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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

% Porciento

°C Grados centigrados

a-SMA Alfa actina de musculo liso

ng Microgramo

pm Micrémetro

AB Alveolar buds

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc¢ Acido desoxirribonucleico copia
ADNg Acido desoxirribonucleico gendmico
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Resumen

RESUMEN

La glandula mamaria es un tejido sensible a los efectos de quimicos exdgenos capaces de interferir
con la acciéon hormonal. La exposicion a este tipo de compuestos en diferentes momentos de la
vida puede conllevar importantes consecuencias para la salud, como pueden ser un aumento del
riesgo a desarrollar ciertos tipos de cancer de mama o una lactancia inadecuada en hembras. En
las tltimas décadas, como resultado de la accidn antropogénica, se ha evidenciado la presencia
masiva de compuestos quimicos en el medio ambiente que presentan una inesperada accion de
perturbacion enddcrina. En este sentido, la glandula mamaria de ratas macho se ha propuesto
como un modelo apropiado para el estudio de los efectos de perturbadores enddcrinos (PE);
algunos PE han mostrado efectos sobre el desarrollo mamario en los machos mas tempranamente

que en las hembras, mientras que otros solo han modificado la glandula mamaria de los machos.

El glifosato es el principio activo de numerosas formulaciones de herbicidas (herbicidas a base
de glifosato — HBG) de amplio espectro que se utilizan ampliamente a nivel mundial para
erradicar las malezas en 4reas agricolas y para la desecacion quimica post-cosecha. Numerosos
estudios han demostrado que la exposicion a glifosato o HBG durante periodos criticos del
desarrollo puede alterar el sistema reproductor femenino y masculino, mientras que estudios in
vitro sugieren que este compuesto podria presentar una accion de perturbacion enddcrina. Sin
embargo, los efectos de la exposicidn a glifosato o sus formulaciones sobre la glandula mamaria
han sido poco estudiados. Estudios previos han reportado que una exposicion subcutanea en una
etapa postnatal temprana a un HBG provoca un mayor desarrollo de la glandula mamaria y un
incremento en la proliferacion celular en ratas macho, mientras que en ratas hembra de edad
avanzada aumenta la presencia de conductos hiperplasicos. Por otro lado, el propiconazole es un
fungicida sistémico del grupo de los triazoles que posee una accion de amplio espectro para el
control de hongos en una variedad de cultivos. Los datos acerca de los niveles de utilizacion de
este compuesto son limitados, si bien su uso no se encuentra aprobado por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria, éste se encuentra permitido en Argentina. Numerosos estudios in vitro
han demostrado que el propiconazole es capaz de alterar distintos aspectos de la esteroidogénesis
y afectar a la actividad de ciertos receptores hormonales, mientras que estudios in vivo han
reportado alteraciones sobre el sistema reproductor masculino. A pesar de estos antecedentes, los
efectos de este compuesto sobre la gldndula mamaria no han sido estudiados. En base a lo
descripto anteriormente, en esta tesis nos propusimos evaluar las diferencias en el desarrollo
mamario entre ratas macho y hembra para luego analizar si la exposicion perinatal (gestacion +
lactancia) a un HBG, glifosato o propiconazole altera el desarrollo en la glandula mamaria de
animales macho en la pre- y post-pubertad. Para analizar diferencias en el desarrollo mamario de
hembras y machos se obtuvieron muestras de glandulas mamarias de ambos sexos al destete (dia

postnatal - DPN21) y en DPN60. Por otro lado, para evaluar los efectos de los fitosanitarios sobre
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Resumen

el desarrollo mamario en machos, ratas hembra prefiadas de la cepa Wistar (FO) fueron expuestas
a una formulacion comercial de glifosato (HBG3.5: 3.7 mg/kg/dia y HBG350: 352 mg/kg/dia), a
glifosato puro (GLI: 3.9 mg/kg/dia), a propiconazole (PRO: 4 mg/kg/dia) y a la mezcla de
fitosanitarios (PROGLI: 4 mg de propiconazole/kg/dia y 3.7 mg de glifosato/kg/dia). Las dosis
mencionadas corresponden a las dosis reales de fitosanitarios a las que estuvieron expuestas las
hembras FO; la exposicion a HBG y glifosato fue realizada a través de la dieta desde el dia de
gestacion 9 (DGY) hasta el destete, mientras que el tratamiento con propiconazole se administrd
por via intragastrica desde el DG10 hasta el destete, cada 48 h. Los machos F1 fueron sacrificados

en DPN21 y DPN60 y se obtuvieron muestras de glandulas mamarias y suero.

Primeramente, se evaluaron las diferencias de la glandula mamaria de hembras y machos. En
DPN21 y DPN60 se evaluo el desarrollo y crecimiento de la glandula mamaria a través de whole-
mounts (WMs) y la histologia de la misma. En DPN21, la glandula mamaria de las ratas macho
presentd menor area, perimetro, n° de TEBs y area epitelial relativa, en comparacion con las
hembras, mientras que la histologia fue similar entre ambos sexos. Por otro lado, en DPN60, en
los machos se observd un menor crecimiento longitudinal y n® de TEBs comparado con las
hembras. En cuanto a la histologia los machos presentaron mayor desarrollo lobuloalveolar,
mientras que en las hembras se observaron principalmente conductos y una mayor proporcion de
tejido adiposo. Estos resultados concuerdan con las caracteristicas de la glandula mamaria de

ratas descriptas previamente.

En una segunda etapa evaluamos los efectos de la exposicion perinatal a HBG sobre la glandula
mamaria de ratas macho. Se evaluaron los niveles séricos de estradiol (E2), testosterona (T) y
prolactina (PRL) y el desarrollo mamario a partir de WMs y secciones histoldgicas. Ademads, en
DPN60 se determind el area ocupada por las estructuras epiteliales (area epitelial relativa) y el
area de los adipocitos. Se determin6 la proliferacion celular (células positivas para Ki67) y la
expresion de los receptores de estrégenos alfa (ESR1) y androgenos (RA), de Ciclina D1 (Cend1)
y de moléculas involucradas en la morfogénesis ductal [i.e.: Anfirregulina (Areg), receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1),
receptor de IGF1 (IGF1R), quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 fosforilada (p-
Erk1/2)]. Finalmente, se analizd la expresion de las variantes transcripcionales de ESRI1 y se
realizé un analisis de metilacion de ADN gendmico (ADNg) de sus promotores. L.a exposicion a
HBG no modificé los niveles séricos de E2 ni T, pero HBG350 aumentd los niveles de PRL en
DPN60, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. En DPN60 el tratamiento con
HBG3.5 redujo el areay el perimetro de la glandula mamaria y aumento el nimero de TEBs, pero
no modifico la histologia de la misma, mientras que la exposicion a HBG350 generd un mayor
crecimiento longitudinal y menor desarrollo del arbol mamario comparado con el grupo control.

La gldndula mamaria de estos animales presentd un menor desarrollo de las estructuras
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lobuloalveolares, menor area epitelial relativa y mayor area de los adipocitos. En cuanto a la
proliferacion celular y la expresion de receptores de hormonas esteroides, los machos expuestos
a HBG3.5 presentaron una menor expresion proteica y del ARNm de ESRI, un incremento en la
expresion proteica de RA y una disminucion en sus niveles de ARNm. Por otro lado, en los
machos HBG350 la proliferacion disminuyd y la expresion de ESR1 (proteina y ARNm) se
redujo. Al evaluar la expresion de las variantes transcripcionales de ESR1 se observé que HBG3.5
redujo la expresion de la variante ESR1-OS, mientras que HBG350 disminuyd la expresion de
ESR1-O, OT y El; en todos los casos, la reduccion de la expresion de las variantes
transcripcionales estuvo asociada con una hipermetilacion de sus promotores. En DPN21, por
otro lado, la exposicion a HBG no modifico el crecimiento y desarrollo de la glandula mamaria,
pero la menor dosis redujo la proliferacion celular. Ambas dosis de HBG disminuyeron la
expresion de los ARNms de ESR1, Cend1, EGFR e IGF1R, mientras que solo HBG3.5 disminuy6
la expresion de Areg e IGF1 y la marcacion de p-Erk1/2 en los TEBs. Los resultados hallados en
DPN21 en los animales expuestos a HBG3.5 podrian explicar la reduccion del crecimiento de la
glandula observado en los animales post-puberales. Otros mecanismos de accion deberian
evaluarse para explicar las modificaciones halladas en DPN60 en el caso de HBG350, aunque el

aumento de los niveles de PRL podria influir en estas alteraciones.

Dado que los efectos generados por HBG pueden diferir de los ocasionados por glifosato puro,
seguidamente nos propusimos analizar la accion de GLI sobre la gldndula mamaria de ratas macho
post-puberales y evaluar si ésta diferia de la accion de HBG. Se evalu¢ el desarrollo mamario a
partir de WMs y secciones histoldgicas y se determind la proliferacion celular y la expresion de
ESR1, RA, Ccendl, EGFR, el receptor de PRL (PRLR) y de las variantes transcripcionales de
ESR1. Ademas, se analiz6 la metilacion del ADNg del promotor de ESR1-OS. En los animales
expuestos a GLI, el area y el perimetro de la glandula mamaria no fueron diferentes a los animales
tratados con HBG, aunque tampoco difirieron del grupo control. Al igual que HBG, GLI no
modificé la histologia de la glandula ni la proliferacidn celular, pero si disminuyé la expresion
proteicay del ARNm de ESR1 y de los ARNms de RA, EGFR y PRLR. Sin embargo, la expresion
proteica de RA y del ARNm de Ccndl en los machos expuestos a GLI no fue diferente al control
ni a HBG. Finalmente, ambos grupos experimentales presentaron una reduccion en la expresion
de ESR1-OS y un aumento en la metilacidon de su promotor, pero en los machos expuestos a GLI
¢éste fue menos pronunciado que en HBG. En base a estos resultados, los efectos observados en
los animales expuestos a HBG podrian deberse principalmente al compuesto activo, aunque serian

potenciados por los adyuvantes presentes en la formulacién comercial.

En la altima etapa de esta tesis, nos propusimos evaluar los efectos de la exposicion perinatal a
GLI, PRO y la mezcla de fitosanitarios (PROGLI) sobre la glandula mamaria de ratas macho. Se

evaluo el desarrollo mamario a partir de WMs y secciones histoldgicas y la presencia de lesiones
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mamarias. Ademas, en DPN60 se determino la proliferacion celular, la expresion de ESR1, p27,
Cendl, RA, Wnt5a y aromatasa, mientras que en DPN21 se evalud la proliferacion celular, la
expresion de ESR1 y la marcacion de p-Erk1/2. En DPN60, la exposicion a GLI disminuy¢ el
area de la glandula mamaria en comparacion con el grupo control, y no se observaron diferencias
entre los demas grupos experimentales. En cuanto a la histologia de la glandula, los machos
expuestos a PRO presentaron un mayor score de desarrollo lobuloalveolar, mientras que los
expuestos a PROGLI no fueron diferentes al control ni a PRO. Ademas, se evidencid la presencia
de hiperplasias lobuloalveolares en los animales expuestos a PRO (3 de 11 animales) y PROGLI
(1 de 11 animales), sin observarse este tipo de estructuras en los grupos control y GLI. Los
animales expuestos a GLI presentaron una menor expresion de ESR1, mientras que en los machos
PROGLI ésta no fue diferente al control ni a GLI. No se observaron diferencias en la proliferacion
celular ni en la expresion de p27, Cendl, RA 'y Wnt5a entre los distintos grupos experimentales,
pero la exposicion a GLI aumentd la expresion de aromatasa. Por otro lado, en DPN21, los machos
expuestos a PROGLI presentaron una reduccidn transitoria en el area de la glandula mamaria,
mientras que la histologia de la glandula fue similar entre los grupos experimentales. La expresion
de ESRI1 no fue modificada por la exposicion a los fitosanitarios, mientras que GLI disminuy6 la
proliferacion celular y PRO aument6 la marcacién nuclear de p-Erkl1/2 en los conductos
mamarios. A partir de estos resultados puede concluirse que ambos agroquimicos alteran el
desarrollo de la glandula mamaria; sin embargo, estos efectos no se observan cuando los animales

son expuestos a la mezcla de los mismos, evidenciandose un efecto antagdnico.

En conjunto, nuestros resultados muestran que la exposicion a HBG, GLI o PRO durante la prefiez
y la lactancia altera el desarrollo de la glandula mamaria de ratas macho. En general los efectos
mas notorios se observan en la etapa post-puberal, como alteraciones en el crecimiento y la
morfologia, mientras que en la etapa pre-puberal los efectos son sutiles, como modificaciones en
la proliferacion y expresion de genes implicados en el desarrollo mamario. Esto destaca la
importancia de evaluar los efectos generados por los PE en distintas edades, ya que tanto los
efectos sobre la glandula mamaria como el momento en el cual éstos se evidencian pueden variar.
Ademas, el efecto antagonico generado por la exposicion a la mezcla demuestra la posibilidad de
interaccion entre pesticidas, lo que enfatiza la necesidad de evaluar los efectos de la exposicion a

mezclas de los mismos.

En conclusidn, los resultados de esta tesis aportan nuevas evidencias a favor del potencial de PE
de glifosato, sus formulaciones comerciales y propiconazole, como asi también conocimiento
acerca de los mecanismos moleculares afectados. Ademas, enfatizan la elevada sensibilidad de la
glandula mamaria de ratas macho a compuestos con accion hormonal, durante periodos criticos

del desarrollo.
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Abstract

ABSTRACT

The mammary gland is an organ sensitive to the effects of exogenous chemicals capable of
interfering with hormonal action. Exposure to this type of compound at different times in life can
lead to significant health consequences, such as an increased risk of developing certain types of
breast cancer or inadequate lactation in females. In recent decades, because of human action, the
massive presence of chemicals in the environment that have an unexpected action of endocrine
disruption has been evidenced. In this sense, the male rat mammary gland has been established as
an appropriate model to study the effects of endocrine disrupting chemicals (EDCs); some EDCs
have shown earlier effects on the development of the male rat mammary gland than on the female,

whereas others only have affected the male mammary gland.

Glyphosate is the active ingredient of broad-spectrum herbicide formulations (glyphosate-based
herbicides — GBH) extensively used worldwide to control weeds in agricultural areas and on post-
postharvest desiccation. Several studies have shown that glyphosate or GBH exposure during
critical periods of development could alter female and male reproductive systems, whereas in
vitro assays suggest an endocrine disrupting action of these compounds. However, the effects of
the exposure to glyphosate or its formulations on the mammary gland have not been extensively
studied. In this sense, it has been reported that subcutaneous exposure to GBH during the early
postnatal period increases mammary gland development and cell proliferation on male and the
presence of hyperplastic ducts on elderly female rats. On the other hand, propiconazole is a
systemic triazole fungicide that has a broad-spectrum action for the control of fungi in a variety
of crops. The available information about the levels of use of this compound is limited; although
its use is not approved by the European Food Safety Authority, it is allowed in Argentina.
Numerous in vitro studies have shown that propiconazole could alter steroidogenesis and the
activity of hormone receptors, whereas in vivo studies have reported that it affects the male
reproductive system. Despite this information, the effects of this compound on the mammary
gland have not been studied. Therefore, the aim of the present thesis was to evaluate the
differences in mammary gland development between male and female rats and then analyze
whether perinatal exposure (gestation + lactation) to GBH, glyphosate or propiconazole alters
mammary gland development on male rats at pre- and post-puberty. Mammary gland samples of
both sexes at weaning (postnatal day 21 — PND21) and PND60 were obtained to analyze the
differences in mammary development between female and male rats. Also, to evaluate the effects
of the agrochemicals on male mammary gland development, pregnant Wistar rats (F0) were
exposed to a GBH (GBH3.5: 3.7 mg/kg/day and GBH350: 352 mg/kg/day), glyphosate alone
(GLY: 3.9 mg/kg/day), propiconazole (PRO: 4 mg/kg/day) and a mixture of both agrochemicals
(PROGLY: 4 mg de propiconazole/kg/day and 3.7 mg de glyphosate/kg/day). The above-

mentioned doses are the real doses of agrochemicals to which FO dams were exposed. Dams were
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exposed to GBH and glyphosate orally through the diet from gestational day 9 (GD9) until
weaning, and to propiconazole by gavage from GD10 until weaning, every 48 h. F1 males were

euthanized at PND21 and PND60 and mammary gland and serum samples were obtained.

First, we analyzed the differences in mammary gland between males and females. The mammary
gland development and growth were evaluated in whole-mounts (WMs) and histological sections
on PND21 and PND60. On PND21, the mammary gland of males had a reduced area, perimeter,
number of TEBs and relative epithelial area, compared to females; however, mammary histology
was similar in both sexes. On PND60, the males presented lower longitudinal growth and number
of TEBs than females. Regarding mammary histology, male rats had a greater lobuloalveolar
development, whereas females presented mainly ducts and a higher proportion of adipose tissue.

These results agree with rat mammary gland features previously described.

In a second part, we evaluated the effects of perinatal exposure to a GBH on the mammary gland
of male rats. Estradiol (E2), testosterone (T) and prolactin (PRL) serum levels and mammary
gland development in WMs and histological sections were evaluated. Besides, the area of
epithelial structures (relative epithelial area) and adipocytes were quantified. Also, we assessed
the proliferation index (Ki67 positive cells) and the expression of estrogen receptor alpha (ESR1),
androgen receptor (AR), cyclin D1 (Cdndl) and molecules involved in ductal morphogenesis
[i.e.: amphiregulin (Areg), epidermal growth factor receptor (EGFR), insulin-like growth factor
1 (IGF1), IGF1 receptor (IGF1R), phosphorylated extracellular-regulated kinase 1/2 (p-Erk1/2)].
Finally, we analyzed ESR1 alternative transcripts mRNA levels and DNA methylation status of
their promoters. GBH exposure did not alter E2 and T serum levels, but GBH350 increased PRL
levels, although the difference with the control was not significant. On PND60, GBH3.5 exposure
reduced mammary gland area and perimeter and increased the number of TEBs, but mammary
gland histology was similar to the control. GBH350-exposed males presented higher longitudinal
growth and less mammary tree development compared to the control group, whereas the
mammary gland had less lobuloalveolar development and relative epithelial area and higher
adipocytes area. Regarding proliferation index and hormone receptors expression, GBH3.5
exposure reduced protein and mRNA expression of ESR1 and mRNA expression of AR, but it
increased AR protein expression. As the lower dose, GBH350 reduced ESR1 protein and mRNA
expression, but it also reduced the proliferation index. The mRNA expression of ESR1 alternative
transcripts was altered by both doses; GBH3.5 reduced ESR1-OS expression, whereas GBH350
decreased ESR1-0O, OT and E1 expression. In all cases, the lower expressions of the transcripts
were associated with hypermethylation of their promoters. On the other hand, on PND21, no
differences between groups were observed in mammary growth or development, but the
proliferation index was lower in GBH3.5-exposed males. Both doses reduced ESR1, Cendl,

EGFR and IGF1R mRNA expression, whereas GBH3.5 also reduced Areg and IGF1 mRNA
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expression and p-Erk1/2 presence in TEBs. The results obtain on PND21 could explain the lower
mammary growth observed in GBH3.5-exposed animals on PDN60. Although further studies are
still needed to explain the changes in mammary gland induced by GBH350 exposure, the

increased PRL serum levels could be involved in these alterations.

Considering that the effects induced by GBH may differ from those caused by glyphosate alone,
we next evaluated the action of GLY on the mammary gland of post-pubertal male rats and
whether it differ from the action of GBH. We analyzed mammary gland development in WMs
and histological sections and assessed the proliferation index and the expression of ESR1, AR,
Ccendl, EGFR, PRL receptor (PRLR) and ESR1 alternative transcripts. In addition, the DNA
methylation status of ESR1-OS promoter was evaluated. The mammary gland area and perimeter
of GLY-exposed animals were not different from GBH males or controls. As GBH exposure,
GLY treatment did not modify mammary gland histology or the proliferation index and reduced
protein and mRNA expression of ESR1 and mRNA expression of RA, EGFR and PRLR.
However, the expression of RA protein and Ccndl mRNA on GLY-exposed males did not differ
from GBH-exposed males or controls. Finally, both experimental groups reduced ESR1-OS
expression and increased the methylation status of its promoter, but the difference was less
marked with GLY exposure. Based on these results, the effects induced by GBH exposure could
be mainly mediated by the active ingredient, although they would be enhanced by the adjuvants

present in the commercial formulation.

In the last part of this thesis, we analyzed the effects of perinatal exposure to GLY, PRO and the
agrochemicals mixture (PROGLY) on the mammary gland of male rats. We evaluated the
mammary gland development in WMs and histological sections and the occurrence of mammary
lesions. On PND60, the proliferation index and the expression of ESR1, p27, Ccndl, AR, Wnt5a
and aromatase were assessed, whereas on PND21 we evaluated the proliferation index, ESR1
expression and p-Erk1/2 presence. On PND60, GLY exposure reduced mammary gland area
compared to the control group and no differences were observed between the other experimental
groups. Regarding mammary gland histology, PRO-exposed males showed a higher score of
lobuloalveolar development, whereas males exposed to PROGLY were not different from PRO
or control males. Also, lobuloalveolar hyperplasias were observed on males exposed to PRO (3
out of 11 males) and PROGLY (1 out of 11 males), but these lesions were not present in control
and GLY groups. ESR1 expression was reduced in GLY-exposed animals, whereas on males
exposed to PROGLY it was not different from the control or GLY. No differences were observed
in the proliferation index or in the expression of p27, Cend1, AR or Wnt5a between experimental
groups, but GLY exposure increased aromatase expression. On the other hand, on PND2I,
PROGLY-exposed males exhibited a transient reduction in mammary gland area, whereas

mammary histology was similar in all experimental groups. Agrochemicals exposure did not alter
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ESR1 expression, but GLY reduced proliferation and PRO increased nuclear p-Erk1/2 in
mammary ducts. These results showed that both agrochemicals alter the development of the
mammary gland; however, these effects are not observed when the animals are exposed to their

mixture, showing an antagonistic effect.

Overall, our results showed that exposure to GBH, GLY or PRO during gestation and lactation
alter mammary gland development of male rats. In general, the most notable effects are observed
in the post-pubertal stage, such as alterations in growth and morphology, while in the pre-pubertal
stage the effects are subtle, such as modifications in proliferation and expression of genes
involved in mammary development. This highlights the importance of evaluating the action of
EDCs at different ages, since the effects on mammary gland and the moment in which they
become evident can differ. In addition, the antagonistic effect caused by exposure to the mixture
of agrochemicals shows the possibility of interaction between this type of compounds, which

emphasizes the need to evaluate the effects of mixtures of them.

In conclusion, the results in this thesis provide new evidences about the endocrine disrupting
activity of glyphosate, its commercial formulations and propiconazole, as well as knowledge
about the molecular mechanisms involved. In addition, they emphasize the high sensitivity of the
mammary gland of male rats to compounds with hormonal action, during critical periods of

development.
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INTRODUCCION

“Después de todo, ;qué es un cientifico entonces? Es un hombre
curioso que mira a través del ojo de una cerradura, la cerradura
de la naturaleza, tratando de saber qué es lo que sucede”

Jacques Yves Cousteau



Introduccion

La glandula mamaria es el drgano caracteristico de la clase de los mamiferos que, en hembras, se
desarrolla para producir los nutrientes esenciales para alimentar a las crias recién nacidas
(Medina, 1996). En roedores, tanto en hembras como en machos, se ha probado que la glandula
mamaria es un tejido sensible a los efectos de quimicos exogenos capaces de interferir con la
accion hormonal (Zoeller et al., 2012). La exposicion a este tipo de compuestos en diferentes
momentos de la vida puede conllevar importantes consecuencias para la salud, como pueden ser
un aumento del riesgo a desarrollar ciertos tipos de cancer de mama o una lactancia inadecuada

en hembras (Rudel et al., 2011).

1 | Morfologia e histologia de la glindula mamaria de la rata

1.1 | Generalidades

La porcién epitelial o parénquima de la glandula mamaria tiene su origen embrioldgico en el
ectodermo, mientras que el estroma circundante y el tejido adiposo, derivan del mesodermo
(Imagawa et al., 1990). Al igual que otros 6rganos, el estroma posee vasos sanguineos, nervios,
nodulos y vasos linfaticos (Masso-Welch et al., 2000). El nimero, tamafio y disposicion de las
glandulas mamarias varia entre especies; sin embargo, algunas caracteristicas son compartidas,
por ejemplo, son 6rganos pareados presentes tanto en hembras como en machos. En estos tltimos

suelen estar pobremente desarrolladas y carecer de pezones (Forsyth, 1999).

La glandula mamaria es una estructura subcutanea que, en la rata, se extiende desde la region
cervical hasta la inguinal en forma de seis pares ventrolaterales, cada una con su pezon en el caso
de las hembras. Los pares de glandula mamaria se denominan por nimero seglin su ubicacion.
Los pares N° 1, 2 y 3 conforman la cadena torécica y los pares N° 4, 5y 6, la cadena abdomino-
inguinal. Las glandulas toracicas, abdominales e inguinales varian en su grado de desarrollo,
siendo las gldndulas inguinales las mas diferenciadas (Masso-Welch et al., 2000). La glandula
mamaria N° 4 presenta menores dificultades para la diseccidn, por lo que suele ser la glandula de
eleccion para la mayoria de los estudios. Ademas, contiene una cadena de nddulos linfaticos que

permiten un reconocimiento rapido de la misma en el momento de la cirugia.

El epitelio de la glandula mamaria forma conductos que se ramifican a partir del conducto
primario y que terminan en conductos mas pequefos. Estos conductos (denominados
conductillos) forman diversas estructuras terminales: terminal end buds (TEB), blunt end buds o
terminal ductus, alveolar buds y alvéolos (Russo et al., 1982). A su vez, los alvéolos conforman
los 16bulos, que son las estructuras secretoras principales en las hembras (Imagawa et al., 1994).
Ademas, pueden generarse puntos de ramificacion a lo largo de los conductos a partir de la
formaciodn de lateral buds (Figura 1). El parénquima epitelial esta rodeado de una delgada capa

de tejido conectivo y todo ello se encuentra embebido en tejido adiposo (fat pad).
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Figura 1. Representacion esquemdtica de las estructuras epiteliales en la glandula mamaria de la rata.
TEB: terminal end bud, AB: alveolar buds, LB: lateral buds, L: 16bulo. Figura modificada de Russo et al.
(1982).

En la glandula mamaria de la rata, todos los lobulos, conductillos y conductos convergen en un
solo conducto colector primario que, en hembras, se contintia con la superficie externa del pezén.
Esto ultimo difiere de los 15-20 conductos que desembocan en el pezon de la mujer (Imagawa et
al., 1994). En ratas hembra, el epitelio del pezon se contintia con el epitelio estratificado de la
epidermis y la transicion desde un epitelio estratificado (piel) a un epitelio de dos capas de células
cubicas ocurre en un Unico conducto lactifero, en el interior del pezon. En ratas macho, por otro
lado, se produce una regresion del pezdn, por lo que el arbol mamario no presenta conexion con
el medio externo (Cardy, 1991). Durante el desarrollo, en ambos sexos, los conductos crecen por
ramificacion del conducto primario en multiples conductos secundarios; con el tiempo, el nimero
y longitud de estas ramificaciones se incrementa progresivamente y se forman los I6bulos (Masso-

Welch et al., 2000).
1.2 | Estructura histolégica de la glandula mamaria

Debido a que multiples tipos celulares conforman la glandula mamaria, para simplificar su

estudio, ésta puede dividirse en dos compartimientos: el mesénquima y el parénquima.

El mesénquima o estroma mamario esta formado por tejido conectivo y adiposo (Figura 2), en el

cual se encuentran inmersos vasos sanguineos, nervios, fibras de musculo liso, vasos linfaticos y
nodulos linfaticos, que en la glandula mamaria abdominal (glandula N°4) pueden ser visualizados
a simple vista (Masso-Welch et al., 2000). El estroma de tejido conectivo difiere en caracteristicas
de grosor, composicion y densidad. Es intensamente eosindfilo, fibroso y denso alrededor de las
estructuras cercanas al conducto primario, variando a mas laxo y menos eosin6filo mientras mas

alejada del conducto primario se desarrolle la estructura epitelial (Masso-Welch et al., 2000).
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Figura 2. Estroma mamario. Es posible observar que en la glandula mamaria tanto de hembras (A) como
de machos (B) las estructuras epiteliales se encuentran rodeadas por tejido conectivo (TC, flecha y punta
de flecha) e inmersas en tejido adiposo (TA). Flechas: TC en lobulos; punta de flecha: TC en conducto.
Figura modificada de Staska and Pike (2016).

En la periferia del estroma graso, una cépsula de tejido conectivo altamente vascularizado marca
el limite de la glandula mamaria. Este limite de tejido conectivo sirve como “zona inhibitoria” del
crecimiento de las células mamarias, que la invaden durante el desarrollo de la glandula mamaria

pero no crecen mas alla de ella (Forsyth, 1999; Knight & Peaker, 1982).

Los adipocitos o células adiposas también componen el compartimiento estromal y, en la rata,
estan presentes como adipocitos monolobulados (Figura 2) (Masso-Welch et al., 2000). Estan
rodeados por una membrana rica en laminina, y se consideran de origen mesenquimatico debido
a que derivan de células estromales de la glandula mamaria de tipo fibroblastos (Ferguson et al.,
1992). En la gldndula mamaria se observan abundantes fibroblastos, que se encuentran inmersos

en el tejido conectivo y entre los adipocitos.

El parénquima o epitelio glandular mamario esta compuesto por diversas estructuras epiteliales

que difieren tanto morfolégica como funcionalmente. Dicho parénquima incluye al epitelio
luminal de los distintos tipos de estructuras como también a la capa de células mioepiteliales
subyacente al epitelio. Las paredes de los conductos y alvéolos estan compuestas por dos tipos
celulares: una capa interna de células epiteliales que revisten el lumen (epitelio luminal), y otra
capa externa y discontinua de células mioepiteliales sobre la membrana basal (Russo & Russo,
1996). El mioepitelio esta compuesto por células basales epiteliales que rodean al epitelio luminal
de conductos y alvéolos y lo separan del estroma de tejido conectivo. La forma, el tamaifio y la
continuidad de las células mioepiteliales varian durante el desarrollo y entre estructuras epiteliales
individuales en la glandula mamaria. Ademds, estas células sintetizan y secretan los

constituyentes de la membrana basal (laminina) (Masso-Welch et al., 2000) (Figura 3).

Los TEBs, por otro lado, son estructuras con una forma caracteristica de “gota” y estan
compuestos por dos compartimentos principales. El compartimento mds externo consiste en una

unica capa de células cap, que rodean el extremo de crecimiento del TEB y se diferencian a células
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mioepiteliales a medida que el conducto se elonga. En el caso del compartimento interno, éste
presenta de 4 a 6 capas de células de espesor, que se conocen como células del cuerpo. Se piensa
que las células del cuerpo consisten principalmente en progenitores luminales ductales y
alveolares, cuya progenie se diferencia a células luminales maduras (Paine & Lewis, 2017)

(Figura 3).
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Figura 3. Estructuras epiteliales de la glindula mamaria de rata. A y C muestran imagenes
representativas de secciones mamarias tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), en (A) puede observarse
un TEB, mientras que en (C) se muestra un conducto y alvéolos. B y D son ilustraciones en donde se indican
las células que componen las estructuras mamarias, (B) representa un TEB y (D) un conducto y alvéolos.
Figura modificada de Woodward et al. (2005) y Filgo et al. (2016).

1.2.1| Dimorfismo sexual de la glaindula mamaria de la rata

En ratas macho y hembra pre-puberales, la glandula mamaria presenta en su mayoria estructuras
ductales con epitelio cubico simple, aunque también pueden observarse pequefios alveolar buds
(Figura 4). Las caracteristicas histologicas de la glandula mamaria de ambos sexos contintian
siendo semejantes hasta el momento de la pubertad, aproximadamente en el dia postnatal 35
(DPN35) (Filgo et al., 2016; Lucas et al., 2007). Una vez alcanzada la pubertad, se evidencia un
dimorfismo sexual notable en la glandula mamaria de las ratas, el cual persiste hasta la adultez

(Cardy, 1991).
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Figura 4. Glandula mamaria de ratas pre-puberales. En las imagenes pueden observarse las similitudes
entre hembras (A, C) y machos (B, D) pre-puberales, la glandula mamaria se caracteriza por la presencia
de conductos (punta de flecha) y pequefios alveolar buds (flechas). En un mayor aumento (C, D) se
muestran conductos que comienzan a ramificarse y presentan un epitelio ctiibico simple. Figura modificada
de Filgo et al. (2016).

En la adultez, la glandula mamaria de machos y hembras presentan una marcada diferencia en su
histologia (Figura 5). El parénquima de la glandula mamaria de hembras virgenes se describe
como tubulo-alveolar, en el cual predominan los conductos y se observa una reducida cantidad de
alvéolos. Por otro lado, en machos, la glandula mamaria presenta un desarrollo 16bulo-alveolar,
compuesto principalmente por estructuras lobulares de gran tamafio y una menor cantidad de
conductos (Cardy, 1991; Rudmann et al., 2005). Ademas de las diferencias en la frecuencia de las
estructuras epiteliales, las caracteristicas morfoldgicas de estas estructuras también difieren entre
machos y hembras (Lucas et al., 2007). En hembras, los conductos y alvéolos presentan un lumen
definido, rodeado por un epitelio cibico, de una o dos capas celulares, cuyas células presentan un
citoplasma escaso y basofilo. Ademads, no suelen observarse células apoptoticas. Por otro lado, en
machos, los conductos y alvéolos presentan un epitelio pseudoestratificado, con células de gran
tamafio y abundante citoplasma. El citoplasma de estas células es eosindfilo y usualmente
presenta vacuolas. Las células ductales y alveolares suelen encontrarse en el lumen de las
estructuras mamarias, generando un lumen indefinido, lo que dificulta la distincion entre los
distintos tipos de estructuras. El lumen puede presentar secrecion en su interior y, ademas, pueden

observarse células apoptdticas tanto en el epitelio ductal como alveolar (Cardy, 1991).
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Figura 5. Dimorfismo sexual de la glindula mamaria de ratas post-puberales. En las imagenes pueden
observarse las diferencias entre hembras (A, C) y machos (B, D) post-puberales. La glandula mamaria de
hembras virgenes post-puberales (A, C) se caracteriza por una estructura tibulo-alveolar, en la que
predominan los conductos y se observan pequeiias estructuras lobulares. La glandula mamaria de machos
post-puberales (B, C) se describe como Ildbulo-alveolar, presenta principalmente estructuras
lobuloalveolares de gran tamafio. En una mayor magnificacion puede evidenciarse que en hembras (C) los
conductos estan compuestos por un epitelio cubico simple y presentan un lumen definido, mientras que en
machos (D) se observa un epitelio pseudoestratificado y vacuolado y un lumen es indefinido, lo que dificulta
la distincion entre estructuras ductales y alveolares. Figura modificada de Lucas et al. (2007).

2| Desarrollo de la glandula mamaria

La glandula mamaria experimenta un rapido desarrollo durante la embriogénesis tardia, la
pubertad y, en hembras, durante la gestacion y la lactancia. A diferencia de la mayoria de los
organos, la mayor parte del desarrollo mamario ocurre luego del nacimiento (Wang et al., 2006).
Una ilustracion del desarrollo de la glandula mamaria de hembras y machos se muestra en la

Figura 6.
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Figura 6. Ilustracion del desarrollo de la glindula mamaria de hembras y machos. Figura modificada de
Paine and Lewis (2017).

Durante el desarrollo embrionario, seis pares de botones mamarios se originan por la migracion
de células del ectodermo que se invaginan. En la rata, los botones de epitelio mamario se forman
en el sitio del pezén entre el dia de gestacion (DG) 12 y 14, luego la glandula permanece
relativamente inactiva hasta el DG 16-17, en donde comienza la invasion de las células epiteliales
al estroma subyacente (Medina, 1996). Una vez que las células epiteliales alcanzan el fat pad
comienza un proceso de morfogénesis ductal. En este proceso el conducto primario se ramifica,
formando conductos secundarios y terciarios, y origina un arbol mamario rudimentario, que se
encuentra presente al momento del nacimiento en hembras y en machos (Filgo et al., 2016;
Medina, 1996). Los machos, tanto de ratas como de ratones, no poseen pezones. En los ratones,
ocurre una condensacion del mesénquima alrededor de los botones mamarios entre los dias 13 y
15 de la etapa embrionaria, lo que resulta en la ruptura de la estructura epitelial que conectaria el
rudimento mamario con la epidermis y las glandulas permanecen rudimentarias durante toda la
vida del animal. En las ratas, sin embargo, la estructura mamaria se desarrolla a pesar de no poseer

salida al exterior (pezon) (Filgo et al., 2016; Imagawa et al., 1994; Kass et al., 2015).

