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Resumen

En Uruguay, la neoplasia con mayor incidencia y mortalidad en mujeres es el cáncer de
mama, destacándose la edad como el factor de riesgo más importante. Asociado al
envejecimiento se encuentra la acumulación de los productos finales de glicación avanzada
(AGEs), tanto por su producción endógena, consecuencia del metabolismo, como por su
consumo en la dieta, producto de la cocción de los alimentos. En cuanto al tejido epitelial de
mama, los AGEs se acumulan en la membrana basal (MB) entrecruzando sus componentes
proteicos y afectando la homeostasis del tejido. Alteraciones en la MB generan
mecano-señales aberrantes, que desregulan aspectos fundamentales de la vida de la célula
como las interacciones célula-célula y célula-MB, alterando la proliferación y la migración
celular. La piel de uva Tannat proveniente del orujo podría prevenir los cambios en la MB
por su perfil en compuestos fenólicos. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la
piel de uva Tannat presente en el orujo, como inhibidor natural de AGEs en cultivos 3D de
acinos mamarios y su posible rol preventivo del cáncer de mama. Se sembró MB comercial
con glicolaldehído, seguido de una incubación a 37°C. Se utilizaron células epiteliales de
mama MCF10A (no tumoral). El extracto de la piel se obtuvo mediante extraccíon
hidro-alcohólico-ácida y mostró una inhibición de la formación de AGEs en modelos
abióticos. En cultivo celular, el extracto no es citotóxico para las células MCF10A. Por
microscopía de fluorescencia se estudiaron aspectos fenotípicos como la circularidad de los
acinos. Los cultivos que crecieron sobre MB rígida con extracto de piel de uva Tannat en el
medio celular presentaron acinos más circulares. Estos ensayos preliminares mostraron el
potencial del extracto de piel de uva Tannat para prevenir el cáncer de mama inhibiendo la
formación de AGEs y preservando el fenotipo de los acinos mamarios. Este trabajo abre las
puertas a la reutilización del residuo de la industria del vino, capaz de inhibir o retardar la
rigidez de la matriz extracelular, como tratamiento para una posible estrategia de
prevención y tratamiento del cáncer de mama.

Palabras clave: Cáncer de mama, Orujo de uva Tannat, AGEs, compuestos bioactivos,
compuestos fenólicos.

Introducción

Epidemiología del cáncer de mama
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Se estima que, a nivel mundial, se diagnostican 2,3 millones de casos de cáncer de mama
(BC por sus siglas en inglés) por año según los datos disponibles más recientes [1]. En
Uruguay, el BC es la neoplasia con mayor incidencia en mujeres y la de mayor mortalidad
según datos de la Comisión Honoraria de Lucha Contra el Cáncer [1]. Excluyendo el cáncer
de piel, el BC es el cáncer más frecuente en Uruguay, registrándose unos 2000 casos
anuales [1]. El factor de riesgo más importante es el sexo, seguido por la edad (más de 40
años). Dentro de los diagnósticos de cáncer de mama aquellos que son por motivos
hereditarios corresponden a un 5% del total [1, 2, 3, 4, 5].

Existen otros factores que aumentan los riesgos de padecer BC, como la obesidad, la dieta,
la terapia hormonal, la raza, el historial reproductivo o el consumo problemático de alcohol y
tabaco [3, 4]. Luego de la menopausia, los ovarios dejan de producir estrógenos, hormona
que favorece la proliferación celular en el tejido de mama. En las mujeres
posmenopáusicas, la síntesis de estrógenos está dada por las células estromales del tejido
adiposo, motivo por el que la obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de BC. La
edad de la menarca y de la menopausia inciden en las probabilidades de desarrollar BC en
menor medida que la dieta y los factores conductuales [2, 4].

La mortalidad debida a este adenocarcinoma se encuentra descendiendo tanto a nivel
nacional como mundial [1, 4], justificado en parte por las medidas de screening para la
rápida detección en la población, sin embargo, su prevalencia no ha disminuído [2]. Esta
patología disminuye de forma considerable la calidad de vida de las pacientes [4] por lo que
su prevención sigue siendo fundamental para la salud de las mujeres en los países
desarrollados y sub-desarrollados.

