fue

similar entre los grupos experimentales.

Tabla 6. Parametros reproductivos del modelo de exposicion gestacional

Ratones hembra FO0 Control 0.15-BP3 50-BP3

Peso corporal (g) 30.2+0.7 31.0+0.9 30.9+0.5
Crias por camada (n) 6.1+1.0 6.3+0.8 57+0.9
Relacion crias hembras/machos 09+0.2 14+£0.5 1.1£0.3

La tabla muestra la media £+ SEM de 5-7 animales FO por grupo experimental.

Por otro lado, no se observaron signos evidentes de toxicidad en las madres FO ni en

las crias F1, de ninguno de los grupos experimentales.

4.2 | Efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion: evaluacion de la

morfogénesis ductal de la glandula mamaria en la pubertad
4.2.1 | Crecimiento y desarrollo de las crias F1 expuestas durante la gestacion

Respecto al crecimiento y desarrollo de las crias F1, no se observaron diferencias en
el peso corporal durante la lactancia (DPN-4 y al destete). En cuanto a las hembras
F1, la edad (DPN) a la que se observo apertura vaginal (control: 28.6 £ 1.1; 0.15-BP3:
27.0 £ 0.6; 50-BP3: 27.1 £ 0.4), y el peso corporal el dia de la misma fueron similares
entre los grupos experimentales. Tampoco hubo diferencias en el peso corporal y los

valores séricos de hormonas esteroideas de las hembras F1 puberales al momento del
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sacrificio (DPN-45). Los niveles de E2 de los grupos expuestos a BP3 se encontraron
dentro del rango del grupo control, y los niveles P4 fueron del mismo orden de

magnitud entre los grupos experimentales (Tabla 7).

Tabla 7. Peso corporal y niveles séricos de hormonas esteroideas de las crias F1

Control 0.15-BP3 50-BP3
Peso corporal en DPN-4 (g) 25101 28+0.2 26101
Peso corporal al destete (g) 10.8+0.7 106+04 9.6+0.8
Peso corporal en apertura vaginal (g) 14.1+£0.6 13.0+£0.5 13.0+0.8
Peso corporal en DPN-45 (g) 18.7+ 0.5 18.2+0.5 17.8+0.3
E2 sérico en DPN-45 (pg/mL)* 21.1 (14.9-27.3) 15.7 (11.7-19.6) 15.0 (13.5-16.5)
P4 sérica en DPN-45 (ng/mL)* 4.2 (3.8-4.5) 5.3 (3.7-6.8) 8.8 (7.7-9.8)

DPN: dia posnatal. E2: estradiol. P4: progesterona. La tabla muestra la media £+ SEM de o 7-12
hembras F1 por grupo experimental, excepto por los valores séricos de hormonas esteroideas.
*: los valores de E2 y P4 corresponden al nivel de hormona detectado en dos pools de suero de
4-6 hembras F1 por grupo experimental, que se expresan como el promedio de los dos valores
obtenidos (valor minimo-valor maximo).

4.2.2 | Morfometria de las whole-mounts de glandula mamaria

El desarrollo ductal de la glandula mamaria puberal en DPN-45 no se modificé por la
exposicion a BP3 durante la gestacion. En todos los grupos experimentales los
conductos mamarios se extendieron mas alla del NL, y algunos aun presentaban TEBs
(Figura 23). No se observaron diferencias en el area y perimetro glandular, en la
elongacioén ductal, ni en el porcentaje de area epitelial relativa. El niumero de TEBs y el

tamano de estos también fue similar entre los grupos experimentales (Tabla 8).
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Whole-mounts TEBs

Control

0.15-BP3

50-BP3

Figura 23. Morfologia de glandula mamaria puberal. Imagenes representativas de las whole-
mounts (izquierda) de glandula mamaria en DPN-45 de los grupos experimentales (barra: 5
mm), e insets a mayor aumento del frente de crecimiento (derecha) donde se aprecian los
TEBs (barra: 0.2 mm).

Tabla 8. Analisis morfométrico de las whole-mounts

Control 0.15-BP3 50-BP3
Area glandular (mm?) 97.2+11.8 85.6 £5.6 9191127
Perimetro glandular (mm) 49.4 + 3.1 48.8 £ 2.1 50.6 £ 0.6
Elongacion ductal (mm) 10.0£1.0 79107 92+14
Area epitelial relativa (%VV) 38.6+3.9 36.0+24 34.1+3.3
TEBs (N°) 8.0+3.0 95+1.7 8.0+£22
Tamaiio de los TEBs (mm?) 0.05+0.0 0.06 £ 0.1 0.04+£0.0

La tabla muestra la media + SEM de 4-6 animales por grupo.
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4.2.3 | Histoarquitectura de la glandula mamaria

En secciones histologicas de glandula mamaria en DPN-45 (H&E) se observaron
conductos mamarios conformados por una bicapa de células epiteliales formando un
lumen central, y TEBs con multicapa epitelial con y sin lumen en formacién. Estas
estructuras epiteliales se encontraron rodeadas por un estroma peri-ductal de tejido
conectivo laxo, e inmersas en un estroma altamente celular, con abundantes
fibroblastos. Los adipocitos maduros, con alto contenido lipidico, se encontraron en
regiones distales de la glandula, mas allda del frente de crecimiento ductal, o
sectorizados algunas regiones, proximos a los conductos mamarios. No se observaron
caracteristicas histoldgicas diferentes al grupo control en los grupos expuestos a BP3

durante la gestacion (Figura 24).

Figura 24. Histoarquitectura de la glandula mamaria puberal. Imagenes representativas de
secciones histologicas de glandula mamaria en DPN-45 de los grupos experimentales, tefiidas
con H&E. Las imagenes de cada columna presentan la misma magnificacion; barra 50 um.
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4.2.4 | Infiltracion de células inmunes

Se analiz6 la poblacién de eosindfilos y mastocitos por conducto mamario, mediante
tincion de rojo de sirio alcalino o AB/S, respectivamente (Figura 25 A). Los mastocitos
se clasificaron como CTMC (mastocitos del tejido conectivo) si eran solo S-positivos, o
MMC (mastocitos de la mucosa) si presentaban granulos AB-positivos, o combinacion
de ambos colorantes. Ademas, se analizé la poblacién de mastocitos activos que se
encontraban liberando sus granulos de secrecion. No se encontraron diferencias en la
cantidad de eosindfilos, mastocitos CTMC, o MMC (Figura 25 B), ni en los mastocitos
liberando granulos de secrecion (control: 0.3 £ 0.1; 0.15-BP3: 0.4 + 0.2; 50-BP3: 0.2