En la etapa pre-puberal, que comprende el periodo desde el nacimiento hasta la pubertad, se
produce un crecimiento isométrico del parénquima mamario que involucra elongacion y
ramificacion ductal (Medina, 1996; Richert et al., 2000). Durante los primeros dias postnatales,
hembras y machos presentan una glandula mamaria simple, compuesta principalmente por
conductos ramificados y pocos buds. L.os conductos de la glandula mamaria se continiian
ramificando y elongando y, a partir de la segunda semana de edad, comienzan a desarrollarse los
TEBs en los extremos de los mismos. L.os TEBs son estructuras que presentan una elevada

proliferacion y que dirigen la elongacion ductal. Estos son més abundantes en las regiones mas
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distales del epitelio mamario y alcanzan un niimero maximo entre DPN21 y 28. A partir de
DPN21 los TEBs comienzan a dividirse en estructuras més pequefias y forman grupos de 3 a 5
alveolar buds, cada uno con un lumen central, rodeado de una capa de células epiteliales cubicas.
Ademas, los TEBs también pueden diferenciarse a un Unico conducto con un lumen de gran
tamafio, llamado blunt end bud o terminal ductule (Filgo et al., 2016; Masso-Welch et al., 2000;
Russo & Russo, 1996). Durante esta etapa la gldndula mamaria de hembras y machos contintian

siendo similares, y comienzan a diferenciarse a partir de la pubertad (Filgo et al., 2016).

La pubertad comienza en las ratas hembra entre los 35 y 42 dias de edad, se produce la apertura
vaginal y se establece el ciclo estral (Russo & Russo, 1996). En los machos, por otro lado, la edad
de madurez sexual varia considerablemente entre individuos; en general el inicio de la pubertad,
definido como la separacion del prepucio, ocurre entre DPN38 y 48 (Ghasemi et al., 2021; Lewis
et al.,, 2002; Lucas et al., 2007). Durante esta etapa se produce un rapido crecimiento de los
conductos mamarios, como consecuencia de la divisién mitdtica de las células de los TEBs. En
la hembra, el crecimiento de los conductos continta hasta que éstos contactan con la capsula de
tejido conectivo, en el extremo de fat pad, y las estructuras ductales terminales se diferencian.
Contrariamente, en los machos, los TEBs comienzan a diferenciarse antes de alcanzar los
extremos del faf pad, por lo que presentan un menor crecimiento longitudinal comparado con las
hembras (Filgo et al., 2016). En esta etapa se produce un aumento en la cantidad de alveolar buds,
los cuales pueden originarse a partir de la diferenciacion de los TEBs o formarse a lo largo de los
conductos a partir de los lateral buds. A su vez, estos alveolar buds se diferencian para formar
los lobulos que, en las hembras, se acumulan progresivamente a lo largo de cada ciclo estral
(Masso-Welch et al., 2000). En los machos, el cambio mas prominente en esta etapa es el
incremento de las estructuras lobulares, que comienzan a presentar caracteristicas propias de la

glandula mamaria masculina, descriptas previamente en la seccion 1.2.1.

Luego de la pubertad, es notable el dimorfismo sexual de la glandula mamaria de la rata. Como
se detalld previamente, las hembras presentan una estructura tabulo-alveolar en la que
predominan los conductos, mientras que los macho se caracterizan por un desarrollo lobulo-
alveolar, con mayor presencia de estructuras lobulares (Cardy, 1991; Lucas et al., 2007). Durante
la post-pubertad la glandula mamaria de hembras permanece como una estructura diferenciada
sin mayores cambios, en la cual los TEBs estan ausentes y el numero de 16bulos se mantiene
relativamente estable, aunque pueden producirse cambios en el tamafio y la actividad secretora
de los mismos durante el ciclo estral. El desarrollo lobuloalveolar que ocurre en la rata hembra
no prefiada varia sustancialmente con el ciclo estral y con la cepa o variedad de rata (Masso-
Welch et al., 2000). Los machos post-puberales, por otro lado, presentan una glandula mamaria
sexualmente madura con caracteristicas histoldgicas masculinas y un tejido glandular de gran

volumen, organizado en complejas estructuras lobuloalveolares. Al igual que los 16bulos, los
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conductos presentes en la glandula tienen multiples capas de epitelio y un lumen indefinido, lo
que dificulta la distincion de ambas estructuras. Aunque los machos post-puberales exhiben
estructuras mamarias de gran tamafio, presentan un area glandular restringida, que resulta en un

menor tamafio en comparacion con hembras maduras (Cardy, 1991; Filgo et al., 2016).

3 | Regulacion del desarrollo de la glindula mamaria

Como se describio en la seccion anterior, el desarrollo mamario se produce en diferentes etapas
y cada una de ellas es regulada diferencialmente. El complejo proceso de crecimiento y
diferenciacion mamaria es iniciado por las células madres presentes en la gldndula mamaria y
mediado por sefiales paracrinas entre el epitelio y el estroma mamario como también por las

hormonas hipofisarias y sexuales (Davis & Fenton, 2013).
3.1 | Desarrollo fetal

El desarrollo embrionario de la glandula mamaria es regulado principalmente por factores de
crecimiento y factores de transcripcion. Miembros de la familia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y de Wingless (WNT) gobiernan la sefializacion en los tejidos embrionarios
mamarios y regulan factores de transcripcion de la familia Homeobox, GATA3 y la familia T-
box, los cuales se expresan intermitentemente en el endodermo o el mesodermo (Slepicka et al.,
2021). Por otro lado, se ha documentado la importancia de los andrégenos en el desarrollo fetal
de la glandula mamaria. Los androgenos inician la diferenciacion del fenotipo masculino,
promoviendo la regresion del pezén y la atrofia mamaria en ratones machos. En ratones, la atrofia
de la glandula es ocasionada por la condensacion del estroma circundante por accion de la
testosterona. Si los androgenos son eliminados en esta etapa, la morfologia de la glandula
mamaria de ratas macho adquiere caracteristicas de la glandula femenina, mientras que la
administracidn de androgenos a fetos femeninos causa una masculinizacidn de la glandula (Lucas

et al., 2007).
3.2 | Desarrollo puberal

Durante la pubertad, la morfogénesis ductal requiere de diferentes hormonas y factores de
crecimiento. Dentro de estas moléculas se encuentran la hormona del crecimiento (GH) y los
estrogenos, que han demostrado ser fundamentales para este proceso (Hynes & Watson, 2010;
Sternlicht, 2006). Se ha observado que los estrogenos pueden restaurar el desarrollo mamario en
hembras ovariectomizadas, pero no en aquellas que han sido hipofisectomizadas. En hembras que
carecen de ovarios e hipofisis el desarrollo ductal y la formacion de los TEBs pudo restablecerse
administrando GH o el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1) junto con estrogenos.
Ademas, el desarrollo mamario puberal se vio afectado en hembras que carecen del receptor de
GH, de IGF1 y del receptor de estrogenos alfa (ESR1), confirmando la importancia de estas

hormonas y sus receptores.
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En la glandula mamaria, GH induce la produccién de IGF1, el cual actia como su efector local.
IGF1 es producido por las células estromales y epiteliales y su ausencia provoca alteraciones en
el desarrollo de los TEBs y un crecimiento reducido de la glandula mamaria. Si bien IGF1 también
es producido en gran medida por el higado, se ha demostrado que la disminucion de sus niveles
circulantes no afecta el desarrollo mamario, remarcando la importancia de su sintesis local en la
gldndula mamaria. Estudios en trasplantes mamarios ademads han revelado que el receptor de GH
es requerido en el estroma mamario, mientras que el receptor de IGF1 (IGF1R) es necesario en el
epitelio. En resumen, GH actia a través de su receptor en el estroma induciendo la expresion de
IGF1, el cual se une a su receptor en el epitelio y estimula la formaciéon de los TEBs y la
morfogénesis ductal. Ademas, se ha reportado que GH estimula la expresion de ESR1 en el
estroma, mientras que los estrogenos también inducen la expresion de IGF1, lo que indica que
ambas hormonas actiian de manera conjunta para regular el desarrollo ductal (Figura 7) (Hynes

& Watson, 2010; Sternlicht, 2006; Sternlicht et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, los estrégenos dirigen la elongacién ductal a través de ESR1
y la deficiencia en este receptor genera una reduccion del crecimiento ductal y de la ramificacion
mamaria (Feng et al., 2007). ESR1 se expresa tanto en el epitelio como en el estroma y el rol de
éste en cada compartimento ain no ha sido completamente dilucidado. Sin embargo, estudios de
trasplantes mamarios han mostrado que la expresion epitelial de ESR1 es necesaria para que se
produzca el crecimiento ductal, mientras que su expresion estromal no tendria un rol limitante en

el desarrollo de la glandula mamaria.

En distintos trabajos se ha demostrado que la proliferacion celular inducida por los estrégenos en
la pubertad es mediada por anfirregulina (Areg), un ligando del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Si bien numerosos ligandos de EGFR promueven el desarrollo mamario
cuando son administrados de manera exdgena, Areg es el Unico inducido y requerido en la
pubertad. Diversos experimentos mostraron que la expresion de Areg es necesaria en el epitelio,
mientras que EGFR es esencial en el estroma; la delecion de cualquiera de ellos detiene el
desarrollo de la gldndula mamaria generando un arbol ductal rudimentario. Areg se expresa en el
epitelio como un precursor transmembrana que debe ser clivado de la superficie de la célula
epitelial para activar a EGFR en las células estromales cercanas. Esta accion es realizada por la
proteasa extracelular ADAM17, la cual es requerida en la misma localizacién que Areg (Figura

7) (Brisken & Ataca, 2015; Sternlicht, 2006; Sternlicht & Sunnarborg, 2008).

En relacion a la respuesta desencadenada por la activacion de EGFR, que finalmente inducira la
elongacidén de los conductos, ésta no se encuentra completamente descripta. Se postula que esta
sefializacion esta mediada por los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y sus receptores

(FGFR) (Lu et al., 2008; Pond et al., 2013), como asi también por la accion de las
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metaloproteinasas de la matriz (MMP) (Kheradmand et al., 2002; Sternlicht & Sunnarborg, 2008)
(Figura 7).
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Figura 7. Vias de sefializacion en la glindula mamaria durante el desarrollo puberal. El crecimiento de
la glandula mamaria durante la pubertad depende de la accion de GH y de los estrogenos. Estos
desencadenan una serie de sefiales que involucran una interaccion entre las células del epitelio y del
estroma, y que finalmente induciran la elongacion ductal y la formacion de los TEBs. Figura modificada
de Sternlicht (2006).

La regulacion del desarrollo de la glandula mamaria que se present6 anteriormente fue descripta
en hembras, mientras que existe poca informacidn sobre esta regulacion en machos. Sin embargo,
si se conoce que la gldndula mamaria de ratas hembras y machos presentan una morfologia similar
hasta el inicio de la pubertad y que en ambos casos ESR1 se expresa en el epitelio en esta etapa
(Altamirano, Delconte, et al., 2017; Filgo et al., 2016; Kass et al., 2015). Ademas, en ambos sexos
se ha observado un aumento en la expresion de Areg cuando se realiza una exposicién a 1753-
estradiol (E2) exdgeno (Miousse et al., 2013), por lo que podrian compartir algunas de las vias de

sefializacidn mencionadas.
3.3 | Desarrollo post-puberal

Como se menciond previamente, existe un marcado dimorfismo sexual en la glandula mamaria
de ratas adultas. Alteraciones de este dimorfismo, como por ejemplo una feminizacién o
masculinizacion de la glandula podrian indicar una perturbacion enddcrina. En relacion a esto, en

la presente seccion se describirdn las acciones de distintas hormonas sobre la gldndula mamaria
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de ratas hembra y macho adultas (Lucas et al., 2007); un resumen de estas acciones se presenta

en la Tabla 1.
3.3.1| Estrogenos

Los estrogenos tienen un rol importante en el desarrollo y la funcion de la glandula mamaria de
ratas adultas (Russo & Russo, 1996), y la expresion de su receptor (ESR1) se ha observado en
hembras y machos durante esta etapa (Altamirano, Delconte, et al., 2017; Altamirano et al., 2018;
Filgo et al., 2016; Gomez et al., 2017). Se ha demostrado que la administracion de estrégenos a
través de la dieta genera una alteracion en la morfologia de la glandula mamaria tanto de ratas
hembra como macho (Biegel, Flaws, et al., 1998). En machos se produce una feminizacion de la
glandula mamaria, caracterizada por la conversion de la morfologia I6bulo-alveolar normal de la
glandula masculina a una morfologia tabulo-alveolar, caracteristica de ratas hembra. Ademas,
puede observarse la presencia de secreciones en conductos y alvéolos. En el caso de las hembras,
la exposicion a estrégeno induce hiperplasia lobuloalveolar multifocal o difusa, con un
incremento en la densidad de alvéolos. En este estudio, los cambios morfologicos fueron
acompafiados por un aumento en la concentracion sérica de prolactina (PRL) y estrogeno (Biegel,
Cook, et al., 1998). Efectos similares en la morfologia de la glandula fueron hallados en ratas
macho expuestas a fitoestrogenos (Wang et al., 2006) y en ratas hembra y macho expuestas a
agonistas de ESR1 (Gomez et al., 2017; Lucas et al., 2007). Ademas, la exposicion al estrogeno
sintético dietilestilbestrol (DES) genero6 una leve feminizacion de la glandula mamaria masculina
(Filgo et al., 2016). Por otro lado, estos cambios también se observan en ratas hembra y macho
cuando los animales son tratados con compuestos que solo causan hiperprolactinemia (Lucas et
al., 2007). Contrariamente, Latendresse et al. (2009) observd una hiperplasia lobuloalveolar y no
una feminizacion de la glandula mamaria de ratas macho cuando éstos fueron expuestos a

etinilestradiol, sin embargo, los valores séricos de PRL no fueron determinados en este estudio.

La disminucion de los niveles de estrégeno o los antagonistas de ESR1, sin otras alteraciones
hormonales, causan atrofia de la glandula mamaria de hembras y machos. La atrofia en la gldndula
mamaria femenina afecta a los componentes ductales y alveolares y genera un tejido adiposo
prominente (Greaves et al., 1993; Karlsson et al., 1996), mientras que en los machos se produce

principalmente una atrofia acinar (Kennel et al., 2003).
3.3.2 | Progesterona

La progesterona actia a través de su receptor nuclear (PR), que es coexpresado con ESR1 en las
células epiteliales luminales. En hembras, a partir de estudios de trasplantes de epitelio mamario
pudo observarse que la ausencia de PR en el epitelio reducia los puntos de ramificacion en la
glandula mamaria e impedia la ramificacidn lateral y la alveologénesis durante la prefiez (Brisken

& Ataca, 2015; Brisken & Scabia, 2020). Ademas, ratones transgénicos con un exceso de PR
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desarrollaron conductos de mayor grosor y una extensa ramificacion lateral (Lucas et al., 2007).
Por otro lado, en machos no se ha estudiado el efecto de la administracion de progesterona; sin
embargo, se ha reportado que la gldndula mamaria de ratas macho no expresa PR (Filgo et al.,

2016; Kass et al., 2015).
3.3.3 | Andrégenos

La glandula mamaria de ratas hembra y macho adultas expresan el receptor de andrégenos (RA),
pudiendo responder a estas hormonas (Altamirano, Delconte, et al., 2017; Altamirano et al., 2018;
Filgo et al., 2016). Se ha observado que la administracion de testosterona (T) a ratas hembra
genera una alteracion de la morfologia de la glandula mamaria, produciendo un patron 16bulo-
alveolar, con dilatacidn alveolar y ductal y actividad secretoria (Lucas et al., 2007). Sin embargo,
el tratamiento con T también induce un aumento en las concentraciones séricas de PRL en
hembras y machos (O'Connor et al., 2000), lo que podria deberse a la aromatizacién de T a E2 y
la consecuente estimulacion de la secrecion de PRL por accion del E2. En relacion a esto, cuando
ratas hembra son expuestas a androgenos no aromatizables y no se produce hiperprolactinemia,
se induce una masculinizacion de la glandula mamaria, observandose una morfologia
lobuloalveolar similar a ratas macho, sin el incremento de secreciones en conductos y alvéolos
(Sourla et al., 1998). Estos cambios también se observan con un modulador selectivo del receptor
de estrogenos (SERM LY2066948), que produce un aumento en los niveles séricos de E2 y T, sin
cambios en PRL (Rudmann et al., 2005). En este caso los efectos generados por E2 son
bloqueados por el SERM mientras que T ejerce su efecto, generando una virilizacién de la
glandula. Ademas, este efecto puede ser bloqueado por flutamida, un antagonista del RA
(Rudmann et al., 2005), confirmando asi que las alteraciones serian producidas por accion de T a

través de RA.

En relacidn a los efectos generados por la inhibicion de los androgenos en la glandula mamaria,
en ratas macho el tratamiento con flutamida induce una atrofia lobular en la glandula mamaria
(Toyoda et al., 2000). Efectos similares serian esperados por compuestos que disminuyen los
niveles séricos de androgenos (O'Connor et al., 2002a, 2002b). A pesar de lo descripto
anteriormente, la accion de los androgenos sobre la glandula mamaria de hembras ain es
controversial, postulandose un efecto anti-estrogénico y de inhibicion del crecimiento mediado
por los androgenos (Hickey et al., 2012). En este sentido, ratones hembra knockout para RA
mostraron un crecimiento acelerado durante la pubertad en comparacion con las hembras WT, sin
embargo, no se observaron diferencias en el crecimiento de la glandula en la adultez (Gao et al.,
2014). En concordancia con estos hallazgos, el tratamiento con flutamida no gener¢ alteraciones

morfoldgicas en ratas hembra adultas (Rudmann et al., 2005; Toyoda et al., 2000).
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3.3.4 | Prolactina

La PRL es sintetizada por la hipdfisis y por diversos sitios extra-hipofisarios, incluyendo la
glandula mamaria. Esta hormona est4a implicada en la morfogénesis alveolar y la produccion de
leche durante la gestacidn y lactancia en hembras (Harris et al., 2004; Slepicka et al., 2021). Se
ha observado que niveles elevados de PRL pueden generar hiperplasia lobuloalveolar en la
glandula mamaria de ratas hembra (Zamani et al., 2015) y una feminizacion de la misma en ratas
macho (Cardy, 1991; Lucas et al., 2007). Esta feminizacién consistié en un cambio a una
morfologia tibulo-alveolar, con una mayor presencia de conductos y pequefios alvéolos, que
presentaron una capa de epitelio ciibico y un lumen definido (Figura 8) (Lucas et al., 2007). Estos
trabajos sugieren que la hiperprolactinemia por si misma puede ser suficiente para producir

feminizacion de la glandula mamaria de ratas macho e hiperplasia lobuloalveolar en hembras.

Figura 8. Efectos de la hiperprolactinemia sobre la glindula mamaria. (A, B) Glandula mamaria normal
de ratas hembra (A) y macho (B) adultas. (C, D) Glandula mamaria de ratas hembra (C) y macho (D) con
hiperprolactinemia; en las hembras se observa una hiperplasia lobuloalveolar mientras que los machos
presentan una feminizacion de la glandula. Figura modificada de Lucas et al. (2007).
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Tabla 1. Efectos de compuestos con actividad hormonal sobre la glandula mamaria de ratas macho y

hembra.
. Cambios morfolégicos en la
Cambios hormonales . .
Compuesto glindula mamaria Referencias
Macho  Hembra Macho Hembra
Agonista ESR1 TPRL.E2 b b Feminizacic Hiperplasia LA Biegel, Flaws, et al.
(17B-estradiol) T ] €minizacion Tsecrecion (1998)
Antagonista ESR1 Kennel et al. (2003)
(Tamoxifeno) I S Atrofia Atrofia Karlsson et al. (1996)
Antagonista ESR1 L
(LY2066948) - 1T, E2 _ Masculinizacién ~ Rudmann et al. (2005)
Agonista RA ianis
(Testostorons) 1T, PRL Mascuinizecion  oComoretal. 000)
Antagonista RA
(Flutamida) 1T, E2 Atrofia Toyoda et al. (2000)
Antagonista del . .
L, Hiperplasia LA Cardy (1991)
Zie;c;é)rtnoi; ;ie TPRL 1PRL Feminizacion tsecrecion Lucas et al. (2007)

E2: 17B-estradiol, ESR1: receptor de estrogenos alfa, LA: lobuloalveolar, PRL: prolactina, RA: receptor de
androgenos, T: testosterona. Tabla modificada de Lucas et al. (2007).

En resumen, se ha observado que el tratamiento de ratas macho con flutamida genera un aumento
en los niveles de séricos de E2, mientras que inhibe la actividad de T debido al antagonismo de
RA, sin embargo, no se producen alteraciones en los niveles de PRL y la glandula mamaria es
atrofica (Toyoda et al., 2000). Por el contrario, cuando se produce un aumento en los niveles
séricos de PRL en las ratas macho se observa una feminizacion de la glandula,
independientemente de que existan cambios en las concentraciones de E2. En base a esto, es
probable que la atrofia de la gldndula mamaria masculina sea ocasionada por antagonismo de RA
o disminucion de T, mientras que la feminizacion sea causada por un aumento de PRL y no por

aumento de E2 o disminucion de T (Lucas et al., 2007).

4 | Perturbadores endocrinos

En las ultimas décadas se ha evidenciado la presencia masiva de diversos compuestos quimicos
en el medio ambiente como resultado de la accidon antropogénica, los cuales presentan una
inesperada accion de perturbacién enddcrina. El uso indiscriminado y descontrolado de estas
sustancias ha sido asociado con el incremento de patologias reproductivas en humanos y animales
silvestres, induciendo desequilibrios poblacionales en diversos ecosistemas (Darbre, 2015;
Demeneix & Slama, 2019; Fenton, 2006). Estos compuestos, que generalmente se caracterizan
por ser persistentes y bioacumulables, tienen usos muy diversos, como fungicidas, herbicidas,
quimicos industriales [Ej.: bifenilos policlorados, Bisfenol A (BPA)], compuestos vegetales
naturales (Ej.: genisteina) o sustancias de uso farmacéutico [dietilestilbestrol (DES),
etinilestradiol] (McLachlan, 2001); y se los ha denominado conjuntamente como Perturbadores

Endocrinos (PE).
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La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA - del inglés: Environmental
Protection Agency) define a los PE como: “agentes exégenos que interfieren con la sintesis,
secrecion, transporte, union a receptores, accion o degradacion de las hormonas endogenas
responsables de mantener la homeostasis, reproduccion, desarrollo y/o conducta”
(http://www.epa.gov). Mas recientemente, en 2012, la Endocrine Society defini6 a los PE como
quimicos exogenos o mezclas de quimicos que interfieren con cualquier aspecto de la accion
hormonal (Zoeller et al., 2012). El mecanismo por el cual los PEs actiian sobre el organismo es
complejo debido a que éstos, a diferencia de las hormonas enddgenas, no son ligandos naturales
y no interaccionan con los receptores hormonales con la misma especificidad y afinidad (Gore et
al., 2015). Algunos PE se unen a receptores hormonales, pudiendo actuar como agonistas o
antagonistas y por lo tanto aumentando, disminuyendo o bloqueando la accién de las hormonas.
Ademas, también pueden alterar la cantidad de receptores hormonales en distintos tipos celulares
y la concentracion de hormonas circulantes (Gore et al., 2015). Existen evidencias que postulan
que ciertos PE se unen a los receptores de estrogeno con diferentes afinidades y alteran su
capacidad de activar la transcripcion de genes dependientes de estrogeno (Delfosse et al., 2012;
Delfosse et al., 2014). Asimismo, se ha evidenciado que también pueden interactuar con otros
receptores, como RA, el receptor de aril-hidrocarburo (AhR), el receptor activado por
proliferadores peroxisomales alfa (PPARa) y el receptor de hormona tiroidea (Gore et al., 2015).
Estos efectos, dependiendo del tiempo y la dosis de exposicion, pueden dar lugar a una
desregulacion permanente en las vias de sefializacion hormonal, con consecuencias adversas para

la salud.

Como las hormonas, los PE exhiben curvas de dosis-respuesta complejas, y pueden actuar a
concentraciones extremadamente bajas, llegando a producir respuestas no monotdnicas en las que
la pendiente de la curva cambia en el transcurso de la relacion dosis-respuesta (Figura 9). Estas
curvas dosis-respuesta son referidas frecuentemente como curvas en forma de U (con respuestas
méximas observadas a dosis bajas y altas) o de U invertida (con respuestas maximas observadas
a dosis intermedias). Este tipo de respuestas no monotdnicas se ha demostrado en hormonas
naturales y numerosos PE, tanto en cultivo de células animales como en experimentos in vivo

(Darbre, 2015; Montevil et al., 2020; Vandenberg et al., 2012).
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Figura 9. Respuestas no monotdnicas o bifdasicas. Dado que las hormonas interactiian con sus receptores
de una manera no lineal, las curvas dosis-respuesta pueden ser no monotdnicas. Dentro de éstas las mas
frecuentes son: (A) las que adoptan forma de U (con respuestas maximas observadas a dosis bajas y altas),
(B) en forma de U invertida (con respuestas maxima observada a dosis intermedias) o (C) una curva
multifacética. Todas estas son consideradas no monotonica debido a que la pendiente de la curva cambia
una o mas veces. Figura modificada de Vandenberg et al. (2012).

4.1 | Efecto de los perturbadores endocrinos sobre la epigenética

Como se menciond anteriormente, los PE pueden presentar distintos mecanismos de accion. En
este sentido, se ha demostrado que estos compuestos son capaces de inducir modificaciones
epigenéticas en regiones regulatorias de genes clave, pudiendo alterar sus niveles de expresion
(Gore etal., 2015). Enrelacion a esto, el epigenoma es particularmente vulnerable a desregulacion
durante la embriogénesis debido a que los patrones de metilacion o modificacion de histonas,
necesarios para el normal desarrollo de los tejidos, se programan durante el desarrollo temprano
(Dolinoy, 2007).

Una modificacion epigenética de la cromatina involucra cambios heredables en la expresion
génica, sin cambios en la secuencia de ADN. Estas modificaciones pueden producir alteraciones
en la conformaciéon de la cromatina mediante la metilacion del ADN, modificaciones post-
traduccionales de histonas y ARNs no-codificantes, que se asocian con una cromatina
activa/abierta o inactiva/cerrada (Li, 2002). Dentro de las modificaciones mencionadas, la
metilacion del ADN es de gran importancia en el desarrollo de los mamiferos (Smith & Meissner,
2013), ya que se encuentra implicada en diversos procesos bioldgicos, como la embriogénesis, la
diferenciacion celular y la inactivacion del cromosoma X. Sin embargo, la metilacion del ADN
también puede ser modificada por la exposicion a diversos estimulos ambientales y se ha
observado que modificaciones en el patréon de metilacion pueden estar relacionadas con el
desarrollo y progresion de enfermedades, como distintos tipos de cancer (Takeshima & Ushijima,

2019).

La metilacion del ADN consiste en la unidn covalente de un grupo metilo a un residuo de citosina
en dinucledtidos CpG (denominado sitio CpG) y es realizada por las enzimas ADN
metiltransferasas. Los sitios CpG se encuentran comtinmente metilados a lo largo de todo el

genoma, pero normalmente no lo estan en las denominadas islas CpG. Estas islas son regiones
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que contienen gran cantidad de dinucledtidos CpG y que suelen encontrarse en regiones
regulatorias 5° o promotoras de genes (Jung & Pfeifer, 2013). La metilacion del ADN altera la
interaccion entre el ADN y las proteinas de union a ADN, como factores de transcripcion y ARN
polimerasas, por lo que puede regular la expresion génica. En general, la metilacion del ADN en
las regiones promotoras estd asociada con una represion de la transcripcion, mientras que la

ausencia de metilacidn se encuentra asociada a la activacion de la transcripcidén (Jacobs et al.,

2017).

La exposicion a compuestos ambientales durante el desarrollo puede alterar el patron epigenético
normal, producir cambios en la expresion génica e incrementar la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades durante la vida adulta (Jacobs et al., 2017). En este sentido, modificaciones en el
patrén de metilacion del ADN en regiones regulatorias de ciertos genes se han observado en
diferentes organos debido a la exposicion a DES, BPA, endosulfan e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Bromer et al., 2010; Jacobs et al., 2017; Milesi et al., 2017; Prusinski et al., 2016).
Especificamente, en la glandula mamaria también se han hallado alteraciones en la metilacion del
ADN por accion de PE (Awada et al., 2019; Knower et al., 2014), por ejemplo, en las regiones
reguladoras de los genes de proteinas de la leche en ratas expuestas a BPA (Altamirano, Ramos,
et al., 2017), en el promotor del gen BRCA-1 en ratas expuestas a 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCCDD) (Papoutsis et al., 2015) y en el promotor de ESR1 en células MCF7 expuestas
a ftalatos (Kang & Lee, 2005).

4.2 | La glindula mamaria de ratas macho en el estudio de perturbadores endocrinos

Recientemente, la glandula mamaria de ratas macho se ha propuesto como un modelo apropiado
para el estudio de los efectos de PE (Filgo et al., 2016; Kass et al., 2015; Mandrup et al., 2015).
A pesar de que la glandula mamaria de hembras es la mas estudiada, el estudio de la glandula
masculina también ha adquirido importancia debido a que la incidencia de cancer de mama en los
hombres se ha incrementado en las Ultimas décadas (Chen et al., 2020; Speirs & Shaaban, 2009;
Yalaza et al., 2016) y a que se ha descripto la presencia de este tipo de cancer en hombres en
nuestra region Litoral (Mufioz-de-Toro & Luque, 1997). Ademas, dado que la glandula mamaria
de ratas post-puberales presenta un marcado dimorfismo sexual, es interesante analizar las
modificaciones inducidas en este dimorfismo debida a la exposicién a PE (Filgo et al., 2016;

Lucas et al., 2007).

Se ha observado que ciertos PE alteran el desarrollo de la glandula mamaria de ratas machos
(Filgo et al., 2016; Kass et al., 2015; Kass et al., 2020; Mandrup et al., 2015). Algunos de estos
compuestos mostraron efectos sobre el desarrollo mamario en los machos mas tempranamente
que en las hembras (Mandrup et al., 2012), mientras que otros solo modificaron la glandula

mamaria de los machos (You et al., 2002). Por lo tanto, los efectos de compuestos con actividad
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hormonal sobre el desarrollo de la glandula mamaria masculina podrian utilizarse como
marcadores de perturbacion endocrina. En este sentido, la evaluacion de la glandula mamaria de
ratas macho es utilizada por la Organizacién para la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo
(Organization for Economic Cooperation and Development, OECD) como un endpoint en sus
guias para analizar toxicidad oral subcrdnica de nuevas sustancias (OECD, 2008; Rudel et al.,
2011). La glandula mamaria de ratas machos se encontrd entre los endpoints mas sensibles cuando
se evaluaron los compuestos metoxicloro (Okazaki et al., 2001) y etinilestradiol (Andrews et al.,

2002), siguiendo los lineamientos de la OECD.
4.3 | Glifosato

El glifosato (N-fosfonometil glicina) es el principio activo de numerosas formulaciones de
herbicidas disponibles en nuestro pais, que representan aproximadamente el 70% del total de los
herbicidas comercializados (CASAFE, 2014). Estas formulaciones presentan un amplio espectro
de accidn (no selectivo) y se utilizan para erradicar las malezas en areas agricolas y para la
desecacion quimica post-cosecha. Ademds de los usos tradicionales en la agricultura, los
herbicidas a base de glifosato (HBG) también se han empleado en los hogares y en el
mantenimiento de espacios publicos (Benbrook, 2016; Vandenberg et al., 2017). Este tipo de
herbicidas se utilizan ampliamente a nivel mundial y se estima que su aplicacion se ha
incrementado ~100 veces desde la década del 70, produciéndose un aumento abrupto a partir de
1996 con la introduccion de cultivos genéticamente modificados tolerantes al herbicida (como
soja, maiz y algodon), y la consecuente expansion de las areas sembradas tanto en nuestro pais
como en el resto del mundo. Ademas, el uso masivo de los HBG condujo a la aparicion de malezas
resistentes a los mismos, lo que derivo en el aumento de las dosis y el nimero de aplicaciones del

producto (Benbrook, 2016; Vandenberg et al., 2017).
4.3.1 | Propiedades quimicas y metabolismo

El glifosato es un compuesto polar, altamente soluble en agua e insoluble en solventes organicos.
La absorcidn del mismo a través de la via oral es incompleta, absorbiéndose aproximadamente en
un 30 — 36%. El glifosato incorporado oralmente es pobremente metabolizado y excretado
rapidamente a través de la orina y las heces. Debido a la reducida absorcion de este compuesto en
el sistema digestivo, las heces son la mayor ruta de eliminaciéon del mismo, mientras que el
glifosato absorbido es excretado a través de la orina (Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide
Residues [JMPR], 2006; Williams et al., 2000). Practicamente la totalidad del compuesto (97%)
se excreta sin modificaciones, aunque se han hallado pequefas cantidades de acido
aminometilfosfénico (AMPA, principal metabolito del glifosato) en los intestinos de animales de

experimentacion (JMPR, 2006; Williams et al., 2000) o en la orina de trabajadores
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ocupacionalmente expuestos, y se hipotetiza que puede ser generado por la metabolizacion del

glifosato por parte de la microbiota intestinal (Conrad et al., 2017; F. Zhang et al., 2020).

Aunque el glifosato es considerado un herbicida de baja persistencia, la magnitud del impacto
ambiental depende de la velocidad y la frecuencia de aplicacion del mismo (Mamy et al., 2010).
Las condiciones climdticas y la composicion del suelo pueden influir en la persistencia del
glifosato, reportandose una vida media del mismo en el suelo de entre 2 y 197 dias y sugiriéndose
una vida media tipica en el campo de 47 dias. En el agua, por otro lado, la vida media varia de

pocos dias hasta 91 dias (Henderson et al., 2010; Vereecken, 2005).
4.3.2 | Exposicion ambiental y aspectos regulatorios

En Argentina, las concentraciones medioambientales de glifosato han sido evaluadas en diferentes
matrices que rodean las principales areas de produccidon de cereales y oleaginosas. Los datos
revelaron la presencia de glifosato en el agua y sedimentos de rios, arroyos y lagunas de areas
rurales y suburbanas en las provincias de Buenos Aires (Aparicio et al., 2013; Mac Loughlin et
al., 2017; Mac Loughlin et al., 2022; Peruzzo et al., 2008), Santa Fe (Ronco et al., 2016), Cérdoba
(Bonansea et al., 2018) y Entre Rios (Primost et al., 2017; Ronco et al., 2016). Las areas mas
contaminadas presentaron concentraciones de glifosato en agua de 700 pg/l en la provincia de
Buenos Aires (Peruzzo et al., 2008), y de 2.15 y 3.29 mg/kg en sedimentos de rios de las
provincias de Cordoba y Entre Rios, respectivamente (Bonansea et al., 2018; Primost et al., 2017;
Ronco et al., 2016). Ademas, se hall6 la presencia de glifosato en agua de lluvia (Alonso et al.,
2018; Lupi etal.,2019) y en fuentes de agua utilizadas para consumo humano, en concentraciones
que variaron entre 0.1 y 35 pg/l (Mas et al., 2020). También se detectaron niveles elevados de
glifosato en muestras de suelo de pueblos rurales y de campos destinados a la agricultura,
practicamente en forma ubicua y en concentraciones de glifosato de hasta 3.89 y 5.0 mg/kg
(Avila-Vazquez et al., 2017; Peruzzo et al., 2008; Primost et al., 2017). Otra matriz en donde se
detectaron niveles de glifosato fue en el polvo derivado de la erosion del suelo (Aparicio et al.,
2018; Mendez et al., 2017), siendo las concentraciones de glifosato 60 veces mayores a las
halladas en el suelo original (Aparicio et al., 2018). Esto pone de manifiesto que el polvo que
proviene de campos donde se aplica el herbicida podria constituir una fuente importante de

contaminacion aérea.

A su vez, residuos de glifosato han sido detectados en una serie de alimentos para consumo
humano y animal, en férmulas alimenticias a base de soja para nifios e incluso en agua envasada
(Rendon-von Osten & Dzul-Caamal, 2017; Rodrigues & de Souza, 2018; Xu et al., 2019; Zoller
et al., 2018). En Argentina, se encontraron niveles de glifosato elevados, por encima del orden de

los mg/kg, en semillas y plantas de soja en campos de las provincias de Santa Fe y Salta. Algunas
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de estas muestras superaron el limite maximo de residuos permitidos para alimentos de 20 mg/kg

establecido por la Union Europea (Arregui et al., 2004; Test-Biotech, 2013).

Estudios de biomonitoreo realizados en muestras humanas detectaron la presencia de glifosato en
la orina de individuos que habitan en areas tanto urbanas como rurales (Gillezeau et al., 2019),
hallandose concentraciones de glifosato desde 0.26 a 73.5 pg/l en sujetos ocupacionalmente
expuestos y entre 0.16 y 7.6 pg/l en individuos expuestos ambientalmente. En Estados Unidos,
un estudio reciente realizado en mujeres embarazadas encontrd una correlacion positiva entre los
niveles de glifosato en orina y la residencia en zonas rurales (Parvez et al., 2018). Otro estudio
realizado en Tailandia detectd glifosato en el suero de mujeres embarazadas y en sangre de cordon
umbilical en concentraciones que estuvieron en el rango de 0.2 — 189.1 pg/l y 0.2 — 94.9 pg/l,
respectivamente. La presencia de glifosato en las madres al momento del parto estuvo asociada a
factores como su ocupacion laboral como agricultoras, y la residencia proxima a zonas de cultivos
o con familiares que realizaban tareas agricolas (Kongtip et al., 2017). Por otro lado, resultados
contradictorios se han reportado en cuanto a la presencia de glifosato en la leche materna;
McGuire et al. (2016) y Steinborn et al. (2016) no detectaron glifosato en muestras de leche
materna, mientras que Abdel-Halim et al. (2019) hall6 una concentracion promedio de 7.32 +
3.61 pg/ml. En conjunto, estas evidencias sugieren que existe un riesgo de exposicién ambiental
y ocupacional a glifosato tanto a nivel local como mundial, lo que ha despertado el interés y la

preocupacion por conocer sus efectos sobre la salud humana.