Estructura y función de la glándula mamaria

La glándula mamaria está formada por estructuras glandulares o acinos, conectados a un
sistema ramificado de conductos que tiene como fin primario la producción y el transporte
de leche hacia el pezón. Una única capa de células epiteliales polarizadas
baso-apicalmente definen la luz ductal o acinar, dependiendo de las estructuras, y ésta se
encuentra hacia el lado apical de las células. En el lado basal, las células epiteliales
contactan con células mioepiteliales (que permitirán la movilidad del contenido del lumen o
de la luz del conducto) y con la matriz extracelular que es, en este caso, un tipo
especializado denominado membrana basal (MB) [6].

Las matrices extracelulares (MEC) separan los tejidos, siendo una de sus funciones
protegerlos del estrés mecánico. Los componentes de la MEC son secretados por las
células y están asociados, evolutivamente, a la aparición de la pluricelularidad [7, 8].
Contrario al pensamiento clásico de que la MEC solo aporta soporte y se comporta como
una estructura estática, se han reportado evidencias respecto al dinamismo de las distintas
MEC que componen los tejidos, coordinando el comportamiento celular [7, 8].

La MB es un tipo de MEC específica de los tejidos epiteliales y está compuesta en su
mayoría por laminina, colágeno tipo IV, glicoproteínas (como nidogen y proteoglicanos), y
heparán sulfatos (como perlecan). El ensamblaje de la MB comienza cuando el
heterodímero de laminina se une a la superficie celular a través de glicolípidos sulfatados y
receptores celulares que interactúan con la matriz como ꞵ-integrina y α-distroglicano. A
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grandes concentraciones locales, la laminina se ensambla entre sí y sirve de andamio para
la elaboración del resto de la MB. El colágeno tipo IV está constituido por tres cadenas
proteicas largas, sintetizadas por separado que se enrollan entre sí conformando un trímero
o fibrilla de colágeno que sale al espacio extracelular. Fuera de la célula, se da el último
paso de síntesis de la fibra de colágeno, que implica una desaminación oxidativa de los
residuos de lisina y prolina, formando aldehídos altamente reactivos que interactúan con los
aldehídos de otras fibrillas mediante enlaces covalentes para dar lugar a una configuración
supramolecular, responsable de darle la capacidad a la MB de brindar soporte y anclaje a
las células, así como elasticidad a los tejidos [9]. La desaminación oxidativa del colágeno,
último paso de su síntesis, está catalizada por la enzima LOX y las enzimas LOX-like 1-4,
siendo LOXL2 la responsable de la catálisis de esta reacción para el colágeno tipo IV [10,
11].

Las integrinas son proteínas transmembrana de anclaje a la MB que interactúan con los
componentes de ésta y el citoesqueleto celular. Las integrinas presentes en la porción basal
de las células sirven como puntos de anclaje y receptores de los componentes de la MB
formando parte de un complejo macromolecular que llamamos hemidesmosoma [7, 8, 9]. La
relación entre el colágeno IV y los hemidesmosomas influencian la integridad de la
organización del citoesqueleto, y repercuten en la polaridad de la célula epitelial [7]. Se ha
propuesto que la pérdida de la polaridad apico-basal es un evento necesario para el
desarrollo del tumor [8].

La asociación entre la MB y la célula del acino mamario influyen en eventos de señalización
y regulación como también a sus funciones exocrinas. La producción de leche por los
acinos y el subsiguiente transporte hacia el pezón, requiere interacciones célula-célula y
célula-MB para establecer restricciones mecánicas y redes bioquímicas altamente
complejas, esenciales para la homeostasis del tejido y su función fisiológica [6]. La MB, no
sólo brinda soporte y permite definir la arquitectura del tejido sino que también modula
factores de crecimiento que controlan procesos esenciales como la sobrevida, proliferación
y diferenciación celular [6, 9].
El epitelio de mama tiene un comportamiento excepcional si lo comparamos con otros
tejidos del cuerpo humano, ya que continúa su desarrollo luego del nacimiento y
experimenta a lo largo de la vida diversas modificaciones sujetas a la presencia de las
hormonas sexuales implican alteraciones a nivel celular pero también en lo que respecta a
la MB. Modificaciones dramáticas de la MB se dan durante el envejecimiento y su rigidez ha
sido asociada a los BC más agresivos [9].