0.1), entre los grupos experimentales.
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Figura 25. Mastocitos y eosindfilos infiltrantes en la glandula mamaria puberal. A) Imagenes
representativas de tincion de alcian blue/safranina (AB/S) y de rojo sirio alcalino en la glandula
mamaria del grupo control. Fotomicrografias inferiores muestran a mayor aumento una seccioén
de las fotomicrografias superiores. Flechas negras: CTMC (mastocitos del tejido conectivo), S
positivos. Flechas amarillas: MMC (mastocitos de la mucosa), AB positivos. Flechas verdes:
eosindfilos. Barra: 25 pym. B) Cuantificacion de mastocitos y eosindfilos asociados a las
estructuras epiteliales. Las barras representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo en la
cuantificacion de mastocitos, y 5-6 animales por grupo en la cuantificacién de eosindfilos.
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4.2.5 | Proliferacién celular epitelial y expresiéon del ESR1, AREG, e IGF-1

A diferencia de los TEBs, la mayoria de los conductos mamarios presentaron un bajo
porcentaje de inmunomarcacion epitelial para Ki67, indicando un bajo indice
proliferativo (Figura 26 A). Por otro lado, la expresion proteica epitelial del ESR1 fue
cercana al 50 %, encontrandose en el estrato luminal. No hubo diferencias en el
porcentaje de expresién epitelial de Ki67 o del ESR1 entre los grupos experimentales
(Figura 26 B). De manera esperable, se observé inmunomarcacion tanto de Ki67 como
del ESR1 en células estromales. Por otro lado, tampoco hubo diferencias en el nivel de
expresion relativa de ARNm del ESR1, AREG, e IGF-1 (Figura 27).

A)

Control

0.15-BP3

50-BP3

Control 0.15-BP3 50-BP3 Control 0.15-BP3 50-BP3

Figura 26. Proliferacion celular y expresion del ESR1. A) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion de Ki67 y del ESR1 en la glandula mamaria puberal de los grupos
experimentales. Barra: 25 pym. B) Cuantificacion del porcentaje de células epiteliales positivas
para Ki67 y del ESR1. Las barras representan la media + SEM de 5-7 animales por grupo.
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Figura 27. Expresion relativa de ARNm del ESR1, AREG, e IGF-1. Las barras representan la
media £ SEM de 6-7 animales por grupo. La expresién de ARNm se relativizé a la expresion de
L19 y a la del grupo control, segun el programa REST-MCSQ@. Linea de puntos: expresion de
ARNm del grupo control.

4.2.6 | Expresion del RP, WNT4, RANKL y ELF5

De manera esperable, la expresion proteica del RP solo se observo en las células
epiteliales mamarias. El patrén de expresion del RP en los conductos mamarios fue
mayormente homogéneo (Figura 28 A). En promedio, el porcentaje de expresion
epitelial del RP fue similar al de ESR1. Los grupos expuestos a BP3 durante la
gestacion no mostraron diferencias en la expresion del RP respecto al grupo control
(Figura 28 B). Sin embargo, la exposicion a BP3 durante la gestacion disminuyo la
expresion relativa de ARNm del RP (p<0.05) en comparacién con el grupo control,
siendo mas acentuada la disminucion en el grupo 50-BP3 (Figura 28 C). De manera
similar, la expresion del transcripto de WNT4 fue menor en los grupos expuestos a
BP3 durante la gestacion, alcanzando la diferencia significativa en el grupo de 50-BP3
(p<0.05). Por otro lado, no hubo diferencias en el nivel de expresioén relativa de RANKL

y ELF5 entre los grupos experimentales (Figura 28 C).
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Figura 28. Expresion del RP, WNT4, RANKL, y ELF5. A) Inmunomarcacion del RP en la
glandula mamaria puberal en los grupos experimentales. Barra: 25 ym. B) Cuantificacion del
porcentaje de células epiteliales positivas para el RP. Las barras representan la media + SEM
de 5-7 animales por grupo. C) Expresion relativa de ARNm del RP, WNT4, RANKL, y ELF5.
Las barras representan la media £+ SEM de 6-7 animales por grupo. La expresion de ARNm se
relativizé a la expresion de L19 y a la del grupo control (linea de puntos), segun el programa
REST-MCS®. *: p<0.05, analisis del programa REST-MCS®, cada grupo de BP3 se compara
contra el control.

4.3 | Efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion: evaluacion de la

glandula mamaria lactante
4.3.1 | Gestacion y lactancia

En las madres F1, la exposicion gestacional a BP3 no produjo modificaciones en los
pardmetros de conducta materna como construccidn y mantenimiento del nido,

acarreo de las crias al nido, postura de amamantamiento. Tampoco hubo diferencias
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en la duracion de la gestacion, el numero de crias por camada, ni en el peso corporal
de las madres F1 durante la gestacion y la lactancia (Tabla 9). Por otro lado, se
observo leche en el estbmago de las crias F2 neonatas, y el peso corporal en DL-10

fue similar entre los grupos experimentales (Tabla 9).

Tabla 9. Peso corporal de madres F1 y crias F2 en dia de lactancia 10

Peso corporal Control 0.15-BP3 50-BP3
Madres F1 (@) 33.6+0.7 353115 324+0.8
Crias F2 (g) 6.0+0.3 6.3+0.3 55+0.3

La tabla muestra la media + SEM de 5-6 animales por grupo.

4.3.2 | Histologia general de la glandula mamaria lactante

En secciones histolégicas de glandula mamaria en DL-10 se observé un extenso
desarrollo I6bulo-alveolar. Los alveolos presentes en diversos tamarios, junto con los
conductos mamarios, ocupaban casi la totalidad del tejido glandular. En menor
proporcion, el tejido conectivo se observd separando los alveolos entre si y las
estructuras lobulares. Este tejido conectivo se observd altamente vascularizado con
pocos adipocitos en algunos campos de observacion. En el epitelio alveolar se
observo el estrato luminal fuertemente eosindfilo evidenciando el alto grado de sintesis
proteica, con prominentes nucleos en el extremo basal de las células. La altura del
epitelio fue variable segun el contenido de secrecion en el lumen alveolar. En algunos
campos de observacion el epitelio se presentaba difuso con limites no bien definidos
dada la gran cantidad de vesiculas de secrecion liberandose del citoplasma. No se
observaron gotas lipidicas en el epitelio luminal. En el estrato basal del epitelio
alveolar, se observaron nucleos mas ovoides, aplanados, y distantes entre si, que
corresponden a las células mioepiteliales. El desarrollo glandular y las caracteristicas
histolégicas en los grupos expuestos durante la gestacion a BP3 fueron similares al

grupo control (Figura 29).
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Figura 29. Histologia de la glandula mamaria lactante. Imagenes representativas de secciones
histolégicas de glandula mamaria de los grupos experimentales en DL-10 tefiidas con H&E. Las
imagenes en cada columna presentan la misma magnificacion; barra 50 pm.