En cuanto a los aspectos regulatorios, distintas agencias internacionales han establecido niveles
aceptables de exposicion a glifosato. La EPA establecid una dosis cronica ajustada a la poblacion
(cPAD) de 1 mg/kg de peso corporal/dia (EPA, 2017a). En el caso de la Organizacion Mundial
de la Salud (WHO), ésta determind una ingesta diaria admisible (IDA) de 1 mg/kg de peso
corporal/dia (JMPR, 2016), mientras que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
recomendo una IDA de 0.5 mg/kg/dia, y un nivel de exposicién ocupacional admisible de 0.1

mg/kg/dia (EFSA, 2015).
4.3.3 | Efectos de la exposicion a glifosato y HBG

Numerosos estudios han demostrado que la exposicion a glifosato o HBG durante periodos
criticos del desarrollo puede generar efectos adversos en diversos 6rganos, aiin en dosis por debajo
de los limites regulatorios (Mesnage, Defarge, et al., 2015; Myers et al., 2016). Dentro de estos
efectos, se ha observado que el glifosato o sus formulaciones comerciales son capaces de alterar
el sistema reproductor femenino y masculino (Ingaramo et al., 2020; Jarrell et al., 2020; Milesi et
al., 2021; Serra et al., 2021). Los estudios que evaluan los efectos del glifosato sobre la salud
reproductiva en humanos son escasos. Un estudio retrospectivo realizado en una poblacion rural

de Ontario (Canada) mostro que la exposicion a glifosato previa a la concepcidn se asocid con un
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mayor riesgo de abortos espontaneos (Arbuckle et al., 2001), mientras que en un estudio realizado
en Indiana (Estados Unidos) mayores niveles de glifosato en orina fueron correlacionados con
una reduccion en el tiempo de gestacion (Parvez et al., 2018). Por otro lado, en estudios realizados
en animales se ha reportado que HBG altera el ttero de ratas hembra (Guerrero Schimpf et al.,
2017; Guerrero Schimpf et al., 2022; Lorenz et al., 2020; Varayoud et al., 2017) y la performance
reproductiva (Ingaramo et al., 2017; Ingaramo et al., 2016), y genera anomalias congénitas

estructurales en las crias F2 (Milesi et al., 2018).

En roedores macho, una revision ha mostrado que la exposicion a glifosato o HBG disminuye la
concentracion de espermatozoides (Cai et al., 2017). En ratas, la exposicion perinatal y durante la
adultez a HBG disminuye las concentraciones séricas de T, aumenta la expresion de aromatasa
en los testiculos e incrementa los espermatozoides con morfologia anormal (Cassault-Meyer et
al., 2014; Dallegrave et al., 2007; Owagboriaye et al., 2017). Sin embargo, Romano et al. (2010)
y Romano et al. (2012) reportaron que los efectos en los niveles séricos de hormonas esteroides
difieren dependiendo del periodo de exposicion. La exposicion a HBG durante la gestacion y la
etapa posnatal temprana aumentd las concentraciones séricas de T y E2 (Romano et al., 2012),
mientras que la exposicion peri-puberal disminuyd los niveles séricos de T y no afect6 a los
niveles de E2 (Romano et al., 2010). Ademas, se ha observado que el glifosato aumenta la
distancia anogenital en crias de ratas macho (Manservisi et al., 2019) y modifica la morfologia de

los testiculos y disminuye el nimero de espermatozoides en ratones (Pham et al., 2019).

En cuanto a los estudios realizados in vitro, se ha reportado que el glifosato o sus formulaciones
comerciales son capaces de disminuir la viabilidad y motilidad de los espermatozoides (Nerozzi
et al., 2020), aumentar la mortalidad de células de Sértoli (Vanlaeys et al., 2018) e inducir la
proliferacion de células MCF-7, linea celular de cancer de mama que expresa ESR1 (Mesnage et
al., 2017). Los datos experimentales mencionados anteriormente sugieren que el glifosato podria
presentar una accion de perturbacion endocrina y, en concordancia con esto, Mufioz et al. (2021)
publicé recientemente que el glifosato cumple con al menos 8 caracteristicas clave de un PE. A
pesar de los antecedentes reportados en la literatura cientifica, alin existe controversia sobre el
potencial de perturbacion enddcrina del glifosato y la EPA y la EFSA han expresado que no se
han detectado evidencias de una posible interaccion del glifosato con las vias de sefializacion del

sistema enddcrino (EFSA, 2017; EPA, 2015a).

Por otro lado, los efectos de la exposicidon a glifosato o sus formulaciones sobre la glandula
mamaria han sido poco estudiados. En estudios realizados previamente en nuestro laboratorio
hemos observado que la exposicidon subcutanea durante la etapa postnatal temprana a un HBG
provocd un mayor desarrollo de la glandula mamaria de ratas macho pre- y post-puberales, que
estuvo acompafiado por un aumento en el n° de TEBs (Figura 10) (Altamirano et al., 2018).

Ademas, en los animales post-puberales expuestos a HBG se hall6 un incremento en la infiltracién
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de mastocitos, en la proliferacion celular y en la expresion ESR1. También se utilizo este mismo
tipo de exposicion para evaluar los efectos a largo plazo de HBG sobre la gldndula mamaria de
ratas hembra de edad avanzada (20 meses). En este caso se observo un aumento en el porcentaje
de conductos hiperplasicos y la aparicion un estroma fibroblastico, con un aumento de la densidad

nuclear y de las células positivas para vimentina (Zanardi et al., 2020).

Control HBG

Prepuberal

Whole-mount

Postpuberal

Proliferacion
(Ki67)

Figura 10. Efectos de la exposicion a HBG sobre la glindula mamaria de ratas macho. La exposicion
subcutanea durante la etapa postnatal temprana a un HBG provoco un mayor desarrollo de la glandula
mamaria de ratas macho pre y post-puberales, que puede observarse en las imagenes de whole-mounts.
Ademas, se observo un aumento en el n° de TEBs, indicados por flechas en las imagenes de whole-mount
de los animales pre-puberales. Los animales post-puberales expuestos a HBG también presentaron un
aumento en la proliferacion celular, determinada por la expresion de Ki67; las flechas indican células
positivas. Figura modificada de Altamirano et al. (2018).

4.4 | Propiconazole

El propiconazole (IUPAC: cis-trans-1-[2-(2,4-diclorofenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-ilmetil ]-
1H1,2.4-triazol) es un fungicida sistémico del grupo de los triazoles que posee una accion de
amplio espectro para el control de enfermedades causadas por hongos en una variedad de cultivos
alimentarios y no alimentarios. El mecanismo de accidn del propiconazole consiste en inhibir la
enzima CYP51 (lanosterol-14-a-demetilasa) involucrada en la sintesis de ergosterol. El ergosterol
es esencial para la formacion de la pared celular de los hongos, por lo que la alteracidon de su
sintesis enlentece o detiene el crecimiento de los hongos (EFSA et al., 2017; EPA, 2015c¢). Dentro

de los cultivos alimentarios en los que se utiliza este compuesto se encuentran el trigo, la cebada,
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el maiz, el arroz, los citricos, entre otros. También puede utilizarse en combinacidon con otros
triazoles para el tratamiento de la roya de la soja. En cuanto a los cultivos no alimentarios, se
incluyen las plantas ornamentales y el césped. Ademas, es utilizado como antimicrobiano en

adhesivos y preservantes de madera (EPA, 2006; Juliatti et al., 2017).

Los datos acerca de los niveles de utilizacion de este compuesto son limitados. Sin embargo, se
ha reportado que el uso de fungicidas se ha incrementado a nivel mundial desde comienzos de
este siglo, probablemente por su mas reciente difusion en cultivos extensivos de cereales y
oleaginosas (FAOSTAT, 2019; March, 2014), y que en el afio 2012 en Argentina se
comercializaron 10.57 millones de Kg/l de estos productos (CASAFE, 2012). En cuanto al uso
de fungicidas del grupo de los triazoles, una revision reciente realizada en Estados Unidos sefialo
un notable incremento en el uso de los mismos a partir de 2006, siendo el propiconazole uno de

los compuestos mas utilizados (Toda et al., 2021).
4.4.1| Propiedades quimicas y metabolismo

El propiconazole es una mezcla racémica de cuatro estereoisdmeros, los cuales se separan en cis-
y trans-diastereoisomeros. Todos los estercoisdmeros presentan actividad bioldgica y esto
contribuye al amplio espectro de accion que presenta el propiconazole. La solubilidad de este
compuesto en agua es moderada (100 mg/l) y es completamente miscible en solventes organicos

(JMPR, 2007).

En estudios de toxicocinética se observd que el propiconazole es extensa y rapidamente
absorbido, siendo su biodisponibilidad de aproximadamente 91%. Este es excretado a través de
la orina y las heces, mientras que menos de un 1% del compuesto permanece en los tejidos,
encontrandose las mayores concentraciones en el higado y los rifiones. Ademés, en experimentos
en animales lactantes se halld que un pequefio porcentaje de la dosis administrada se encontraba
en la leche (0.18%). En cuanto al metabolismo del propiconazole, se ha observado que éste es
altamente metabolizado y menos del 5% de la dosis permanece como el compuesto original. Los
principales mecanismos de metabolizacion identificados fueron oxidacion, hidroxilacion,
conjugacion y clivado (EFSA et al., 2017; IMPR, 2007). Por otro lado, este compuesto presenta
una persistencia y movilidad moderadas en la mayoria de los suelos y matrices acuosas,
observandose vidas medias en un rango de 30 a 112 dias (EPA, 2015b), mientras que estudios
recientes han reportado su persistencia en suelos hasta 300 dias post-aplicacion (Edwards et al.,

2016).
4.4.2 | Exposicion ambiental y aspectos regulatorios

La informacion acerca de los niveles ambientales de propiconazole en Argentina es escasa.
Corcoran et al. (2020) no encontro niveles detectables de propiconazole en cursos de agua de

Cordoba y Buenos Aires; sin embargo, Williman et al. (2017) detectd la presencia del mismo en
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distintas zonas de muestreo en el rio Uruguay, hallando una concentraciéon maxima de 0.199 pg/l
en muestras de agua 'y de 0.914 pg/l en solidos suspendidos. En relacién a la ocurrencia de este
compuesto a nivel mundial diversos estudios han reportado la presencia del mismo en cursos de
agua. En arroyos de Estados Unidos se encontr6 en un 17% de las muestras analizadas, en una
concentracion maxima de 1.15 pg/l (Battaglin et al., 2011), y se detect6 en rios en Barcelona
(Espafia) en el rango de los pg/l (Quintana et al.,, 2019) y en Grecia, aunque en menores
concentraciones (maximo 0.307 ug/l) (Papadakis et al., 2018). Ademas, en un estudio realizado
en Malasia, el propiconazole fue el pesticida que se encontrd en mayor concentracion (media 4.49
pg/l) en muestras de aguas superficiales y se observo que los tratamientos de potabilizacion del

agua no fueron capaces de eliminar el 100% de este compuesto (Elfikrie et al., 2020).

Por otro lado, existen pocos estudios de biomonitoreo de propiconazole; una revision, publicada
en 2015, indico que no se habian realizado estudios de biomonitoreo de este compuesto hasta ese
momento (Choi et al., 2015). Mas recientemente estudios realizados en Luxenburgo, Francia y
China detectaron la presencia de propiconazole en muestras de cabello, hallindose en un 2, 71y
25% de los sujetos analizados, respectivamente (Beranger et al., 2018; Peng et al., 2021; Peng et
al., 2020). En cuanto a los niveles de exposicidn a este compuesto, la EPA realiz6 una estimacion
de la exposicion cronica a través de la dieta, teniendo en cuenta los usos y limites de residuos que
se encuentran permitidos para el mismo. El mayor riesgo de exposicion crénico estimado

correspondio a los nifios de 1-2 afios y fue de 0.025 mg/kg/dia (EPA, 2019).

En relacion a los aspectos regulatorios, el propiconazole se encuentra dentro del grupo III
(ligeramente peligroso) en la clasificacion de la EPA y dentro del grupo C, como posible
carcindgeno humano (EPA, 2006). Ademas, la EPA establecié una cPAD para este compuesto de
0.1 mg/kg/dia, determinada a partir de una dosis NOAEL (nivel sin efecto adverso observable)
de 10 mg/kg/dia obtenida en un estudio de carcinogenicidad en ratones (EPA, 2019). Sin embargo,
la EFSA en el afio 2018 determina la no renovacién de la aprobacion de propiconazole, dado que
los criterios de aprobacion no eran cumplimentados por esta sustancia. Este compuesto fue
clasificado como toxico para la reproduccion categoria 1B por la Agencia Europea de Sustancias
y Mezclas Quimicas y no se pudo demostrar que la exposicidon al mismo sea despreciable para los
usos propuestos. Luego de esta decision los productos que contenian propiconazole debian ser
retirados del mercado, con un plazo maximo hasta marzo de 2020. Como consecuencia de esto el
limite maximo de residuos (LMR) permitido se redujo al limite de deteccion (0.01 mg/kg) (EFSA
et al., 2021). En Argentina alin se encuentra permitido el uso de propiconazole, encontrandose los

LMR en el rango de 0.05 y 1.5 mg/kg (SENASA, 2020, 2021).

45



Introduccion

4.4.3 | Efectos de la exposicion a propiconazole

Segin lo publicado en la evaluacion de riesgo realizada por la (EPA, 2019), el higado es el
principal o6rgano afectado por la toxicidad de propiconazole en animales. Dentro de los efectos
producidos por este compuesto se ha observado un aumento en el peso del higado, regiones de
hipertrofia y necrosis y vacuolizacion de los hepatocitos. Por otro lado, en un estudio realizado
en ratas durante el desarrollo, se hallaron efectos en los fetos (alteracion en la formacion de las
costillas y el paladar) en dosis menores a la dosis de toxicidad materna, indicando una mayor
susceptibilidad de los fetos a la exposicidon in utero (EPA, 2019). En este sentido, estudios
recientes han reportado la presencia de propiconazole en liquido amniotico en ratas expuestas
(Bossi et al., 2013) y la capacidad de transporte transplacentario del mismo en modelos de
perfusion placentaria (Mathiesen et al., 2020), evidenciando la posibilidad de exposicion de los

fetos al compuesto.

Numerosos estudios in vitro han demostrado que el propiconazole es capaz de alterar distintos
aspectos de la esteroidogénesis y afectar a la actividad de ciertos receptores hormonales. Se ha
observado que este compuesto produce un efecto antagdnico sobre RA (Ait-Aissa et al., 2010;
Kjaerstad, Taxvig, Andersen, et al., 2010; Kjeldsen et al., 2013), una accién anti-estrogénica en
la linea celular MCF7 y una inhibicion de la sintesis de E2 y T en la linea celular H295R
(Kjaerstad, Taxvig, Andersen, et al., 2010; Kjaerstad, Taxvig, Nellemann, et al., 2010; Taxvig et
al., 2013). Ademas, se ha reportado que el propiconazole inhibe la enzima aromatasa en distintas
lineas celulares (Laville et al., 2006; Sanderson et al., 2002; Trosken et al., 2006). Por otro lado,
unos pocos estudios han analizado los efectos de propiconazole sobre la funcion reproductora in
vivo. En trabajos realizados en ratas expuestas a propiconazole durante la gestacién no se hallaron
signos de toxicidad materna o fetal, ni modificaciones en la distancia anogenital de las crias
(Rockett et al., 2006; Taxvig et al., 2008), aunque si se observaron alteraciones en el ciclo estral
de las hembras F1 (Rockett et al., 2006). En relacion al sistema reproductor masculino, ratas
macho adultas expuestas a propiconazole presentaron un aumento de espermatozoides con
morfologia anormal, una disminucion en los niveles séricos de E2 y un aumento en el peso de la
vesicula seminal (Costa et al., 2015), mientras que en machos expuestos in utero hasta la peri-
pubertad se observd un aumento en el peso de los testiculos y en los niveles de T (Goetz et al.,
2007). Ademas, en un estudio realizado en machos castrados y tratados con T, el propiconazole
no mostrod el efecto anti-androgénico esperado, ya que no modificd los niveles séricos de T, el
peso de la prostata ventral ni de la vesicula seminal y no afectd la expresion de genes inducibles
por T (Taxvig et al., 2008). Por el contrario, al analizar los efectos generados por propiconazole
en animales expuestos desde la gestacion hasta la adultez (F1) y en la siguiente generacidn (F2),
se observd una disminucion en los niveles de T y en el peso de los conductos deferentes, aunque

sin hallarse cambios funcionales en los drganos reproductivos (Vieira et al., 2017). En general,
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los resultados hallados en los experimentos in vivo son contradictorios y algunos de ellos fallan
en demostrar el efecto anti-androgénico que se observa en los estudios in vitro. En relacion a la
glandula mamaria, hasta la fecha no se han publicado estudios que evalten el efecto de la
exposicion a propiconazole sobre la glandula. Dado que la glandula mamaria es un dérgano
sensible a compuestos con acciéon hormonal y que numerosos estudios postulan una accion
endocrina de propiconazole (Costa et al., 2015; Goetz et al., 2007; Kjaerstad, Taxvig, Andersen,
et al., 2010; Kjeldsen et al., 2013; Taxvig et al., 2013; Vieira et al., 2017), seria de interés analizar

los efectos de este compuesto sobre la glandula.

Considerando que, como se expuso anteriormente, la glandula mamaria de ratas macho constituye
un modelo apropiado para evaluar los efectos de perturbacion enddcerina y que la informacion
sobre la accion de glifosato, HBG y propiconazole sobre la glandula mamaria es limitada, nos
propusimos evaluar los efectos de la exposicidon perinatal a estos compuestos sobre la glandula
mamaria de ratas macho, en dos momentos endocrinos diferentes, la pre- y post-pubertad. Es
necesario considerar que tanto el momento como la via de exposicion a un determinado
compuesto pueden generar un impacto diferente sobre el sistema enddcrino (Bergman et al., 2013;
Yang et al., 2015). En este caso decidimos evaluar la exposicion a los agroquimicos mencionados
durante la etapa perinatal (gestacion y lactancia), éste es un periodo critico para el desarrollo de
la glandula mamaria, que puede ser alterado por la exposicion a sustancias con actividad
hormonal. Dado que durante esta etapa se forman y comienzan a elongarse y ramificarse los
conductos primarios y secundarios, cualquier interferencia en estos eventos podria ocasionar

alteraciones en el desarrollo mamario, que pueden persistir en la edad adulta (Fenton, 2006).

Como se sefiald previamente, tanto el glifosato como el propiconazole son utilizados en Argentina
y han sido hallados en el medio ambiente. En el caso de glifosato, se han detectado residuos del
mismo en cursos de agua (Ronco et al., 2016), en fuentes de agua utilizadas para consumo humano
(Mas et al., 2020), en cultivos y en alimentos (Myers et al., 2016), al igual que en el suero materno
y de cordon umbilical (Kongtip et al., 2017). Por otro lado, si bien la informacion acerca de la
ocurrencia de propiconazole en el medio ambiente es limitada, en Argentina se encuentra
aprobado para su uso sobre diversos cultivos alimentarios (SENASA, 2020) y se ha detectado en
cursos de agua (Williman et al., 2017). Ademas, se ha hallado en liquido amnidtico en ratas
expuestas y es capaz de transportarse a través de la placenta (Bossi et al., 2013; Mathiesen et al.,
2020). Lo mencionado anteriormente demuestra que existe el riesgo de exposicion oral e in utero

a estos compuestos.
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“El arte y la ciencia de hacer preguntas
es la fuente de todo conocimiento”

Thomas Berger



Objetivos

En base a los antecedentes citados, nuestra hipdtesis propone que la exposicion a bajas
concentraciones de PE durante periodos criticos de la organogénesis mamaria modifica su
desarrollo e incrementa el riesgo de desarrollar lesiones. En funcion de esta hipotesis se plantearon

los siguientes objetivos:

1 | Objetivo general

Evaluar las diferencias y similitudes en el desarrollo mamario entre ratas macho y hembra para
luego analizar si la exposicion perinatal (gestacion + lactancia) a fitosanitarios altera el desarrollo
en la glandula mamaria de animales macho en dos periodos endocrinoldgicos distintos: pre- y

post-pubertad.

2 | Objetivos especificos

Objetivo 1. Analizar las similitudes y diferencias existentes en el desarrollo mamario de hembras

y machos.

Objetivo 2. Analizar si la exposicion perinatal a glifosato ¢ propiconazole resulta en alteraciones

histologicas de la glandula mamaria de ratas macho.

Objetivo 3. Evaluar si la exposicion in utero y durante la lactancia a glifosato ¢ propiconazole

modifica el microambiente enddcrino de la glandula mamaria en las etapas pre- y post-puberal.

Objetivo 4. Investigar si la exposicion a la mezcla de fitosanitarios potencia los efectos producidos
por los compuestos individuales analizando el desarrollo morfoldgico de la glandula mamaria y

su microambiente hormonal.

Objetivo 5. Analizar los potenciales mecanismos de accion del glifosato, propiconazole o su

mezcla sobre el desarrollo mamario en ratas macho.
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“Nada en la vida es para ser temido, es sélo para ser
comprendido. Ahora es el momento de entender mds,
de modo que podamos temer menos”

Marie Curie



Materiales y métodos

1 | Animales

El protocolo experimental fue disefiado de acuerdo a 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 de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas, UNL. Se utilizaron ratas hembra
adultas de cepa Wistar pertenecientes a la Catedra de Fisiologia Humana de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, UNL. Los animales fueron mantenidos en condiciones
controladas (22+2°C y 14 h de luz) y tuvieron libre acceso a agua y comida (Nutricion Animal,
Rafaela, Argentina). Para mayor informacion sobre la composicion del alimento ver Tabla Al en
el Anexo (Andreoli et al., 2015; Kass et al., 2012). Para reducir al minimo la exposicion a otros
productos quimicos con actividad estrogénica, los animales fueron alojados en jaulas de acero
inoxidable con camas de viruta de madera previamente esterilizada (Centro de Medicina
Comparada, Instituto de Ciencias Veterinarias -ICIVET, UNL-CONICET); y el agua fue provista

en mamaderas de vidrio con tetinas de acero inoxidable.

2| Disefio experimental

2.1 | Desarrollo mamario en ratas macho y hembra de la cepa Wistar

Para analizar el desarrollo mamario se obtuvieron muestras de glandulas mamarias de crias macho
y hembra al destete (DPN21) y a los 60 dias de edad. En DPN60 se determiné la pubertad en las
hembras a través de la observacion de apertura vaginal y se sacrificaron en diestro 1 (controlado

por la realizacion de extendidos vaginales).
2.2 | Efectos de fitosanitarios sobre el desarrollo mamario en machos

Ratas hembra que se encontraban en la fase de proestro del ciclo estral (Montes & Luque, 1988)
fueron colocadas con machos de fertilidad comprobada. El dia en el cual se encontraron
espermatozoides en el extendido vaginal fue considerado como DG1. En DG9, correspondiente
al comienzo de la organogénesis del feto, las hembras prefiadas FO fueron distribuidas al azar en

los siguientes experimentos (Figura 11):
A) Exposicion perinatal a glifosato:

e Control: dieta control

e HBG: dieta suplementada con formulacion comercial de glifosato (66.2 g% sal potasica de N-
fosfonometil glicina, equivalente a 54% de glifosato acido, Magnum Super 11, Grupo Agros,
Argentina) en una dosis tedrica de 4 mg y 400 mg glifosato/kg peso corporal/dia.

e GLI: dieta suplementada con glifosato (Sigma-Aldrich, Argentina) en una dosis tedrica de 4

mg/kg peso corporal/dia.
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B) Exposicion perinatal a propiconazole:

e Control: Aceite de sésamo (vehiculo), via intragastrica.
e PRO: propiconazole (Pestanal®, Sigma-Aldrich) en una dosis tedrica de 4 mg/kg peso

corporal/dia via intragéstrica.
C) Exposicion perinatal a la mezcla de fitosanitarios:

e Control: dieta control y aceite de sésamo por via intragdstrica.
e PROGLI: dieta suplementada con 4 mg/kg peso corporal/dia de glifosato (Sigma) + 4 mg/kg

peso corporal/dia de propiconazole (Sigma) por via intragastrica.

En las madres F0, la exposicion a glifosato fue realizada a través de la dieta desde el DG9 hasta
el destete, mientras que el tratamiento con propiconazole se administrd por via intragastrica desde
el DG10 hasta el destete, cada 48 h. Luego del parto (DG23), las crias fueron pesadas y sexadas
de acuerdo a la distancia anogenital y se mantuvieron camadas de 8 crias (4 hembras y 4 machos)
por madre hasta el destete en DPN21. Se registr6 el consumo de alimento y peso de las madres
durante todo el tratamiento de manera de calcular las dosis reales de fitosanitarios a las que
estuvieron expuestos los animales. Por otro lado, se evaluo si las dosis de los fitosanitarios
seleccionadas produjeron toxicidad materna y/o fetal analizando el peso de las madres durante la
gestacion y lactancia, el numero de crias nacidas vivas, la presencia de malformaciones

macroscopicas en las crias nacidas y peso de éstas al nacer.

Muestras de glandulas mamarias y suero fueron obtenidas en las crias macho F1 en DPN21 y
DPN60 (Figura 11). Ademas, se obtuvieron muestras de suero de las madres FO el dia del destete
(dia de lactancia 21 — DL21). En cada caso se analizo una cria macho por camada y dia
experimental; entre 8 y 10 camadas fueron utilizadas por grupo experimental. L.as hembras y el

resto de los machos F1 fueron destinados a otros experimentos en desarrollo en el laboratorio.
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Figura 11. Esquema de los tratamientos experimentales utilizados para estudiar los efectos de la
exposicion a fitosanitarios sobre la glindula mamaria de ratas macho. Las madres FO fueron expuestas
oralmente a glifosato a través de la dieta desde el DGY hasta el DL21, y a propiconazole por via intragéstrica
desde el DG10 hasta el DL21, cada 48h. HBG: exposicion al herbicida a base de glifosato, GLI: exposicién
a glifosato puro, PRO: exposicion a propiconazole, PROGLI: exposicion a glifosato puro y propiconazole.
FO y F1 indican las distintas generaciones de animales utilizados en el desarrollo del trabajo. DG: dia de
gestacion; DL: dia de lactancia; DPN: dia postnatal.

2.2.1| Preparacion del alimento suplementado con glifosato

La exposicidn a glifosato se realiz6 a través del alimento, con este propdsito se prepar6 una pasta
a base del alimento comercial, mezclando cantidades adecuadas de pellet y agua. HBG o glifosato
puro fueron afiadidos al agua de preparacion seglin correspondia en cada grupo experimental, sin
realizarse agregados en el grupo control. Las cantidades de glifosato necesarias para alcanzar las
dosis establecidas para cada grupo experimental se calcularon teniendo en cuenta el peso (250 g)
y consumo de alimento (30 g) promedio de las hembras prefiadas de la colonia durante la gestacion
y lactancia. L.a mezcla preparada se dejé reposar durante la noche y al dia siguiente fue
homogeneizada hasta formar una pasta, con la cual se realizaron “bolos” de alimento. Los bolos
de alimento fueron preparados el dia previo a su utilizacion y se reemplazaron tres veces por

semana.
2.2.2 | Preparacion de la solucion de propiconazole

El propiconazole fue diluido en aceite de sésamo para obtener una solucién de 10 mg de
propiconazole/ml, que fue administrada a los animales por via intragastrica. La concentracion de

la solucion de tratamiento fue calculada con el objetivo de administrar alrededor de 0.1 ml de
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solucion en cada exposicion, teniendo en cuenta el peso promedio de las hembras prefiadas de la

colonia durante la gestacion y lactancia. La solucion de trabajo fue preparada semanalmente.
2.2.3 | Dosis utilizadas

Las dosis de glifosato evaluadas en el presente trabajo se encuentran por debajo de la dosis
NOAEL de toxicidad materna y fetal de 1000 mg/kg/dia (Williams et al., 2000). Por otro lado, la
dosis de 4 mg/kg/dia se encuentra en el orden de magnitud de la dosis IDA de 1 mg/kg/dia
establacida por la (EPA, 2017a) y por la JMPR (2016), mientras que la dosis de 400 mg/kg/dia es
cien veces mayor. Ademas, en un informe reciente, la (EPA, 2017b) realiz6 una estimacion de la
exposicion residencial y ocupacional a glifosato, hallando que el maximo potencial de exposicion
era de 0.47 mg/kg/diay 7 mg/kg/dia respectivamente. La dosis de 4 mg/kg/dia se encuentra entre

estos valores.

La dosis de propiconazole seleccionada (4 mg/kg/dia) es menor a las dosis NOAEL de toxicidad
fetal (30 mg/kg/dia) y materna (90 mg/kg/dia) (EPA, 2019). Por otro lado, si bien es mayor a la
cPAD determinada por la EPA (0.1 mg/kg/dia), se encuentra por debajo de la dosis NOAEL (10
mg/kg/dia) utilizada para establecer esta cPAD (EPA, 2019).

3 | Obtencion de muestras

3.1 | Muestras de suero

Se obtuvieron muestras de sangre de las madres FO el dia del destete (DL.21) y de las crias machos
en DPN21 y DPN60. Las muestras se recolectaron en tubos de vidrio y se incubaron por 15 min
en estufa a 37°C, para facilitar la retraccion del coagulo. Luego se realizd una centrifugacion de
las mismas y se separd el suero, que fue conservado a -80°C hasta el momento de las

determinaciones séricas.
3.2 | Mastectomia

Los animales se sacrificaron por decapitacion, luego se colocaron sobre una tabla de diseccidon
con el abdomen hacia arriba y se desinfectd con alcohol 70° el campo quirdrgico. Se realizd una
incision en la linea media del abdomen y dos cortes perpendiculares al anterior: uno en la zona
inguinal y el otro a la altura del diafragma (estos cortes permiten extraer las glandulas mamarias
y separarlas tanto de la piel como del musculo abdominal). Luego, se separd la glandula mamaria
del musculo subyacente, quedando expuesta la cadena abdomino-inguinal (N° 4, 5 y 6) (Figura
12). Finalmente se fijo la piel a la tabla de diseccion y se separd la glandula mamaria de la piel
del animal. Se diseccionaron ambas cadenas mamarias inguinales, la cadena izquierda fue
procesada para whole-mount (montaje completo de la glandula), mientras que en la cadena
contralateral (derecha), la glandula mamaria N° 4 fue fijada en formol buffer al 10% (v/v) e

incluida en parafina y las glandulas mamarias N° 5 y 6 fueron congeladas en nitrogeno liquido y
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almacenadas a -80°C para su posterior analisis mediante diferentes técnicas de biologia

molecular.

Figura 12. Mastectomia. (A) Luego del corte ventro-medial inicial, se realiza un nuevo corte oblicuo al
primero. (B) La cadena mamaria dispuesta subcutaneamente es desprendida del musculo abdominal y (C)
queda expuesta para su diseccion completa.

4 | Procesamiento de muestras

Las muestras de glandula mamaria obtenidas fueron procesadas de diferentes maneras de acuerdo

a los siguientes propdsitos:

e Estudios a partir del montaje completo de la glandula (whole-mount)

e Estudios por microscopia dptica

e Estudios por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
4.1 | Estudios a partir del montaje completo de la glandula (whole-mount)

Las glandulas mamarias fueron estiradas sobre portaobjetos limpios y desengrasados de 5.5 x 7.5
cm (Fisher Scientific, USA) y se fijaron en una solucién de formol buffer durante 18 h a
temperatura ambiente. A continuacidn, se elimino la grasa de las muestras de glandula utilizando
tolueno y éstas fueron tefiidas con carmin alimina (Rasmussen et al., 2000). Luego de un proceso
de deshidratacion, las whole-mounts (WMs) se colocaron en bolsas plasticas que se sellaron por
calor (10 x 15 cm; Kapak Seal PAK pouches, KAPAK Corporation, USA) con salicilato de metilo
(Sigma-Aldrich, Argentina). El salicilato de metilo presenta un indice de refraccion muy cercano
al del tejido, garantizando de este modo una resolucién fotografica de gran calidad, razén por la
cual fue elegido como agente de conservacion. El procesamiento detallado de las muestras para

la obtenciéon de WM se describe en la Tabla A2 (Anexo).
4.2 | Estudios por microscopia optica

Las glandulas mamarias se fijaron durante 6 h en formol buffer para mantener de forma definitiva
las estructuras histologicas y citoldgicas de los tejidos. Luego se realizaron dos lavados con PBS

(pH: 7.5) de 10 min cada uno y se mantuvieron los tejidos en una solucion de alcohol 70°.
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Finalmente, se procesaron por técnicas histoldgicas de rutina hasta su inclusion en parafina
(Junqueira & Junqueira, 1983). Durante el protocolo de procesado, las muestras fueron
deshidratadas en alcoholes de graduacién creciente, debido a que la parafina (sustancia donde
finalmente es incluido el tejido) es inmiscible en agua. El alcohol presente en los tejidos fue
sustituido por un solvente (no acuoso) miscible en parafina fundida, en nuestro caso BioClear
(Biopack, Argentina). La inclusidn en parafina consistio en colocar la muestra dentro de un frasco
que contenia parafina fundida, en estufa a 60°C. El calor provoco la evaporacion de los restos del
solvente (BioClear) y de esta forma, los espacios ocupados por éste fueron impregnados por la
parafina. Finalmente, se colocd la muestra en un recipiente con parafina fundida y se dejo
solidificar a temperatura ambiente. Este proceso permitié obtener un bloque de parafina
denominado “taco” con el tejido en su interior. Una vez obtenido el taco, se realizaron cortes
histoldgicos seriados de 5 pm de espesor en micrdtomo (Leica Jung RM2025, Leica Instruments
GMT, Alemania) que se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular (3-
aminopropil trietoxysilano, Sigma-Aldrich) y se secaron en estufa a 37°C durante 24 h. Estos
cortes histoldgicos fueron utilizados para analizar la histomorfologia mamaria y para ensayos de

inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.
4.3 | Estudios por PCR en tiempo real

Las glandulas mamarias N° 5 y 6 fueron disecadas en condiciones estériles, congeladas
rapidamente en nitrogeno liquido y conservadas a -80°C. Estas muestras fueron utilizadas para la

extraccion de ARN total y ADN gendmico.
4.3.1| Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realizd utilizando el reactivo comercial “TRIzol Reagent”
(Invitrogen, Argentina), que se fundamenta en el método de isotiocianato de guanidina-fenol-
cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987). Basicamente, en el contenedor del homogeneizador
Ultra Turrax® T25 Basic (IKA - Werke GMBH & Co.KG, Alemania) se agregaron 800 pl del
reactivo TRIzol por cada 50-100 mg de tejido congelado, y se homogeneiz6 suavemente. Durante
la homogeneizacion de la muestra el reactivo preservd la integridad del ARN. El agregado de
cloroformo y la posterior centrifugacion separd la solucion en una fase acuosa y otra fase
organica. El ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, de donde fue recuperado por
precipitacion con alcohol isopropilico, lavado con etanol al 80% y solubilizado en agua libre de
ribonucleasas. La concentracion de ARN total en las muestras procesadas se determind mediante
la lectura en espectrofotometro (NanoDrop Lite, Thermo Scientific, USA) a una longitud de onda
de 260 nm. Se us6 como referencia de la pureza del ARN extraido, la relacion entre las
absorbancias obtenidas a 260 nm (punto de méxima absorcidn de 4cidos nucleicos) y 280 nm

(punto de maxima absorcion de proteinas), utilizandose solamente aquellas muestras con una
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relacion de absorbancia 260/280 mayor a 1.9. Los ARN obtenidos fueron conservados a -80°C
hasta su utilizacion. A partir de cada ARN extraido se realizé una retrotranscripcion (RT) con el

fin de obtener el correspondiente ADN copia (ADNCc).
4.3.2 | Extraccion de ADN genémico

Para la extraccion de ADN gendmico (ADNg) a partir de muestras de glandula mamaria se utilizo
el método fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sambrook & Russell, 2001). Brevemente, el
tejido fue homogeneizado junto a un buffer de digestion con el homogeneizador Ultra Turrax®
T25 Basic (IKA) y tratado con ARNasa (Sigma-Aldrich). Luego se agregd una mezcla de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, se centrifugd y se recuperdo el ADN en la fase acuosa.
Finalmente se precipité el ADN con acetato de amonio y etanol al 100%, se lavd con etanol al
70% y se solubilizd en agua libre de ribonucleasas. La concentracidon total de ADN fue

determinada por medicion de absorbancia a 260 nm y el ADN fue almacenado entre 2-8°C.