Cáncer de mama

El BC se origina en células epiteliales, tanto aquellas que revisten los conductos como en
las que forman los acinos. El proceso de carcinogénesis se da de forma localizada en el
conducto o en el acino, lo que llamamos cáncer in situ. Si bien este tipo de neoplasia
presenta un bajo potencial para producir metástasis, si no es detectado a tiempo este
cáncer in situ puede progresar e invadir el tejido mamario, propagándose por los ganglios
linfáticos cercanos a otros órganos [2].

El mal funcionamiento celular precede a la aparición de tumores y éstos son producto de la
división celular aberrante. El camino hacia la tumorigénesis no depende únicamente de la
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capacidad de escapar de los mecanismos de control proliferativo sino también de evitar que
se desencadene la muerte celular [12].

Productos finales de glicación avanzada (AGEs)

Los AGEs (del inglés productos finales de glicación avanzada) son un conjunto heterogéneo
de moléculas derivadas de la glicación y oxidación no enzimática de proteínas y/o ácidos
nucleicos en una reacción denominada reacción de Maillard [12, 13, 14, 15].
La reacción de Maillard se da entre un grupo carbonilo de un azúcar reductor y el grupo
amino de una proteína o ácido nucleico, formando una base de Schiff inestable. Esta es una
reacción reversible y requiere pocas horas para ocurrir. Luego de semanas, a partir de este
producto inestable y mediante rearreglos intramoleculares, se genera otro más estable, que
se denomina producto de Amadori. Los productos de Amadori son capaces de degradarse
para formar Ⲁ-dicarbonilos reactivos como metilglioxal o 3-desoxiglucosa (MGO y GO
respectivamente) y son capaces a su vez de reaccionar con un grupo amino de las cadenas
laterales de las proteínas, en particular los presentes en lisina y arginina o con un grupo tiol
presente en las cisteínas, entrecruzando estos residuos [16].

Puede tomar de meses a años que la sucesión de varias reacciones reversibles origine un
compuesto más estable al que nos referimos como AGE. Los AGEs son producidos
normalmente en el organismo y están asociados a proteínas de larga vida como colágeno,
seroalbúmina, elastina, LDL (low density lipoprotein), entre otras. Estas proteínas glicadas
pierden su funcionalidad y son resistentes a la degradación proteolítica. Esta glicación
ocurre de forma lenta y constante, causando la acumulación de AGEs. Esta acumulación se
correlaciona positivamente frente a las patologías en las que el envejecimiento es factor de
riesgo [12].

La formación aumentada de AGEs sucede en condiciones de estrés oxidativo, diabetes
mellitus y el envejecimiento. El pool de AGEs en el organismo se puede ver enriquecido por
aquellos que son producto de la dieta. Es así cómo podemos definir dos tipos de AGEs,
aquellos que son producto del metabolismo, es decir, endógenos; y aquellos que
consumimos en la dieta y denominamos exógenos. Los AGEs exógenos son en esencia la
misma reacción anteriormente descrita y están asociados principalmente a los procesos de
cocción de los alimentos [12, 14].

Los AGEs a nivel del organismo median sus efectos a través de tres mecanismos
principales: 1) entrecruzamiento con proteínas de la matriz extracelular, afectando las
propiedades mecánicas de los tejidos, 2) entrecruzamiento con proteínas intracelulares
alterando sus funciones fisiológicas y 3) unión a sus receptores de membrana (por ejemplo,
RAGEs) para inducir múltiples cascadas de señales intracelulares. Los receptores de los
AGEs son expresados en varios tipos celulares, siendo receptores transmembrana
multi-ligando que median los efectos de los AGEs en las células. Bajo condiciones
fisiológicas normales la expresión de los RAGEs es baja mientras que, en condiciones
patológicas tales como la inflamación y la diabetes, este receptor se encuentra más
presente, coincidente con un mayor nivel de AGEs. La activación de RAGEs puede llevar a
respuestas proliferativas, angiogénesis, como también respuestas migratorias e invasivas.
RAGE estimula la fosforilación de quinasas extracelulares, promoviendo la transcripción del
factor de transcripción NF-𝜅B y la producción de citoquinas proinflamatorias. Además, es
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capaz de activar la vía de señalización de TGF-ꞵ [13]. Existe evidencia que sugiere la
existencia de un rol activo por parte de los AGEs en el comienzo del proceso de
carcinogénesis en las neoplasias de mama. [14]