4.3.3 | Expresion de a-SMA y morfometria alveolar

A partir de la inmunomarcacién de a-SMA en la glandula mamaria lactante (Figura 30
A) se analizé el tamarfio alveolar. Si bien el area alveolar fue significativamente
diferente entre los grupos experimentales (p<0.05.), ninguno de los grupos expuestos
a BP3 durante la gestacion alcanzo diferencia significativa en comparacion con el
grupo control (p>0.05). Sin embargo, el grupo 0.15-BP3 present6 una tendencia hacia
un menor tamano alveolar respecto al grupo control (p=0.054). Debido a esto, se
analizé el porcentaje de alveolos pequefios (<6851 um?) para evaluar si esta tendencia
era un efecto general o particular de algunas regiones o I6bulos. En comparacién con
el grupo control, el grupo 0.15-BP3 presenté mayor porcentaje de alveolos pequefios
(p<0.05). En cambio, el grupo de 50-BP3 no presenté diferencias en cuanto al area y

perimetro alveolar, o porcentaje de alveolos pequefios, en comparacion con el grupo
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control (Figura 30 B). Debido a que las células mioepiteliales separan al epitelio
alveolar del estroma circundante, y que la principal proteina contractil de éstas es a-
SMA, se analizé la expresion de ésta. Tanto el area y perimetro de la
inmunomarcacion de a-SMA en las células mioepiteliales de los alveolos estuvieron
disminuidas en el grupo 0.15-BP3 en comparacion con el grupo control (p<0.05).
Ademas, la expresion relativa de a-SMA también fue menor en ambos grupos

expuestos a BP3 durante la gestacion (p<0.05) respecto al grupo control (Figura 30 C).
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Figura 30. Expresion de a-SMA y morfometria alveolar. A) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion de a-SMA de la glandula mamaria de los grupos experimentales en DL-10.
Las imagenes en cada fila presentan la misma magnificacion; barra 50 um. B) Cuantificacion de
los parametros de la morfometria alveolar: area alveolar, perimetro alveolar, y porcentaje de
alveolos pequefos. Las barras representan la media + SEM de 5-8 animales por grupo. *:
p<0.05, ANOVA de una via seguido de post test de Dunnett. C) Cuantificacién de la
inmunomarcacion de a-SMA: area, perimetro, y area relativa de (area a-SMA positiva / area
alveolar). Las barras representan la media + SEM de 4-8 animales por grupo. *: p<0.05, test de
Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn.
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4.3.4 | Expresion de proteinas lacteas y moléculas de senalizacion

Ademas de utilizarse como marcadores de diferenciacion funcional, la sintesis y
secrecion de las proteinas de la leche en el lumen alveolar es otro factor que puede
influir en el tamafo de los alveolos mamarios. Por lo tanto, se analizd la expresion
CSN2, LALBA y WAP. Se observé inmunomarcacion de CSN2 y LALBA tanto en el
epitelio luminal, principalmente en el borde apical, como dentro del lumen alveolar
(Figura 31 A), y se cuantifico la expresién proteica de las mismas por densidad 6ptica
integrada (DOI).
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Figura 31. Expresion proteica de CSN2 y LALBA A) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion de CSN2 y LALBA en la glandula mamaria lactante de los grupos
experimentales. Barra: 50 ym. B) Cuantificacion de la inmunomarcacion de CSN2 y LALBA.
Las barras representan la media + SEM de 4-5 animales por grupo, en unidades arbitrarias de
densidad optica integrada (DOI).
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La exposiciéon gestacional a BP3 no modificd la expresion proteica de CSN2 y LALBA
(Figura 31 B), y tampoco la expresion de su transcripto (Figura 32) en la glandula
mamaria lactante. A nivel de ARNm, tampoco hubo diferencias en la expresion relativa
de WAP (control: 1.6 £ 0.3; 0.15-BP3: 1.3 = 0.3; 50-BP3: 1.6 £ 0.3) entre los grupos
experimentales. Por otro lado, la exposicion a BP3 durante la gestacion tampoco
modificéd la expresiéon de ARNm de los factores de transcripcion STAT5a y ELFS5,

pertenecientes a la via de senalizacion de PRL (Figura 32).
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Figura 32. Expresion relativa de ARNm de CSN2, LALBA, STAT5a, y ELF5. Las barras
representan la media + SEM de 4-6 animales por grupo experimental. Se utilizé la expresion de
L19 para normalizar los valores de expresion de los transcriptos evaluados.

4.4 | Efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion: evaluacion de la

diferenciacién funcional in vitro de glandula mamaria
4.4.1 | Desarrollo mamario luego de la administracion de E2 y P4

Se evalud el desarrollo mamario de animales expuestos durante la gestacion a BP3
(50 mg/kg/dia) o al vehiculo (CON), que luego fueron inyectados diariamente con E2 y
P4 (EP) o con aceite (A) desde DPN-21 hasta DPN-30.

En secciones histologicas de glandula mamaria de CON+A y BP3+A tefidas con H&E
se observaron conductos mamarios y TEBs, estructuras caracteristicas de la edad de
los animales (DPN-31), inmersos en un estroma abundante en adipocitos. La

exposicion gestacional a BP3 no produjo diferencias en la histoarquitectura mamaria
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(Figura 33 A). Por otro lado, la extensién del arbol ductal en muestras de CON+EP y
BP3+EP no ocupd la totalidad del estroma adiposo (Figura 33 A). Si bien fue mayor
que en los animales solo expuestos a aceite, solo algunos conductos presentaron
ramificaciones laterales y alveolar-buds (precursores de alveolos mamarios). Algunos
conductos presentaban fragmentos de epitelio en el interior de ellos, indicando
formacion de lumen incompleta. Ademas, no solo no se observaron alveolos mamarios
propiamente dichos, sino que algunas muestras de ambos grupos aun presentaban
TEBs.