5 | Determinaciones séricas

5.1 | Determinacion de glifosato y AMPA

Las concentraciones séricas de glifosato y AMPA fueron determinadas por cromatografia liquida
de ultra-alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tindem (UHPLCMS/MS) (Milesi
et al., 2018). Estos ensayos fueron realizados en el PRINARC (Programa de Investigacion y
Analisis de Residuos y Contaminantes Quimicos, Facultad de Ingenieria Quimica, UNL, Santa
Fe, Argentina) y los limites de deteccion para glifosato y AMPA fueron 1 y 2 png/l,

respectivamente.
5.2 | Determinacion de E2y T

Los niveles de E2 y T fueron determinados por un ensayo de quimioluminiscencia, utilizando un
Immulite® 2000 system (Siemens Healthcare SA, Argentina) y siguiendo las especificaciones del
fabricante. El ensayo presentd un limite de deteccion de 15 pg/ml para E2 y de 0.15 ng/ml para
T. Ademas, el coeficiente de variacion intra-ensayo para E2 fue 6.7%, mientras que para T fue

10.1%.
5.3 | Determinacion de PRL

La determinacion de PRL circulante fue realizada por radioinmunoensayo (Lacau-Mengido et al.,
1996). El limite de deteccion del ensayo fue de 0.3 ng/ml y el coeficiente de variacion intra-
ensayo de 7.8%. Este procedimiento fue realizado por el grupo de investigacion de la Dra.
Damasia Becu-Villalobo en el Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME),
CONICET, Buenos Aires, Argentina.
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6 | Evaluacion del desarrollo de la glandula mamaria en WMs

Se tomaron imagenes de las WMs de la glandula mamaria de los machos F1, utilizando una
camara color Spot Insight V3.5 acoplada a un estereomicroscopio Stemi 305 (ZEISS, Argentina)
en el caso de las muestras en DPN21 y una camara Sony Alpha a58 DSLR (Sony Latin America,
Inc.) para las muestras en DPN60. Todas las imagenes fueron analizadas con el software Image J

(NIH, USA; https://imagej.nih.gov/ij). El sistema de medida fue calibrado con un portaobjeto de

referencia y todas las determinaciones se realizaron sobre la glandula mamaria N° 4.

Se analizaron distintos parametros en la glandula mamaria de los animales (Figura 13)
(Altamirano, Delconte, et al., 2017; Kass et al., 2015), el area total ocupada por la glandula, el
perimetro y el n° de TEBs fueron evaluados en ambas edades. En el caso del n° de TEBs, éstos
fueron identificados por su forma caracteristica de “gota” y soélo se consideraron aquellas
estructuras con un diametro igual o mayor a 100 pm (Russo & Russo, 1978). Ademas, en DPN21
se determind la distancia entre la glandula mamaria N° 4 y 5; para esta determinacion se dibujaron
dos lineas paralelas, una en el extremo derecho de la glandula N° 4 y otra en el extremo izquierdo
de la glandula N° 5, y se midid la distancia perpendicular entre estas lineas. Por otro lado, para
evaluar el crecimiento longitudinal de la glandula mamaria en DPN60, se determino la distancia
que se extendian los conductos mds alld del nddulo linfatico (NL). En este caso se dibujaron dos
lineas paralelas tangentes al extremo superior del NL y al extremo de crecimiento de la glandula

N° 4y se determin la distancia perpendicular entre ambas lineas.

Finalmente, se evaluo el desarrollo de la glandula mamaria a partir del area epitelial relativa en
DPN21 y un score triple ciego en DPN60. El area epitelial relativa se definié como el area
ocupada por el arbol epitelial dividida por el area total de la glandula. Brevemente, se redujo el
tamafo de la imagen al minimo extrayendo la region de la imagen que rodea el epitelio de la
glandula mamaria, se separaron los canales de colores y se elimind el ruido a partir de distintas
opciones proporcionadas por el sofiware. Por ultimo, se determind del area ocupada por el arbol
epitelial (Stanko et al., 2015). En DPN60, se asign6 a cada una de las WMs un score cualitativo,
en una escala subjetiva del 1 al 3, en la cual el valor 1 representé un minimo desarrollo del arbol
mamario y el 3, el mayor nivel de desarrollo. El criterio utilizado para el score cualitativo se basd
en la densidad de ramificacion de la glandula y en el desarrollo lobuloalveolar. Cada glandula fue
evaluada por tres individuos, sin conocimiento del tratamiento, y se realizé un promedio para

obtener el score final.
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Figura 13. Parametros evaluados en las WMs de las glindulas mamarias de las crias macho F1 en
DPN21 y DPN60. 1LN: nodulo linfatico, GMs: glandulas mamarias. Flechas: TEBs.
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7 | Evaluacion de la histologia de la glaindula mamaria

Para el estudio histologico, secciones de 5 um de espesor de glandula mamaria embebidas en
parafina se colorearon con Picrosirius - Hematoxilina (P&H) para el andlisis por microscopia
optica (microscopio Olympus BH2. Tluminacion: lampara haldégena de 12 voltios, 100 W,
equipado con una fuente de luz estable; Olympus Optical Co., Ltd, Japon). Para la coloracion con
P&H los cortes histologicos se desparafinaron e hidrataron en soluciones de alcoholes de
graduacion decreciente, se colorearon con Picrosirius (1 h) y Hematoxilina de Harris (6 min) y
posteriormente se deshidrataron. Las secciones de tejido coloreadas se montaron usando un
liquido de montaje permanente (Balsamo de Canadd, Biopack). En todos los casos se evalud el
desarrollo ductal y lobuloalveolar y la presencia de lesiones mamarias (Durando et al., 2007;

Mandrup et al., 2015).
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8 | Evaluacion de la expresion de proteinas en la glindula mamaria

8.1 | Generacion de anticuerpos anti-Ki67

Para la determinaciéon de Ki67 se generaron anticuerpos policlonales de conejo, purificados por
cromatografia de afinidad, siguiendo protocolos descriptos previamente (Vigezzi et al., 2016). El
antigeno fue expresado en Escherichia coli BL21 (GE Healthcare, Argentina) como una proteina
de fusion a glutation-S-transferasa (GST) utilizando el vector pGEX4T-3 (GE healthcare). Se
amplificé la region correspondiente a los aminodcidos 1193-1418 de la secuencia de Ki67 de la
rata (nimero de acceso NP_001258295.1). Esta regidn incluye una sub-region con una secuencia
corta de 22 aminoacidos (ASKNRAQPLEDLDGFQELFQTP) que se repite numerosas veces y
podria ser la responsable de la antigenicidad de la molécula. Los anticuerpos generados fueron
purificados por cromatografia de afinidad con el antigeno (Hi-Trap NHS activated HP column,
GE Healthcare). Para evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-Ki67 obtenidos, se realizd
una preabsorcidon de los mismos incubando 1 pg de anticuerpos con 10-20 pg del péptido
antigénico por 24 h a 4°C. Luego, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica con los
anticuerpos, con y sin preabsorcion, en un control positivo como el intestino de la rata (Figura

14).

Anticuerpos anti-Ki67 preabsorbidos Anticuerpos anti-Ki67 (control positivo)

Figura 14. Imdgenes representativas de la inmunomarcacion de Ki67 en las criptas del intestino de rata.
No se observa marcacion con los anticuerpos preabsorbidos con el antigeno (control negativo), mientras
que se observan células positivas para Ki67 en las criptas del intestino en el control positivo. Las células
positivas se indican con flechas. Ambas imdgenes presentan la misma magnificacion, barra: 50 pm.

8.2 | Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica se realizo siguiendo un protocolo previamente publicado
(Mufioz-de-Toro et al., 1998), con pequefias modificaciones para cada marcador evaluado.
Secciones de glandula mamaria de 5 pm de espesor fueron incubadas durante toda la noche a 4°C
con los anticuerpos primarios. Para el sistema de revelado se utilizaron anticuerpos secundarios
biotinilados y el método de extravidina-biotina peroxidasa, con diaminobencidina (DAB; Sigma-
Aldrich) como sustrato cromogénico. El protocolo seguido se detalla en la Tabla A3 (Anexo). En

todos los casos se realizaron controles negativos sustituyendo el anticuerpo primario con un suero
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no inmune. Los controles positivos consistieron en tejidos cuya reaccidn positiva fue comprobada
con anterioridad. En la Tabla 2 se detallan los anticuerpos y diluciones utilizados en cada ensayo.
Como anticuerpos secundarios se utilizaron los anticuerpos biotinilados anti-ratén o anti-conejo
generados en el Instituto de Salud y Ambiente del Litoral (ISAL, Argentina), a excepcidn de la
deteccion de RA, en la que se utiliz6 el anticuerpo secundario anti-conejo de Zymed Laboratories

Inc., USA.

En las cuantificaciones de Ki67, ESR1 y RA se determind el porcentaje de células positivas, para
lo cual se utilizé un microscopio optico (Olympus BH2, Japon) y una objetiva plana de inmersion

Dplan 100X (apertura numérica = 1.25, 160/0.17).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Anticuerpo

primario Dilucién secundario Extrav.i dina- Proveedor
utilizado empleada biotinilado peroxidasa
Anti-Ki67 1/1500 Amli;:ggejo 1/300 ISAL
(cﬁﬁtﬁg—é) 1125 Anlt/iirg‘(t)"’“ 1/150 Dako Corp. (USA)
(QEE?FFI(;) 1/100 Anf/'lrg(t)"’n 1/150 Novocastra (UK)
A(]Ii;i_z%)A 1/600 Antli;zggejo 1/300 Santa Clrrlll: l?[i?éeAc)hnology
An(til—g;lérzlal /2 1/400 Antli;gggejo 1/150 Cell Signag{}lsgpgechnology
W v My SwCu Bl
Anti-aromatasa 1/300 Anti-conejo 1/300 ISAL*

1/400

*El anticuerpo anti-aromatasa fue generado y testeado en nuestro laboratorio por Rossetti et al. (2019).
8.3 | Inmunofluorescencia

Para la técnica de inmunofluorescencia se utilizd un protocolo previamente publicado
(Altamirano, Ramos, et al., 2017), con ciertas modificaciones para cada marcador evaluado. El
protocolo seguido se detalla en la Tabla A4 (Anexo). Brevemente, secciones de glandula mamaria
desparafinadas fueron tratadas con borohidruro de sodio para bloquear la autofluorescencia y se
realizo la incubacidn con los anticuerpos primarios durante la noche a 4°C. Luego, se incubaron
las muestras con los anticuerpos secundarios y con 4,6-diamidina-2-fenilindol (DAPI, Sigma-
Aldrich) y finalmente fueron montadas con ProLLong Gold (Molecular Probes, Thermo Fisher
Scientific, Argentina). LLas muestras fueron conservadas en oscuridad a 4°C hasta el momento de

la evaluacion.
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En todos los casos se realizaron controles negativos sustituyendo el anticuerpo primario con un
suero no inmune. Los controles positivos consistieron en tejidos cuya reaccidn positiva fue
comprobada con anterioridad. En la Tabla 3 se detallan los anticuerpos y diluciones utilizados en

cada ensayo.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia.

Anticuerpo Diluciéon Anticuerpo Diluciéon
Proveedor Proveedor
primario empleada secundario empleada
Anti-p-Erk1/2 Cell Signaling Anti-Conejo Invitrogen
1/400 1/200
(197G2) Technology (USA) Alexa Fluor 488 (Argentina)
Anti-a-SMA Anti-Ratén Invitrogen
Novocastra (UK) 1/50 1/100
(clon ASM-1) Alexa Fluor 546 (Argentina)

9 | Andlisis de la expresion de ARNm mediante RT-PCR en tiempo real

9.1 | Transcripcion reversa (RT)

A partir de los ARN extraidos se realizaron transcripciones reversas con el fin de obtener los
correspondientes ADNc. La RT se llevd a cabo empleando cantidades iguales (1 pg) del ARN
total y utilizando la enzima M-MLV transcriptasa reversa (Moloney Murine Leukemia Virus, 300
U, Promega, USA). Se emplearon oligonucledtidos hexaméricos (1 pg/ul, Promega) como
cebadores. Al tubo de reaccion se le adicionaron 20 U de inhibidor de ARNasa (RNAout,
Invitrogen) y 10 nmol de una mezcla de dNTP’s (desoxinucleotidos trifosfatos) y se alcanzo6 un
volumen final de 30 pl con la solucién amortiguadora de la reaccion provista por el fabricante de
la enzima. La reaccidon de RT se realizo a 70°C por 5 min y 30 seg con la mezcla de los ARN y
oligonucledtidos, luego se agregaron el resto de los reactivos y se continu6 la reaccion a 37°C por
90 min y 42°C por 15 min. La reaccion finalizé calentando a 80°C por 5 min y a 94°C por 30 seg
para posteriormente efectuar un enfriamiento a 25°C. Las reacciones de RT se llevaron a cabo en
el termociclador T18 (IVEMA, Argentina). Seguidamente se diluyé el ADNc generado
llevandolo a un volumen final de 60 pl con agua libre de ARNasa. Como control negativo de la

reaccion se utilizo el ARN incubado en condiciones idénticas, pero sin transcriptasa reversa.
9.2 | Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real

Luego de realizar la extraccion del ARN total y posterior RT, se determind la expresion del ARN
mensajero (ARNm) de diversos genes mediante ensayos de PCR en tiempo real utilizando el
termociclador Applied Biosystems StepOne™ (Thermo Fisher Scientific). Esta metodologia se
basa en la deteccion y cuantificacion ciclo a ciclo de una molécula fluorescente (en este caso se

empled EvaGreen) que se intercala en las hebras de ADN doble cadena. La fluorescencia es
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detectada y leida por un fluorémetro acoplado al termociclador a medida que transcurre la

reaccion de PCR.

Los oligonucledtidos fueron disefiados utilizando el sofiware Vector NTI Suite Version 6.0
(Infomax Inc., USA). Como control interno (gen de referencia) se utilizé la determinacion de
ARNm del gen ribosomal 1.19. La temperatura de hibridacion para cada amplicon se obtuvo a
partir del andlisis in silico usando el sofiware Vector NTI. La especificidad de los
oligonucledtidos fue cotejada por comparacion directa de su secuencia contra el genoma completo
de Rattus norvegicus mediante el uso de la herramienta BLAST disponible en la pagina web del
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias de los

oligonucledtidos utilizados junto con las temperaturas de hibridacion se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en los ensayos de PCR en tiempo real.

Tamaiio del  Temperatura de

Gen Secuencia de oligonucleétidos (5°-3°) licén (pb)  hibridacién (°C)
amplicén (p ibridacion

Areg Sentido: TGCTGTCGCTGCTGGTCTTA 123 60
Antisentido: CAGAAACCACAAGTCCACCAGC

Aromatasa Sentido: TGGCAGATTCTTGTGGATGG 118 54
Antisentido: CGAGGACTTGCTGATGATGAGT

Ccendl1 Sentido: GTGCGTGCAGAGGGAGATTG 171 59
Antisentido: GGCTCCAGAGACAAGAAACGG

EGFR Sentido: TCATCAGGGGAAATGCTCTC 145 55
Antisentido: GGGTTGTTGCTAAATCGCAC

ESR1 Sentido: ACTACCTGGAGAACGAGCCC 153 60
Antisentido: CCTTGGCAGACTCCATGATC

ESR1-0S Sentido: CCCTCCTCTGCCATTGTCTA 166 58
ESR1-ON Sentido: TCTGGGGCATCTCCTTCAA 193 57
ESR1-O Sentido: AGCACATTCCTTCCTTCCG 196 58
ESR1-OT Sentido: TCCAGCAGGTTTGCGATGT 164 59
ESRI1-E1 Sentido: TAACCTCGGGCTCTACTCTT 133 57
Exo6n 1 Antisentido: ATTCCCGAGGCTTTGGTGT

IGF1 Sentido: ACTTCAACAAGCCCACAGG 121 57

Antisentido: AGCGGAGCACAGTACATCTC

IGF1R Sentido: CTCAAGGATGGCGTCTTCAC 115 58
Antisentido: GAACTTGCTCGTTGGACAGG

L19 Sentido: GAAATCGCCAATGCCAACTC 290 60
Antisentido: ACCTTCAGGTACAGGCTGTC

PRLR Sentido: AAAGTATCTTGTCCAGACTCGCTG 150 55
Antisentido: AAACAGATGACAGCAGAGAGAATG
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Tamaiio del Temperatura de

Gen Secuencia de oligonucleétidos (5°-3”) amplicén (pb)  hibridacién (°C)

RA Sentido: AGGGAGGTTACGCCAAAG 101 57
Antisentido: AGACAGTGAGGACGGGAT

Wnt5a Sentido: CCTGTAGCCTCAAGACATGCTGG 142 60
Antisentido: AGTTGAAGCGGCTGTTGACCT

Areg: Anfirregulina, Cendl: Ciclina D1, EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico, ESR1:
Receptor de estrogenos alfa, IGF1: Factor de crecimiento similar a la insulina 1, IGF1R: Receptor del factor
de crecimiento similar a la insulina 1, L.19: proteina ribosomal L.19, PRLR: Receptor de prolactina, RA:
Receptor de andrégenos. ESR1-OS, -ON, -O, -OT y -El son exones de ESR1 y comparten el
oligonucleotido antisentido Exon 1.

Todas las muestras retro-transcriptas a ADNc fueron amplificadas por duplicado. Los tubos de
reaccion para la PCR en tiempo real se constituyeron con 2.5 pl de ADNc que se combinaron con
HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Biocientifica, Argentina) y 5 pmoles
de cada oligonucledtido en un volumen final de 10 pl. El protocolo general de ciclado utilizado
se muestra en la Tabla 5. La pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas
de disociacidn y electroforesis en geles de agarosa de muestras elegidas al azar en cada corrida.

Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos.

Tabla 5. Protocolo general de ciclado de PCR en tiempo real.

Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
Desna.tu.ra.llzamon 95 15 min |
inicial
Desnaturalizacion 95 15 seg
Hibridacion Espemflca.pz%ra cada 15 seg
amplicon 40
Extension 72 15 seg
Lectura 81 10 seg

El calculo de los niveles de expresion relativa de cada muestra se realiz6 utilizando el método del
ciclo umbral (Ct) (Higuchi et al., 1993). El valor de Ct para cada muestra se calcul6 utilizando el
software StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems Inc., USA) con un umbral de ajuste de
fluorescencia automatica. La eficiencia (Ef) de la reaccion de PCR para cada gen estudiado y para
el gen de referencia (L19) fue calculada mediante curvas estdndar. Estas curvas se construyen a
partir de la amplificacion de cada gen en diluciones seriadas de los ADNc. Luego, graficando el
logaritmo de las diluciones de los ADNc vs. su correspondiente Ct, se obtiene la formula de la
recta por regresion lineal a partir de la cual se calcula la Ef (Ef= 10(-1/pendiente)-1). Dependiendo
de las condiciones especificas de PCR, la Ef vari6 entre 98% y 102%. La expresion relativa de
cada gen en los distintos experimentos se determiné utilizando el método de la curva estandar
relativa (Cikos et al., 2007). Para todas las muestras experimentales, la cantidad relativa del gen

de interés y del gen .19 fue determinada a partir de la curva estandar previamente realizada para
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cada gen. La cantidad obtenida correspondiente al gen de interés fue normalizada con la cantidad

relativa del gen 119 en cada muestra experimental.
9.3 | Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis horizontales en geles de agarosa (concentraciones de agarosa entre 1% p/v y
3% p/v) se realizaron utilizando buffer Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X como solucion reguladora
de electroforesis y patrones de ADN de peso molecular de entre 100 y 1000 pb (CienMarker,
Biodynamics, Argentina). El agente de revelado utilizado fue Gelred® (Biotium, USA), el cual
se agregd al gel en una relacion de 1ul de Gelred 1000x por cada ml de soluciéon de gel. Las
corridas se realizaron en una cuba de electroforesis horizontal Bio-Rad Power Pac® 300 (Bio-
Rad, USA) manteniendo el voltaje constante a 70V hasta que todo el frente de corrida ingresara
al gel, para luego subir el voltaje hasta 80V. Los geles fueron revelados en un transiluminador

Fotodyne® Foto/UV® 1 (Fotodyne Inc., USA).

10| Anadlisis de metilacion del ADN

10.1| Bioinformdtica

El promotor del gen de ESR1 de rata (nimeros de acceso: ESR1-OS NW 047550, ESR1-O
NM_012689, ESR1-OT y —E1 X98236) fue analizado para detectar la presencia de islas CpG
utilizando el software Methyl Primer Express Software v1.0 (Applied Biosystems). Una isla CpG
fue definida como una secuencia de ADN igual o superior a 200 pb, con un porcentaje de GC
mayor al 50% y un promedio de CpG observado/esperado mayor a 0,6 (Missaghian et al., 2009).
Luego se determind si estas secuencias contenian sitios de reconocimiento para las enzimas de
restriccion sensibles a metilacion Maell y BstUI (Vector NTI Suite). Teniendo en cuenta estos
analisis bioinformaticos, se disefiaron oligonucledtidos (Vector NT1 Suite) de forma tal que cada
par se encuentre flanqueando los sitios de restriccién encontrados (Tabla 6). Ademds, a manera
de control interno, se disefiaron oligonucledtidos en una region de ADN cercana a la zona de

analisis pero que no contenia sitios BstUI o Maell.

Tabla 6. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en los estudios epigenéticos.

Region del gen Secuencia de oligonucledtidos (5°-3°) aTn:lE::;lz (d:ll))
CI Promotor OS Sentido: TGTTCAATCGTGACATGCGG 167
Antisentido: CAACATCCGTCCTCTCTGCATACA
BstUI Promotor OS Sentido: CTGTTCGTAGTGCAGCACTGACA 145
Antisentido: GTACAGAGGGAAGTCTGAGCAGGA
CI Promotor O Sentido: TGGCTAGAGCAGTGGGGTTG 184

Antisentido: GGGGACTTTGGCTCTGGAGA
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Tamaiio del

Region del gen Secuencia de oligonucledtidos (5°-3°) amplicén (pb)

Maell Promotor O Sentido: AGAAGGCAAAGGAGTGTCAG 111
Antisentido: CCATCTTCATTCTCTCTCCG

BstUI a Promotor O Sentido: GGAATGCTGATTCTAGTGGT 182
Antisentido: TGTGTTTGTATGTGGAGTGG

BstUI b Promotor O Sentido: GAGAGTCCCTGCCACTCCACAT 180
Antisentido: CCGATCCTACCCTGCTGGTT

CI Promotor OT Sentido: GTTTGAGAAAGCAACTTACC 142
Antisentido: GAATCCTACAAGTCCAGAAA

BstUI Promotor OT Sentido: CCAGGAAAGTTAAGTTCAGG 127
Antisentido: GTTCTTAGACATCGCAAACC

CI Promotor E1 Sentido: TTCACACCAAAGCCTCGGGA 85
Antisentido: ATCTTGAGCTGCGGGCGATT

BstUI Promotor E1 Sentido: CTCTTTTAACCTCGGGCTCT 87

Antisentido: GAGGTACAGATTGGCTTCCC

CI: control interno

10.2 | Andlisis del estado de metilacion del ADN mediante MSRE-PCR

Para evaluar el estado de metilacion del ADN en las regiones potencialmente regulatorias del gen
ESRI1 se utilizaron las muestras de ADNg obtenidas a partir de las glandulas mamarias de los
machos F1 y se aplicd la técnica combinada de digestion con enzimas de restriccidon sensibles a
metilacion seguida de PCR en tiempo real (MSRE-PCR, del inglés: Methylation-Sensitive
Restriction Enzymes-PCR) (Altamirano, Ramos, et al., 2017). Para reducir el tamafio de los
fragmentos de ADN, 1 pg del ADNg total fue digerido con 5 unidades de HindIIl (Promega,
USA) y el producto de digestion fue purificado mediante una extraccion con fenol/cloroformo.
Luego, 1 pg de ADN clivado con Hindlll fue incubado en bafio de agua (Tecno Dalvo, Argentina)
durante 1 h con 10 unidades de BstUI (New England BioLabs, USA) o 1 unidad de Maell (Roche
Applied Science, USA) en buffer enziméatico 1x a 60 °C o 50 °C, respectivamente, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Nuevamente, los productos de digestion fueron purificados mediante
el método fenol/cloroformo. Para evaluar el nivel de metilacion relativo de las diferentes regiones
del ADN se realizd un pool de 4 muestras por cada grupo experimental y éste luego fue analizado
por triplicado mediante PCR en tiempo real, utilizando las secuencias de los oligonucledtidos

descriptos en la Tabla 6, tal como se describid en la seccion 9.2.

Como control interno se amplificd una region del gen que no contenia sitios de restriccion para
BstUI o Maell (control normalizador) (Tabla 6). Cuando un sitio CpG se encuentra metilado, no
es posible su digestion con las enzimas sensibles a metilacion, lo que permite que el producto sea

amplificado. Contrariamente, si el mismo sitio no se encuentra metilado, la enzima genera un
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corte en la secuencia y no es posible la amplificacion del fragmento. Los niveles de metilacion
relativos se calcularon utilizando el método de curva estandar relativa previamente descripto en

la seccion 9.2.

11 | Anadlisis estadistico

Todos los valores se expresaron como la media = SEM. Se realizé un analisis exploratorio de los
datos para evaluar si se distribuian normalmente (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk) y sus
varianzas eran homogéneas (prueba de Levene), de manera de seleccionar los analisis estadisticos
adecuados. Dependiendo de la distribucion de los datos se utilizaron fests paramétricos y no
paramétricos, como ANOVA, Kruskal Wallis, fest ty Mann Whitney U. Valores de p<0.05 fueron
aceptados como significativos. Los andlisis estadisticos fueron realizados con el sofiware R (The

R Foundation for Statistical Computing, http:/www.r-project.org/).
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Carl Sagan



Capitulo 1

1 | Introduccion

En los tltimos afios, se han comenzado a evaluar los efectos de PE sobre la glandula mamaria de
ratas macho (Kass et al., 2015; Mandrup et al., 2016). Como se mencion6 previamente, se ha
observado que la glandula mamaria de ratas macho es sensible a compuestos con actividad
hormonal, por lo que constituye un modelo adecuado para el estudio de los mismos (Filgo et al.,
2016; Kass et al., 2020; Mandrup et al., 2016; Mandrup et al., 2012). Sin embargo, pocos trabajos
han realizado una descripcion de la glandula masculina y su comparacion con la glandula mamaria
de ratas hembra (Filgo et al., 2016; Lucas et al., 2007). Estos estudios describen que la glandula
mamaria de la rata es similar entre machos y hembras hasta el momento de la pubertad, mientras
que luego de la pubertad se evidencia un dimorfismo sexual que persiste hasta edades avanzadas.
En la adultez la glandula femenina se caracteriza por presentar un desarrollo tibulo-alveolar,
mientras que los machos presentan un desarrollo l6bulo-alveolar (Cardy, 1991; Filgo et al., 2016;
Gouda et al., 2015; Lucas et al., 2007; Miyamoto et al., 2018). Los trabajos mencionados han
evaluado el desarrollo mamario en distintas cepas de ratas, como por ejemplo Sprague-Dawley y
Fischer 344. Dado que se han reportado diferencias en el desarrollo de la glandula mamaria entre
distintas cepas de ratas (Stanko et al., 2016), en este capitulo nos propusimos evaluar el desarrollo
y la histologia de la glindula mamaria de ratas hembra y macho pertenecientes a la cepa Wistar

(utilizada en este trabajo), en la pre- (DPN21) y post-pubertad (DPN60).

2| Objetivos especificos

Analizar las similitudes y diferencias existentes en el desarrollo mamario de hembras y machos.
En muestras de hembras y machos pre- y post-puberales, se evalu6 el desarrollo de la glandula

mamaria a través de la evaluacion de WM y del andlisis histologico.

3 | Materiales y métodos

En este capitulo se evalu6 el desarrollo de la glandula mamaria de ratas hembra y macho a partir
del analisis de WM y su histologia, en DPN21 y DPN60. Las metodologias que se utilizaron para
realizar estos andlisis fueron descriptas en la seccion de materiales y métodos (WMs: seccion 6,
Andlisis histologico: seccidon 7). En relacion al andlisis histoldgico, en las muestras tefiidas con
P&H se evalud el tipo de estructuras epiteliales presentes en la glandula mamaria (TEBs,
conductos y alvéolos), como asi también la composicion del estroma mamario (tejido conectivo

y adiposo).
3.1 | Andlisis estadistico

Los parametros determinados en las WMs, area total, perimetro, distancia entre la glandula

mamaria N°4 y 5, area epitelial relativa y crecimiento longitudinal, fueron evaluados utilizando
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un fest t, mientras que para el n° de TEBs y el score de desarrollo mamario se utilizo el fest de

Mann Whitney.

4 | Resultados

En DPN21, la glandula mamaria de las ratas macho presentd menor area, perimetro, n® de TEBs
y area epitelial relativa, en comparacién con las hembras. Por otro lado, en DPN60, se observo
un menor crecimiento longitudinal y n°® de TEBs y un mayor desarrollo mamario en los machos.
El area de la glandula mamaria de los machos también fue menor con respecto a las hembras,

aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla 7, Figura 15).

Tabla 7. Analisis de WMs de ratas hembra y macho.

Hembras Machos

DPN21

Area total (mm?) 38.41 +3.67 26.71 £ 1.69*
Perimetro (mm) 32.00+0.79 27.24 + 1.04%*
Distancia entre la glandula mamaria 0.72+0.21 1.78+0.33
TEBs (N°) 21.33+7.17 1.80 £ 0.74#
Area epitelial relativa (%) 4532+2.05 29.85+ 1.23*
DPN60

Area total (mm?) 576.5 +36.8 493.2+253
Perimetro (mm) 109.0 + 2.8 94.1+£3.1
Crecimiento longitudinal (mm) 11.0+1.7 7.1 +0.4%
TEBs (N°) 3.7+0.3 0.5+ 0.2#
Desarrollo mamario (score) 1.3+0.3 2.6 £0.1#

Los valores se expresaron como la media + SEM.
TEBs: estructuras terminales (ferminal end buds).
*p<0.05 (test t)

#p<0.05 (Mann Whitney U fest)
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Hembras

DPN21

DPN60

Figura 15. WMs de glindulas mamarias de ratas hembra y macho pre- y post-puberales. Iméagenes
representativas de WM de hembras y machos en DPN21 y DPN60. En DPN21 la glandula mamaria de los
machos presentd menor area, perimetro, n° de TEBs y érea epitelial relativa, en comparacion con las
hembras. En DPN60, el crecimiento longitudinal y el n°® de TEBs fueron menores en los machos, mientras
que desarrollo mamario fue mayor, en comparacién con las hembras. NL: nodulo linfatico. Las barras
representan la magnificacion correspondiente a las imagenes en cada fila.

En cuanto a la histologia de la glandula mamaria, en DPN21 hembras y machos fueron similares,
ambos presentaron TEBs, conductos y pequefios alveolos. Las estructuras epiteliales se
encontraron rodeadas por tejido conectivo e inmersas en el fat pad (tejido adiposo). Por otro lado,
en DPN60 se observd dimorfismo sexual en la glandula mamaria. Los machos presentaron mayor
desarrollo de las estructuras epiteliales, principalmente de estructuras lobuloalveolares (desarrollo
lobulo-alveolar), mientras que en las hembras se observaron estructuras epiteliales mas pequefias,
principalmente conductos (desarrollo tibulo-alveolar), y una mayor proporcion de tejido adiposo
(Figura 16). Ademas, las hembras presentaron un epitelio ctibico, de una o dos capas celulares,
con células con un citoplasma escaso, mientras que los machos presentaron zonas de epitelio

pseudoestratificado, con células con abundante citoplasma y la presencia de vacuolas (Figura 16).
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DPN21

DPN60

Figura 16. Imdgenes de P&H de la glindula mamaria de ratas hembra y macho. En DPN21 la glandula
mamaria de hembras y machos fue similar, ambos presentaron TEBs (*), conductos (flechas) y pequefios
alveolos. En DPN60 los machos presentaron mayor desarrollo de las estructuras epiteliales, principalmente
de estructuras lobuloalveolares (punta de flecha), mientras que en las hembras se observaron estructuras
epiteliales mas pequeiias, principalmente conductos (#), y una mayor proporcion de tejido adiposo (TA).
Ademas, las hembras presentaron un epitelio cubico de una o dos capas celulares (inset, flecha) y los
machos presentaron un epitelio pseudoestratificado (inset, flecha), con la presencia de vacuolas (inset, punta
de flecha). Las imagenes en cada fila presentan el mismo aumento. Barra inset = 30 um.

5 | Discusion

Los resultados hallados en este capitulo concuerdan con las caracteristicas de la glandula mamaria
de ratas descriptas en publicaciones anteriores. Al igual que lo observado en este trabajo en los
animales pre-puberales, previamente se describio que la histologia de la glandula mamaria de
ambos sexos continda siendo semejante hasta el momento de la pubertad (Filgo et al., 2016; Lucas
et al., 2007). Sin embargo, se observaron ciertas diferencias entre hembras y machos en el
desarrollo de la glandula evaluado a través de las WMs. En concordancia con lo reportado por

Filgo et al. (2016), los machos presentaron un menor crecimiento (perimetro y area) y n° de TEBs.
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Por otro lado, en los animales post-puberales se evidencié un dimorfismo sexual notable en la
glandula mamaria de las ratas. En estos animales, la histologia de la glandula fue similar a lo
reportado en trabajos anteriores; el parénquima de la glandula mamaria de hembras presenta un
desarrollo tubulo-alveolar, en el cual predominan los conductos y se observa una reducida
cantidad de alvéolos, mientras que en machos, el desarrollo es de tipo lobulo-alveolar, compuesto
principalmente por estructuras lobulares de gran tamafio y una menor cantidad de conductos
(Lucas et al., 2007). En cuanto al desarrollo analizado en las WMs, al igual que lo observado por
Filgo et al. (2016) y Gouda et al. (2015), la glandula mamaria de los machos presentd un menor
crecimiento longitudinal comparado con las hembras, sin llegar a alcanzar los limites del faf pad
y un mayor desarrollo de las estructuras epiteliales. A partir de estas observaciones, puede
concluirse que la cepa Wistar evaluada en este trabajo presentd caracteristicas similares a las
reportadas en trabajos realizados en otras cepas (Cardy, 1991; Filgo et al., 2016; Miyamoto et al.,

2018).
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1 | Introduccion

Como se describid en la introduccion, tanto el glifosato como el propiconazole pueden ser capaces
de afectar ciertos aspectos de la reproduccion (Costa et al., 2015; Ingaramo et al., 2020; Milesi et
al., 2021; Serra et al., 2021; Vieira et al., 2017). Sin embargo, no se han observado signos de
toxicidad materna o fetal en las madres FO y crias F1 en la mayoria de los estudios en los que se
realizo una exposicion a estos compuestos durante la gestacion (Manservisi et al., 2019; Rockett
et al., 2006; Taxvig et al., 2008). Por otro lado, como se menciono previamente, existen resultados
contradictorios acerca de los cambios hormonales que puede producir la exposicion a glifosato o
propiconazole. En el caso de glifosato, se han observado distintas alteraciones dependiendo del
momento en que se produzca la exposicion, generando un aumento, una disminucién o ningtin
efecto sobre los niveles de E2 y T (Altamirano et al., 2018; Manservisi et al., 2019; Romano et
al., 2012; Romano et al., 2010). Resultados similares han sido reportados para el caso de
propiconazole (Costa et al., 2015; Goetz et al., 2007; Taxvig et al., 2013; Taxvig et al., 2008;
Vieira et al., 2017). También se ha descripto que ciertas hormonas son capaces de afectar el
desarrollo de la gldndula mamaria (Hynes & Watson, 2010; Lucas et al., 2007), razon por la cual

resulta de interés conocer los valores séricos de hormonas esteroides en los animales expuestos.

En base a lo expuesto anteriormente, en el presente capitulo se evaluaron distintos indicadores de
toxicidad materna y fetal y se determinaron los niveles séricos de T, E2 y PRL en los machos
expuestos a los diferentes agroquimicos. Ademas, en este capitulo se presenta informacién acerca
de la exposicion de los animales a los agroquimicos durante la gestacion y lactancia, como las
dosis reales que fueron administradas a las madres FO y las concentraciones séricas de glifosato

y AMPA en las mismas.

2 | Objetivos especificos

Establecer los pardmetros generales relacionados con el modelo experimental de exposicion a
fitosanitarios. Se determinaron las dosis reales que recibieron las madres FO y sus
concentraciones séricas de glifosato y AMPA. También se evaluaron los niveles séricos de E2 y
T en los machos F1 pre- y post-puberales, y de PRL en los animales post-puberales expuestos a

HBG y GLL

3 | Materiales y métodos

En este capitulo se evaluaron los parametros relacionados con las madres FO expuestas a
fitosanitarios, como el consumo de alimento de las mismas, las dosis de fitosanitarios que
recibieron, las concentraciones séricas de glifosato y AMPA y la presencia de toxicidad materna
(peso promedio de las mismas durante la gestacion y lactancia y duracion de la gestacion).