Compuestos fitoquímicos como inhibidores de AGEs

Los fitoquímicos son compuestos bioactivos presentes en alimentos de origen vegetal.
Dentro de este gran grupo de compuestos se encuentran los compuestos fenólicos, también
llamados polifenoles, que tienen una gran actividad antioxidante y probada capacidad de
inhibir la formación de AGEs [17]. Los polifenoles son capaces de inhibir la glicación
proteica, principalmente por su actividad antioxidante y quelante, que les permite actuar
como inhibidores o rompiendo los entrecruzamientos inducidos por AGEs en el colágeno.
Las funciones específicas de los polifenoles en este rol no están plenamente descritas [18].
Los polifenoles se clasifican según el número de anillos fenólicos y los elementos
estructurales que unen estos anillos [19].

La uva de la variedad Tannat, ampliamente cultivada en Uruguay, posee una gran cantidad
de compuestos fenólicos, con antocianinas características, presentes principalmente en la
piel de la uva [17]. Éstas moléculas forman parte de un conjunto de compuestos llamados
flavonoides. Existen también otros compuestos no flavonoides como los ácidos fenólicos
dentro de los que se encuentra el ácido gálico y el cis-aconitato. La piel de uva Tannat con
dichos compuestos fenólicos, presenta propiedades bioactivas como capacidad
antioxidante, antiinflamatoria y de inhibición de las carbohidrasas (Ⲁ-amilasa y
Ⲁ-glucosidasa) [16, 17].

La industria del vino produce anualmente grandes cantidades de subproducto sólido que
llamamos orujo, compuesto por piel, semillas y tallos, considerado hasta hace relativamente
poco como un desperdicio [21]. Este subproducto denominado orujo de uva presenta un
perfil polifenólico rico en antocianinas y taninos, en el caso de las uvas tintas [17]. Durante
la elaboración de los vinos tintos, las antocianinas aún permanecen en gran cantidad en la
piel de la uva que compone al orujo debido a la retención de los compuestos fenólicos por
parte de la matriz alimentaria [15, 18].

El extracto de la porción fenólica de la piel de uva Tannat proveniente del orujo con el que
se trabajó en la presente tesina, se destaca por la presencia de flavonoides
(quercetin-3-pyranoside, quercetin, quercetin-3ꞵ-D-glucoside, myricetin y isorhamnetin);
ácidos fenólicos (ácido gálico y ácido cis-aconitato) y antocianinas (malvidin-3-pyranoside,
malvidin-3-O(6-p-coumaroyl) glucoside y malvidin-3-(6-acetylglucoside) [20]. Dichos
compuestos fenólicos podrían tener un potencial efecto beneficioso para la salud.

Los flavonoides juegan un rol crucial y están asociados a beneficios positivos para la salud,
incluyendo la longevidad y el reducido riesgo de enfermedades cardiovasculares en
poblaciones con dietas ricas en flavonoides [12]. La capacidad inhibitoria de la formación de
AGEs o capacidad antiglicante por parte de la piel proveniente del orujo, puede estar
relacionada con la capacidad quelante de metales que presentan sus componentes, ya que
la reacción de Maillard es promovida por iones metálicos. También, las propiedades
antioxidantes de la piel de orujo de uva Tannat podrían ser causantes de su capacidad
antiglicante, ya que la glicación de proteínas es acompañada de reacciones de oxidación.
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Los fenoles en particular son capaces de funcionar como agentes que atrapan grupos
carbonilo reactivos impidiendo que éstos interactúen con un grupo amino para
desencadenar una base de Schiff [16]. La capacidad antioxidante no siempre coincide con
las capacidades antiglicantes para todos los fitoquímicos [18].

Hipótesis

Los compuestos fenólicos presentes en la piel de uva Tannat son capaces de atenuar el
efecto de la MB rigidizada sobre las células del epitelio de mama, considerando que una MB
rígida precede al mal funcionamiento celular propiciando el desarrollo tumorigénico.

Objetivo general

Este trabajo tiene como objetivo general estudiar el efecto de la porción fenólica de la piel
de uva Tannat proveniente del orujo en cuanto a su capacidad de inhibir la formación de
AGEs, tanto en ensayos abióticos como en cultivos de tres dimensiones, sobre MB rígida
(rica en AGEs) o nativa de células epiteliales de mama.