Figura 33. Induccién del desarrollo I6bulo-alveolar con E2 y P4 exdgenas. A) Imagenes
representativas de tincion de H&E de muestras de glandula mamaria de animales peri-
puberales expuestos durante la gestacion al vehiculo (CON) o a BP3, inyectados con aceite
(A), o estradiol y progesterona (EP). B) Imagenes representativas de inmunomarcacion de Ki67
en muestras de glandula mamaria de animales CON+A, BP3+A, CON+EP, y BP3+EP. Barras
en A)yB): 50 um.

En cuanto a la proliferacion celular epitelial (Figura 33 B), el porcentaje de células Ki67
positivas en los conductos mamarios de animales inyectados con aceite fue cercano
entre los animales CON+A (15.2 %, n=2) y BP3+A (20.3 £+ 21 %, n=2). La
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administracién exdégena de hormonas ovaricas aumentd la proliferacion celular epitelial
en los conductos mamarios aproximadamente al doble: CON+EP, 38.6 £ 2.8 % (n=5);
BP3+EP, 39.7 + 3.4 % (n=5). Sin embargo, la exposicidon gestacional a BP3 no produjo
cambios en el porcentaje de células epiteliales positivas para Ki67 respecto a los

animales control.

En conjunto, estas observaciones indican que el esquema de estimulacién del
desarrollo I6bulo-alveolar con hormonas esteroideas no fue suficiente para alcanzar el
extenso desarrollo epitelial mamario esperado, caracteristico de la prefez, en el que el
desarrollo lébulo-alveolar ocupa practicamente toda la extensién de la glandula. A
pesar de esto, la exposicién a BP3 durante la gestacion a BP3 no produjo alteraciones
en la histoarquitectura o en el porcentaje de proliferacion epitelial en la glandula

mamaria de animales peri-puberales estimulados o no con E2 y P4.

4.4.2 | Explantes mamarios cultivados con estimulos lactogénicos

Los explantos mamarios cultivados en presencia de hormonas lactogénicas
presentaron un desarrollo del arbol ductal similar al de las muestras obtenidas previo
al cultivo, pero en el que si se desarrollé la alveologénesis. Se observaron grupos de
alveolos mamarios con abundante secrecidon eosindfila en el lumen, formando

pequefios lobulos rodeados de tejido adiposo (Figura 34).

CON+EP

Figura 34. Desarrollo alveolar en explantes mamarios. Imagenes representativas de tincion de
H&E de explantes mamarios de animales CON+EP y BP+EP, cultivados con estimulos
lactogénicos. Las imagenes inferiores muestran con mayor aumento una seccién de las
superiores. Barras: 50 uym.
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No se observaron gotas lipidicas en el epitelio alveolar, y tampoco en el lumen. Los
explantes provenientes de animales expuestos a BP3 durante la gestacién no

presentaron diferencias en la histoarquitectura alveolar.

Por otro lado, en la mayoria de los explantes se observaron estructuras epiteliales con
indicios de muerte celular en el epitelio. En secciones histolégicas tefiidas con H&E
estas estructuras se observaron con mayor o menor grado de eosinofilia, dentro de las
que se ven nucleos picnéticos o fragmentos nucleares (Figura 35). En secciones
histolégicas inmunomarcadas para CK8 y contra-coloreados con hematoxilina, las
estructuras epiteliales con muerte celular presentaron escasa o nula expresion de CK8

y remanentes nucleares basofilos (Figura 35).

CON+EP

H&E

CK8

Figura 35. Muerte celular en explantes mamarios. Imagenes representativas de tincion de H&E
e inmunomarcacion de CK8 en secciones histologicas de explantes mamarios CON+EP vy
BP3+EP. Para ambos grupos se muestran imagenes de H&E y CK8 con estructuras sin
(izquierda) y con indicios de muerte celular (derecha). Barras: 50 pm.

5 | DISCUSION

En el modelo in vivo utilizado en esta Tesis, ratones hembra prefiadas fueron
expuestas dérmicamente a BP3 para analizar la glandula mamaria de su progenie
durante el desarrollo mamario en la pubertad y en la lactancia. Se utilizé este modelo
para simular la aplicacion sobre la piel de protectores solares y productos cosméticos,
principal via de exposicion humana a BP3 (Krause et al., 2012). En ratones hembra
prefadas, tras la aplicacion topica de 50 mg/kg de peso/dia de BP3, se detectaron
concentraciones de este compuesto en el plasma (22.4 + 2.3 ng/mL) y en el liquido
amniotico (22.6 + 10.8 ng/mL) (Santamaria et al., 2020). En nuestro modelo, esta
misma dosis de BP3 disminuyo la expresion de ARNm del RP y de WNT4 durante la

pubertad, y la expresion relativa de a-SMA en los alveolos mamarios durante la
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lactancia. Esta dosis representa el valor del rango inferior (28—392 ng/mL) del nivel
plasmatico de BP3 detectado en humanos, luego de la aplicacion de una locién de 10
% p/p de BP3 en todo el cuerpo (Janjua et al., 2008). Recientemente, la Unién
Europea (UE) redujo la cantidad de BP3 permitida en protectores solares de aplicacion
corporal a solo el 2.2 % en sus formulaciones (UE, Comision Europea, 2022). Por lo
tanto, actualmente la aplicacién topica de protectores solares en todo el cuerpo podria
representar niveles séricos de BP3 menores que los reportados previamente (Janjua
et al., 2008; Krause et al., 2018; Matta et al., 2020).

La exposicién dérmica a BP3 durante la prefiez no causo alteraciones en la ganancia
de peso de las madres FO, el nUmero de crias por camada, la relacién hembras:macho
de las crias F1, el cuidado de las mismas, o su peso corporal hasta el destete.
Tampoco hubo diferencias en los parametros reproductivos evaluados en las crias F1
adultas. En concordancia con nuestros resultados, LaPlante et al. (2018) no
observaron cambios en el peso corporal de las madres, ni en el nUmero de crias por
camada cuando administraron BP3 por via oral a ratones durante toda la prefiez y
lactancia. Asimismo, Nakamura et al. (2015) no encontraron signos clinicos de
toxicidad, ni cambios en los parametros reproductivos cuando evaluaron los efectos de
la administracién de BP3 a través de la comida en ratas durante la prefiez y lactancia
(dosis estimadas desde 70 a 3500 mg/kg/dia).