Ademas, se evalud si las dosis de los fitosanitarios seleccionadas produjeron toxicidad fetal,
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analizando el nimero de crias nacidas vivas, la presencia de malformaciones macroscdpicas en
las crias y peso de las mismas al nacer. También se determin¢ el peso de los machos F1 en los
dias estudiados, DPN21 y DPN60, y las concentraciones de E2 y T en suero. Ademés, en los
animales expuestos a HBG y GLI se determinaron los niveles séricos de PRL en DPN60. Las
metodologias utilizadas para las distintas determinaciones séricas se describen en la seccidn de

materiales y métodos, seccién 5.
3.1 | Andlisis estadistico

En el caso de la exposicion perinatal a HBG y GLI, el consumo de alimento de las madres FO0, los
pesos de las madres FO y machos F1 y el nimero de crias por camada fueron analizados con una
prueba ANOVA, seguida del post-test de Dunnett. Por otro lado, los valores séricos de E2, T y
PRL fueron evaluados con Kruskal Wallis, seguido del post-test de Dunn. Para el caso de la
exposicion perinatal a PRO y PROGLI, el consumo de alimento de las madres F0, los pesos de
las madres FO y machos F1 y el numero de crias por camada fueron analizados con un fest t,

mientras que los valores séricos de E2 y T se evaluaron con Mann Whitney U test.

4 | Resultados

4.1 | Exposicion a HBG y GLI

Las dosis reales de glifosato a las que estuvieron expuestas las madres FO fueron calculadas en
base al peso y al consumo de alimento promedio de las mismas durante la prefiez y la lactancia y
se detallan en la Tabla 8. Considerando las dosis de glifosato que recibieron las hembras FO
expuestas a HBG, y de manera de distinguir ambas dosis utilizadas, estos grupos experimentales

se denominaron como HBG3.5 (menor dosis, 3.7 mg/kg/dia) y HBG350 (mayor dosis, 352.2
mg/kg/dia).

Se observo un aumento del consumo de alimento en las madres FO expuestas a GLI con respecto
a las madres controles, sin hallarse diferencias con los demas grupos experimentales. A pesar de
esta diferencia en el consumo de alimento, no se observaron modificaciones del peso promedio
de las madres entre los distintos grupos experimentales. Ademads, las dosis reales de glifosato a
las que estuvieron expuestas las madres HBG3.5 y GLI fueron similares. Las concentraciones
séricas de glifosato se mantuvieron en una relacion aproximada de 1 a 100 entre los grupos
experimentales de HBG y se encontraron por debajo del limite de deteccion en las madres
pertenecientes al grupo control (Tabla 8). Por otro lado, aunque las madres FO expuestas a GLI
presentaron niveles de glifosato sérico menores a las expuestas a HBG3.5, estas concentraciones
fueron del mismo orden de magnitud. En ninguno de los grupos experimentales se hallaron niveles

detectables del principal metabolito, AMPA.
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La exposicidn perinatal a HBG o GLI no produjo signos evidentes de toxicidad en las madres FO
ni en las crias F1 a corto y mediano plazo. No se hallaron diferencias en el nimero de crias
nacidas vivas por camada, la duracion de la gestacion no fue alterada y no se observaron
malformaciones en las crias F1. Ademas, no existieron diferencias en el peso de las crias macho
F1 expuestas a HBG o GLI al momento del nacimiento o el destete (DPN21) con respecto al
grupo control; sin embargo, en DPN60 se observd una disminucidn del mismo en los animales

expuestos a HBG3.5 (Tabla 8).

Tabla 8. Dosis diarias de glifosato recibidas por las madres FO y parametros generales del modelo
experimental de exposicion a HBG y GLI.

Control HBG3.5 HBG350 GLI
Madres F0
E;‘;::&Zf;;ﬁztgsli‘;s)ato et 0.00 0.03 3.00 0.03
Consumo de alimento (g/dia) 29.14 + 0.61 29.39 + 0.69 29.65+0.42 32.74 + 0.75*
Peso promedio (g) 259.00+3.48 257.90+3.10 252.70+4.60  269.90 + 7.95
Dosis recibida (mg/kg/dia) 0.00 3.69+0.07 352.20 £4.78 3.94+0.11
Scll':)e(nr:ga/ci‘)’n de glifosato en ND 0.039+0.006  3.800+1.200  0.013 +0.002
Sj)er;:):eg:;/c]i())n de AMPA en ND ND ND ND
NP° de crias / camada 9.9+0.9 10.8+ 0.6 92+0.5 10.8+1.2
Machos F1
Peso al nacimiento (g) 5.89+0.09 5.59+0.09 5.87+0.13 5.31+0.29
Peso en DPN21 (g) 33.18+1.22 32.08 = 1.33 34.4 +£2.04 35.88+1.72
Peso en DPN60 (g) 219.90 +4.34  200.00 +5.81*%  232.00 + 4.40 215.7+4.7

Los valores se expresaron como la media + SEM de 8-10 madres FO o machos F1/grupo.
*p<0.05 (ANOVA fest, seguido del post-test de Dunnett)

Los niveles séricos de E2 y T fueron similares entre los grupos experimentales en ambos dias
estudiados (Tabla 9), mientras que la concentracion sérica de PRL fue levemente mayor en los
animales expuestos a HBG350, comparado con los animales control en DPN60. Ademas, como
era esperado, los niveles de T y E2 fueron mayores en los animales post-puberales comparados

con los pre-puberales.
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Tabla 9. Concentraciones séricas de E2, T y PRL en ratas macho F1 expuestas a HBG y GLI.

Control HBG3.5 HBG350 GLI
DPN21

E2 (pg/ml) 24.9+08 24.9+0.9 28.6+ 1.4 259+12
T (ng/ml) 0.62+0.25 0.59 + 0.06 0.65+ 0.26 0.26 + 0.04
DPN60

E2 (pg/ml) 57.6+3.9 485426 475+3.4 438429
T (ng/ml) 3.11+1.13 3.24 + 1.00 3.60 £ 0.92 4.51+1.20
PRL (ng/ml) 33+13 38+1.7 8.0+29 34+14

Los valores se expresaron como la media = SEM de 5 machos/grupo/dia

4.2 | Exposicion a PRO y PROGLI

Para alcanzar las dosis de propiconazole establecidas se determind el volumen de la solucion de
propiconazole adecuado para dispensar a las madres FO en funcidén de su peso, siendo la dosis
final de 4 mg/kg/dia para ambos grupos experimentales expuestos a propiconazole (PRO y
PROGLI). Al igual que se describio en la seccion anterior, las dosis reales de glifosato a las que
estuvieron expuestas las hembras FO pertenecientes al grupo experimental PROGLI fueron
calculadas en base al peso y al consumo de alimento promedio de las madres durante la prefiez y
la lactancia. Ademas, la dosis promedio de glifosato que recibieron las madres del grupo
experimental PROGLI fue similar a la dosis administrada al grupo experimental GLI (GLI: 3.94
+ 0.11 mg/kg/dia, PROGLI: 3.71 + 0.15 mg/kg/dia).

El tratamiento con PRO o PROGLI no modificd el nimero de crias nacidas vivas por camada ni
el peso corporal de las madres directamente expuestas (Tablas 10 y 11). La duracion de la
gestacion no fue alterada y no se observaron malformaciones en las crias F1. No existieron
diferencias entre los grupos experimentales en el peso de los machos F1 al momento del
nacimiento o en DPN60 (Tablas 10 y 11), mientras que en ambos grupos expuestos los machos

F1 presentaron un peso disminuido al momento del destete (DPN21).
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Tabla 10. Dosis de propiconazole recibida por las madres FO y parametros generales
del modelo experimental de exposicion a PRO.

Control PRO
Madres FO
Peso promedio (g) 24430+ 0.31 234.8+3.61
E;);ls( ;1/6; Eir)oplconazole 0.00 4.00
NP° de crias / camada 10.0+ 0.6 8.4+£0.7
Machos F1
Peso al nacimiento (g) 5.94+0.09 6.05+0.07
Peso en DPN21 (g) 33.20+0.80 29.82+0.61*
Peso en DPN60 (g) 219.5+5.5 208.6+4.0

Los valores se expresaron como la media + SEM de 8-10 madres FO o machos
F1/grupo.
*p<0.05 (test t).

Tabla 11. Dosis de propiconazole y glifosato recibidas por las madres FO y
parametros generales del modelo experimental de exposicion a PROGLI.

Control PROGLI
Madres FO
e
Consumo de alimento (g/dia) 30.79 £ 0.04 30.11+0.62
Peso promedio (g) 244.1+0.05 244.4 +5.89
Dosis de glifosato (mg/kg/dia) 0.00 3.71+£0.15
]()nS;ls( ;1/&; far)oplconazole 0.00 4.00
NP° de crias / camada 10.0+1.0 10.8£0.6
Machos F1
Peso al nacimiento (g) 5.95+0.15 5.88+0.11
Peso en DPN21 (g) 33.18+0.50 29.24 +0.82*
Peso en DPN60 (g) 221.4+3.1 216.2+4.1

Los valores se expresaron como la media + SEM de 8-10 madres FO o machos
F1/grupo.
*p<0.05 (test 7)

No existieron modificaciones en los niveles séricos de E2 y T en los animales expuestos a PRO

en ninguno de los dias estudiados (Tabla 12), ni en las concentraciones séricas de T en los

animales expuestos a PROGLI pre- y post-puberales (Tabla 12).
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Tabla 12. Concentraciones séricas de E2 y T en ratas macho
F1 expuestas a PRO y PROGLI.

Control PRO
DPN21
E2 (pg/ml) 25.0+0.7 27.0+0.3
T (ng/ml) 0.68 £0.22 0.22+0.02
DPN60
E2 (pg/ml) 57.6+3.9 50.5+2.6
T (ng/ml) 2.69 +1.02 1.23+0.3
Control PROGLI
DPN21
T (ng/ml) 0.63+0.18 0.98+0.30
DPN60
T (ng/ml) 3.37+0.72 1.89+0.51

Los valores se expresaron como la media + SEM de 5
machos/grupo/dia.

5 | Discusion

Las concentraciones séricas de glifosato alcanzadas por las hembras FO expuestas a HBG350
fueron similares a aquellas reportadas por Anadon et al. (2009) en un estudio de toxicocinética
con una unica dosis oral de glifosato, siendo la dosis administrada de 400 mg/kg y los valores
séricos de 4.62 mg/l. Adems4s, los valores de glifosato en el suero de las madres expuestas a
HBG3.5 (0.039 + 0.006 mg/l) y GLI (0.013 + 0.002 mg/1) se encontraron dentro del rango hallado
en mujeres embarazadas al momento del parto en Tailandia (Kongtip et al., 2017) (0.0002 —
0.1891 mg/l), mientras que la concentracion en las madres tratadas con HBG350 (3.80 = 1.20

mg/l) fue 20 veces mayor que el maximo obtenido por Kongtip et al. (2017).

Por otro lado, aunque las dosis reales de glifosato administradas a las madres FO tratadas con
HBG3.5 y GLI fueron similares y sus concentraciones séricas de glifosato se encontraron en el
mismo orden de magnitud, la concentracion en suero en hembras FO tratadas con GLI fue 3 veces
menor comparada con las expuestas a HBG3.5. De acuerdo con estos resultados, en madres FO
expuestas a glifosato o a una formulacién de HBG a través del agua de bebida, se observo una
tendencia a mayores niveles de glifosato en las hembras expuestas a HBG comparadas con
aquellas expuestas a glifosato puro (Panzacchi et al., 2018). Estos resultados podrian deberse a
diferencias en la absorcion y/o excrecion de glifosato en la presencia de los coformulantes del
herbicida. Se ha reportado que el glifosato puro es moderadamente soluble en agua (10-12 g/1),
mientras que las formulaciones de HBG, que contienen una sal de glifosato, presentan una mayor

solubilidad (1050 g/I) (INRS, 2019). Estas diferencias en la solubilidad podrian ocasionar
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variaciones en la toxicocinética de estos compuestos y explicar las diferencias halladas en los

niveles séricos de glifosatos entre las madres expuestas a HBG3.5 y GLI.

Como se report6 previamente por Anadon et al. (2009), el glifosato es pobremente metabolizado
a AMPA en ratas; sin embargo, en el presente estudio no se detectd AMPA en el suero de las
hembras F0. En relacion con esto, Panzacchi et al. (2018) hallo niveles detectables de AMPA en
la orina de ratas expuestas a glifosato pero en concentraciones cercanas al limite de deteccion y
100 veces menores que los niveles de glifosato, sugiriendo que el glifosato es un biomarcador de

exposicion mas relevante que su metabolito.

El tratamiento con GLI o HBG no generd signos de toxicidad materna, al igual que lo reportado
en estudios previos en los que se evaluaron los efectos de la exposicion a glifosato o HBG durante
la gestacion y lactancia, utilizando dosis en el mismo orden de magnitud que HBG3.5 y GLI
(Dechartres et al., 2019; Manservisi et al., 2019). Similar a lo hallado por Manservisi et al. (2019),
no se observaron efectos adversos en las crias F1, como alteraciones en el nimero de crias por
camada o en el peso corporal de las crias macho al momento del nacimiento o el destete. La
exposicion a GLI o HBG tampoco gener6 alteraciones en las concentraciones séricas E2 y T, al
igual que lo reportado previamente en un estudio realizado en nuestro laboratorio (Altamirano et
al., 2018). Sin embargo, existen resultados contradictorios acerca de los efectos de glifosato y
HBG sobre los niveles séricos de hormonas sexuales. Mientras que una exposicion perinatal a un
HBG generd un aumento en la concentracion sérica de T (Romano et al., 2012), en ratas macho
puberales expuestas a la misma formulacion se observo una disminucion en los niveles de T
(Romano et al., 2010). También se reportd una disminucion de la concentracion de T en ratas
adultas (Manservisi et al., 2019) y en un experimento in vitro de células de Leydig de ratas
expuestas a glifosato y HBG (Clair et al., 2012). En relacion a los niveles de E2, algunos estudios
han mostrado un aumento (Lorenz et al., 2020; Romano et al., 2010) o una disminucién de sus
niveles séricos (Perego et al., 2017). Sin embargo, en concordancia con los resultados hallados en
este trabajo, otros estudios no han observado modificaciones en la produccion de T (Dai et al.,
2016; Johansson et al., 2018) o E2 (Dai et al., 2016). Estas diferencias podrian deberse tanto al
momento y la duracidn de la exposicion como a las formulaciones de HBG evaluadas. Por otro
lado, en este trabajo observamos un ligero aumento en los niveles séricos de PRL en los machos
HBG350 post-puberales, aunque éste no fue significativo. En este sentido, Owagboriaye et al.
(2017) también reporté un aumento en los niveles de PRL en animales expuestos a HBG en una
dosis de 3.6 mg/kg/dia, mientras que Manservisi et al. (2019) no hallé diferencias en la

concentracion de esta hormona.

En relacién a los resultados hallados en los animales expuestos a PRO y a la mezcla de
agroquimicos, los tratamientos no generaron signos de toxicidad materna, al igual que lo

reportado en estudios previos de exposicion a propiconazole, alin en concentraciones mayores a
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las utilizadas en este trabajo (50-150 mg/kg/dia) (Rockett et al., 2006; Taxvig et al., 2008). En
este sentido, la exposicidn a la mezcla no modificd los resultados obtenidos por los compuestos
individuales. Sin embargo, en los animales expuestos tanto a PRO como a PROGLI se observd
una disminucion del peso de los machos al dia del destete. Contrariamente, Vieira et al. (2017)
no observo alteraciones en el peso de los animales al destete luego de una exposicidn perinatal a
propiconazole, en dosis iguales y mayores a las utilizadas en este trabajo. Por otro lado, existe
un trabajo no publicado, que es mencionado por la evaluacion de riego realizada por la EPA
(2019), en el que reportan una reduccion en el peso de las crias expuestas F1 y F2, aunque
utilizando dosis de propiconazole superiores. Dado que el peso de las madres FO y de los machos
al nacimiento no fueron modificados, la disminucién en el peso de las crias en DPN21 podria
deberse a una lactancia inadecuada; nuevos estudios serian necesarios para evaluar el efecto de

propiconazole en los pesos de las crias F1 y en la lactancia.

Finalmente, no existieron alteraciones en los niveles de las hormonas esteroides evaluadas en
animales expuestos a PRO ni PROGLI. Al igual que lo descripto anteriormente en el caso de
glifosato, los efectos de propiconazole sobre la produccién de hormonas esteroides son variados.
Estudios in vitro han reportado una disminucion de la sintesis de E2 y T (Kjaerstad, Taxvig,
Andersen, et al., 2010; Taxvig et al., 2013), mientras que estudios in vivo han observado una
disminucidn en los niveles de T (Vieira et al., 2017), un aumento (Goetz et al., 2007) o la ausencia
de modificaciones en los mismos (Costa et al., 2015; Taxvig et al., 2008). En el caso de los niveles
séricos de E2, ciertos estudios no han hallado modificaciones en los mismos por la exposicion a
propiconazole (Rockett et al., 2006; Taxvig et al., 2008), mientras que también se ha reportado
una disminucion (Costa et al., 2015). Como se menciond anteriormente, estas diferencias podrian
deberse tanto al momento como a la via de exposicion del compuesto que se haya utilizado, ya
que modificaciones en estos aspectos pueden tener diferente impacto sobre el sistema endocrino

(Bergman et al., 2013; Yang et al., 2015).

82



CAPITULO 3

EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL AL
HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO SOBRE EL
DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA

“No dejaremos de explorar y al final de nuestra
busqueda llegaremos a donde empezamos y
conoceremos por primera vez el lugar”

Thomas Stearns Eliot



Capitulo 3

1 | Introduccion

1.1| Efectos de glifosato o HBG sobre la glaindula mamaria

Diversos estudios han evaluado los efectos de glifosato o HBG sobre lineas celulares mamarias.
En células T47D el glifosato indujo la proliferacion de las mismas, un aumento en la expresion
de ESR1 y la activacion del elemento de respuesta a estrogeno (ERE). Sin embargo, en células
incubadas conjuntamente con glifosato y E2, el glifosato suprimi¢ la activacion de ERE inducida
por E2, sugiriendo que en la presencia de E2 se comportaria como un antagonista
(Thongprakaisang et al., 2013). En las células MCF-7 el glifosato también presentd un efecto
proliferativo mediado por ESR1, aunque de manera ligando independiente (Mesnage et al., 2017).
Por otro lado, en las células MDA-MB453 tanto el glifosato como las formulaciones comerciales
evaluadas presentaron un efecto anti-androgénico (Gasnier et al., 2009). Finalmente, en un estudio
en el que se evaluaron los cambios en la expresion inducidos por un HBG sobre las células MCF-
7y MDA-MB468, se observd que éste producia alteraciones en las vias implicadas en el ciclo
celular y lareparacion del ADN (Stur et al., 2019). Sin embargo, como se menciond previamente,
la informacidén acerca de los efectos de glifosato o HBG sobre la glandula mamaria in vivo es
escasa. En este sentido, una exposicion posnatal temprana a HBG generd un mayor desarrollo de
la glandula mamaria e incrementd la proliferacion celular y la expresion de ESR1 en la glandula
mamaria de ratas macho (Altamirano et al., 2018), mientras que favoreci6 el desarrollo de
conductos hiperplasicos y de un estroma fibroblastico en ratas hembra de edad avanzada (Zanardi

et al., 2020).

Por otro lado, como se describid anteriormente, el glifosato o sus formulaciones comerciales son
capaces de afectar la expresion o actividad de ESR1 (Altamirano et al., 2018; Mesnage et al.,
2017; Thongprakaisang et al., 2013). En este sentido, distintos mecanismos estan implicados en
la regulacion transcripcional de ESR1 (Hua et al., 2018; Pinzone et al., 2004), algunos de ellos se

describen a continuacion.
1.1.1 | Mecanismos de regulacion transcripcional de ESR1

Se ha reportado que ESR1 contiene multiples promotores transcripcionales ubicados corriente
arriba del primer exon codificante (+1), los cuales controlan su expresion en forma compleja y
aun no dilucidada en su totalidad (Ishii et al., 2010; Kos et al., 2001). En la rata se han descripto
5 promotores para ESR1 (OS, ON, O, OT y E1), asociados a exones no codificantes, que se
expresan de manera tejido-especifica (Kato et al., 1998; Kos et al., 2001; Monje et al., 2007). El
splicing alternativo entre el exdn no codificante (transcripto a partir de los diferentes promotores)
y el primer exdn codificante resulta en multiples variantes de ARNm, con distintas regiones 5’ no
traducibles (5’UTR, del inglés: 5’ Untranslated Region), que codifican para la misma proteina

(Ishii et al., 2010). En diversos genes, incluido ESR1, se ha observado que las regiones 5S’UTR
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pueden afectar diferencialmente a la expresion proteica influenciando la estabilidad del ARNm
(Wang et al., 2005) y la eficiencia en la traduccion (Gauss et al., 2006; Kos et al., 2002). Ademas,
en el caso de ESR1, se ha demostrado que los distintos promotores pueden ser diferencialmente
regulados en situaciones fisioldgicas particulares o por la accion de compuestos con actividad
hormonal (Andreoli et al., 2016; Ishii et al., 2010; Monje et al., 2007; Varayoud et al., 2005),

aumentando la capacidad de regulacién de la transcripcidén de ESR1.

Otra caracteristica de interés del gen de ESRI es su tamafio; las grandes distancias que existen
entre los promotores podrian ser necesarias para permitir modificaciones epigenéticas en
secuencias regulatorias, lo que constituye otro importante mecanismo de regulacion de la
expresion de ESR1 (Kos et al., 2001; Pinzone et al., 2004). En este sentido, se ha observado que
la ausencia de expresion de ESR1 en células de cancer de mama ESR1-negativas se encuentra
asociada con una mayor metilacion de las islas CpG en multiples promotores del gen (Hua et al.,
2018; Pinzone et al., 2004). Ademas, varios estudios han demostrado que regiones regulatorias
del gen de ESRI1 son susceptibles a sufrir modificaciones epigenéticas bajo condiciones
particulares como ser la exposicion a compuestos con actividad hormonal (Doshi et al., 2011;

Monje et al., 2007).
1.2 | Modificaciones epigenéticas ocasionadas por glifosato o HBG

Como se menciono en la introduccion, los PE pueden ocasionar modificaciones epigenéticas en
regiones regulatorias de genes clave, pudiendo alterar sus niveles de expresion (Gore et al., 2015).
En el caso del glifosato o sus formulaciones comerciales, se ha observado que los mismos son
capaces de generar cambios en la metilacion global del ADN y de genes especificos, en las
modificaciones post-traduccionales de histonas y en la expresion de ARNs no codificantes en
roedores y células humanas (Rossetti et al., 2021). En células mononucleares de sangre periférica
humanas la exposicion a glifosato produjo una reduccién en el nivel global de metilacion del
ADN, acompafiada de un aumento en la metilacion del promotor del supresor tumoral p53
(Wozniak et al., 2020). En concordancia con estos hallazgos, Duforestel et al. (2019) también
reportd una reduccion de la metilacion global del ADN en células mamarias MCF10A expuestas
a glifosato, que se encontr6 asociada a una respuesta oncogénica de las células en presencia de un
segundo factor de riesgo. Por otro lado, luego de una exposicion gestacional a glifosato en
hembras F0O, Kubsad et al. (2019) identifico regiones diferenciales de metilacion del ADN en el

esperma de las generaciones F1, F2 y F3, postulando un efecto transgeneracional del glifosato.

ESR1 es otro gen en el que se han observado alteraciones epigenéticas debidas a la exposicion a
un HBG. En el atero de ratas hembra F1, expuestas perinatalmente a un HBG, Lorenz et al. (2019)
hall6 una disminucién en la metilacion del ADN del promotor O de ESR1, que fue acompafiada

por modificaciones en la acetilacion y metilacion de histonas y por un aumento en la expresion
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del ARNm de ESRI1. Estos hallazgos afiaden evidencias acerca de los mecanismos de regulacion

epigenética de ESR1, descriptos en el apartado anterior.

Dado que la informacion acerca de la accion de HBG sobre la glandula mamaria es limitada, en
este capitulo nos propusimos evaluar los efectos de la exposicion a HBG durante la gestacion y
lactancia sobre la glandula mamaria de las crias macho F1. Ademads, en base a lo descripto
anteriormente, se analiz6 la expresion de ESR1 y de sus variantes transcripcionales, como asi

también los niveles de metilacion de sus distintos promotores.

2| Objetivos especificos

Analizar si la exposicion perinatal a HBG resulta en alteraciones histolégicas de la glindula
mamaria de ratas macho F1. Se evaluo el desarrollo mamario, la presencia y/o persistencia de
estructuras inmaduras para la edad y lesiones mamarias. Se determino el drea ocupada por las
estructuras epiteliales y el area de los adipocitos para evaluar el desarrollo de las estructuras

mamarias y del tejido adiposo, respectivamente.

Evaluar si la exposicion in utero y durante la lactancia a HBG modifica el microambiente
endocrino de la glindula mamaria en las etapas pre- y post-puberal. Se analizo la expresion
mamaria de los receptores de hormonas esteroides, sus vias de sefializacion y los factores de

crecimiento involucrados en la morfogénesis ductal (i.e.: IGF1, IGF1R, Areg y EGFR).

Analizar los potenciales mecanismos de accion de HBG sobre el desarrollo mamario en ratas
macho F1. Se realizd un andlisis de metilacion de ADN genomico del promotor de ESR1, para
caracterizar las posibles modificaciones en la expresion génica resultantes de la exposicion a

HBG.

3 | Materiales y métodos

En este capitulo se evaluaron los efectos de la exposicion perinatal a HBG sobre la glandula
mamaria de los machos F1 en DPN21 y DPN60. Las determinaciones realizadas en cada dia de
estudio se detallan en la Figura 17. Las metodologias que se utilizaron para realizar las
determinaciones mencionadas en la Figura 17 fueron descriptas en la seccion de materiales y
métodos (WMs: seccion 6, Andlisis histoldgico: seccion 7, inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia: seccion 8, PCR en tiempo real: seccidén 9, Andlisis de metilacion del ADN:

seccion 10).
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Grupos experimentales
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Figura 17. Determinaciones realizadas en la glandula mamaria de los machos F1 expuestos a HBG en
DPNG60 y DPN21. Control: animales expuestos a la dieta control. ESR1: Receptor de estrogenos alfa, RA:
Receptor de androgenos, MSRE: enzimas de restriccion sensibles a metilacion, GM: glandula mamaria, p-
Erk1/2: quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2 fosforilada, a-SMA: a actina de musculo liso,
Cendl: Ciclina D1, Areg: Anfirregulina, EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico, IGF1:
Factor de crecimiento similar a la insulina 1, IGF1R: Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina
1. ESR1-0S, -ON, -0, -OT y -E1 son exones de ESR1.

3.1 | Evaluacion de la histologia de la glindula mamaria

En las muestras tefiidas con P&H se evaluo el desarrollo ductal y lobuloalveolar y la presencia de
lesiones mamarias (Durando et al., 2007; Mandrup et al., 2015). Ademas, se determind el area
epitelial relativa en DPN60 y el area de los adipocitos en ambos dias de estudio. Para las
determinaciones se tomaron imagenes con una camara de video color Spot Insight V3.5
(Diagnostic Instruments), acoplada al microscopio Olympus BH2, y utilizando una objetiva
Dplan 20X. Por seccion se analizaron al menos 7 imagenes en DPN21 y 14 en DPN60 y se
evaluaron dos secciones por cada muestra de glandula mamaria. Todas las determinaciones fueron

realizadas con el software Image J.
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Area epitelial relativa (%): Se determiné como el area ocupada por las estructuras epiteliales

dividida por el area total de la glandula mamaria, multiplicada por 100 (Figura 18A). En cada
imagen se seleccionaron las estructuras epiteliales con la herramienta de “seleccion a mano
alzada” y se determino el area de las mismas con la herramienta de medida del software. Ademas,
se determind el area total ocupada por la glandula mamaria en la imagen. Finalmente se realizd
una sumatoria de las &reas de las estructuras epiteliales y se dividi6 por el &rea total, obteniéndose
un valor de area relativa. Se realizé un promedio de los valores de area relativa de cada imagen

para obtener el valor final y se expresé en forma de porcentaje (%).

Area del adipocito (um?): Cada imagen fue convertida a 8-bit y se aplicé un umbral de deteccién

que permitid seleccionar las membranas de los adipocitos. Las regiones que no fueron
seleccionadas correctamente en el paso anterior se completaron con la herramienta “lapiz”.
Finalmente, el aérea de cada adipocito fue seleccionada de manera individual con la herramienta
“varita magica” y determinada con la funcién de medida del sofiware (Figura 18B). Se realiz6 un

promedio del area de todos los adipocitos evaluados para obtener el valor final.

Figura 18. Determinaciones histolégicas. (A) Determinacion del area epitelial relativa: se cuantifico el
area ocupada por las estructuras epiteliales (delimitadas en amarillo), se dividid por el area total de la
glandula (recuadro rojo) y se multiplicd por 100. (B) Determinacion del area de los adipocitos: Una vez
abierta la imagen original (1) se transformé a 8-bit (2) y se aplico un umbral que permitio seleccionar las
membranas de los adipocitos (3). Finalmente se acept6 el umbral y se determind el area individual de cada
adipocito (4).

3.2 | Cuantificacion de proteinas evaluadas por inmunohistoquimica

La expresion de Ki67, ESR1 y RA en DPN60 fue analizada en las células epiteliales, mientras
que en DPN21, la expresion de Ki67 fue cuantificada en las células epiteliales y adipocitos. En
todos los casos se cuantifico el porcentaje de células positivas, contando como minimo 2000
células por muestra experimental. Para la determinacion de Ki67 en DPN60 se utilizd el
anticuerpo primario anti-Ki67 de Dako Corp. (USA), mientras que para DPN21 se utilizé el

anticuerpo primario generado en el ISAL.

88



Capitulo 3

Con respecto a la cuantificacion de la marcacion de p-Erk1/2, ésta se evalud en los TEBs en
DPN21 mediante andlisis digital de imagenes, utilizando el sofiware Image J. Se tomaron
imagenes de TEBs inmunomarcados con una cdmara de video color Spot Insight V3.5 (Diagnostic
Instruments), acoplada al microscopio Olympus BH2, utilizando una objetiva Dplan 40X. Previo
a la captura de imagenes, el microscopio fue acondicionado para la iluminacién Koéhler y una
imagen de referencia de un campo vacio fue utilizada para corregir la iluminacién desigual
(correccion de sombras). Las marcaciones de DAB y hematoxilina fueron separadas utilizando
una funcidn de separacion de cromogenos (color deconvolution) provista por el software (Ruifrok
& Johnston, 2001). Las imagenes de DAB digitalizadas se convirtieron a una escala de grises, se
delimitd el compartimento histoldgico a evaluar (TEB junto con los fibroblastos que lo rodean) y
se calibr6 el nivel de grises del programa de tal manera que la tincién de fondo fuera considerada
como “cero”. Luego se determiné el area total ocupada por la regidon seleccionada, el area de
marcacion positiva y el promedio de la intensidad de marcacion (Figura 19). A partir de estos
parametros se calculd la densidad dptica integrada (DOI), definida como la combinacién lineal
entre el area relativa ocupada por la marcacion positiva y la intensidad promedio de dicha
marcacién: DOI = [(Area de marcacion positiva/Area total evaluada) x 100] x Promedio de la
intensidad de marcacion (Ramos et al., 2002). Debido a que la DOI es un parametro adimensional,
los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias. La marcacion de p-Erk1/2 se

determind en al menos cuatro TEBs por animal.
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Figura 19. Cuantificacion de la expresion de p-Erk1/2 en TEBs y fibroblastos que los rodean mediante
andlisis digital de imdgenes. Las imagenes muestran la secuencia de pasos para la cuantificacion de la
expresion de p-Erk1/2 utilizando el soffiware Image J. (A) Imagen original. (B) Imagen convertida a escala
de grises. (C) Seleccion manual de la region a evaluar (amarillo). (D) Seleccion del rango de marcacion
positiva (visualizado en rojo).
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3.3 | Andlisis de proteinas evaluadas por inmunofluorescencia

En DPN21, se realizo una inmunofluorescencia doble para evaluar la localizacion de p-Erk1/2 y
a-SMA. Esta marcacion fue analizada cualitativamente utilizando un microscopio equipado para
deteccion epifluorescente (Olympus BX-51) y con filtros apropiados (Durando et al., 2011). Las
imégenes fueron registradas utilizando una Camara Color Digital USB 2.0 de alta resolucion

(QImaging Go-3, QImaging, Canada).
3.4 | Andlisis estadistico

Los parametros determinados en las WMs, area total, perimetro, distancia entre la glandula
mamaria N° 4 y 5 y crecimiento longitudinal, fueron evaluados utilizando un modelo lineal con
el tratamiento y el peso como variables independientes (parametro evaluado ~ tratamiento +
peso), para analizar si el peso corporal tenia un efecto significativo sobre estos parametros
(Altamirano et al., 2018). Luego de descartar un efecto del peso corporal, estos parametros fueron
evaluados con una prueba ANOVA, seguida de un post-test de Dunnett para comparar cada grupo
experimental con el grupo control. También se utiliz6 ANOVA seguido del post-test de Dunnett
para analizar el area epitelial relativa evaluada en WMs, las variables histologicas y la expresion
de proteinas (Ki-67, ESR1, RA). Por otro lado, se utilizd la prueba estadistica Kruskal-Wallis
seguida del post-test de Dunn para evaluar el n° de TEBs, el score de desarrollo mamario y la
marcacion de p-Erk1/2. Finalmente, para los ensayos de PCR en tiempo real y los analisis de

metilacion se utilizo el test de Mann-Whitney U.

4 | Resultados

4.1 | Evaluacion del crecimiento de la glaindula mamaria a partir de WMs en machos expuestos

a HBG3.5y HBG350

Para evaluar el desarrollo y crecimiento de la gldndula mamaria, se realizé un anélisis de las WMs
de los machos F1, en las etapas pre-pubertad y post-pubertad. En DPN21, la glandula mamaria
de todos los animales alcanz6 el nddulo linfatico y presentd estructuras caracteristicas para la
edad, como TEBs y alveolar buds, independientemente del grupo experimental. Ademas, todos
los parametros evaluados en las WMs fueron similares entre los animales tratados y controles
(Tabla 13, Figura 20A-C). En DPN60, las estructuras mamarias crecieron mas alla del nddulo
linfatico, las glandulas N° 4 y 5 convergieron, aument6 el crecimiento longitudinal y se
desarrollaron las estructuras lobuloalveolares caracteristicas de la glandula mamaria de ratas
macho. En esta edad, el tratamiento con HBG3.5 redujo el 4rea total y el perimetro de la glandula
mamaria e indujo la persistencia de un mayor n° de TEBs. Por otro lado, los animales expuestos
a HBG350 presentaron mayor crecimiento longitudinal y menor desarrollo del arbol mamario

comparado con el grupo control (Tabla 13, Figura 20D-F).

90



Capitulo 3

Tabla 13. Analisis de WM de ratas macho expuestas a HBG.

Control HBG3.5 HBG350

DPN21
Area total (mm?) 26.71 + 1.69 25.44+1.89 2421 +2.12
Perimetro (mm) 2724 +1.04 28.21 +1.65 27.06 +1.39
Distancia entre la glandula mamaria

1.78+0.33 1.34+0.21 1.43+0.35
N°4y 5 (mm)
TEBs (N°) 1.80+0.74 0.64+0.24 2.60 = 0.86
Area epitelial relativa (%) 29.85+1.23 25.84+1.91 30.02+ 1.56
DPN60
Area total (mm?) 4932 +253 388.2 + 13.9* 5249+ 18.2
Perimetro (mm) 94.1+3.1 842+ 1.5% 993+23
Crecimiento longitudinal (mm) 7.1+04 6.4+0.6 9.4 + 0.6*
TEBs (N°) 05+0.2 23+0.7 03+02
Desarrollo mamario (score) 2.6+0.1 2.7+0.1 1.4+0.1%

Los valores se expresaron como la media = SEM de 8-10 ratas macho/grupo/dia.
TEBs: estructuras terminales (terminal end buds).