Objetivos Específicos

● Analizar el efecto inhibidor proveniente de la extracción de la porción fenólica de la
piel de orujo de uva Tannat sobre la formación de AGEs.

● Aplicar la técnica de cultivo 3D para la generación de acinos glandulares mamarios
con células de la línea celular MCF10A.

● Determinar la capacidad de inhibir la acción del extracto en cultivos en 3D de acinos
glandulares mamarios generados sobre matriz basal nativa en presencia de AGEs.

Materiales y métodos

Extracción de compuestos fenólicos de la piel de uva Tannat

Para la extracción de la porción fenólica de la piel del orujo de uva Tannat, se realizó el
protocolo descrito por Fernández-Fernández et al. [17]. Brevemente, se separó
manualmente la piel de la semilla, se pesó el total húmedo de la muestra y se secó en
estufa a 40°C durante 24 horas. A continuación, para disminuir el tamaño de partícula y así
aumentar la superficie de contacto entre el solvente y la muestra, se molió la piel
deshidratada con un molinillo de café doméstico.
Cada 20 g de muestra se colocaron 200 mL de la solución solvente hidro-alcohólico-ácido
(agua:metanol:ácido fórmico en proporción, 25:70:5) y se agitó durante 5 min en plancha
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con agitador magnético. Cumplido el tiempo de agitación, se filtró con papel de filtro
Whatman 1 (WHA10010155) y se rotaevaporó en el rotavapor (BHI R-114, Büchi, USA) a
40°C. Una vez obtenido el extracto seco, se recuperó del balón con agua destilada.
Finalmente, se liofilizó durante 4 días para concentrar los compuestos fenólicos extraídos y
obtener un extracto seco para su conservación. El extracto obtenido se almacenó en freezer
a -20°C.

Sistema modelo de formación de AGEs

Para evaluar la capacidad del extracto de piel de orujo de uva Tannat de inhibir la formación
de los AGEs solubles in vitro, se siguió el protocolo propuesto por Bhatwadekar y Gholen
[20] que consiste en la incubación a 50°C durante 4 días de 50 mg/mL de BSA y 0,5 M de
glucosa en un buffer fosfato ajustado a pH 7,4. En estas condiciones se realizaron 2
ensayos, cada uno utilizando como inhibidor dos disoluciones, una con H2Odd y otra con
DMSO (Fig 1.A-C).

A

B

C
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Figura 1. A- Primer ensayo de inhibición de AGEs solubles in vitro con una concentración de extracto disuelto en
H2Odd de 0,12 mg/mL. B- Segundo ensayo de inhibición de AGEs solubles in vitro con una concentración de extracto
disuelto en H2Odd de 0,24 mg/mL. C- Tercer ensayo de inhibición de AGEs solubles in vitro con una concentración de
extracto disuelto en H2Odd (0,3 mg/mL) y dos concentraciones de extracto en DMSO (0,3 mg/mL y 0,75 mg/mL).

En todos los ensayos se utilizó como control un tubo conteniendo únicamente BSA (control
negativo) y otro tubo que contenía aminoguanidina 0,1 M, compuesto inhibidor de referencia
de la formación de AGEs (control positivo). Además, cuando se incubó BSA con glucosa, se
colocó DMSO para descartar que estuviera el DMSO influyendo en la reacción y por tanto
en las medidas de fluorescencia. Los AGEs son un grupo heterogéneo de moléculas, los
que se miden por fluorescencia son metilglioxal (MG) y carboximetil-lisina (CML) entre otros
de menor relevancia para la salud humana.
La forma en la que se cuantificaron los AGEs fue a través de fluorimetría utilizando el
equipo Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), con una longitud de onda
de excitación de 370 nm y una longitud de onda de emisión de 440 nm.

Cultivos 2D de células de mama MCF10A

Varias líneas celulares han sido utilizadas como modelos para estudiar el cáncer de mama,
su tumorigénesis, metástasis y sensibilidad a drogas. La línea celular MCF10A de epitelio
de mama humano ha sido ampliamente utilizada como modelo in vitro para estudiar el
comportamiento normal del tejido epitelial en la conformación de acinos y la transformación
maligna en el tejido de mama [24, 25, 26].