La exposicion a PEs durante la gestaciéon, como el BPA, puede modificar el peso
corporal y acelerar la apertura vaginal (Honma et al., 2002). Sin embargo, en el
presente trabajo, el crecimiento y desarrollo de las crias F1 hembras expuestas a BP3
durante la gestacion fue similar al de los animales controles, sin presentar cambios en
el dia de la apertura vaginal o la concentracion sérica de E2 y P4. A su vez, la
exposicion a BP3 durante la gestacién no modificé el desarrollo ductal mamario en el
periodo puberal analizado. No hubo diferencias en la extension del crecimiento del
arbol ductal, el N° y tamafio de los TEBs, la histoarquitectura mamaria, la poblacién de
mastocitos y eosindfilos asociados a las estructuras epiteliales, el porcentaje de
proliferacion epitelial, o la expresion del ESR1 (proteica y de ARNm) y del RP
(proteica). En contraste a nuestros resultados, Matouskova et al. (2020, 2022a)
reportaron un aumento en el peso corporal, y alteraciones menores en la glandula
mamaria puberal de crias F1 expuestas a BP3 a través de la madre. Entre estas
alteraciones se encuentran un incremento en la elongacion ductal y el numero de
TEBs, disminucion de las células epiteliales positivas para el RP, y un incremento
transitorio en la infiltraciébn de mastocitos en la glandula mamaria (Matouskova et al.,

2020, 2022b). Las diferencias metodoldgicas en los modelos experimentales pueden
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explicar las diferencias en los resultados, teniendo en cuenta que utilizaron otra cepa
de ratones, la exposicion fue via oral, y durante toda la prefiez y la lactancia, y la

glandula mamaria se estudié al inicio de la pubertad (DPN 32-35).

En ratones, durante la pubertad, la expresion del promotor del RP, asi como su
expresion proteica inducida por la senalizacion de E2, se encuentra restringida a las
células del cuerpo de los TEBs y a la mayoria de las células epiteliales luminales. En
cambio, en la adultez, la expresiéon del RP se atenua por la accion combinada de la
sefnalizacion hormonal de E2 y P4 (Ismail et al., 2002; Seagroves et al., 2000). En el
Capitulo anterior demostramos que la exposicion directa a BP3 disminuyo la expresién
del RP durante la morfogénesis ductal in vitro, sin modificar la expresion del ESR1. De
manera similar, la exposicién a BP3 durante la gestacion no modificd los niveles
séricos de las hormonas esteroideas, la expresion del ESR1, el patron de expresion
proteica del RP, ni la proporcion de células epiteliales positivas para el RP en la
glandula mamaria de ratones hembra puberales. Sin embargo, la disminucion en la
expresion de ARNm del RP en estos animales sugiere que la transcripcién de dicho
receptor podria constituir un blanco de los efectos de BP3. Luego de una exposicion
perinatal a BP3, Matouskova et al. (2020) reportaron una disminucion en la proporcion
de células epiteliales positivas para el RP en la glandula mamaria puberal. Esta
diferencia con nuestros resultados puede atribuirse a que la cepa BALB/c utilizada en
su estudio presenta una mayor sensibilidad a la sefalizacién de P4 que la cepa
C57BL/6 (Aupperlee et al., 2009). Por otro lado, los cambios en la expresion del RP en
su estudio y en el nuestro no estuvieron acompafiados por modificaciones en la
expresion del ESR1. Por lo tanto, es posible que la exposicion a BP3 podria alterar
otros mecanismos de regulacion de la expresion del RP, como modificaciones post-
traslacionales que regulan su actividad transcripcional y su degradacion (Abdel-Hafiz &
Horwitz, 2014).

A diferencia de los efectos observados tras la exposicion directa a BP3 in vitro, la
disminucion en la expresién del RP luego de la exposicion a BP3 durante la gestacién
estuvo acompanada por una disminucion en la expresion de ARNm de WNT4, y no de
los demas efectores de la sefalizacion del RP evaluados como AREG y RANKL. Esto
sugiere que la exposicibn a BP3 durante la gestacion no solo podria alterar la
expresion del RP a nivel transcripcional, sino que también afectar de manera
diferencial los efectores de su via de senalizacién, al igual que otros PEs como
bisfenoles y otros polimeros utilizados en plasticos (Lacouture et al., 2023; Winkler et
al., 2022). Durante la pubertad, la sefializaciéon canénica de WNT4 en el mioepitelio

induce la remodelacién de la ECM por proteasas, y regula el nicho de MaSCs en el
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epitelio basal, controlando el potencial regenerativo del epitelio mamario, necesario
para las transiciones entre las distintas etapas del desarrollo mamario (Rajaram et al.,
2015). Recientemente, se demostré que las MaSCs son blanco de los efectos de la
exposicion a BP3 durante la pubertad (Gao et al., 2025). Este autor administré por via
oral una de las dosis evaluadas en este trabajo (50 mg/kg/dia) y reportd una
disminucion en la fraccion epitelial de MaSCs basales, y en la proliferacion,
diferenciacion, y capacidad regenerativa de la misma. Esto sugiere que la disminucién
en la expresion de WNT4 en la glandula mamaria puberal en nuestro trabajo, podria
ser un indicador temprano de alteraciones morfolégicas en la prefiez debido a un
efecto de BP3 sobre el nicho de MaSCs.

Las alteraciones en el desarrollo mamario, en la diferenciacién epitelial, y/o en la
regulacion hormonal, pueden ocasionar una lactancia defectuosa que afecte la
produccién de leche, sus componentes nutricionales, y en consecuencia se altere el
crecimiento de las crias (Hannan et al., 2023; Kay et al., 2022; Rayner et al., 2005;
Stewart & Davis, 2020). La exposiciéon a PEs durante la prefez altera el desarrollo y
diferenciacion de la glandula mamaria, generando defectos en la lactancia, como se ha
comprobado para la exposicion a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD)
(Vorderstrasse et al., 2004), 1,4-bis [2-(3,5-dicloropiridiloxi)] benzeno, (TCPOBOP)
(Pan et al.,, 2023), o el acido perfluorooctanoico (PFOA) (White et al., 2007). Las
consecuencias pueden ser letales para las crias, en el caso de TCDD y TCPOBOP, o
solo disminuir su ganancia de peso durante la lactancia, como ocurre con el PFOA. En
este Capitulo analizamos los efectos de la exposicion a BP3 durante la gestacion
sobre la diferenciacién funcional de la glandula mamaria a mitad de lactancia. Se eligio
evaluar este periodo, posterior a la activacién secretora, debido a que se caracteriza
por una produccion copiosa de leche (Anderson et al., 2007), coincidente con la etapa
de mayor expresion de CSN2 (Baruch et al., 1995) y LALBA (Grigor et al., 1990).
Previamente, en nuestro laboratorio demostramos que la exposicién perinatal a BPA
retrasa la maduracion alveolar al final de la prefiez, disminuye la expresion y sintesis
de CSN2, y la produccién de leche de la glandula mamaria lactante (Altamirano et al.,
2017b; Kass et al., 2012). Durante la lactancia, no detectamos anomalias en la
conducta de las madres expuestas a BP3 durante la gestacion, y tampoco en la
succion de sus crias. Estas ultimas presentaban leche en sus estdmagos al ser
inspeccionadas, y no presentaron diferencia en su peso corporal en comparacién con
el grupo control. Estos hallazgos sugieren que la exposicion gestacional a BP3 no
modificé la produccién de leche en la glandula mamaria lactante de la madre F1. En