*p<0.05 (ANOV A fest, seguido del post-test de Dunnett)

# p<0.05 (Kruskal Wallis, seguido del post-test de Dunn)

HBG350

ad

HBG3.5

DPN21

DPN60

Figura 20. WMs de glindulas mamarias de machos pre- y post-puberales. Imégenes representativas de
WM de animales en DPN21 (A-C) y DPN60 (D-F). En DPN21 no se observaron diferencias entre los
animales expuestos a HBG y los controles. En DPN60, la glandula mamaria de los machos expuestos a
HBG3.5 present6 un area reducida (E), mientras que en los machos expuestos a HBG350 se observo un
mayor crecimiento longitudinal y una disminucion del desarrollo del arbol mamario, en comparaciéon con
el grupo control (F). NL: nddulo linfético. Las barras representan la magnificacion correspondiente a las
iméagenes en cada fila.
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4.2 | Andlisis del desarrollo mamario en machos post-puberales expuestos a HBG3.5 y HBG350
4.2.1 | Morfologia de la glandula mamaria de machos post-puberales

Considerando las modificaciones halladas en los parametros evaluados en las WMs en los machos
post-puberales, se realizd un analisis de la histologia mamaria. En DPN60, la glandula mamaria
de los animales controles presentd estructuras lobuloalveolares caracteristicas de ratas macho
adultas (Filgo et al., 2016; Lucas et al., 2007), formadas por células epiteliales espumosas y
vacuoladas, dispuestas alrededor de un lumen indeterminado (Figura 21A, D). Los machos
expuestos a HBG3.5 presentaron un desarrollo epitelial similar al grupo control (Figura 21B, E),
mientras que aquellos tratados con HBG350 mostraron una disminucion en el desarrollo epitelial,
mayormente de las estructuras lobulares (Figura 21C-F). De acuerdo con estas caracteristicas, el
area epitelial relativa disminuy¢ en los animales pertenecientes al grupo HBG350 comparado con
el grupo control y no se observaron diferencias con los animales expuestos a la menor dosis
(Figura 22A). Ademads, se observo un mayor desarrollo del tejido adiposo en los machos tratados
con HBG350, que fue acompafiado por un incremento en el area de los adipocitos (Figura 22B).

rol

NG
- o

B
‘(:A

Figura 21. Histologia de la glindula mamaria de machos post-puberales expuestos a HBG. Imagenes
representativas de secciones teflidas con P&H de machos post-puberales en dos magnificaciones. La
glandula mamaria de los machos expuestos a HBG3.5 (B, E) present6 una histologia similar a los machos
control (A, D), mientras que los animales tratados con HBG350 (C, F) mostraron un menor desarrollo de
las estructuras epiteliales, principalmente lobuloalveolares (C, flecha), y un tejido adiposo prominente (C,
F). TA: tejido adiposo. Las barras representan la magnificacion correspondiente a las imagenes en cada
fila.
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Figura 22. Determinaciones morfolégicas en la glindula mamaria de machos post-puberales. (A) Area
epitelial relativa (%), area ocupada por las estructuras epiteliales en relacion al area total del pad adiposo.
Los machos expuestos a HBG350 presentaron una menor area epitelial relativa en comparacion con el
grupo control. (B) Area promedio de los adipocitos (um?). La mayor dosis de HBG produjo un aumento

en el tamailo de los adipocitos.

4.2.2 | Proliferacion y expresion de los receptores de hormonas esteroides en animales post-

puberales

Para evaluar si las alteraciones morfologicas observadas en la glandula mamaria de los machos
expuestos perinatalmente a HBG estaban asociadas a cambios en la proliferacion epitelial y/o la
expresion de receptores de hormonas esteroides, se determind el indice de proliferacion celular
(porcentaje de células epiteliales positivas para Ki67) y la expresion proteica y de ARNm de
ESR1 y RA. Iméagenes representativas de la expresion de Ki67, ESR1 y RA en células epiteliales
mamarias se muestran en la Figura 23A. En los animales expuestos a HBG3.5 el indice de
proliferacion celular fue similar al control, mientras que la expresion proteica y de ARNm de
ESR1 fue menor. Ademas, estos cambios fueron acompafiados por un incremento en la expresion
proteica de RA y una disminucion en sus niveles de ARNm. Por otro lado, en los machos HBG350
la proliferacion disminuy6 con respecto a los controles, mientras que la expresion de ESR1

(proteinay ARNm) se redujo y no se observaron cambios en la expresion de RA (Figura 23B, C).
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Figura 23. Proliferacion y expresion de receptores de hormonas esteroides en DPN60. (A) Imagenes
representativas de la inmunomarcacion de Ki67 (proliferacion), ESR1 y RA en animales pertenecientes
al grupo control. Las células positivas se encuentran indicadas por las flechas; todas las imagenes
presentan el mismo aumento. (B) Proliferacion y expresion proteica de ESR1 y RA en los diferentes
grupos experimentales. Las barras representan los valores medios + SEM de 6-8 animales por grupo
experimental (* p<0.05, ** p<0.01, ANOVA test, seguido del post-test de Dunnett). (C) Expresion
relativa de ARNm de ESR1 y RA; las muestras fueron normalizadas con la expresion de L19. Las barras
representan los valores medios + SEM de 6-8 machos por grupo experimental (* p<0.05, Mann Whitney
U test).

4.2.3 | Abundancia relativa de las variantes transcripcionales de ESR en la glandula mamaria

de los machos post-puberales

Debido a la disminucion en la expresion del ARNm de ESR1 hallada en los animales expuestos
a HBG, se evaluo si ésta se encontraba asociada a modificaciones en el uso de los distintos
promotores transcripcionales de ESR1. Para llevar a cabo este objetivo se determino la expresion
relativa de los exones que codifican la region 5’UTR del gen ESR1 de rata a partir de PCR en
tiempo real. Un esquema de la organizacion gendmica de la region promotora del gen ESR1 de
rata se muestra en la Figura 24A. Independientemente del grupo experimental, la transcripcion
del gen ESR1 en la glandula mamaria de ratas macho fue dirigida por los promotores asociados
con los exones OS, O, OT y E1, mientras que no se detectd expresion del transcripto que contenia
el exon ON, bajo las condiciones experimentales del estudio. Sin embargo, ambas dosis de HBG
alteraron la abundancia relativa de las variantes transcripcionales. LLos animales expuestos a

HBG3.5 presentaron una menor expresion de la variante ESR1-OS comparado con los controles.
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Contrariamente, el tratamiento con HBG350 produjo una disminucion de la expresion de los otros

tres transcriptos (ESR1-O, OT y E1) con respecto al grupo control (Figura 24B).
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Figura 24. Variantes transcripcionales de ESR1. (A) Organizacion genémica de la region promotora del
gen ESRI de rata. El Exén 1 es la region comun a todos los transcriptos provenientes de los distintos
promotores (E1, OT, O, ON y OS) del gen. Las flechas hacia arriba indican el inicio de la transcripcion,
mientras que las flechas horizontales corresponden a los oligonucleétidos utilizados para evaluar la
expresion de las variantes. Sitio de inicio de la traduccion: ATG. (B) Expresion relativa de ARNm de las
variantes transcripcionales, las muestras fueron normalizadas con la expresion de L19. Las barras
representan los valores medios + SEM de 6-8 animales por grupo (¥*p<0.05, Mann Whitney U fesf).

4.2.4 | Estado de metilacion de los promotores de ESRI en los animales post-puberales

Considerando los cambios inducidos por la exposicion a HBG en la expresion de las variantes
transcripcionales de ESRI1, se analiz6 el estado de metilaciéon del ADN de los promotores
transcripcionalmente activos y de regiones de ADN cercanas a los mismos, para determinar si las
modificaciones en la expresidn de los transcriptos se encontraban relacionadas con una metilacién
diferencial del ADN. Para hallar potenciales sitos de metilacion del ADN se analiz6 la presencia
de islas CpG y de sitios de restriccion para las enzimas BsfUI o Maell (Milesi et al., 2017) en las
regiones promotoras; en todos los promotores estudiados se identificaron islas CpG y sitios de
restriccion para BstUI o Maell. En la Figura 25 se muestra un esquema de los exones OS, O, OT
y El1, las islas CpG y los sitios estudiados por PCR en tiempo real. En los animales expuestos a
HBGS3.5, solo el sitio BsfUI en el promotor OS present6 un aumento en el estado de metilacion.

Por otro lado, en los machos pertenecientes al grupo HBG350 se observd un incremento en la
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metilacion en los sitios Maell y ambos sitios BstUI en el promotor O, el sitio BsfUI en el promotor
OT y el sitio BstUI en el promotor E1, comparado con el grupo control (Figura 25). En todos los
casos, la reduccion de la expresion de las variantes transcripcionales estuvo asociada con una

hipermetilacion de sus promotores.
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Figura 25. Andlisis de la metilacion de las regiones promotoras de ESRI. Esquema de los promotores
ESR1-0OS, -0, -OT y —El; se indican las islas CpG, los sitios de reconocimiento de las enzimas de
restriccion sensibles a metilacion BsfUI y Maell y las posiciones y orientaciones de los primers de PCR
(flechas). SIT: sitio de inicio de la transcripcion; CI: control interno. Las barras representan el estado de
metilacion de los promotores de ESR1 y los valores se expresan como la media + SEM de un pool de 4
muestras cuantificadas por triplicado (*p<0.05, Mann Whitney U test).
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4.3 | Andlisis del desarrollo mamario en machos pre-puberales expuestos a HBG3.5 y HBG350
4.3.1 | Andlisis histolégico de la glindula mamaria de machos pre-puberales

La exposicion a HBG no modificd el crecimiento de la glandula mamaria en los animales pre-
puberales, sin embargo, se realizd su andlisis histologico para determinar si las estructuras
epiteliales o el compartimento estromal presentaban cambios tempranos que pudieran
relacionarse con los resultados obtenidos en los machos post-puberales (DPN60). En DPN21 no
se observaron diferencias en las estructuras epiteliales de la glindula mamaria; en todos los grupos
experimentales los conductos presentaron una o dos capas de epitelio cibico, rodeado por tejido
conectivo y se evidencio la presencia de TEBs y pequefios alveolar buds (Figura 26A). Las
estructuras epiteliales se hallaban inmersas en un tejido adiposo desarrollado, que en el caso de
los machos expuestos a HBG350 fue similar al control, mientras que se observaron adipocitos de
mayor tamafio en los machos expuestos a HBG3.5 (Figura 26B, C).
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Figura 26. Histologia de la glindula mamaria de machos pre-puberales expuestos a HBG. (A) Imagenes
representativas de estructuras epiteliales en gldndulas mamarias tefiidas con P&H. Se observaron
estructuras similares en todos los grupos experimentales. Los conductos se encuentran rodeados por lineas
amarillas e indicados por flechas. Los TEBs se indican con un asterisco (*) y el tejido adiposo con las letras
TA. Todas las imagenes presentan la misma magnificacion. (B) Tejido adiposo de la glandula mamaria. La
glandula mamaria de los machos expuestos a HBG3.5 presentd adipocitos de mayor tamafio comparado
con el grupo control. Todas las imagenes presentan la misma magnificacion. (C) Promedio del area de los
adipocitos. Las barras representan los valores medios + SEM de 6-8 animales por grupo experimental (*
p<0.05, ANOVA seguido por ¢l post-test de Dunnett).
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4.3.2 | Proliferacion de células epiteliales y adipocitos en la glindula mamaria de los machos

en DPN21

Como se describio en la seccion anterior (4.1), la exposicion a HBG durante el desarrollo alterd
la histoarquitectura de la gldndula mamaria luego de la pubertad (DPN60); la dosis de HBG3.5
redujo el area de la glandula e increment6 la persistencia de TEBs, mientras que la exposicion a
HBG350 indujo un mayor crecimiento longitudinal y un menor desarrollo del arbol mamario. Sin
embargo, en DPN21 no se observaron modificaciones en el crecimiento ni el parénquima de la
glandula mamaria de los machos expuestos. Debido a esto, se determind la proliferacion
(porcentaje de células positivas para Ki67) de células epiteliales y adipocitos en DPN21, para
evaluar si existian modificaciones que pudieran explicar los resultados obtenidos en machos post-
puberales (DPN60). La proliferacion epitelial disminuyd en los animales expuestos a HBG3.5 en
comparacion con los animales controles y no se observaron diferencias significativas con aquellos
expuestos a HBG350. Ademas, no existieron diferencias significativas en la proliferacion de los

adipocitos entre los distintos grupos experimentales (Figura 27).
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Figura 27. Proliferacion celular en la glindula mamaria de ratas macho pre-puberales. (A) Imagenes
representativas de la inmunomarcacion de Ki67 (arriba) e insets con mayor aumento (abajo). Los insets
muestran células epiteliales (izquierda) y adipocitos (derecha) con flechas indicando las células positivas.
Las imagenes en cada fila presentan la misma magnificacion. (B) Porcentaje de células epiteliales y
adipocitos que expresan Ki67. Las barras representan los valores medios + SEM de 6-8 animales por grupo
experimental (* p<0.05, ANOVA seguido por el post-test de Dunnett).

98



Capitulo 3

4.3.3 | Expresion de genes que regulan el desarrollo mamario en animales expuestos a HBG3.5

y HBG350 en DPN21

Ademas de la proliferacion celular, la expresion de genes que regulan el desarrollo mamario
también puede afectar al crecimiento de la glandula. Por lo tanto, se evalud la expresion de ARNm
de genes implicados en este proceso, que podrian contribuir a las diferencias observadas en la
glandula mamaria de los machos en DPN60. La exposicion a HBG no modificd la expresion de
ARNm de RA (Control: 0.71 £ 0.07, GBH3.5: 0.61 = 0.02, GBH350: 0.67 + 0.04; unidades
arbitrarias), mientras que la expresion de ESR1 disminuyd en ambos grupos expuestos (Figura
28). Al igual que ESRI, la expresion de Cendl también fue menor en ambos grupos expuestos a
HBG. Por otro lado, los niveles de ARNm de los factores de crecimiento Areg e IGF1 fueron
menores en los machos expuestos a HBG3.5, sin observarse diferencia con aquellos expuestos a
la mayor dosis. Ademas, la expresion de sus receptores, EGFR ¢ IGFIR respectivamente, se

encontrd reducida en ambos grupos tratados con HBG (Figura 28).
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Figura 28. Expresion de ARNm de ESR1, Ccndl, factores de crecimiento y sus receptores en la glindula
mamaria de animales pre-puberales expuestos a HBG. Las barras representan los valores medios = SEM
de 5-6 muestras por grupo experimental. Cada muestra de ARNm fue obtenida a partir de las glandulas
mamarias de dos animales por camada y se utilizaron 5-6 camadas en total. Las muestras fueron
normalizadas con la expresion de L19 (¥p<0.05, **p<0.01, Mann Whitney U test).
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Finalmente, se evalu6 la marcacion de p-Erk1/2, molécula implicada en la elongacion ductal. p-
Erk1/2 se encontrd principalmente en conductos y TEBs; se observd una expresion nuclear y
citoplasmatica en las células del cuerpo de los TEBs y en los fibroblastos que los rodean (Figura
29A). La marcacion de p-Erk1/2 fue similar entre los animales control y aquellos expuestos a

HBG350, mientras que fue menor en los machos expuestos a lamenor dosis de HBG (Figura 29B,
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Figura 29. Marcacion de p-Erkl1/2. (A) Imagen representativa de inmunofluorescencia de la marcacion de
p-Erk1/2 y a-SMA en TEBs (izquierda) e insets con mayor magnificacion (derecha). La expresion de a-
SMA fue utilizada para identificar las células cap dentro de los TEBs (marcacion roja). Las flechas indican
células del cuerpo del TEB positivas para p-Erk1/2 (marcacion verde) y las puntas de flecha muestran
fibroblastos p-Erk1/2 positivos (marcacion verde) alrededor del TEB. Los inmsefs presentan la misma
magnificacion. (B) Cuantificacion de la expresion de p-Erk1/2 en TEBs en muestras inmunomarcadas.
DOI: Densidad optica integrada. Las barras representan los valores medios + SEM de 5 animales por grupo
experimental (* p<0.05, Kruskal-Wallis seguido por el post-test de Dunn). (C) Imagenes representativas de
la expresion de p-Erk1/2 en TEBs de animales control y expuestos a HBG. Flechas: células del cuerpo de
los TEBs positivas, puntas de flecha: fibroblastos positivos. Todas las imagenes presentan la misma
magnificacion.

5 | Discusion

En el presente capitulo se evaluaron los efectos de la exposicion durante el desarrollo (prefiez y
lactancia) a un HBG sobre la glandula mamaria de ratas macho, debido a la elevada sensibilidad
a PE que presenta este 6rgano (Altamirano, Delconte, et al., 2017; Altamirano et al., 2018;
Andrews et al., 2002; Kass et al., 2015; Miousse et al., 2013). La exposicion perinatal a HBG
generd una alteracion del desarrollo de la glandula mamaria de machos post-puberales, aunque
no se observaron modificaciones en el crecimiento de la misma en los machos pre-puberales. En
DPNG60, la glandula mamaria de los animales expuestos a HBG3.5 mostr6 una disminucion de su

crecimiento y un aumento del n° de TEBs, mientras que su morfologia fue similar a la del grupo
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control. Por otro lado, la glandula mamaria de los machos expuestos a HBG350 presenté un mayor
crecimiento longitudinal con un menor desarrollo del arbol mamario, acompafiado por una
disminucién del area ocupada por las estructuras epiteliales y un mayor desarrollo del tejido

adiposo.

En un estudio previo, demostramos que la exposicion subcutanea directa a HBG en la primera
semana de vida aumenta el crecimiento mamario y el n° de TEBs en machos pre-puberales
(Altamirano et al., 2018). En el presente estudio, la exposicidn perinatal oral a HBG no causé
alteraciones en estos parametros en la glandula mamaria en DPN21, en ninguna de las dosis
estudiadas. Estas diferencias en las respuestas podrian deberse a los distintos periodos en que se
realizo la exposicion, como también a la variacion de las rutas de administracion (Yang et al.,
2015). A pesar de que se ha demostrado que el tratamiento con ciertos PE causa un desarrollo
anormal de la glandula mamaria en ratas macho pre-puberales (Altamirano, Delconte, et al., 2017;
Filgo et al., 2016; Kass et al., 2015), se ha reportado que la exposicion temprana a este tipo de
compuestos también puede causar efectos sutiles que pueden no ser detectados hasta el inicio de

la pubertad o la adultez (Fenton, 2006; Schug et al., 2011).

En DPN60, los animales tratados con HBG3.5 presentaron una glandula mamaria con menor area
y perimetro, y un mayor n° de TEBs que los controles. Estos cambios sugieren un retraso en el
crecimiento de la glandula mamaria de los machos expuestos a HBG3.5, en la cual la elongacion
ductal pareceria no haber finalizado. Ademas, considerando que los TEBs son estructuras
proliferativas indiferenciadas, altamente susceptibles a insultos oncogénicos, un aumento en el n°
de TEBs o la persistencia de los mismos en los machos expuestos podria incrementar la
sensibilidad de la glandula a perturbaciones enddgenas o exdgenas (Fenton, 2006; Paine & Lewis,
2017). Por otro lado, las caracteristicas histologicas y la proliferacion de células epiteliales en los

machos expuestos a HBG3.5 fueron similares a las ratas control.

Con respecto a los animales post-puberales expuestos a HBG350, éstos presentaron un mayor
crecimiento longitudinal y una disminucion del desarrollo del 4rbol mamario. Se sabe que los
TEBs son los principales responsables de la elongacion ductal y que, en machos, comienzan a
diferenciarse antes de alcanzar los extremos del faf pad (Filgo et al., 2016). Aunque el n° de TEBs
en los animales control y tratados con HBG350 fue similar en ambos dias evaluados, éstos podrian
haberse diferenciado mds tarde en los machos expuestos a HBG350, continuando con la
elongacion ductal y resultando en un mayor crecimiento longitudinal en DPN60. Ademas, en
concordancia con el menor desarrollo mamario hallado en las WMs, los animales HBG350
presentaron una disminucidn del 4rea epitelial relativa de la glandula mamaria, un menor
desarrollo de estructuras lobuloalveolares caracteristicas de ratas macho y un tejido adiposo mas
prominente. Estas caracteristicas se asemejan en parte a la glandula mamaria de ratas hembra

(Lucas et al., 2007). Considerando que una hiperprolactinemia puede inducir la feminizacién de
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la glandula mamaria de ratas macho (Cardy, 1991; Lucas et al., 2007), el ligero aumento (aunque
no estadisticamente significativo) de los niveles séricos de PRL observado en los animales

expuestos a HBG350 (capitulo 2, seccidn 4.1) podria explicar parte de estos cambios histologicos.

Los cambios morfologicos observados en los animales tratados con HBG350 fueron
acompafiados por una disminucion de la proliferacion epitelial y de la expresion proteica de ESR1,
sin alteraciones en la expresion de la proteina de RA. Se ha descripto que la glandula mamaria de
los machos post-puberales expresa ESR1 (Altamirano, Delconte, et al., 2017; Filgo et al., 2016)
pero, a diferencia de lo que sucede en hembras, la regulacion de la expresion de ESR1, al igual
que los efectos de los estrogenos, en la glandula mamaria de machos no han sido completamente
dilucidados. Se ha encontrado que el glifosato es capaz de inducir la expresion de ESR1 en células
de cancer de mama humanas in vitro (Thongprakaisang et al., 2013) como asi también en la
glandula mamaria de ratas macho in vivo (Altamirano et al., 2018). Contrariamente, en este caso
la expresion de ESR1 disminuy6. En este sentido, es necesario considerar que en este estudio la
expresion de ESR1 fue evaluada 40 dias luego de que finalizara la exposicidn, y que la ruta de
administracion y el momento de exposicion fueron diferentes a los utilizados en Altamirano et al.
(2018). Dado que no existieron diferencias en los niveles séricos de E2 o T entre los distintos
grupos experimentales (capitulo 2, seccion 4.1), la reduccidn en la expresion de ESR1 podria
alterar la respuesta normal de la glandula mamaria a las hormonas esteroides en la pubertad y
afectar al desarrollo lobuloalveolar caracteristico de los machos post-puberales. En este sentido,
ratas macho tratadas con tamoxifeno, un clasico antagonista del estrogeno en la glandula mamaria,

han presentado una atrofia lobuloalveolar de la glandula (Kennel et al., 2003).

Los efectos inducidos por HBG en la expresion proteica de ESR1 podrian deberse a una reduccion
de su trascripcion, dado que los niveles de ARNm del mismo también fueron disminuidos. Mas
aun, la transcripcion de ESR1 inducida por tres promotores diferentes (ESR1-O, OT y E1) fue
afectada en los animales expuestos a HBG350. Se ha descripto que la expresion de ESR1 ocurre
a través de distintos promotores dependiendo del tipo de tejido y de los estadios fisiologicos y del
desarrollo (Kato et al., 1998; Parodi et al., 2015). Ademas, de acuerdo con nuestros hallazgos, se
ha publicado que la exposicidon a diferentes compuestos quimicos puede alterar la abundancia
relativa de los transcriptos de ESR1 y por lo tanto modular su expresion (Lorenz et al., 2019;
Milesi et al., 2017; Monje et al., 2007; Parodi et al., 2015). La metilacion del ADN, una
modificacion epigenética ampliamente conocida, tiene un rol clave en el desarrollo de los
mamiferos (Smith & Meissner, 2013). Perturbaciones en los patrones de metilacién han sido
observadas en diversas enfermedades (Jones, 2012; Schubeler, 2015) y como consecuencia a la
exposicion a ciertos PE durante periodos criticos (Jacobs et al., 2017). Por ejemplo, la exposicion
a BPA y a benzofenona-3 altera la metilacion del ADN en regiones regulatorias del gen de -

caseina en la glandula mamaria durante la lactancia (Altamirano, Ramos, et al., 2017) y en
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organoides mamarios (Altamirano et al., 2020), respectivamente. Ademads, tanto la pérdida de la
expresion de ESR1, observada frecuentemente en cdncer de mama, como la presencia de tumores
triple negativos, suelen estar relacionadas con una hipermetilacion de las regiones regulatorias de
ESR1 (Hervouet et al., 2013). En nuestro estudio, el analisis del estado de metilacion de ESR1
mostrd que, en machos expuestos a HBG350, la reduccién en la expresion de ARNm de ESR1-
0, -OT y E1 se encontr6 asociada con la hipermetilacion de las islas CpG de sus promotores. En
relacion a esto, se ha publicado que la exposicion a glifosato o HBG puede perturbar la
programacion epigenética en células de glandula mamaria in vitro (Duforestel et al., 2019) y en
el utero de ratas prefiadas (Lorenz et al., 2019), respectivamente. Con respecto a ESR1, se ha
demostrado que BPA genera una hipermetilacion de su region promotora en testiculos (Doshi et
al., 2011), mientras que HBG induce una disminucion de los niveles de metilacion en las regiones
regulatorias en el Utero de ratas, que se encuentra asociada a un aumento en su transcripcién

(Lorenz et al., 2019).

Aunque la morfologia de la glandula mamaria y el indice de proliferacidn celular en los machos
expuestos a HBG3.5 fueron similares al grupo control en DPN60, observamos una reduccidn de
la expresion proteica y de ARNm de ESR1 en estos animales. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en los animales expuestos a la mayor dosis, solo la variante transcripcional ESR1-OS
fue modificada y present6 una hipermetilacion en su region regulatoria, comparada con el control.
Llamativamente, en los animales tratados con HBG3.5, la expresion proteica de RA se incremento
mientras que los niveles de ARNm fueron disminuidos. Estos resultados podrian reflejar
diferencias en la eficiencia de traduccion o en la estabilidad de la proteina; en este sentido, se ha
reportado que diversos mecanismos post-transcripcionales regulan los niveles proteicos de RA
(Burnstein, 2005; Lee & Chang, 2003). Sin embargo, estudios previos en ratas macho expuestas
a HBG no hallaron diferencias en su expresion (Altamirano et al., 2018; Cassault-Meyer et al.,
2014; Dai et al., 2016). Considerando estos resultados, nuevos experimentos serian necesarios
para esclarecer los efectos de HBG sobre la expresion de RA y los posibles mecanismos
involucrados. En el presente trabajo, a pesar de que la expresion de ESR1 disminuyd en los
animales expuestos a ambas dosis, la morfologia de la glandula mamaria no fue afectada en los
animales expuestos a HBG3.5. En relacion a esto, debe mencionarse que la reduccién en la
expresion de ESR1 fue menos pronunciada en los machos expuestos a la menor dosis, lo que

podria explicar la ausencia de cambios morfoldgicos en la glandula mamaria de estos animales.

En la segunda parte de este capitulo analizamos los efectos de la exposicién durante el desarrollo
a HBG en la glandula mamaria de los machos F1 pre-puberales. Ademas, evaluamos si efectos
tempranos en machos pre-puberales podian explicar los resultados observados en los machos
post-puberales. Previamente, observamos que las dosis estudiadas tuvieron diferentes efectos en

la glandula mamaria de las ratas macho en DPN60, y que ambas afectaron la elongaciéon ductal.
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En base a estos resultados, se evaluo la histologia y la expresion de reguladores claves en la
morfogénesis ductal en los machos expuestos a HBG en un estadio pre-puberal (DPN21). En
DPN21, la exposicién a HBG no alterd el crecimiento de la gldndula mamaria ni la morfologia
de las estructuras epiteliales. Sin embargo, los machos expuestos a HBG3.5 exhibieron adipocitos
de mayor tamafio, comparado con los controles, sin alterar su proliferacion. Se ha demostrado que
el tejido adiposo presente en el estroma de la gldndula mamaria es una fuente de moléculas de
sefializacidon paracrina y endocrina (Hovey & Aimo, 2010; Mueller et al., 2002; Wang et al.,
2008). Como consecuencia, el tejido adiposo puede ser afectado por la accion de PE (Janesick &
Blumberg, 2016). En este sentido, Kubsad et al. (2019) report6 un incremento en el tamafio de
los adipocitos del tejido adiposo gonadal en ratas de la generacion F3 expuestas a glifosato,
mientras que Martini et al. (2016) observd que un HBG inhibia la proliferacion y diferenciacion
de preadipocitos y la expresion de genes involucrados en la adipogenesis, en un modelo in vitro.
Si bien nuevos estudios serian necesarios para esclarecer los efectos del glifosato o de los HBGs
sobre el tejido adiposo, los cambios observados en este tejido en DPN21 fueron transitorios, ya
que en DPN60 no se observaron diferencias en el tejido adiposo de los animales expuestos a

HBG3.5 comparados con el control.

El crecimiento ductal a lo largo del fat pad es un proceso complejo, dirigido por los TEBs (Paine
& Lewis, 2017), que involucra diferentes hormonas y factores de crecimiento (Gjorevski &
Nelson, 2011). Aunque la elongacion ductal no fue modificada en los machos pre-puberales
expuestos a HBG, la proliferacion de las células epiteliales y la expresion de genes implicados en
este proceso si fueron alterados en los animales expuestos. La proliferacion epitelial solo fue
reducida en los animales tratados con la menor dosis de HBG, mientras que ambas dosis
disminuyeron la expresion de ARNm de ESR1 y Ccendl. Los estrdgenos y ESR1 son necesarios
para el desarrollo ductal en la glandula mamaria (Sternlicht et al., 2006), ESR1 es un factor de
transcripcion critico que regula la proliferacion celular y la morfogénesis ductal. En este sentido,
se observo que ratones knockout para ESR1 presentaron una notable disminucion de la elongacion
ductal y la ramificacion lateral (Feng et al., 2007). Por otro lado, Cend1 es un gen inducido por
estrogenos (Prall et al., 1997), cuya ausencia genera una severa reduccion de la expansion de la
glandula mamaria y fallas en la respuesta a E2 (Casimiro et al., 2013). La reduccién en la
expresion de ESR1 y Cendl en los machos expuestos a HBG3.5 podria estar asociada con la
disminucidén de la proliferacion observada, lo que a su vez podria afectar el crecimiento ductal.
Ademas, se sabe que Ccndl estd implicada en la expresion de genes de respuesta a estrogeno,
principalmente de factores de crecimiento y sus receptores, como Areg y EGFR (Casimiro et al.,
2013), siendo ambos esenciales para la elongacion de los conductos mamarios (Kariagina et al.,
2010; Sternlicht, 2006; Wiesen et al., 1999). La expresion de Areg es estimulada por estrogenos

y ésta luego interacciona con su receptor, EGFR (Sternlicht et al., 2006). A pesar de que se han
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descripto numerosos ligandos de EGFR que responden a estrogeno, Areg fue el unico factor de la
familia EGF inducido transcripcionalmente por estrégeno in vivo en la glandula mamaria de
ratonas hembra en la pubertad (Ciarloni et al., 2007). Ademas, se ha reportado que Areg también
se expresa en la glandula mamaria de ratas macho en respuesta a la administracion exogena de
E2 (Miousse et al., 2013). En concordancia con la disminucidn en la expresion de ESR1 y Cendl,
la expresion de Areg fue reducida por la exposicion a HBG3.5, mientras que los niveles de ARNm
de EGFR disminuyeron con ambas dosis evaluadas. Otro factor de crecimiento necesario para el
desarrollo puberal de la glandula mamaria y la formacion de los TEBs es IGF1; ratones knockout
para IGF1 presentan un ntimero reducido de TEBs y un menor porcentaje del pad adiposo
ocupado por las estructuras epiteliales (Kleinberg et al., 2000), mientras que transplates mamarios
deficientes en IGF1R también muestran un menor crecimiento (Bonnette & Hadsell, 2001). En
DPN21, la expresion de ARNm de IGF1 e IGF1R fue menor en la glandula mamaria de los
machos expuestos a HBG3.5, y solo la expresion de IGF1R se redujo en los animales expuestos
a lamayor dosis de HBG. Los cambios en la expresion de IGF y su receptor en los machos tratados
con HBG3.5 también podrian contribuir a la reduccion del crecimiento de la glandula mamaria

observado luego de la pubertad en los animales expuestos a esta dosis.

Eventos de proliferacion, diferenciacion y migracion celular son requeridos para una
morfogénesis ductal apropiada (Gjorevski & Nelson, 2011; Huebner et al., 2016). Se conoce que
las MAPKs integran numerosas sefiales intracelulares que coordinan este proceso (Roux &
Blenis, 2004) y que EGFR efectia al menos parte de sus efectos a través de ellas; sin embargo, el
rol preciso de las MAPKs en la morfogénesis mamaria in vivo no se encuentra completamente
dilucidado (Gjorevski & Nelson, 2011). Se ha demostrado que Erk1/2, un miembro de la familia
MAPK, es requerido para la migracidn celular individual y para la elongacidn del tejido mamario
como un conjunto (Huebner et al., 2016) y que su activacion transiente induce el crecimiento de
explantos mamarios sin ramificacion (Fata et al., 2007). Ademas, en células epiteliales de
gldndula mamaria humana, se observé que IGF1 activa la sefializacion de Erk1/2 y estimula la
proliferacion en un mecanismo dependiente de EGFR, que involucra la formacion de un complejo
entre IGFIR y EGFR (Ahmad et al., 2004). Por otro lado, la expresion de p-Erk1/2 en los
fibroblastos que rodean el epitelio mamario, seguida de la activacion de EGFR, induce la
remodelacidn del estroma favoreciendo la elongacion ductal y/o ramificacion (Koledova et al.,
2016). En este estudio, la forma activa de Erk1/2 (p-Erk1/2) fue observada en el nucleo y
citoplasma de las células del cuerpo de los TEBs y en los fibroblastos que los rodean, lo que
concuerda con el patron descripto en los TEBs por Hvid et al. (2011). Como era esperado,
considerando la reduccion en la expresion de factores de crecimiento y sus receptores, los
animales expuestos a HBG3.5 presentaron una activacion reducida de Erk1/2; sin embargo, no se

observaron diferencias entre los machos expuestos a HBG350 y los controles.
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Las alteraciones observadas en reguladores claves de la morfogénesis ductal mamaria en las ratas
macho pre-puberales expuestas a HBG3.5, como la menor proliferacidn celular, la regulacidon
negativa de vias implicadas en la sefializacion de estrogeno (ESR1, factores de crecimiento y sus
receptores) y la activacion reducida de Erk1/2, podrian afectar a la elongacion ductal, explicando
la reduccidn en el crecimiento de la glandula mamaria observada en los machos post-puberales.
Por el contrario, los cambios hallados en los animales expuestos a HBG350 en DPN60 no pueden
ser explicados con los resultados obtenidos en DPN21. A pesar de que los machos expuestos a la
mayor dosis no presentaron cambios en la proliferacion, la expresion de factores de crecimiento
o la activacion de Erk1/2, ninguna de las modificaciones observadas en DPN21 podrian explicar
la mayor elongacion de los conductos de la glandula mamaria en los machos post-puberales
expuestos a HBG350. Existen diferentes mecanismos implicados en el proceso de morfogénesis
mamaria que no han sido analizados en esta tesis, como pueden ser la remodelacion de la matriz
extracelular, principalmente mediada por MMPs, o la sefializacion paracrina de ciertos FGFs
(Gjorevski & Nelson, 2011; Sternlicht, 2006), los cuales podrian conducir a un mayor crecimiento
de los conductos de la glandula mamaria. Por otro lado, la exposicion a PE puede tener efectos
sutiles hasta que comienza la pubertad (Mufioz-de-Toro et al., 2005); en este caso, es posible que
los machos expuestos a HBG350 respondan de manera diferente a los animales controles a las
hormonas esteroides presentes durante la pubertad. Finalmente, debe considerarse que se observo
un ligero aumento en los niveles séricos de PRL en DPN60 en los animales expuestos a HBG350,
lo que se ha demostrado que también puede inducir la elongacién ductal (Arendt & Schuler,

2008).

En conclusion, nuestros resultados muestran que la exposicion a HBG durante la prefiez y la
lactancia altera el desarrollo de la gldndula mamaria de ratas macho. En la etapa post-puberal,
HBG genera efectos més notorios, como alteraciones en el crecimiento y la morfologia, mientras
que en la etapa pre-puberal los efectos son sutiles, como modificaciones en la proliferacion y
expresion de genes implicados en el desarrollo mamario. A pesar de que se necesitan nuevos
estudios para comprender los mecanismos implicados en la exposicidon a la mayor dosis de HBG,
los resultados obtenidos en DPN21 podrian explicar las alteraciones observadas en el area y
perimetro de la gldndula mamaria en los animales post-puberales expuestos a la menor dosis de
HBG. Por otro lado, es necesario notar que los efectos de la exposicion a HBG descriptos podrian
deberse al principio activo (glifosato), los coformulantes, o ambos actuando de manera conjunta.
Finalmente, los resultados de este capitulo sugieren un efecto de perturbacién enddcrina de HBG
in vivo y destacan la importancia de evaluar diferentes vias y tiempos de exposicidén, como asi
también distintas edades, ya que tanto los efectos en la glandula mamaria como el momento en el

cual éstos se evidencian pueden variar.
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1 | Introduccion

Como se menciono previamente, se ha reportado que tanto el glifosato como sus formulaciones
comerciales pueden alterar el sistema reproductor y presentar una accion de perturbacion
endocrina (Ingaramo et al., 2020; Jarrell et al., 2020; Milesi et al., 2021; Mufioz et al., 2021; Serra
et al., 2021). Sin embargo, ciertos estudios en los que se compararon los efectos de HBGs, sus
coformulantes y glifosato puro revelaron que los HBGs podian presentar mayor toxicidad que el
ingrediente activo puro (Mesnage & Antoniou, 2018; Mesnage et al., 2019). En relacién a esto,
Gasnier et al. (2009) mostrd, en un estudio in vitro, que distintas formulaciones comerciales
presentaban mayor citotoxicidad e inducian efectos anti-estrogénicos y anti-androgénicos a
menores dosis en comparacion con glifosato puro. Resultados similares fueron hallados al evaluar
la actividad de la enzima aromatasa; las formulaciones comerciales y los coformulantes generaron
una disminucion en la actividad de la enzima en dosis notablemente menores en comparacion con
glifosato (Defarge et al., 2016; Richard et al., 2005). Ademas, en un estudio in vivo, se observo
que una exposicion prolongada a un HBG gener6 alteraciones mas pronunciadas en los niveles
hormonales y en la distancia anogenital de ratas hembra y macho, en comparacidén con el
ingrediente activo puro (Manservisi et al., 2019). Contrariamente, la exposicion a glifosato o a un
HBG provoco alteraciones similares en los niveles séricos de estradiol y en la expresion de genes
implicados en el proceso de implantacidn, en el ttero de ratas expuestas perinatalmente (Lorenz
et al., 2020). Aun mas, Pham et al. (2019) reportd que la exposicion a glifosato, pero no a HBG,
afectd la morfologia de los testiculos y disminuy¢ las concentraciones séricas de T, en ratones

expuestos perinatalmente.