Estas células derivan de un tejido benigno proliferativo de una mujer caucásica de 34 años,
extraído en el año 1984 e inmortalizadas de manera espontánea sin factores definidos. No
son tumorigénicas y tampoco expresan el receptor de estrógenos. Sus características
moleculares conocidas incluyen la pérdida del locus cromosomal que contiene los genes de
p16 y p14ARF, ambos son críticos en la regulación de la senescencia y la amplificación del
gen Myc [25].
0
Esta línea celular tiene las características de un epitelio normal de mama, si seguimos los
siguientes criterios:

- no es tumorigénica en nude mouse
- es capaz de formar estructuras 3D si crece sobre colágeno
- su crecimiento en cultivo es controlado por hormonas y factores de crecimiento
- no es capaz de crecer si no está en un sustrato que permite su anclaje
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- carecen de inhibición por contacto [24, 26]

Se sembraron las células en un placa de cultivo celular de 6 pocillos (cellstar) para generar
una reserva con la que continuar trabajando y para conocer las características fenotípicas
de las células, ya que era la primera vez que se trabajaba con esa línea celular en el
laboratorio. Las células fueron crecidas en Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium/Ham′s
Nutrient Mixture F12 (MERCK nro de catálogo 51448C) enriquecido con 20 ng/mL de factor
de crecimiento epidérmico (EGF) (Corning nro de catálogo 354052), 0,01 mg/mL de insulina
(Insulin, human recombinant, zinc solution, Gibco, nro de catálogo 12585014), 500 ng/mL
hidrocortisona (MERCK, nro de catálogo H0888), penicilina y estreptomicina en una
concentración de 105 unidades/L (Capricorn, referencia de catálogo PB-S), 5% de suero de
caballo (Capricorn Scientific, nro de catálogo HOS-1A). Una vez confluentes, se levantaron
las células para producir crioviales que se congelaron a -80°C para usos futuros.

Una vez generado un stock de células, éstas se sembraron en placa de 24 pocillos. Luego
de 24 horas se incubaron distintas concentraciones de la solución de extracto de piel de
orujo de uva Tannat en DMSO por triplicado. Se tomaron fotografías de cada uno de los
pocillos con el microscopio (Nikon eclipse TE200) y se contó la cantidad de células con
contador de partículas (Beckman Coulter).
Para definir un rango de concentraciones en el que el orujo no sea significativamente
citotóxico para las células, se sembraron células al 50% de confluencia en placa de 96
pocillos con distintas concentraciones del extracto para establecer la citotoxicidad de las
células. Se midió el impacto de las distintas concentraciones de cultivo a los 3 días.

Cultivo en tres dimensiones (3D) de acinos glandulares mamarios de células
MCF10A

La modificación de las interacciones célula-célula y célula-matriz son propias de los
procesos de carcinogénesis y de la transición epitelio-mesenquimal que caracteriza a los
procesos metastásicos [26]. La utilización de cultivos celulares en 3D permite analizar en
detalle estos procesos y también evaluar el rol inhibitorio del extracto de piel de uva Tannat.

El cultivo en 3D, comparado con el cultivo en 2D, emula de manera más fiel las condiciones
in vivo por lo que es más deseable su utilización para el estudio del comportamiento celular
y la función de las células normales y malignas. Para que las células adopten estructuras
3D se utilizó Geltrex™ LDEV-Free, hESC-Qualified, Reduced Growth Factor Basement
Membrane Matrix (Gibco, nro de catálogo A1413302) que es una membrana extracelular,
aislada de células de sarcoma de ratón, que provee de una combinación de compuestos de
la matriz extracelular similares a los que hay in vivo [25, 26].

El cultivo se realizó en chamber slide system de 8 pocillos (labtek) para facilitar la
realización de la inmunofluorescencia a posteriori. Se siguió el protocolo establecido por la
Dra. Rodríguez-Teja para la generación de AGEs entrecruzantes en una MB y el cultivo de
células sobre ésta [27]. Se sembraron 40 𝜇L de Matrigel en cada uno de los 8 pocillos y se
dejó gelificar durante 30 min en estufa a 37°C. Una vez gelificada la matriz, se agregaron
300 𝜇L de glicolaldehído para que se genere el entrecruzamiento de los AGEs con los
componentes de la matriz y obtener lo que denominamos MB rígida (MB R). En los pocillos
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control se colocaron 300 𝜇L de buffer fosfato salino (PBS) estéril, llamada MB nativa (MB N).
Se dejó durante 14 horas en estufa a 37°C. Luego del tiempo de incubación, se cortó la
reacción entre los componentes de la membrana y el glicolaldehído con 300 𝜇L de
glicina-etil-éter en cada uno de los pocillos. Se incubó en la estufa durante 1 hora.
Finalmente, se realizaron 5 lavados con PBS estéril para remover los restos de glicina y se
dejó en estufa con PBS overnight.