este trabajo, tanto los grupos expuestos a BP3 como el grupo control presentaron un
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extenso desarrollo I6bulo-alveolar mamario, abundantes alveolos dilatados, y otros con
caracteristicas de secrecion activa en el epitelio luminal. Sin embargo, el grupo 0.15-
BP3 presentod alveolos de menor area y perimetro que el grupo control, lo que significo
en un elevado porcentaje de alveolos pequefios. Esto contrasta con los resultados
obtenidos previamente en el modelo in vitro en el que la exposicion directa a BP3 no
modificé el tamano alveolar en los organoides mamarios. Sin embargo, nuestros
resultados in vivo coinciden con un estudio sobre la exposicion a PFOA durante la
gestacion. En ese estudio la glandula mamaria lactante de las madres F1 mostré un
retraso en el desarrollo I6bulo-alveolar en DL-10, que desaparecié al destete y no
afectd la succion o el peso de las crias (White et al., 2011). Por otro lado, en este
trabajo ambas dosis de BP3 disminuyeron la expresion relativa de a-SMA, sugiriendo,
en conjunto, que la exposicién a BP3 durante la gestacién modifica el desarrollo y/u
organizacion alveolar en la glandula mamaria lactante. La expresiéon de a-SMA forma
parte del aparato contractil de las células mioepiteliales, y defectos en la misma
pueden ocasionar estasis del contenido de leche en el lumen alveolar y desencadenar
una involucién mamaria precoz (Haaksma et al., 2011). Asimismo, la menor expresion
relativa de a-SMA puede ser sugerente de un estado contraido de las células
mioepiteliales, o de defectos en la relajacion post contraccion (Raymond et al., 2011).
Sin embargo, no detectamos indicios de estasis lactea o involucion en el analisis
histologico, y la similitud en el peso corporal de las crias F2 nos sugieren que no hubo
defectos en la lactancia per se (eyeccién y calidad de la leche) durante el periodo
analizado. Por lo tanto, es posible que la menor expresion de a-SMA se deba a una
menor cantidad de células mioepiteliales o una disminucion en la prolongacién de sus
proyecciones. A diferencia de los efectos de la exposicion directa a BP3 en los
organoides mamarios, en este modelo in vivo no observamos diferencia en la
expresion proteica o de ARNm de las proteinas lacteas, y tampoco en la expresion de
ARNmM de los intermediarios de la via de sefalizacion de PRL evaluados, STAT5a y
ELF5. Estos resultados sugieren que la exposicion a BP3 durante la gestacion no
modificé la via de sefalizacion de PRL. Por lo tanto, las alteraciones en la
organizacion alveolar podrian deberse a otros mecanismos de regulacion del
desarrollo alveolar, que podrian haberse originado incluso antes de la prefiez. En la
pubertad, la exposicion a BP3 durante la gestacion disminuyo la expresiéon de WNT4,
regulador critico del nicho basal de MaSCs (Rajaram et al., 2015). En el trabajo
mencionado anteriormente de Gao et al. (2025), se reportd una disminucién en la
expresion de a-SMA en organoides mamarios obtenidos de las MaSCs basales de
animales expuestos a BP3, y una disminucion en la formacién de colonias de células

bipotentes (expresion positiva para CK8 y a-SMA), indicando alteraciones en la
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diferenciacion. Por lo tanto, es probable que los efectos de BP3 en la organizacion
alveolar de la glandula mamaria lactante sean debido a alteraciones en la proliferaciéon
y diferenciacion de las MaSCs basales de la glandula mamaria, posiblemente
asociadas a la disminucion en la expresion de WNT4 como detectamos en la pubertad,
0 a su senalizacion. Respecto a esto, uno de los roles de WNT4 durante la prefiez es
estabilizar la proteina SP1 (Ataca et al., 2020; Cai et al., 2014; Rajaram et al., 2015)
encargada de la induccion del receptor 1a de la proteina morfogénica del hueso
(BMPR1a) en las células mioepiteliales (Shao et al., 2021). La senalizacion de
BMPR1a es necesaria para la correcta organizacién alveolar (Yan et al., 2021), para
mantener el linaje de las células mioepiteliales y evitar la alveologénesis precoz (Shao
et al., 2021).

Previamente, demostramos que el retraso en la maduracion alveolar durante la prefiez
luego de la exposicidon perinatal a BPA (Altamirano et al., 2015; Kass et al., 2012)
puede ser remitido por mecanismos compensatorios a mitad de lactancia (Altamirano
et al., 2015). A su vez, la delecion génica de las subunidades de integrinas a3 y a6,
necesarias para la funcion de las MaSCs (Romagnoli et al., 2020), retrasa el desarrollo
mamario y la diferenciacion alveolar en la prefiez (Romagnoli et al., 2020). Si bien el
desarrollo y diferenciacion se recupera en la lactancia temprana, sus consecuencias
se vuelven evidentes luego del DL-14 en la disminucién de la expresion de proteinas
lacteas, el peso de las crias, y una involucion acelerada (Romagnoli et al., 2020). En
uno de los objetivos de esta Tesis nos propusimos evaluar los efectos de la exposiciéon
a BP3 durante la gestacion sobre la diferenciacion funcional in vitro utilizando
explantes mamarios. Sin embargo, el disefio experimental no fue éptimo para analizar
los marcadores de diferenciacion propuestos. La administracion exégena de E2 y P4
estimula el desarrollo mamario induciendo la ramificacién lateral y la formacion de
precursores alveolares (alveolar buds) (Anderson et al., 2007), procesos
caracterizados por una marcada proliferacion epitelial en la primera etapa de la prefiez
(Traurig, 1967). Sin embargo, la exposicion a BP3 durante la gestacién no modificé la
proliferacion epitelial mamaria en los animales estimulados con E2 y P4, lo que sugiere
que BP3 podria actuar sobre otras etapas como la expansién lobulo-alveolar que
comienza a mitad de prefiez (Anderson et al., 2007) o la maduracion alveolar a finales
de prefez (Jones & Stern, 1999). En futuros estudios seria importante analizar los
efectos de BP3 sobre el desarrollo y maduracién alveolar durante la prefiez avanzada,

y durante la activacion secretoria en la lactancia temprana (DL2-DL4).
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CONCLUSIONES GENERALES