Teniendo en cuenta los resultados contradictorios descriptos anteriormente, en este capitulo
decidimos evaluar los efectos de la exposicion perinatal al principio activo glifosato sobre la

glandula mamaria y compararlos con los efectos generados por el herbicida de uso comercial.

2 | Objetivos especificos

Analizar si la exposicion perinatal a GLI resulta en alteraciones histolégicas o del
microambiente endocrino de la glaindula mamaria de ratas macho F1 en la etapa post-puberal.
Se evalud el desarrollo mamario, la presencia y/o persistencia de estructuras inmaduras para la
edad y lesiones mamarias. Ademas, se analizd la expresidon mamaria de los receptores de

hormonas esteroides y de moléculas de implicadas en su sefializacion (i.e.: Cendl, EGFR).

Analizar los potenciales mecanismos de accion de GLI sobre el desarrollo mamario en ratas
macho F1. Se realizd un andlisis de metilacién de ADN genomico del promotor de ESR1, para

caracterizar las posibles modificaciones en la expresion génica resultantes de la exposicidon a GLI.
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Evaluar si los efectos generados por la exposicion perinatal a GLI sobre la glandula mamaria
de ratas macho difieren de los ocasionados por HBG. Se realizé una comparacion entre los

animales expuestos a GLI y la menor dosis de HBG en todos los parametros evaluados.

3 | Materiales y métodos

En este capitulo se analizaron los efectos de la exposicidn perinatal a glifosato puro (GLI) sobre
la glandula mamaria de los machos F1 en DPN60. Ademas, se realizé una comparacion de los
efectos generados por GLI con aquellos ocasionados por a la menor dosis del herbicida (HBG3.5),
ya que las dosis reales de glifosato administradas fueron similares en ambos grupos. En el presente
capitulo el grupo correspondiente a la menor dosis del herbicida en base a glifosato se denominara
como HBG, a modo de simplificacidon. Las determinaciones realizadas se detallan en la Figura

30.

Grupos experimentales

GLI
Machos F1 DPN60

______________________________________________________________________________________

| Whole-mounts (WMs) 5 [ ARNm >[  PCRentiemporeal |
* Area total * ESR1
¢ Perimetro * RA
“ Crecimiento longitudinal * Variantes transcripcionales de ESR1:
* N°® TEBs ESR1-0S,-ON, -O, -OTy -E1.
* Desarrollo mamario (score) * Ccnd1
* EGFR
| Secciones histolégicas > * PRLR

Picrosirius & Hematoxilina:

* Andlisis histolégi
namhiselgeo e [ Analisis de metilacion ]

Inmunohistoquimica (MSRE-PCR)

* Ki67 (proliferacion) * Promotor de ESR1: ESR1-OS
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Figura 30. Determinaciones realizadas en la glindula mamaria de los machos F1 expuestos a HBG y
GLI en DPNG60. Control: animales expuestos a la dieta control. ESR1: Receptor de estrogenos alfa, RA:
Receptor de androgenos, Cend1: Ciclina D1, EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico, PRLR:
Receptor de prolactina, MSRE: enzimas de restriccion sensibles a metilacion. ESR1-0S, -ON, -0, -OT'y -
E1 son exones de ESR1.

3.1 | Cuantificacion de proteinas evaluadas por inmunohistoquimica

La cuantificacion de Ki-67, ESR1 y RA se realiz6 de la misma manera en que se describié en

capitulo 3 para DPN60 (seccion 2.2).
3.2 | Anadlisis estadistico

Los parametros determinados en las WMs, area total, perimetro y crecimiento longitudinal, fueron

evaluados utilizando un modelo lineal con el tratamiento y el peso como variables independientes
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(parametro evaluado ~ tratamiento + peso), para analizar si el peso corporal tenia un efecto
significativo sobre estas variables (Altamirano et al., 2018). Luego de descartar un efecto del peso
corporal, estos pardmetros fueron evaluados con una prueba ANOVA, seguida de un post-test de
Tukey para realizar una comparacion entre todos los grupos experimentales. También se utilizd
ANOVA seguido del post-test de Tukey para analizar la expresion de proteinas (Ki-67, ESR1,
RA). Por otro lado, se utilizd la prueba estadistica Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn
para evaluar el n° de TEBs y el score de desarrollo mamario. Finalmente, para los ensayos de

PCR en tiempo real y los andlisis de metilacion se utilizé el test de Mann-Whitney U.

4 | Resultados

4.1| Evaluacion del desarrollo de la glaindula mamaria en DPN60 en machos expuestos a HBG

y GLI

Como fue detallado en el capitulo 3, en DPN60 el tratamiento con la menor dosis de HBG redujo
el area total y el perimetro de la glandula mamaria e indujo la persistencia de un mayor n° de
TEBs. Para evaluar si los cambios hallados en los animales expuestos al herbicida se debian al
principio activo, glifosato, o a los coformulantes o combinacion de ambos, se analizaron las
glandulas mamarias de animales expuestos a glifosato puro. En el caso de los animales expuestos
a GLI, el area y el perimetro de la glandula no presentaron diferencias con respecto a los animales
tratados con el herbicida, aunque tampoco fueron estadisticamente diferentes del grupo control.
Por otro lado, el n°® de TEBs en los machos expuestos a GLI se mantuvo en valores similares al

grupo control, siendo menor al grupo HBG (Tabla 14, Figura 31A-C).

Al igual que la glandula mamaria de los animales pertenecientes al grupo HBG, los machos
expuestos a GLI presentaron un desarrollo lobuloalveolar caracteristico de ratas macho, con una

histologia similar al grupo control (Figura 31D-F).

Tabla 14. Analisis de WMs de ratas macho en DPN60 expuestas a HBG y GLI.

Control HBG GLI
Area total (mm?)* 493.2+25.32 388.2+13.9% 418.7 +21.3%
Perimetro (mm)* 94.1+3.12 842+1.5% 87.3+2.2%
Crecimiento longitudinal (mm) 7.1+04 6.4+0.6 7.0+04
TEBs (N°)# 0.5+0.22 23+0.7° 0.5+£0.22
Desarrollo mamario (score) 2.6+0.1 2.7+0.1 24+0.1

Los valores se expresaron como la media + SEM de 8-10 ratas macho/grupo. Las medias con diferentes
letras difieren significativamente (p<0.05).

*ANOVA test, seguido del post-test de Tukey

#Kruskal Wallis, seguido del post-fest de Dunn

TEBs: estructuras terminales (ferminal end buds).
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Control

Figura 31. Glindulas mamarias de machos post-puberales expuestos a HBG y GLI. Imégenes
representativas de WM (A-C) y secciones tefiidas con P&H (D-F). Los animales expuestos a GLI no
presentaron diferencias en el area y el perimetro evaluados en las WM ni en la histologia de la glandula
mamaria, con respecto a los animales expuestos al herbicida. Las barras representan la magnificacion
correspondiente a las imagenes en cada fila.

4.2 | Proliferacion y expresion de receptores de hormonas esteroides en machos expuestos a
HBG y GLI en DPN60

Al igual que los machos expuestos a HBG, la proliferacion de las estructuras epiteliales no fue
alterada por la exposicion a GLI (Figura 32A). Ademads, la expresion proteica y de ARNm de
ESR1 fue menor en el grupo de GLI con respecto al control, sin observarse diferencias con el
grupo de HBG. En relacidn a la expresion de proteica de RA, los animales tratados con GLI no
presentaron diferencias con respecto a HBG ni al grupo control, aunque la expresion fue mayor
en los animales expuestos a HBG con respecto al control. Por otro lado, la expresion de ARNm
de RA en los machos expuestos a GLI fue similar a aquellos expuestos al herbicida y menor con

respecto al control (Figura 32A, B).
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Figura 32. Proliferacion y expresion de receptores de hormonas esteroides en DPN60. (A) Proliferacion
y expresion proteica de ESR1 y RA en los diferentes grupos experimentales. Las barras representan los
valores medios = SEM de 6-8 animales por grupo experimental y aquellas con diferentes letras difieren
significativamente (p<0.05, ANOVA fest, seguido del post-test de Tukey). (B) Expresion relativa de
ARNm de ESR1 y RA; las muestras fueron normalizadas con la expresion de L.19. Las barras representan
los valores medios + SEM de 6-8 machos por grupo experimental y aquellas con diferentes letras difieren
significativamente (p<0.05, Mann Whitney U fest).

4.3 | Abundancia relativa de las variantes transcripcionales de ESR1 y estado de metilacion del

promotor ESR1-0OS en animales tratados con HBG y GLI en DPN60

Debido a que no se observaron diferencias en la expresion de ARNm de ESR1 entre los animales
expuestos a GLI y los expuestos a la formulacion comercial, se analizo si el uso de los distintos
promotores transcripcionales del gen ESR1 también era similar entre ambos grupos. Al igual que
en los animales expuestos a HBG, en los machos pertenecientes al grupo de GLI se expresaron
los transcriptos que contenian los exones OS, O, OT y E1, mientras que no se detectd expresion
de la variante que contenia la region ON. La exposicion a GLI solo alter6 la abundancia relativa
de la variante ESR1-0S, generando una disminucion en su expresion con respecto al control, y
no se observaron diferencias con HBG en ninguno de los transcriptos evaluados (Figura 33A).
Ademas, se evalud el estado de metilacion del promotor ESR1-OS para analizar si la disminucion
en su expresion podria estar asociada a modificaciones en la metilacién del mismo, como se
observo en el caso de HBG. Se halld un aumento en la metilacion del promotor ESR1-OS en los
animales expuestos a GLI con respecto al control; sin embargo, ésta fue menor comparada con el

grupo HBG (Figura 33B).
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Figura 33. Variantes transcripcionales de ESRI. (A) Expresion relativa de ARNm de las variantes
transcripcionales de ESR1; las muestras fueron normalizadas con la expresion de L19. Las barras
representan los valores medios £ SEM de 6-8 machos por grupo experimental y aquellas con diferentes
letras difieren significativamente (p<0.05, Mann Whitney U fesf). (B) Estado de metilacion relativo del
promotor ESR1-OS. Las barras representan los valores medios £ SEM de un pool/ de 4 muestras
cuantificadas por triplicado y aquellas con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05, Mann
Whitney U test).

4.4 | Expresion de genes implicados en el desarrollo mamario en animales expuestos a HBG y

GLI en DPN60

Ademas de la expresion de receptores de hormonas esteroides, se evalu¢ si existian diferencias
en la expresion de ARNm de genes implicados en el desarrollo mamario entre los animales
expuestos al principio activo y aquellos expuestos al herbicida. No existieron diferencias en la
expresion de ARNm de Cendl1 en los machos expuestos a GLI en comparacion con los animales
expuestos al herbicida o con el grupo control, aunque la expresion fue menor en el grupo HBG
con respecto al control. Por otro lado, los machos tratados con GLI presentaron expresiones de
EGFR y del receptor de prolactina (PRLR) similares al grupo HBG y una reduccion de las mismas

comparadas con el grupo control (Figura 34).
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Figura 34. Expresion relativa de ARNm de genes implicados en el desarrollo mamario. Las muestras
fueron normalizadas con la expresion de L.19. Las barras representan los valores medios = SEM de 6-8
machos por grupo experimental y aquellas con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05, Mann
Whitney U test).
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5 | Discusion

En el capitulo 3 describimos los efectos de la exposicion a un HBG sobre la glandula mamaria;
sin embargo, como se menciond anteriormente, estos efectos podian deberse a la accion del
principio activo (glifosato), los coformulantes o una combinacién de ellos. Numerosos estudios
han reportado que los efectos generados por las formulaciones comerciales de HBG son mas
potentes que aquellos producidos por glifosato puro (Defarge et al., 2016; Johansson et al., 2018;
Manservisi et al., 2019; Mesnage & Antoniou, 2018; Mesnage, Defarge, et al., 2015; Nerozzi et
al., 2020; Toth et al., 2020). Por lo tanto, para dilucidar si el glifosato es capaz de generar
alteraciones similares a las producidas por la exposicion a HBG, en el presente capitulo se
evaluaron los efectos de la exposicion perinatal a glifosato puro sobre el desarrollo de la glandula

mamaria de animales post-puberales.

En la mayoria de los parametros evaluados, los efectos ocasionados por GLI fueron similares a
los producidos por el herbicida, aunque en algunos casos fueron mas leves. En cuanto al
crecimiento de la glandula, el area y el perimetro de la misma no difirieron del grupo control, pero
tampoco de los animales expuestos a HBG. Al igual que sucedi6 con la exposicion a HBG, GLI
no modificé la proliferacion epitelial, redujo la expresion proteica y de ARNm de ESRI1 y
disminuy? la expresion de ARNm de RA. Sin embargo, la expresion proteica de RA en el grupo
GLI no fue diferente al grupo control ni a los animales expuestos a HBG, presentando un valor
intermedio a ambos grupos experimentales. Este menor aumento en la expresion de RA podria
explicar, en parte, los efectos mas leves observados en el area y perimetro de la glandula mamaria
de los animales expuestos a GLI, comparado con los machos expuestos al herbicida. En este
sentido, se ha observado que el tratamiento con andrdgenos reduce el crecimiento ductal en la
glandula mamaria de ratonas post-puberales (Peters et al., 2011). Por otro lado, en la glandula
mamaria de ratas macho se ha reportado que el metoxicloro, cuyo principal metabolito es agonista
de ESR1 y antagonista de RA, genera un mayor crecimiento longitudinal de la glandula (Wang et
al., 2006), mientras que endosulfan induce una disminucion de la expresion de RA asociada a una

mayor proliferacion, sugiriendo un efecto inhibitorio de los androgenos (Altamirano et al., 2018).

Del mismo modo que HBG, GLI redujo la expresion de la variante transcripcional ESR1-OS, sin
modificar la expresion del resto de las variantes (ESR1-0, -OT, -E1). Ademas, aumento el estado
de metilacion del ADN en la region ESR1-OS comparado con el grupo control, aunque este
aumento fue menor al generado por HBG. Si bien existieron diferencias en el grado de metilacion
inducido por GLIy HBG, ambos generaron el mismo efecto en la expresion del transcripto ESR1-
OS. En este sentido, el grado de metilacion inducido por GLI podria ser suficiente para reducir la
expresion de la variante u otros mecanismos de regulacion podrian estar implicados; por ejemplo,
se hareportado que las modificaciones post-traduccionales de las histonas también pueden afectar

a la expresion de las variantes de ESR1 (Lorenz et al., 2019).
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En este capitulo se evalu6 también la expresion de diferentes genes implicados en la regulacion
del desarrollo mamario. En el caso de Cendl, ésta se halld disminuida en HBG, mientras que GLI
no presentd diferencias entre los animales tratados con el herbicida y los controles. Se sabe que
Ccend1 es inducida por E2 (Prall et al., 1997) y es necesaria en la sefializacion de ESR1. Ademaés,
ratonas deficientes en Ccndl presentaron un menor crecimiento en respuesta al tratamiento con
E2 (Casimiro et al., 2013). En este sentido, los resultados hallados en Ccndl también podrian
explicar las diferencias observadas en el crecimiento de la glandula mamaria entre glifosato puro
y HBG. Por otro lado, tanto HBG como GLI ocasionaron una reduccion en la expresion de EGFR
y PRLR. La disminucion en la expresion de EGFR podria estar asociada con la disminucion del
area hallada en la glandula mamaria de estos grupos experimentales, ya que se ha demostrado que
la expresion del mismo en el estroma es esencial para la morfogénesis ductal de la glandula
mamaria (Sternlicht, 2006; Sternlicht & Sunnarborg, 2008; Wiesen et al., 1999). En cuanto a los
efectos generados en la expresion de PRLR, si bien en ratones hembra se ha observado que PRL
no afecta al desarrollo ductal (Brisken et al., 1999), en machos se ha reportado que esta hormona

es capaz de inducir una elongacién de los conductos mamarios (Arendt & Schuler, 2008).

Finalmente, nuevos estudios en estadios pre-puberales o durante la pubertad serian necesarios
para evaluar si existen diferencias entre los efectos generados por glifosato puro y HBG, que no
son detectadas luego de la pubertad. Como sefialo Mesnage, Defarge, et al. (2015), los adyuvantes
presentes en las formulaciones comerciales pueden tener su propia toxicidad, aunque también
pueden aumentar la toxicidad de glifosato. En relacion a esto, ciertos estudios han reportado que
las formulaciones comerciales de HBG generan efectos mas pronunciados que el glifosato puro
(Defarge et al., 2016; Manservisi et al., 2019; Mesnage & Antoniou, 2018; Mesnage, Defarge, et
al., 2015; Nerozzi et al., 2020), mientras que otros han hallado mayores efectos con una
exposicion a glifosato (Pham et al., 2019) o no han encontrado diferencias entre la accién del
herbicida y el compuesto activo en los parametros evaluados (Lorenz et al., 2020). En base a los
resultados hallados en este capitulo, los efectos observados podrian deberse principalmente al
compuesto activo, aunque serian potenciados por los adyuvantes presentes en la formulacion
comercial. Sin embargo, como se mencion6 en el capitulo 2, los valores séricos de glifosato en
las madres FO tratadas con GLI fueron menores a los encontrados en el tratamiento con HBG, por
lo que no puede descartarse que los efectos observados en los animales expuestos solo al principio

activo sean menos pronunciados debido a una menor concentracion sérica de glifosato.
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EFECTOS DE LA EXPOSICION PERINATAL A
GLIFOSATO, PROPICONAZOLE Y LA MEZCLA DE
AMBOS FITOSANITARIOS SOBRE EL DESARROLLO DE
LA GLANDULA MAMARIA

“El cientifico no es aquella persona que
da las respuestas correctas, sino aquél
quien hace las preguntas correctas”

Claude Lévi-Strauss
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1 | Introduccion

1.1 | Exposicién a mezclas de compuestos

En los capitulos anteriores se abordaron los efectos generados por la exposicion a glifosato o a
una formulacion comercial (HBG) sobre la glandula mamaria. Sin embargo, en una situacion real,
la poblacion general se encuentra expuesta a un amplio rango y nimero de quimicos a través del
medioambiente, lo que ha generado interrogantes acerca de los potenciales efectos adversos que
pueden producirse cuando distintos quimicos se encuentran de manera conjunta. Aunque durante
décadas la toxicologia y la evaluacidn de riesgos se han enfocado en los efectos de compuestos
individuales sobre la salud humana, recientemente, se ha advertido acerca de la necesidad de
evaluar la accidn que presentan las mezclas de compuestos sobre la salud, mas alla de los efectos
que pueden generar individualmente (Carlin et al., 2013; WHO, 2017). En relacién con esto,
distintos efectos pueden observarse cuando se produce la exposicion a una mezcla de compuestos

y se detallan a continuacion.
1.1.1| Efectos de compuestos quimicos en una mezcla

Tres tipos de acciones han sido identificadas para las mezclas de compuestos (revisado en

Hernandez et al., 2017; WHO, 2017):

o Adicion de la dosis o concentracion: Este tipo de comportamiento puede producirse cuando
los componentes individuales de la mezcla comparten un mecanismo de accion similar. En
este caso los efectos generados por la mezcla pueden estimarse por la suma de las dosis o
concentraciones, teniendo en cuenta la potencia relativa de las sustancias individuales. Debido
a este efecto aditivo, la exposicion a estas mezclas puede presentar un riesgo a la salud, aunque

los constituyentes individuales se encuentren en niveles menores a la dosis NOAEL.

e Accion independiente: Este tipo de accidn se observa con compuestos que presentan
mecanismos de accion diferentes y, por lo tanto, los efectos de la mezcla pueden estimarse a
partir de las respuestas generadas por los compuestos individuales. En este caso no se
considera que la exposicion a la mezcla conlleve un riesgo a la salud, mientras las
concentraciones de los compuestos individuales se encuentren por debajo de las dosis

NOAEL.

o Interaccion (sinergismo o antagonismo): Esta situacion se produce cuando la mezcla de
compuestos afecta a la toxicidad de los compuestos individuales, por lo que los efectos de la
mezcla pueden desviarse de las predicciones de adicion. En este caso los efectos generados
por la combinacion de compuestos pueden clasificarse como antagonicos (menor al efecto
aditivo) o sinérgicos (mayores al efecto aditivo). Las interacciones pueden ocurrir a nivel

toxicocinético o toxicodinamico. Las interacciones toxicocinéticas ocurren cuando un quimico
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modifica la absorcion, distribucion, metabolismo o eliminacion de otro compuesto presente en
la mezcla. Por otro lado, las interacciones toxicodinamicas se deben a interacciones en las
respuestas bioldgicas de los compuestos, como por ejemplo, la unidén al mismo sitio de un

receptor o la accion sobre distintos blancos dentro de una misma via metabolica.
1.2 | Exposicion a propiconazole

Como se describi6 en la introduccion, el propiconazole es un fungicida del grupo de los triazoles,
ampliamente utilizado para tratar enfermedades causadas por hongos en diversos cultivos (EFSA
etal., 2017; EPA, 2015c¢). Recientemente, el uso de este pesticida ha sido prohibido por la EFSA
(EFSA et al., 2021), mientras que en Argentina continia aprobado para su uso sobre diversos
cultivos alimentarios (SENASA, 2020, 2021). Aunque los estudios acerca de la ocurrencia de
propiconazole en el medioambiente son escasos, en Argentina ¢ste ha sido detectado en cursos de
agua (Williman et al., 2017). Por otro lado, previamente se describieron los efectos de la
exposicion a propiconazole observados en estudios in vivo e in vitro (Costa et al., 2015; Goetz et
al., 2007; Kjaerstad, Taxvig, Andersen, et al., 2010; Kjeldsen et al., 2013; Taxvig et al., 2013;
Vieira et al., 2017) y, aunque se ha analizado su efecto sobre lineas celulares de cancer de mama
(Kjaerstad, Taxvig, Nellemann, et al., 2010), el efecto de una exposicidon in vivo a este compuesto

sobre la gldndula mamaria no ha sido evaluado.

Como se menciond en la introduccion, el propiconazole es utilizado principalmente en cereales y
citricos (EPA, 2006). Sin embargo, también puede ser utilizado en los cultivos de soja para
controlar la roya de la soja (Juliatti et al., 2017), y por lo tanto utilizarse conjuntamente con
glifosato. Ademas, estos agroquimicos pueden encontrarse tanto en cursos de agua (Battaglin et
al.,2011; Mas et al., 2020; Ronco et al., 2016; Williman et al., 2017) como en diversos alimentos
(EFSA et al., 2020; EPA, 2019; Martins-Gomes et al., 2022; Myers et al., 2016; Xu et al., 2019)
y, por lo tanto, generar una exposicion ambiental a ambos. Debido a lo expuesto anteriormente,
en este capitulo decidimos evaluar los efectos de la exposicion perinatal a glifosato, propiconazole

y la mezcla de los mismos, sobre la gldndula mamaria de los machos F1.

2 | Objetivos especificos

Analizar si la exposicion perinatal a glifosato 6 propiconazole resulta en alteraciones
histologicas de la glindula mamaria de ratas macho. Se evaluo el desarrollo mamario, la
presencia y/o persistencia de estructuras inmaduras para la edad y lesiones mamarias (hiperplasias
lobuloalveolares y ductales). El desarrollo lobuloalveolar en las secciones histoldgicas se evaluo

aplicando un score.

Evaluar si la exposicion in utero y durante la lactancia a glifosato 6 propiconazole modifica el

microambiente endocrino de la glindula mamaria en las etapas pre- y post-puberal. Se analizo
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la expresion mamaria de los receptores de hormonas esteroides, sus vias de sefializacion (i.e.:

Cendl, p-Erk1/2) y la enzima aromatasa.

Investigar si la exposicion a la mezcla de fitosanitarios potencia los efectos producidos por los
compuestos individuales analizando el desarrollo morfoldgico de la glindula mamaria y su

microambiente hormonal. Se evaluaron los parametros enumerados en los objetivos anteriores.

3 | Materiales y métodos

En este capitulo se evaluaron los efectos de la exposicion perinatal a GLI, PRO y PROGLI sobre
la glandula mamaria de los machos F1 en DPN21 y DPN60. Las determinaciones realizadas en
cada dia de estudio se detallan en la Figura 35. Las metodologias que se utilizaron para realizar
las determinaciones mencionadas en la Figura 35 fueron descriptas en la seccion de materiales y
métodos (WMs: seccidn 6, Analisis histoldgico: seccion 7, inmunohistoquimica: seccién 8, PCR

en tiempo real: seccion 9).

Grupos experimentales

PROGLI

o)

Machos F1 DPN60

-

Machos F1 DPN21
Bl Whole-mounts (WMs)

.,
"

* Area total
* Perimetro [ Whole-mounts (WMs) >
* Crecimiento longitudinal « Area total
* W TEOe : * Perimetro
* Desarrollo mamario (score) * Distancia entre la GM N°4 y 5
[ Secciones histoldgicas ¥ * N™TEBe

* Area epitelial relativa
Picrosirius & Hematoxilina:

* Anélisis histolégico

* Desarrollo lobuloalveolar (score)
* Hiperplasias lobuloalveolares |
* Conductos hiperplasicos

Secciones histolégicas

Picrosirius & Hematoxilina:

Inmunchistoguimica * Analisis histoldgico

* ESR1 * RA ) o
* Ki67 (proliferacion) * Aromatasa TR
. p27 “ KiB7 (proliferacion)
* ESR1
| ARNm > PCRentiemporeal | * p-Erk1/2
* Cecndi
* WhntSa

¢ Aromatasa

Figura 35. Determinaciones realizadas en la glandula mamaria de los machos F1 expuestos a GLI, PRO
y PROGLI en DPN60 y DPN21. Control: animales expuestos a la dieta control, a aceite de sésamo por via
intragéstrica y a ambos (dieta control y aceite de sésamo). ESR1: Receptor de estrégenos alfa, RA: Receptor
de andrégenos, GM: glandula mamaria, p-Erk1/2: quinasa regulada por sefales extracelulares 1/2
fosforilada, Cendl1: Ciclina D1.
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3.1 | Evaluacion de la histologia de la glindula mamaria

En las muestras tefiidas con P&H se evalu6 el desarrollo ductal y lobuloalveolar y la presencia de
lesiones mamarias (Durando et al., 2007; Mandrup et al., 2015). Ademas, se realizaron las

siguientes determinaciones en DPN60:

e Score de desarrollo lobuloalveolar: Las muestras de glandula mamaria fueron clasificadas

con un score subjetivo en una escala del 1 al 4. El valor de 4 correspondié al mayor
desarrollo lobuloalveolar. Para llevar a cabo la clasificacion se consider6 tanto el tamafio
de las estructuras lobuloalveolares como la proporcion de la glandula que ocupaban las
mismas. Una vez determinado el score, los machos se dividieron en aquellos que

presentaban un score de 1-2 y aquellos con un score 3-4.

e Presencia de hiperplasias lobuloalveolares: Se consideraron como hiperplasias

lobuloalveolares a estructuras lobulares tamafio aumentado, que podian contener mayor
numero de alvéolos, mayor numero de capas celulares o alvéolos dilatados (Eighmy et

al., 2018; Rudmann et al., 2012).

e Presencia de conductos hiperplésicos: Se consideraron como conductos hiperplasicos a

aquellos que presentaban tres o mas capas de células epiteliales (Mandrup et al., 2015).
Se determind el numero de conductos hiperplasicos presentes en la glandula, en dos
profundidades diferentes, y los machos se dividieron en aquellos que presentaban 2 o

menos conductos hiperplasicos y aquellos que presentaban mas de 2.
3.2 | Cuantificacion de proteinas evaluadas por inmunohistoquimica

En DPNG60 se analizo la expresion de ESR1, Ki67, RA y p27 en las células epiteliales. En DPN21,
se determino la expresion de ESR1 y Ki67; esta ultima determinacion se realizd de manera
diferenciada en conductos y alveolos, por un lado, y TEBs por otro lado. Ademas, en este dia se
determind el porcentaje de células con marcacion nuclear para p-Erk1/2 en los conductos. En
todos los casos se cuantifico el porcentaje de células positivas, contando como minimo 2000
células por muestra experimental. Para la determinacidon de Ki67 en ambos dias estudiados se

utilizé el anticuerpo primario anti-Ki67 generado en el ISAL.

Por otro lado, la expresion de aromatasa en DPN60 y la marcacion de p-Erk1/2 en el estroma que
rodea los TEBs en DPN21 se evalud a partir de la determinacion de densidad Optica integrada
(DOJ). Esta determinacion se realizé mediante analisis digital de imagenes, utilizando el sofiware
Image J, y se describid previamente en el capitulo 3, seccidn 3.2. La cuantificacion de aromatasa
se realizo en las estructuras epiteliales, eliminando el lumen de las mismas (Figura 36A). Por otro

lado, en el caso de la marcacion de p-Erk1/2 en el estroma que rodea los TEBs, se defini6 un area
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que se extendia 10 um alrededor de los TEBS, utilizando la opcién “make band” provista por el

software (Figura 36B).

Figura 36. Areas seleccionadas para la determinacion de DOIL (A) Area seleccionada para la
cuantificacion de aromatasa; en amarillo la estructura epitelial, en verde los limenes que se eliminan de la
seleccion. (B) Area seleccionada para la cuantificacion de p-Erk1/2 en el estroma alrededor de los TEBs
(amarillo).

3.3 | Andlisis estadistico

Los pardmetros determinados en las WMs, area total, perimetro, distancia entre la glandula
mamaria N° 4 y 5 y crecimiento longitudinal, fueron evaluados utilizando un modelo lineal con
el tratamiento y el peso como variables independientes (parametro evaluado ~ tratamiento +
peso), para analizar si el peso corporal tenia un efecto significativo sobre estos parametros
(Altamirano et al., 2018). Luego de descartar un efecto del peso corporal, estos parametros fueron
evaluados con una prueba ANOV A, seguida de un post-test de Tukey para realizar la comparacion
entre los distintos grupos experimentales. También se utilizo ANOVA seguido del post-test de
Tukey para analizar el area epitelial relativa evaluada en WMs y la expresion de proteinas (ESR1,
Ki67, RA, aromatasa y p-Erk1/2 en los conductos). Por otro lado, se utiliz6 la prueba estadistica
Kruskal-Wallis seguida del post-test de Dunn para evaluar el n® de TEBs, el score de desarrollo
mamario en WM y la marcacion de p-Erk1/2 alrededor de los TEBs. Para el anélisis del score de
desarrollo lobuloalveolar y la presencia de conductos hiperplasicos se utilizo el fest de Fisher,

mientras que para los ensayos de PCR en tiempo real se utilizo el test de Mann-Whitney U.

4 | Resultados

4.1 | Evaluacion del desarrollo y crecimiento de la glindula mamaria de machos pre- y post-

puberales pertenecientes a los grupos experimentales GLI, PRO y PROGLI

En los animales pre- y post-puberales se realizo el analisis de las WMs, de manera de evaluar el
desarrollo y crecimiento de la glandula mamaria. Dado que los animales expuestos a la dieta
control, al aceite de sésamo por via intragdstrica o a ambos no presentaron diferencias en los
pardmetros asociados al modelo experimental (detallados en el capitulo 2), ni en las variables
evaluadas en las WMs, éstos fueron unificados en un tnico grupo control. En DPN21, los machos

expuestos a PROGLI presentaron una reduccion en el area de la glandula mamaria y un aumento
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de la distancia entre la glandula N° 4 y 5, con respecto al grupo control y GLI, mientras que en
los animales expuestos a PRO estos parametros no fueron diferentes a ninguno de los grupos
experimentales. Ademas, en los machos expuestos a GLI se observo un aumento en el n° de TEBs

en comparacion con los animales expuestos a PRO (Tabla 15).

Por otro lado, en DPN60, la exposicion a GLI disminuyd el area de la glandula mamaria en
comparacion con el grupo control. A diferencia de lo observado en DPN21, en los animales post-
puberales el tratamiento con PROGLI no modificd el drea de la gldndula mamaria. Los demas

parametros evaluados en las WMs fueron similares entre los distintos grupos experimentales

(Tabla 15, Figura 37).

Tabla 15. Analisis de WMs de ratas macho expuestas a GLI, PRO y PROGLI.

Control GLI PRO PROGLI
DPN21
Area total (mm?)* 27.31+1.69* 27.32+£2.85"  2342+206* 18.16+1.07°
Perimetro (mm) 27.24+1.04 25.50+ 1.81 24.78 +1.43 23.84+1.10
Distancia entre la glandula 1.84£031°  139£043*  239+033°  342:027°
mamaria N° 4y 5 (mm)*
TEBs (N°)# 1.80 + 0.74% 7.36 £ 1.902 1.30+0.40° 3.09 +0.82%
Area epitelial relativa (%) 31.04 +1.03 32.69+1.16 33.47+1.95 32.90 +1.07
DPN60
Area total (mm?)* 492.0+15.8°  418.7+21.3°>  4359+17.0® 472.5+18.9®
Perimetro (mm) 94.1+19 873+22 94.8+3.1 87.4+2.6
Crecimiento longitudinal (mm) 7.0+0.3 7.0+£04 7.0+ 0.5 74+0.5
TEBs (N°) 0.8+0.1 0.5+0.2 09+04 1.0+0.3
Desarrollo mamario (score) 2.5+0.1 2.4+0.1 2.4+0.1 21+£0.2

Los valores se expresaron como la media+ SEM. En el grupo control se analizaron 23 WMs de machos/dia,
mientras que en los demds grupos experimentales se evaluaron 8-11 animales/grupo/dia. Las medias con
diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).

* ANOVA fest, seguido del post-test de Tukey

#Kruskal Wallis, seguido del post-test de Dunn

TEBs: estructuras terminales (ferminal end buds).
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Control

DPN21

DPN60

Figura 37. WMs de glindulas mamarias de machos pre- y post-puberales expuestos a GLI, PRO y
PROGLI. Imagenes representativas de WM de animales en DPN21 y DPN60. En DPN21 los animales
expuestos a PROGLI presentaron un érea reducida con respecto a los animales controles. En DPN60, la
glandula mamaria de los machos expuestos a GLI presenté una menor area en comparacion con el grupo
control. NL: ndédulo linfatico. Las barras representan la magnificacion correspondiente a las imagenes en
cada fila.

4.2 | Andlisis del desarrollo mamario de machos post-puberales expuestos a GLI, PRO y

PROGLI
4.2.1| Andlisis histolégico de la glaindula mamaria en DPN60

En DPN60, la glandula mamaria de los animales present6 un desarrollo de tipo lobuloalveolar,
caracteristico de ratas macho, independientemente del grupo experimental. Sin embargo, los
animales expuestos a PRO presentaron un mayor desarrollo lobuloalveolar, con estructuras de
gran tamafio que ocupaban una mayor proporcion de la glandula mamaria (Figura 38A). Este
desarrollo se evalu6 utilizando un score (con una escala subjetiva de 1 a 4) y se encontrd que un
mayor porcentaje de los machos expuestos a PRO presentaron un score de 3-4, en comparacion
con el grupo control. En el caso de los animales expuestos a la mezcla de agroquimicos, éstos no

presentaron diferencias con el grupo control ni con la exposicion a PRO (Figura 38B).
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Figura 38. Histologia de la glindula mamaria de machos post-puberales expuestos a GLI, PRO y
PROGLI. (A) Imagenes representativas de la glandula mamaria de los animales control y expuestos a GLI,
PRO y PROGLI teitidas con P&H en DPN60. Las barras representan la magnificacion correspondiente a
las imagenes en cada fila. Los machos expuestos a PRO presentaron un mayor desarrollo lobuloalveolar,
mientras que no se observaron diferencias entre los demas grupos experimentales. (B) Score de desarrollo
lobuloalveolar. Se utiliz6 una escala subjetiva del 1 al 4, en donde 4 representd el mayor nivel de desarrollo
lobuloalveolar. Las barras representan el porcentaje de machos que presentaron un score 1-2 'y aquellos con
un score 3-4. Las distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05, fest de Fisher).

A partir del analisis de la histologia mamaria también se evidencid la presencia de hiperplasias
lobuloalveolares en los animales expuestos a PRO (3 de 11 animales) y PROGLI (1 de 11
animales) (Figura 39A). Este tipo de estructura no fue observada en los animales controles (0 de
23 animales) ni expuestos a GLI (0 de 8 animales). Por otro lado, no se hallaron diferencias en la

presencia de conductos hiperplasicos entre los distintos grupos experimentales (Figura 39B).
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Figura 39. Hiperplasias lobuloalveolares y ductales. (A) Iméagenes representativas de P&H de desarrollo
lobuloalveolar normal y de hiperplasia lobuloalveolar en dos magnificaciones (las imagenes en cada fila
presentan el mismo aumento). (B) Cuantificacion de conductos hiperplasicos. Las barras representan el
porcentaje de machos que presentaron dos o menos conductos hiperplasicos y aquellos que presentaron mas
de dos (est de Fisher).