Previo a sembrar las células, se realizaron varios lavados con PBS. Se sembraron 5x104

células por pocillo en medio DMEM suplementado como se describió anteriormente y con
un 4% de MB sin gelificar para promover mejor la formación de acinos.

Análisis del efecto inhibidor del extracto de piel de uva Tannat sobre cultivos
en 3D de acinos glandulares mamarios

Primero, para definir el IC50 se sembraron células al 20% de confluencia en placa de 96
pocillos con 12 concentraciones distintas del extracto en diluciones seriadas, desde 7,5x10-3

hasta 7,68 ug/uL. El cultivo se dejó crecer durante 10 días considerando que el tiempo de
duplicación de esta línea celular en nuestras condiciones de cultivo es de 96 horas según el
repositorio cellsaurus [https://www.cellosaurus.org/ consultado: 25/06/2023]. Finalmente, se
utilizó resazurina 20% v/v con una concentración de 440 mM para cuantificar células. La
resazurina es metabolizada por las células produciendo un cambio de color, por lo que es
posible medir la fluorescencia con longitud de onda de excitación a 550 nm y de emisión a
590 nm.

En cuanto a la curva de crecimiento, se sembraron en placa de 48 pocillos, 36 pocillos con
células al 10% de confluencia (Fig. 2). La mitad de la placa se trató exclusivamente con
DMSO y la otra mitad con 0,03 𝜇g/uL de extracto disuelto en DMSO (concentración elegida
como la óptima para las células en cultivo de 2D). Todas las placas presentaron un 0,5% v/v
de DMSO o extracto en DMSO. Se levantaron 3 pocillos con tryplE (gibco nro de catálogo
12604021) para cada condición y se contaron las células en cámara de Neubauer cada 3
días para construir la curva de crecimiento.

Luego de 8 días de que se sembraron las células sobre la MB tanto rígida como nativa, se
retiró el medio de cultivo con mucho cuidado de no dañar la matriz, y se hicieron lavados
con PBS+ (buffer fosfato-salino junto con CaCl2 0,1 mM y MgCl2 0,5 mM) para retirar lo que
pudiera quedar de medio. Se fijaron los acinos con paraformaldehído (PFA) 4% durante 30
min a temperatura ambiente. A continuación, se realizaron 5 lavados con solución
quenching (75 mM de NH4Cl y 20 mM de glicina en PBS+), agitando suavemente por 5 min a
temperatura ambiente. Una vez cortada la reacción de fijado se procedió a permeabilizar
con tritón 0,5% durante 30 min a temperatura ambiente. Para teñir los núcleos se colocó el
colorante de diamidino-2-fenilindol (DAPI) que tiñe ADN y nos permite visualizar los núcleos.
Para teñir la actina se usó faloidina Alexa Fluor 488 (invitrogen nro de catálogo A12379) que
es una sonda para actina filamentosa (actina F) de alta afinidad conjugada con el fluoróforo
Alexa Fluor 555.

Se tomaron 10 fotos en posiciones randómicas, de cada uno de los pocillos en las distintas
condiciones en el microscopio Nikon eclipse Ti2 y se analizaron utilizando el software libre
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Fiji/image J. Para el tratamiento de las imágenes se definió un algoritmo (Fig. 3) para
analizar dos aspectos generales: la cantidad de acinos y su circularidad. Para esto se
binarizó la imagen de forma tal que aquello que presentaba fluorescencia se manifestara
como la presencia de señal y todo el fondo fuera, precisamente la ausencia de señal. Para
esto es necesario definir un umbral, es decir un rango de valores que pueden tomar los
píxeles que componen la imagen. Todos aquellos píxeles que presenten un valor de
intensidad dentro del rango definido pasarán a valer 1, mientras que todos los demás serán
de valor 0, descartando así lo que es ruido en la imagen.