En esta Tesis utilizamos cultivos primarios 3D de organoides mamarios y
demostramos que la exposicidon directa a BP3 modificd la expresién de receptores
hormonales, alteré vias de sefalizacion criticas involucradas en la extension del
crecimiento ductal y en la diferenciacion epitelial de la glandula mamaria, con
consecuencias en la expresion de las proteinas de la leche frente a estimulos
lactogénicos. Particularmente, en el modelo de morfogénesis ductal, la exposicién
directa a BP3 disminuyé la expresion del RP, y de dos intermediarios en su via de
sefnalizacion, AREG y RANKL. Por otro lado, en el modelo de diferenciacion funcional
BP3 aumentd la expresion del ESR1, RP, y de STAT5a, ademas de inducir la
traslocacion nuclear de pSTAT5a/b, junto con un incremento en la expresion de CSN2,
y una disminucién de la expresion de WAP. En ambos experimentos, la morfologia de
los organoides no estuvo alterada por la exposicion directa a BP3. Ademas,
demostramos que, en la glandula mamaria puberal, la exposicion a BP3 durante la
gestacion disminuy6 la expresion de ARNm del RP y de WNT4, otro intermediario en
su via de sefalizacion, sin modificar la extension del crecimiento ductal, o la
histoarquitectura mamaria. A mitad de lactancia, la exposicion a BP3 durante la
gestacion altero la organizacion alveolar, disminuyendo el tamafio de los alveolos y la
expresion de a-SMA. Sin embargo, BP3 no modificd la expresion de intermediarios de
la sefializacion de PRL como STAT5a o ELF5, la expresion y sintesis de las proteinas
de la leche, ni el peso corporal de las crias lactantes. Considerando estos resultados,
podemos decir que BP3 afecta el desarrollo y diferenciacion de la glandula mamaria,
causando efectos diferenciales segun la dosis utilizada, y la etapa de exposicion, al

igual que otros PEs (Hannan et al., 2023).

* In vitro, la exposicidon directa a BP3 presentd efectos sugerentes de mecanismos
estrogeénicos, anti-estrogénicos o anti-progestagenos, al igual que lo demostrado en
otros estudios mecanicistas (Gomez et al., 2005; Molina-Molina et al., 2008; Schreurs
et al.,, 2002, 2005; Suzuki et al.,, 2005; Watanabe et al., 2015). Estos efectos
hormonales, se presentaron de manera diferencial segun la concentracion utilizada, la
etapa del desarrollo mamario analizada, y posiblemente segun el microambiente
hormonal. Por ejemplo, a muy bajas concentraciones (1 x 10-'2 M), BP3 estimulo la
expresion de IGF-1 durante la morfogénesis ductal, e indujo la expresion de ESR1 y
de su gen blanco, RP, durante la diferenciacion funcional, coincidente con un efecto
estrogénico. Incluso, esta concentracién de BP3 presentd efectos similares a los del

BPA durante la diferenciacion funcional. En cambio, 1 x 10® M BP3 disminuyo la
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expresion del RP y de los efectores de su via de sefalizacion, AREG y RANKL,
durante la morfogénesis ductal, sugiriendo un efecto anti-estrogénico o anti-

progestageno.

» Durante la morfogénesis ductal, en ambos modelos experimentales BP3 disminuyé la
expresion del RP y de los efectores de su via de senalizacion, sin alterar la expresién
del ESR1. Esto demuestra que la expresiéon del RP es particularmente sensible a la
accion de BP3 en esta etapa del desarrollo, independientemente del modelo de
exposicion. Ademas, BP3 podria interferir directamente sobre las vias de transduccion
de sefiales mediadas por el ESR1, sin alterar su nivel de expresion (De Coster & Van
Larebeke, 2012; La Merrill et al.,, 2020). También podria actuar sobre otros
mecanismos de regulacion de la expresiéon y transactivacion del RP, independientes
de ESR1 (Abdel-Hafiz & Horwitz, 2014). Por otro lado, también demostramos que la
disminucion en la expresion del RP afecta diferencialmente la expresién de los
efectores de su via de sefnalizacion, como ocurre para otros PEs (Lacouture et al.,
2023; Winkler et al., 2022).

» Durante la diferenciacion funcional, los efectos de BP3 fueron diferentes segun el
modelo de exposicion. Nuestro modelo in vitro presentd caracteristicas similares a la
diferenciacion funcional mamaria en la etapa cercana al parto, y la exposicion directa a
BP3 altero la via de sefalizacion de PRL y la expresion de las proteinas de la leche.
En contraste, estos efectos no estuvieron presentes en la glandula mamaria lactante
de animales expuestos a BP3 durante la gestacién, cuando estas variables se
analizaron a mitad de lactancia. Ademas, si bien BP3 alteré la histomorfologia
mamaria in vivo, no detectamos indicios de defectos en la lactancia, segun las

variables analizadas.

* La exposicion a BP3 durante la gestacion disminuyd la expresion de WNT4 en la
pubertad, y la expresioén relativa de a-SMA de las células mioepiteliales en la lactancia.
Esto demuestra que las células epiteliales basales, donde ademas se encuentra el
nicho de MaSCs, son un blanco sensible a los efectos de BP3, tal como lo demuestra
Gao et al. (2025). Desconocemos las implicancias que estos resultados podrian tener
sobre el potencial regenerativo de la glandula mamaria luego de gestaciones
sucesivas, o sobre la induccion de lesiones neoplasicas, debido a que escapan a los

objetivos de esta Tesis.