4.2.2| Expresion de genes implicados en la regulacion del desarrollo mamario y el ciclo celular

en animales post-puberales

Se determind la expresion proteica de ESR1, la proliferacion celular (Ki67) y la expresion de
genes implicados en la regulacion del ciclo celular, para evaluar si modificaciones en los mismos
podian explicar las diferencias en el desarrollo mamario observado en los machos post-puberales.
La expresion de ESR1 se encontr6 disminuida en los animales expuestos a GLI, mientras que en
los machos PROGLI ésta no fue diferente al control ni a GLI (Figura 40A, B). Sin embargo, no
se observaron diferencias en la proliferacion celular de las células epiteliales entre los distintos
grupos experimentales (Figura 40C). Por otro lado, la expresion proteica de p27 y de ARNm de
Ccend1, ambos implicados en la regulacion del ciclo celular, fueron similares entre el control y los

animales expuestos a los fitosanitarios (Figura 40C, D).

125



Capitulo 5

A) Control GLI B)
J -y L4 y d -
. ’ . w ‘. . " 20
5 et N . Z ~> ve ’ 9
WL anl A W, % b LN . e \ a a
L s Yo - -. b - st -~
N v P %) o%e 20um g " g 3 " ab
- . A P i L Y ) - e : b
I TR 2 - & w ~ =
(7] : . v "‘I. * = 107
w P 7}
- N ¢ s = ¢ w
! 3 'A;,. 4 ¥ B X 5
« !
\ v ¢ . <4 o4
- /% me
PN hy N . A Control  GLI PROGLI
C) s D) .
3
£ 3
— —_ zS
x S 3
5 5 5871
© Y] T B
€ e 58
o 14
L
o

GLI

GLI PRO  PROGLI GLI PRO PROGLI PRO PROGLI

Control Control

Figura 40. Expresion de ESRI, proliferacion y genes implicados en el ciclo celular. (A) Imagenes
representativas de la inmunomarcacion de ESR1 e insets con mayor aumento de los animales pertenecientes
al grupo control y GLI, las flechas indican las células positivas. Las imagenes y los insets presentan la
misma magnificacion en ambos grupos experimentales. (B) Expresion proteica de ESRI, las barras
representan el porcentaje de células positivas para ESR1 y las distintas letras indican diferencias
significativas (p<0.05, ANOVA seguido del post-test de Tukey). (C) Proliferacion (Ki67) y expresion
proteica de p27, las barras representan el porcentaje de células positivas para Ki67 y p27. En todos los casos
(B y C) se representa el valor medio + SEM de 6-8 animales por grupo experimental. (D) Expresion relativa
de ARNm de Ccndl. Las barras representan los valores medios = SEM de 5-6 machos por grupo
experimental. Las muestras fueron normalizadas con la expresion de .19 y el grupo control (Mann-Whitney
U test).

También se evalud la expresion proteica de RA y los niveles de ARNm de Wnt5a, molécula
inhibidora del desarrollo mamario, en la gldndula mamaria de los machos post-puberales, sin

encontrarse diferencias entre los distintos grupos experimentales (Figura 41).
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Figura 41. Expresion de RA y Wnt5a. (A) Porcentaje de células positivas para RA, las barras representan
el valor medio + SEM de 6-8 animales por grupo experimental (ANOVA seguido del post-test de Tukey).
(B) Expresion relativa de ARNm de Wnt5a. Las barras representan los valores medios + SEM de 5-6
machos por grupo experimental. Las muestras fueron normalizadas con la expresion de L19 y el grupo
control (Mann-Whitney U test).

4.2.3 | Expresion de aromatasa en la glandula mamaria en DPN60

Debido a las alteraciones observadas en la expresion de ESR1, se evalu6 la expresion proteica 'y
de ARNm de aromatasa. Se observd una expresion citoplasmética de aromatasa en las células
epiteliales de las estructuras mamarias en todos los grupos experimentales. Sin embargo, los

animales expuestos a GLI presentaron una mayor expresion proteica de aromatasa, mientras que
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en el caso de la expresion de ARNm el aumento observado no fue estadisticamente significativo.
Por otro lado, no existieron diferencias en la expresion proteica ni de ARNm entre el control y

los animales expuestos a PRO y PROGLI (Figura 42).
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Figura 42. Expresion de aromatasa. (A) Iméagenes representativas de la inmunomarcacion de aromatasa
de los animales controles y expuestos a GLI. Las imagenes presentan la misma magnificacion. (B)
Cuantificacidn de la expresion de aromatasa. DOI: Densidad oOptica integrada. Las barras representan los
valores medios = SEM de 6-8 animales por grupo experimental y las distintas letras indican diferencias
significativas (ANOVA seguido del post-test de Tukey). (C) Expresion relativa de ARNm de aromatasa.
Las barras representan los valores medios + SEM de 5-6 machos por grupo experimental. Las muestras
fueron normalizadas con la expresion de .19 y el grupo control (Mann-Whitney U fesf).

4.3 | Anadlisis del desarrollo mamario en machos pre-puberales expuestos a GLI, PRO y
PROGLI

4.3.1| Andlisis histolégico de la glaindula mamaria en machos pre-puberales

Al igual que lo descripto anteriormente en el capitulo 3, en glandula mamaria de los machos pre-
puberales se evidencid la presencia de conductos, TEBs y pequefios alvéolos. A pesar de
observarse una reduccion en el area de la glandula en las WMs en los animales expuestos a
PROGLI en DPN21, no se hallaron diferencias en el desarrollo de las estructuras epiteliales ni en

el estroma de la glandula mamaria entre los distintos grupos experimentales (Figura 43).
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Figura 43.
PROGLI. Tmégenes representativas de glandula mamaria tefiidas con P&H, se observaron estructuras
similares en todos los grupos experimentales. Los conductos se encuentran indicados por flechas y los TEBs
se indican con un asterisco (*). Todas las imagenes presentan la misma magnificacion.

4.3.2 | Proliferacion y expresion de ESR1 en DPN21

Aunque no se hallaron modificaciones en la histologia de la glandula de los animales expuestos
a fitosanitarios en DPN21, se determino la proliferacion celular y la expresion de ESR1 en esta
edad, con el objetivo de evaluar si existen alteraciones que puedan explicar los cambios
observados en los animales post-puberales. En este sentido, en los machos expuestos a GLI se
redujo la proliferacion de las células epiteliales de conductos y alvéolos, mientras que en los
animales expuestos a PROGLI no fue diferente al grupo control ni a GLI. Por otro lado, no se
observaron diferencias en la proliferacion en los TEBs ni en la expresion de ESR1 entre los

distintos grupos experimentales (Figura 44).
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Figura 44. Proliferacion y expresion de ESRI. (A) Imagenes representativas de conductos
inmunomarcados para Ki67 en machos del grupo control y GLI, las flechas indican las células positivas.
Las imagenes presentan la misma magnificacién. (B) Expresion proteica de Ki67 y ESRI, las barras
representan el porcentaje de células positivas para Ki67 (en conductos y alvéolos y en TEBs) y para ESR1.
Las distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05, ANOVA seguido del post-test de Tukey). En
todos los casos se representa el valor medio = SEM de 6 animales por grupo experimental.
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4.3.3 | Fosforilacion de Erkl/2 en machos pre-puberales

Finalmente se evalud la presencia de p-Erkl/2, implicado en procesos de proliferacion y
diferenciacion celular, en la glandula mamaria de los animales pre-puberales. Se observd un
aumento de la marcacion nuclear de p-Erk1/2 en las células epiteliales de los conductos en los
animales expuestos a PRO en comparacion con los demds grupos experimentales, mientras que
no se hallaron diferencias en la marcacion citoplasmatica y nuclear de p-Erk1/2 en el estroma

alrededor de los TEBs entre los distintos grupos experimentales (Figura 45).
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Figura 45. Inmunomarcacion de p-Erk1/2. (A) Imagenes representativas de conductos inmunomarcados
para p-Erk1/2 en animales controles y expuestos a PRO, las flechas indican las células positivas. Las
imagenes presentan la misma magnificacion. (B) Porcentaje de células epiteliales con marcacion nuclear
positiva para p-Erk1/2, las barras representan el valor medio = SEM de 6 animales por grupo experimental
(ANOVA seguido del post-test de Tukey). (C) Cuantificacion de la marcacion citoplasmatica y nuclear de
p-Erk1/2 en el estroma alrededor de los TEBs. DOI: Densidad optica integrada. Las barras representan los
valores medios + SEM de 6 animales por grupo experimental (Kruskal-Wallis seguido por el post-test de
Dunn).

5 | Discusion

Como se menciond en la introduccidn, existe el riesgo de exposicidn ambiental a glifosato y
propiconazole (Battaglin et al., 2011; Mas et al., 2020; Ronco et al., 2016; Williman et al., 2017)
y se ha puesto de manifiesto la necesidad de evaluar los efectos que las mezclas de compuestos
puedan producir (Carlin et al., 2013; Ribeiro et al., 2017; WHO, 2017). En este sentido, la
combinacion de compuestos podria generar un efecto aditivo o sinérgico y, por lo tanto, conllevar
un mayor riego para la salud (Hernandez et al., 2017). En base a esto, en el presente capitulo se

evaluaron los efectos de la exposicion durante la prefiez y lactancia a glifosato, propiconazole y
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la mezcla de ambos agroquimicos sobre la glandula mamaria de ratas macho. La exposicion
perinatal a GLI generd una reduccion en el crecimiento de la glandula mamaria de machos post-
puberales, aunque sin producir alteraciones en la histologia de la misma. Tampoco se observaron
modificaciones en el crecimiento de la glandula mamaria en los machos pre-puberales expuestos
a GLIL Por otro lado, en DPN60, la exposicion a PRO provoco un mayor desarrollo lobuloalveolar
en la glandula mamaria e indujo la aparicién de hiperplasias lobuloalveolares, pero no modificd
el crecimiento de la misma evaluado a partir de las WMs. Los efectos generados por los
agroquimicos de manera individual fueron atenuados por la exposicion a la mezcla (PROGLI) y
solo se observo una disminucion del crecimiento de la gldndula mamaria en DPN21, que fue

revertido en los machos post-puberales.

En DPNG60, la exposicion a GLI produjo una reduccion del area de la glandula mamaria, que fue
acompaiiada por un aumento en la expresion de aromatasa y una disminucion en la expresion de
ESRI1, aunque sin modificaciones en la proliferacion de las células epiteliales. La enzima
aromatasa (citocromo P450 aromatasa) es la responsable de la conversion irreversible de
andrdgenos a estrogenos (To et al., 2015) y es expresada por numerosos tejidos (Simpson et al.,
2002). Existe controversia acerca de la localizacion de esta enzima en la gldndula mamaria,
algunos estudios han reportado que su expresion se produce en las células estromales de la
glandula (Simpson, 2000), mientras que también se ha observado en el citoplasma de células
epiteliales y tumorales mamarias (Armasu et al., 2020; Brodie et al., 1997). En relacion a esto, en
el presente trabajo observamos la expresion de aromatasa en el citoplasma de las células
epiteliales mamarias. Si bien hasta este momento no existen otros trabajos que hayan evaluado su
expresion en la glandula mamaria de ratas macho, si se ha observado que la sobreexpresion de
aromatasa en la glandula mamaria de ratones macho induce un mayor crecimiento epitelial y el
desarrollo de hiperplasias mamarias (Gill et al., 2001). Por otro lado, diversos trabajos in vitro
han demostrado que el glifosato o sus formulaciones comerciales son capaces de reducir la
actividad de aromatasa (Benachour et al., 2007; Defarge et al., 2018; Defarge et al., 2016; Richard
et al., 2005; C. Zhang et al., 2020) y, en algunos casos, inducir un aumento en su expresion
(Gasnier et al., 2009). En estudios in vivo, Pham et al. (2019) no hall6 cambios en la expresion de
aromatasa en testiculos de ratones expuestos a glifosato, mientras que Cassault-Meyer et al.
(2014) observo un aumento en la expresion proteica y de ARNm de la enzima en testiculos de
ratas adultas expuestas a un HBG. Sin embargo, la actividad de la enzima no fue evaluada en
estos estudios. Dado que en este trabajo no se determiné la actividad de aromatasa, no puede
concluirse si la exposicion a GLI genera un aumento o una disminucién en la actividad de la
misma. Sin embargo, las modificaciones halladas en los animales expuestos a GLI difieren de
aquellas observadas en animales que sobreexpresan aromatasa (Gill et al., 2001); en este caso se

produce una reduccion del crecimiento mamario y no se altera la morfologia de la glandula.
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Debido a esto, podria hipotetizarse que el efecto del aumento en la expresion de aromatasa,
observado en los animales expuestos a GLI, podria ser atenuado por una accidn inhibitoria de GLI
sobre la enzima. Nuevos estudios que evalten los efectos de GLI sobre la actividad de aromatasa
en la gldandula mamaria, como también los niveles de estrogenos presentes en la misma, serian

necesarios para poder confirmar esta hipdtesis.

Al igual que lo observado en animales expuestos a HBG, la expresion de ESR1 fue disminuida
por la exposicion a GLI. Es sabido que la accion de los estrogenos a través de su receptor ESR1
es necesaria para que se produzca la morfogénesis ductal y que, por lo tanto, la reduccidon de su
expresion podria afectar al crecimiento de la glandula (Feng et al., 2007; Sternlicht, 2006). Sin
embargo, no se hallaron modificaciones en la proliferacion de las células epiteliales ni en la
expresion del ARNm de Cendl en este dia de estudio. En este sentido, Cend1 es un gen inducido
por estrogenos (Castro-Rivera et al., 2001; Liu et al., 2002), implicado en la accion proliferativa
generada por los mismos y en la actividad transcripcional de ESR1 (Casimiro et al., 2013;
Tchakarska & Sola, 2020). Debido a que no se hallaron alteraciones en estos parametros, no
podria concluirse que los cambios observados en el crecimiento de la glandula se deban a
modificaciones relacionadas con la sefializacion de estrogenos, al menos en DPN60. En este dia,
también se evaluaron otros factores que podrian afectar al crecimiento mamario. Por un lado, se
evaluo la expresion proteica de RA que, como se describio en la introduccion y el capitulo 4, es
necesario para que la gldndula mamaria presente el desarrollo lobuloalveolar caracteristico de
ratas macho (Lucas et al., 2007) y que podria tener un efecto inhibitorio en el crecimiento de la
glandula (Altamirano et al., 2018; Peters et al., 2011). Por otro lado, también se determin6 la
expresion de ARNm de Wnt5a, miembro de la via no canoénica de Wnt. Se ha reportado que esta
molécula es capaz de inhibir la extension ductal y que la ausencia de la misma genera un
desarrollo mamario acelerado en explantes mamarios (Pavlovich et al., 2011; Roarty & Serra,
2007). Sin embargo, la expresion de ninguna de estas moléculas se vio modificada por la
exposicion a GLI. Ademads, para analizar si existia alguna alteracidn en la regulacion del ciclo
celular, se evalud la expresion de p27, un inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas (Cdk)
(Besson et al., 2008). En la glandula mamaria p27 presenta un rol dual, es requerido para un
correcto desarrollo de la glandula ya que estabiliza el complejo Cend1-Cdk4, permitiendo la
progresion del ciclo celular, mientras que también inhibe el complejo CendE-Cdk2, deteniendo
el ciclo celular (Musgrove et al., 2004). Aunque se ha reportado que la exposiciéon a un HBG
altera la expresion de p27 en el utero de ovejas y ratas (Alarcon et al., 2020; Ingaramo et al.,
2016), en el presente trabajo no se observaron diferencias en su expresion por la exposicion a
GLI. En base a lo descripto anteriormente, los resultados obtenidos en DPN60 no permitirian
explicar las modificaciones en el crecimiento de la glandula mamaria generadas por la exposicion

a GLI Debido a esto, se evaluo la glandula mamaria en los animales pre-puberales. En DPN21
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no se hallaron diferencias en el crecimiento de la glandula, la histologia, la expresion de ESR1 o
la marcacion de p-Erk1/2 entre los animales control y expuestos a GLI. Sin embargo, en los
animales expuestos se observo una reduccion en la proliferacion celular de conductos y alveolos.
Esto podria generar una reduccién en la ramificacion y expansion lateral de la glandula mamaria
y, por lo tanto, explicar en parte las modificaciones en el crecimiento de la glandula halladas en

DPN60.

Por otro lado, la exposicién a PRO generd un aumento en el desarrollo lobuloalveolar e indujo el
desarrollo de hiperplasias lobuloalveolares en DPN60. Algunos trabajos han reportado la
presencia de hiperplasias en la glandula mamaria de ratas macho adultas, en animales expuestos
a una mezcla de compuestos estrogénicos o a etinil-estradiol (Latendresse et al., 2009; Mandrup
et al., 2015); sin embargo, la accion de compuestos con actividad androgénica no ha sido
estudiada en machos. Si bien no se conocen las implicancias de la presencia de hiperplasias en la
glandula mamaria de ratas macho, esta alteracion en el desarrollo de la glandula podria indicar
una accidn endocrina por parte del compuesto evaluado. Por otro lado, ciertos estudios in vitro
han observado una accion anti-estrogénica y anti-androgénica de propiconazole (Ait-Aissa et al.,
2010; Kjaerstad, Taxvig, Andersen, et al., 2010; Kjaerstad, Taxvig, Nellemann, et al., 2010;
Kjeldsen et al., 2013); sin embargo, pocos estudios in vivo han confirmado este efecto (Taxvig et
al., 2008; Vieira et al., 2017). En este sentido, las alteraciones histoldgicas halladas en la glandula
mamaria de los animales expuestos a PRO no indicarian este tipo de accidn, ya que se esperaria
que una accidn anti-estrogénica o anti-androgénica genere una atrofia de las estructuras epiteliales
de la glandula (Lucas et al., 2007). En relacion a esto, en los animales expuestos a PRO tampoco
se hallaron modificaciones en la expresion de los receptores de hormonas esteroides (ESR1 y RA)
ni en la expresion de ARNm del gen de respuesta a estrégenos, Cendl. Diversos trabajos in vitro
han reportado un efecto inhibitorio de propiconazole sobre la actividad de la enzima aromatasa
(Laville et al., 2006; Sanderson et al., 2002; Trosken et al., 2006), mientras que Kjeldsen et al.
(2013) observo un comportamiento dual, en el que se producia una inhibicidn de la enzima con
las mayores concentraciones evaluadas y un aumento de la actividad con concentraciones
menores. Sin embargo, hasta la fecha, el efecto de propiconazole sobre la actividad de aromatasa
o sus niveles de expresion in vivo solo han sido evaluados en anfibios y peces. En el cerebro de
anfibios se encontrd un aumento de la actividad de aromatasa (Svanholm et al., 2021), mientras
que en el ovario de peces se observo un aumento en la expresion de ARNm de aromatasa, pero
asociado a una disminucion en los niveles de E2 (Skolness et al., 2013). En relacion a esto, en
este trabajo evaluamos el efecto de PRO sobre la expresion de aromatasa en la glandula mamaria,
sin hallar diferencias entre los animales expuestos a PRO y los controles. A pesar de las
alteraciones observadas en la histologia de la glandula mamaria, la exposicién a PRO no modificod

el crecimiento de la misma evaluado en las WMs ni alter la expresion de ninguno de los

132



Capitulo 5

receptores o genes evaluados. Una posible explicacion de estos resultados es que en DPN60 se
observen los efectos causados por PRO en la histologia de la glandula pero que las alteraciones a
nivel molecular se hayan producido a edades mas tempranas, al igual que lo observado
previamente en el capitulo 3 en animales expuestos a HBG. Debido a esto, se analizaron los
efectos de la exposicion a PRO sobre la glandula mamaria en DPN21. En este dia no se observaron
diferencias en el crecimiento y la histologia de la glandula, la proliferacién celular, la expresion
de ESR1, ni la marcacién de p-Erk1/2 alrededor de los TEBs entre los machos expuestos a PRO
y los controles, pero se encontrd un aumento en la marcacidon nuclear de p-Erk1/2 en los
conductos. Como se menciond previamente, la MAPK Erk1/2 esta implicada en eventos de
proliferacion, diferenciacion y migracion celular (Chambard et al., 2007; Gjorevski & Nelson,
2011; Huebner et al., 2016). Ademas, se ha observado que la fosforilacion de Erk1/2 en los
fibroblastos que rodean el epitelio mamario induce la remodelacion del estroma favoreciendo la
elongacion ductal o ramificacion (Koledova et al., 2016). En este sentido, la exposicion a PRO
no modificé la marcacion de p-Erk1/2 en el estroma que rodea los TEBs, lo que se encuentra de
acuerdo con la ausencia de modificaciones en el crecimiento de la glandula en ambos dias
evaluados. Por otro lado, se ha observado que la presencia de p-Erk1/2 en las células epiteliales
mamarias se encuentra asociada a procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia
(Whyte et al., 2009), regulando el proceso de formacion del lumen de estructuras mamarias y la
apoptosis de las células luminales (Ender et al., 2020; Whyte et al., 2009). En base a esto, un
aumento de p-Erk1/2 en las células epiteliales de los conductos podria indicar una alteracion en
el balance de proliferacion/apoptosis de estas células, que luego se traduzca en un mayor

desarrollo mamario, como se observd en DPN60.

Las exposiciones a GLI y PRO de manera individual afectaron a distintos pardmetros evaluados
en la glandula mamaria, GLI afecto al crecimiento de la misma, mientras que PRO modificé el
desarrollo de las estructuras epiteliales. Ademas, también fueron diferentes sus efectos sobre las
moléculas evaluadas, GLI afecto la expresion de ESRI1, aromatasa y la proliferacién celular,
mientras que PRO solo afectd la activacion de Erk1/2 en los conductos de los animales pre-
puberales. En base a estos resultados podria proponerse que estos compuestos presentan
mecanismos de accion independientes; sin embargo, la exposicion a la mezcla de agroquimicos
atenuo los efectos producidos por los compuestos de manera individual. En DPN60, la exposicion
a la mezcla de agroquimicos no modificd ninguno de los parametros evaluados en la glandula
mamaria. Como se menciond en la introduccidon de este capitulo, las mezclas de compuestos
pueden presentar distintos efectos (Hernandez et al., 2017). En este caso se observa un menor
efecto por la exposicion a la mezcla, por lo que la combinacion de ambos agroquimicos produciria
una accion antagdnica. Se ha descripto que pueden existir interacciones en la toxicodinamica o la

toxicocinética entre los distintos compuestos presentes en una mezcla (Hernandez et al., 2017;
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WHO, 2017). Dado que los parametros alterados por GLI y PRO en la gldndula mamaria fueron
diferentes, esto no sugeriria una interaccidon en las vias metabdlicas afectadas por ambos
compuestos, es decir en la toxicodindmica, al menos en los aspectos analizados en este trabajo.
Por otro lado, como se describio previamente, las interacciones en la toxicocinética se deben a
alteraciones en la absorcion, metabolismo, transporte o eliminacion de los compuestos
(Hernandez et al., 2017; WHO, 2017). Si bien no contamos con los valores séricos de
propiconazole y glifosato en los animales expuestos a la mezcla de agroquimicos, la exposicion
a ambos compuestos podria afectar a la absorcion y transporte de los mismos. Se ha observado
que ciertos pesticidas pueden ser sustratos de transportadores de membrana, como asi también
modificar su actividad o su expresion, lo que puede generar alteraciones en la toxicocinética de
mezclas de pesticidas (Chedik et al., 2018). En relacion a esto, se ha reportado que la exposicion
a una mezcla de pesticidas (5 compuestos) redujo la concentracion de propiconazole hallada en
liquido amnidtico de ratas, en comparacion a lo que sucedia cuando la mezcla contenia solo 3
compuestos (Bossi et al., 2013). Por otro lado, como se describio previamente, el propiconazole
es altamente metabolizado, generando una amplia variedad de metabolitos secundarios (EFSA et
al.,2017; IMPR, 2007), y es capaz de inducir un aumento de las enzimas hepaticas (J]MPR, 2006).
En relacion a esto, se ha reportado que el glifosato puede dafar los hepatocitos, afectando de esta
manera al funcionamiento hepético (Mesnage, Arno, et al., 2015; Singh et al., 2020), lo que podria
alterar la metabolizacion del propiconazole. Si bien el perfil toxicoldgico de los metabolitos
generados a partir de propiconazole no ha sido descripto en su totalidad (EFSA et al., 2021; EPA,
2006), se han reportado ciertas diferencias en la toxicidad de algunos de ellos (EPA, 2006), lo que
podria implicar que alteraciones en la metabolizacion de propiconazole modifiquen los efectos
generados por el funguicida. En cuanto a glifosato, no se han realizado estudios que evalten su
toxicocinética en presencia de otros compuestos; sin embargo, a diferencia de propiconazole, solo
una pequefia proporcion de este compuesto es absorbida (alrededor del 20%). Por otro lado, el
metabolismo de glifosato en los mamiferos es limitado y su principal metabolito, AMPA, ha sido
reportado en cantidades reducidas (Anadon et al., 2009; IMPR, 2006; Williams et al., 2000), por
lo que esta no pareceria ser una via de interaccidn importante. Las acciones de glifosato junto con
otros pesticidas se han evaluado principalmente en anfibios; la combinacidn de glifosato con otros
herbicidas generd principalmente efectos sinérgicos, aunque también se observaron efectos
antagdnicos, dependiendo del parametro evaluado (Carvalho et al., 2019; Lajmanovich et al.,
2013). Ademas, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio, en el que se analizaron los efectos
de la mezcla de endosulfan y un HBG sobre el utero de ratas, se hallaron resultados similares en
los animales expuestos a la mezcla y solo a HBG. Sin embargo, en este caso la exposicion a los
agroquimicos se realizd por via subcutanea (Ingaramo et al., 2019). Hasta la fecha no existen

trabajos que evalten la accion de glifosato junto con compuestos del grupo de los triazoles, por
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lo que nuevos estudios con estos agroquimicos administrados en forma individual y combinada

serian necesarios para corroborar si existe una interaccidn entre los mismos.

Finalmente, ambos agroquimicos alteran el desarrollo de la glindula mamaria; sin embargo, estos
efectos no se observan cuando los animales son expuestos a la mezcla de los mismos. Aunque a
partir de las determinaciones realizadas no podemos inferir con exactitud el mecanismo por el
cual los efectos ocasionados por los compuestos individuales son atenuados cuando ambos se
administran simultdneamente, se encuentra documentado que la mezcla de ciertos pesticidas
puede generar efectos antagdnicos (Gomez-Gimenez et al., 2018; Hernandez et al., 2017; Rizzati
et al., 2016). Si bien en este caso un efecto antagdnico no revestiria mayores riesgos para la salud,
demuestra la posibilidad de interaccion entre pesticidas y la incapacidad de predecir el
comportamiento de mezclas de compuestos. En este sentido, ciertos estudios con mezclas de
pesticidas han hallado efectos aditivos o sinérgicos (Hernandez et al., 2017; Jacobsen et al., 2012;
Taxvig et al., 2013), lo que enfatiza la necesidad de evaluar los efectos de la exposicién a las

mezclas de compuestos.
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“A los hombres les encanta maravillarse.
esto es la semilla de la ciencia”

Ralph Waldo Emerson



Conclusiones

La glandula mamaria de ratas macho se ha propuesto como un modelo apropiado para el estudio
de los efectos de PE (Filgo et al., 2016; Kass et al., 2015; Mandrup et al., 2016). Algunos PE han
mostrado efectos sobre el desarrollo mamario en los machos mas tempranamente que en las
hembras (Mandrup et al., 2012), mientras que otros solo modificaron la glandula mamaria de los
machos (You et al., 2002), lo que hace que la glandula masculina sea de interés para evaluar los
efectos de la exposicidn a este tipo de compuestos. Teniendo en cuenta que se ha propuesto que
el glifosato (el compuesto puro como sus formulaciones comerciales) y el propiconazole pueden
presentar una accion de perturbacion enddcrina (Costa et al., 2015; Mufioz et al., 2021; Taxvig et
al., 2013) y que los efectos de los mismos sobre la glandula mamaria han sido poco estudiados,
en esta tesis decidimos analizar si la exposicion perinatal a estos fitosanitarios altera el desarrollo

en la glandula mamaria de ratas macho en la pre- y post-pubertad.

En relacion al objetivo planteado, en este trabajo de tesis observamos que la exposicion perinatal
a HBG altera el crecimiento y desarrollo de la glandula mamaria de machos post-puberales, efecto
que difiere segin la dosis utilizada: la exposicidn a la menor dosis de HBG reduce el crecimiento
de la glandula mamaria mientras que la mayor dosis induce un mayor crecimiento longitudinal y
un menor desarrollo lobuloalveolar. Ademas, la exposicion al herbicida disminuye la expresion
de ESRI1, alterando la abundancia relativa de sus variantes transcripcionales e induciendo un
aumento en la metilaciéon de sus promotores. Por otro lado, en DPN21 HBG disminuye la
proliferacion de las células epiteliales y la expresion de factores de crecimiento y sus receptores,

implicados en el proceso de desarrollo mamario.

También mostramos que la exposicion durante la prefiez y la lactancia a glifosato puro reduce el
crecimiento de la glandula mamaria y la expresion de ESR1 en los machos post-puberales, y
disminuye la proliferacion en animales pre-puberales, generando efectos similares a HBG aunque
menos pronunciados. Como se menciond anteriormente, los adyuvantes presentes en las
formulaciones comerciales pueden tener su propia toxicidad, aunque también pueden aumentar la
toxicidad de glifosato (Mesnage, Defarge, et al., 2015). En base a los resultados hallados en este
trabajo, los efectos generados por HBG podrian deberse principalmente al compuesto activo,

aunque serian potenciados por los adyuvantes presentes en la formulacion comercial.

En el caso de la exposicion a PRO, se halld que el fungicida induce mayor desarrollo
lobuloalveolar y la aparicion de hiperplasias lobuloalveolares en la glandula mamaria en machos
post-puberales, y aumenta la fosforilacién de Erk1/2 en los animales pre-puberales. Sin embargo,
los efectos generados por los agroquimicos (glifosato y propiconazole) de manera individual son
atenuados cuando los animales son expuestos a la mezcla de los mismos (PROGLI), observandose
un efecto antagonico. Si bien un efecto antagdnico no revestiria mayores riesgos para la salud,

demuestra la posibilidad de interaccion entre pesticidas y la incapacidad de predecir el
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comportamiento de mezclas de compuestos, lo que enfatiza la necesidad de evaluar los efectos de

la exposicidn a mezclas de los mismos.

Finalmente, nuestros resultados muestran que la exposicion a HBG, GLI o PRO durante la prefiez
y la lactancia altera el desarrollo de la glandula mamaria de ratas macho. En general, los efectos
mas notorios se observan en la etapa post-puberal, como alteraciones en el crecimiento y la
morfologia, mientras que en la etapa pre-puberal los efectos son sutiles, como modificaciones en
la proliferacion y expresion de genes implicados en el desarrollo mamario. Esto destaca la
importancia de evaluar los efectos generados por los PE en distintas edades, ya que tanto los

efectos sobre la glandula mamaria como el momento en el cual éstos se evidencian pueden variar.

En conclusion, los resultados de esta tesis aportan nuevas evidencias a favor del potencial de PE
de glifosato, sus formulaciones comerciales y propiconazole, como asi también conocimiento
acerca de los mecanismos moleculares afectados. Ademas, enfatizan la elevada sensibilidad de la
glandula mamaria de ratas macho a compuestos con accion hormonal, durante periodos criticos

del desarrollo.
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ANEXO

“Duda siempre de ti mismo, hasta que los
datos no dejen lugar a dudas.”

Louis Pasteur



Anexo

Tabla Al. Composicion y perfil de cidos grasos de la comida.

Composicion

Humedad (maximo)
Proteina (minimo)
Extracto etéreo (minimo)
Fibra cruda (méaximo)
Minerales (maximo)
Calcio (min-max)
Foésforo (min-max)
Cloro

Sodio

Potasio

Magnesio

Sulfuro

Valor energético

12%

23%

5%

6%

10%

1.0% - 1.4%
0.5% - 0.8%
0.3%

0.2%

0.7%

0.2%

0.16%

2900 kcal/kg

Materia prima
Fuente animal
Fuente Vegetal

Vitaminas-Minerales

20% , harina de pescado

76%, maiz, gluten de maiz, harina de girasol, trigo,
salvado de trigo, harina de soja y aceite de
soja (el contenido de soja representa el 30%
de la fuente vegetal de la materia prima)

4%

Perfil de acidos grasos en lipidos totales*
C8:0

C12:0; C14:0; C15:0
C16:0

Clé6:1

C18:0

C18:1

C18:2

C18:3n-3

C18:4n-3

C20:0; C20:1

C22:0; C22:1

C20:4n-6

Otros AGs poliinsaturados

Valores expresados como la media + SEM
0.60 £ 0.02 %
Trazas

2450+ 1.51 %
1.80+0.20 %
2.12+0.11 %
4233 +£2.45%
12.76 £ 0.90 %
6.12+0.15%
Trazas

Trazas

Trazas
0.31+0.04 %
0.91 +£0.06 %

Pellet para ratones-ratas (16-014007, Nutricion Animal, Santa Fe, Argentina)
* El perfil de cidos grasos en la dieta fue cuantificado en el laboratorio del Dr. Carlos A. Marra, INIBIOLP,
CCT-La Plata, Argentina.
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Anexo

Tabla A2. Procesamiento de muestras para la obtencion de whole-mounts.

Deshidratacion

Alcohol 70°

Alcohol 96° 1 hora en c/u
Alcohol 100°

Eliminacion de grasa mamaria

Tolueno I 2 horas
Tolueno 11 Overnight (ON)
Rehidratacion

Alcohol 100°

Alcohol 96°

Alcohol 70° 1 hora en c/u
Tincion

Carmin alumina (0.2% )* 5a7dias a4°C
Lavado

Agua destilada 30 min
Deshidratacion

Alcohol 70°

Alcohol 96° 1 hora en cada solucion

Alcohol 100°

Clarificacion

Xilol 2 horas
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Anexo

Tabla A3. Protocolo para la técnica de inmunohistoquimica.

Desparafinizacion e hidratacion

Bioclear 1,2y 3
Alcohol 100°, 96°, 70°
PBS

5 min c¢/u
3 min c/u
5 min

Recuperacion Antigénica

Calentamiento en Horno microondas utilizando Buffer Citrato 0.01
M, pH: 6

3 min al 100% sin portas

1 min al 100% con portas

14 min al 40% (360W) con portas
20 min apagado

PBS 5 min

Bloqueo de actividad de peroxidasa endégena

Metanol + Agua oxigenada 30 vol. (36 ml de metanol y 4ml de .
15 min

H202)

PBS 15 min

Bloqueo de uniones no especificas

Suero normal de caballo (1:20 disuelto en PBS con 1,5% de leche en

polvo descremada)

30 min (en camara humeda)

Anticuerpo Primario

Dilucion de anticuerpo primario en BC-11
PBS

Overnight 4°C
15 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo secundario biotinilado (diluido en PBS-BSA 1%)
PBS

Extravidina-peroxidasa (diluido en PBS-BSA 1%)

PBS

30 min (en camara humeda)
10 min
30 min (en camara himeda)
10 min

Revelado con DAB 10 min aprox
Agua destilada 5 min
Contracoloracion

Hematoxilina de Mayer 1 min
Agua corriente 30 seg
Agua amoniacal 15-20 seg
Agua corriente 1 min
Deshidratacion

Alcohol 70°, 96°, 100°(1) y 100°(2) 1 min c/u
Bioclear 1 5 min
Bioclear 2 5 min

Montar con Balsamo de Canada
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Anexo

Tabla A4. Protocolo para la técnica de inmunofluorescencia.

Desparafinizacion e hidratacion

Bioclear 1,2y 3 5 min c/u
Alcohol 100°, 96°, 70° 3 min c/u
PBS 5 min
Bloqueo de la autofluorescencia

Borohidruro de sodio 40 min
PBS 5 min

Recuperacion Antigénica

Calentamiento en Horno microondas utilizando Buffer Citrato 0.01
M, pH: 6

3 min al 100% sin portas

1 min al 100% con portas

14 min al 40% (360W) con portas
20 min apagado

PBS 5 min
PBS-Tween 0.1% 7 min
PBS 5 min

Bloqueo de uniones no especificas

Suero normal de cabra (1:20 disuelto en PBS con 1,5% de leche en
polvo descremada)

1 h (en camara himeda)

Anticuerpo/s Primario/s

Dilucién de anticuerpo primario en BC-11

Overnight 4°C

PBS-Tween 0.1%

7 min

Sistema de Revelado

Anticuerpo/s secundario/s (diluido en PBS-BSA 1%)

1 h (en cdmara humeda)

PBS 15 min
DAPI (1/1000 en PBS) 5 min
PBS 5 min
Montado

ProLong Gold
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