


 
 

obtuvieron muestras a las 0 (L10) y 48 hs (I48) post-destete. En ambos días se obtuvieron 
muestras de glándula mamaria N°4 para realizar el análisis histológico y la evaluación de la 
apoptosis celular.  
La dosis de Oxy50 es equivalente a la dosis alcanzada luego de la aplicación dérmica en 
humanos de un formulado que contenía 10% de oxibenzona (Juanja et al., 2008), y se elijió 
ademas, una dosis que fuera 10 veces menor a ésta (Oxy5).  
 
Procesado e inclusión en parafina  
 
Las muestras se fijaron durante 6 hs en formol buffer al 10% (V/V) y posteriormente se 
procesaron hasta su inclusión en parafina, obteniendo finalmente tacos de parafina con el 
tejido en su interior (Altamirano et al., 2015). 
 
Análisis histomorfológico de las muestras de glándula mamaria  
 
Se realizaron cortes histológicos �✁ ✂ ✄☎ �✁ ✆✝✞ ✟✠✡✝✞ �✁ ☛✠☞✠✌✍✎✠ �✁ ☎✏✁✞✟☞✠✞ �✁ ✑✒✓ ✁ ✔✕✖✗

se montaron en portaobjetos pretratados con adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano, 
Sigma), y se secaron en estufa a 37° por 24 hs. Posteriormente, los cortes fueron utilizados 
para tinción con hematoxilina-eosina (H&E) (Gomez et al., 2017) y para TUNEL (Durando et 
al., 2007).  
A partir de las muestras teñidas con H&E se obtuvieron 6-7 imágenes por muestra utilizando 
una cámara de video color acoplada a un microscopio Olympus BH2 (Olympus, Japón), y 
utilizando una objetiva Dplan 4X. En estas imágenes se cuantificó el área alveolar en L10 e 
I48. El área alveolar se determinó como el porcentaje de la glándula ocupada por alvéolos 
(epitelio más lumen) con respecto al área total de la glándula. Estas determinaciones se 
realizaron con el software Fiji (ImageJ, NIH; USA). 
 
Determinación de apoptosis con técnica de TUNEL 
 
El Kit de detección de muerte celular in situ (Roche, Argentina) utilizado para la técnica de 
TUNEL permite la detección de la fragmentación del DNA producida durante la apoptosis, 
mediante una marcación enzimática en los extremos libres de las hebras de DNA rotas con 
nucleótidos modificados. Luego de realizar el ensayo de TUNEL siguiendo las instrucciones 
del fabricante, las muestras fueron contracoloreadas con hematoxilina y montadas con 
líquido de montaje permanente. El porcentaje de células positivas para TUNEL fue 
cuantificado utilizando un microscopio Olympus BH2 y una magnificación de 20X. Se 
cuantificaron 300 células por campo, y se analizaron 25 y 20 campos por muestra en L10 e 
I48, respectivamente. 
 
Determinación de apoptosis morfológica 
  
Se consideraron como células con apoptosis morfológica a aquellas que se encontraban en 
el lumen de los alveolos, que presentaban un mayor tamaño y un núcleo fragmentado e 
hipercrómico. La cuantificación se llevó a cabo utilizando un microscopio Olympus BH2, 
contando el total de células apoptóticas en cada campo de 20X, L10 (25 campos) e I48 (20 
campos). 
 
Análisis estadístico 
 
Se realizó un Análisis de la Varianza (ANOVA) de un factor para evaluar los resultados 
experimentales, considerando  significativo un p<0.05 en todos los casos. 
 

 



 
 

RESULTADOS 
 

Modelo experimental 
 
No se encontraron diferencias en el número de crías nacidas vivas por camada, la duración 
de la gestación no fue alterada y no se observaron malformaciones en las crías. 
 
Morfología mamaria 
 
A partir del análisis histológico de los cortes de glándula mamaria teñidos con H&E se pudo 
observar la diferencia en la morfología mamaria de los animales sacrificados en L10 e I48. 
En L10, día en que las madres fueron separadas de sus crías, las células epiteliales de los 
alveolos se encontraban más tumescentes y con escaso tejido adiposo rodeando los lóbulos 
mamarios (Figura 1A). Mientras que en día I48, dos días después de que las madres fueran 
separadas de sus crías, se observaron alveolos de mayor tamaño, ya que presentaban 
estasis debido a la acumulación de la leche, células epiteliales más planas, y mayor 
presencia de tejido adiposo (Figura 1A). 
En los cortes teñidos con H&E se determinó el área alveolar en L10 e I48. Sin embargo, no 
se observó diferencia significativa en el porcentaje de área alveolar entre ninguno de los tres 
grupos experimentales (Figura 1B, C). 
 

 
Figura 1. Histología de glándula mamaria. (A) Imágenes representativas de la morfología de la 
glándula mamaria N°4 de animales Control, Oxy5 y Oxy50 en día L10 e I48 en imágenes coloreadas 

con H&E. Magnificación: 20X. (B, C) Análisis del área alveolar de las muestras de glándula mamaria 
en L10 e I48, respectivamente. Las barras representan el porcentaje del área alveolar con respecto al 
área total. Expresado como media ± SEM, con 3 muestras por grupo experimental. 

 
Apoptosis 
 
En la Figura 2A y E se muestran imágenes representativas de células en apoptosis. 
Señaladas con flechas rojas se ven células positivas para TUNEL, y con flechas amarillas 
células con apoptosis morfológica en el lumen de los alveolos. El análisis de los resultados 
de la cuantificación no mostró diferencias significativas entre los tres grupos experimentales 
en el porcentaje de células positivas para TUNEL, en el promedio de apoptosis morfológica, 
ni en el porcentaje de apoptosis total (TUNEL y apoptosis morfológica), en ninguno de los 
días analizados (L10 - Figura 2B, C, D; I48 - Figura 2F, G, H). 



 
 

 
Figura 2. Apoptosis mamaria en L10 e I48. Imágenes representativas de células apoptóticas en el 
grupo Oxy5 en L10 (A) y Oxy50 en I48 (E). Magnificación: 20X. Flechas rojas: células con marcación 
TUNEL positiva. Flechas amarillas: células con apoptosis morfológica. Las barras representan el 
porcentaje de células positivas para TUNEL en relación al total de células (B, F), el promedio de 
apoptosis morfológica por campo (C, G), y el porcentaje de apoptosis total (positivas para TUNEL 
más morfológicas) en relación al total de células (D, H). Expresado como media ± SEM (n=3). 
 

CONCLUSIÓN 
 

El modelo experimental utilizado es capaz de inducir la involución de la glándula mamaria, lo 
que se ve reflejado en los cambios observados entre L10 e I48 en los animales controles. La 
exposición a oxibenzona no modificó las variables analizadas (porcentaje de área alveolar e 
índice de apoptosis) en los dos días estudiados. Sin embargo, existe una tendencia a una 
mayor apoptosis morfológica en los animales expuestos a la menor dosis de oxibenzona. 
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