En conjunto, los resultados de esta Tesis indican que BP3 se comportaria como PE,
considerando las caracteristicas propuestas por otros autores (De Coster & Van

Larebeke, 2012; La Merrill et al., 2020). Asimismo, demostramos que la glandula
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mamaria murina es sensible a los efectos de su exposicion, tanto de manera directa in
vitro, como in vivo durante la gestacion. Ademas, los modelos de cultivo primario 3D
de organoides mamarios que utilizamos, no solo lograron imitar con precision
diferentes etapas del desarrollo mamario (Lo et al., 2012; Nguyen-Ngoc et al., 2015;
Sumbal et al., 2020b), sino que demostraron ser sensibles para estudiar los efectos de
la exposicién a PEs, reduciendo el uso de animales de experimentacion. Por otro lado,
aunque la exposiciéon a BP3 durante la gestacidon, en general, provocé cambios
menores, a largo plazo se evidenciaron alteraciones morfolégicas en la glandula
mamaria lactante. Esto demuestra que la exposicion a BP3 presenta efectos
persistentes que se evidencian en diferentes etapas del desarrollo. Finalmente, la
mayoria de los efectos de BP3 se observaron en los grupos expuestosa 1 x 10°Mo a
50 mg/kg/dia, representativos de la exposicion a BP3 luego de la aplicacion de

pantallas solares sobre la piel.

Estos hallazgos alertan sobre el uso de BP3 en formulaciones comerciales de
productos de uso personal, particularmente durante la gestacién, y deberian ser
considerados por los organismos regulatorios. En este sentido, recientemente la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha bajado el porcentaje de BP3
permitido en las formulaciones comerciales a 2.2 % (UE, Comisién Europea, 2022). No
es nuestra intencion desaconsejar el uso estos productos, como por ejemplo los
protectores solares, debido a la proteccion que brindan sobre los efectos deletéreos de
la radiacién solar sobre la piel. Sin embargo, al igual que otros autores (Wnuk et al.,
2022), consideramos que hasta que se diluciden los efectos de BP3 sobre la salud
humana, otras alternativas de proteccion pueden ser relevantes como moderar el
tiempo de exposicién solar, evitar los horarios de mayor intensidad de los rayos UV, o

fomentar el uso de indumentaria especial, entre otras.
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ANEXOS

Tabla A1. Protocolo de procesado histolégico

Anexos

Deshidratacion
Etanol 96° |
Etanol 96° Il
Etanol 100° |
Etanol 100° II
Etanol 100° |1l

1h
2h
1h
1h

Toda la noche

Aclaramiento
BioClear |
BioClear Il
BioClear IlI

2h
2h
2h

Inclusién en parafina (60 °C)
Parafina |
Parafina Il

Parafina lll

Toda la noche
1h
1h

Entacado en bloques de parafina

Dejar atemperar toda la noche

Tabla A2. Protocolo de tincién con H&E

Desparafinacion e hidratacion
Solvente organico (BioClear)
Etanol 100°, 96°, 70°

3 pasajes, 5 min c/u

1 pasaje c/u, 3 min c/u

Agua 3 min

Tincion con H&E

Hematoxilina de Mayer 2 min

Agua 30s

Solucion de hidréxido de sodio 15s

Agua 1 min

Eosina 3 min

Agua 1 pasaje rapido

Deshidratacion
Estufa a 37 °C

Solvente organico (BioClear)

Toda la noche

2 pasajes, 5 min c/u.

Montaje permanente

Cubreobjeto con Balsamo de Canada

Dejar secar toda la noche

115




Tabla A3. Protocolo de inmunofluorescencia

Anexos

Desparafinacion e hidratacién
Solvente orgéanico (BioClear)
Etanol 100°, 96°, 70°

3 pasajes, 5 min c/u

1 pasaje c/u, 3 min c/u

PBS 5 min
Bloqueo de tejido adiposo

Borohidruro de sodio en PBS (10 mg/mL) 40 min
PBS 5 min

Recuperacion antigénica

Calentamiento en horno microondas con buffer|
citrato de sodio 0.01 M, pH 6.

Tratamiento suave o fuerte segun el antigeno
y anticuerpo.

PBS

Tratamiento suave

5 min a 100% de potencia sin portas
1 min a 100% de potencia con portas
14 min a 40% de potencia con portas
20 min apagado

Tratamiento fuerte

3 min a 100% de potencia sin portas
5 min a 100% de potencia con portas
3 min a 100% de potencia con portas
3 min a 100% de potencia con portas

20 min apagado

5 min

Bloqueo de uniones no especificas

Suero normal 1:20 en PBS con 1.5% de leche
descremada

1 h a temperatura ambiente, en camara
humeda.

Incubacién con anticuerpo primario
Anticuerpo en solucién BC-11
Atemperar

PBS

4 °C toda la noche
15 min

15 min

Incubacién con anticuerpo secundario

Alexa fluor, especifico para cada anticuerpo
primario, disuelto en BSA 1 % en PBS.

PBS

1 h a temperatura ambiente, en camara
humeda y en oscuridad.

15 min

Sistema de revelado
Solucién de DAPI en PBS (1:1000)
PBS

5 min a temperatura ambiente, en oscuridad.

5 min

Montaje permanente
Cubreobjeto con ProLong Gold

Sellado de bordes con esmalte

Dejar secar toda la noche a temperatura
ambiente, en oscuridad

BC-11: acido carbamimidotioico (4-boronofenil) metil ester hydrobromido. BSA: albumina sérica
bovina (bovine serum-albumin). DAPI: 4’, 6-diamino-2-fenilindol dihidrocloruro. PBS: solucién de

buffer fosfato.
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Tabla A4. Tinciones histoquimicas para eosinéfilos y para mastocitos

Desparafinacion e hidratacién
Solvente organico (BioClear)

Etanol 100°, 96°, 70°

3 pasajes, 5 min c/u

1 pasaje c/u, 3 min c/u

Agua 5 min
Rojo sirio alcalino (eosinéfilos)

Hematoxilina de Mayer 10 min
Agua destilada 30s
Etanol 70° 1 pasaje
Sirio rojo 0.5 %, pH 10.5 1h
Agua corriente 10 min
Deshidratacion y montaje de rutina

Alcian blue/safranina (mastocitos)

Acido acético 3 % pH 2.4 3 min
Alcian blue 8 GX 1% en acido acético 3 %, pH 2.4 2h
Agua destilada Pasaje
Safranina 0.25 % en HCI 0.125 N 30 min
Agua destilada Pasaje
Hematoxilina de Gill 3 min
Agua destilada Pasaje

Deshidratacién y montaje de rutina
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