Para esto, se separaron los 3 canales de señal que adquirimos y estaban guardados en un
mismo archivo. Luego, utilizando el canal que capta la longitud de onda emitida por la
coloración DAPI se eligió el umbral apropiado probando todos los umbrales disponibles con
la función AutoTreshold. Este mismo umbral se aplicó a todas las imágenes de las distintas
muestras. Una vez binarizada la imagen siguiendo un criterio uniforme, se cuantificaron las
partículas que presentaban señal utilizando la función Analyze Particles, que permite
además medir su circularidad y el área de superficie que éstas ocupaban. Se consideró un
tamaño de acinos entre 40-80 um y se definió circularidad entre 0,05 - 1.

Figura 2.- Esquema del ensayo para la confección de la curva de crecimiento. Los números corresponden a los días
de cultivo en los que se contaron las células
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Figura 3.– Algoritmo seguido para el análisis de las fotos usando el software libre ImageJ

Resultados y discusión

Extracción de compuestos fenólicos de piel de orujo de uva Tannat

La masa inicial de piel de uva con la que se inició el secado fue de 453,7 g. Luego de las 24
horas de secado en estufa a 40°C y moler la muestra, se recogieron 150,5 g obteniendo un
33,2% de la muestra inicial, por lo que el porcentaje de humedad fue de 76,8%, similar a lo
reportado [17].
La extracción de compuestos bioactivos con potencial aplicación biotecnológica puede ser
compleja y requerir diferentes métodos debido a que los mismos pueden encontrarse en
vacuolas, dentro del núcleo o estableciendo enlaces de hidrógeno e interacciones
hidrofóbicas con otras moléculas de la célula vegetal. La utilización de solventes con
distintas polaridades para la extracción permite obtener un perfil de compuestos bioactivos
más amplio [17, 20]. El rendimiento de la extracción llevada a cabo en el presente trabajo
fue similar al reportado por Fernández-Fernández et al. [17], por lo que la aplicación del
método de extracción hidro-alcohólica-ácida fue adecuada (Tabla 1).

Tabla 1- Rendimiento de la extracción hidro-alcohólica-ácida

Masa de piel seca (g) Masa después de liofilizar (g) Rendimiento

150,5 20,232 13,5%
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Inhibición de los AGEs solubles in vitro por compuestos fenólicos del extracto
de piel de orujo de uva Tannat

Para estudiar la capacidad de inhibir la formación de AGEs de los compuestos obtenidos
previamente, se realizaron tres ensayos de inhibición in vitro. El sistema de formación de
AGEs in vitro utilizado consiste en modificar concentraciones de reactivos y temperatura,
para acelerar el proceso. Estas condiciones no se asemejan a lo que sucede a nivel
fisiológico, sin embargo, Bhatwadekar y Gholen [20] demostraron que este sistema de
formación de AGEs presenta los mismos resultados que el sistema clásico, que utiliza la
misma temperatura corporal normal (37°C) y tiene una duración entre 20 y 30 días.

En primer lugar, se realizó un ensayo de inhibición en presencia de extracto disuelto en H2O
en una concentración de 0,12 mg/mL. Los resultados mostraron que a esta concentración el
extracto no fue capaz de inhibir la formación de AGEs solubles (dato no mostrado), por lo
que se modificó la concentración en un segundo ensayo (0,3 mg/mL). Si bien en este
segundo ensayo se observó inhibición en la formación de AGEs (Tabla 2), el extracto no se
disolvió totalmente en agua, por lo que la concentración efectiva estaba siendo
sobreestimada. Para intentar disolver el extracto completamente, se decidió probar un
disolvente orgánico como el di-metil sulfóxido (DMSO), obteniéndose una disolución
completa de los compuestos en DMSO al 100%. El extracto disuelto en DMSO, a una
concentración de 0,3 mg/mL y 0,75 mg/mL inhibió la formación de AGEs solubles un 72,5%
y 82,8% respectivamente, considerando como el 100% la cantidad de AGEs presentes en el
control (BSA-Glucosa) (Tabla 2). Estos resultados coinciden con lo reportado para la
inhibición de AGEs in vitro por otros compuestos bioactivos como el extracto polifenólico de
Cyperus rotundus, que fue capaz de inhibir la formación de AGEs en un 82% a una
concentración de 0,25 mg/mL [28]. Estudios realizados en modelos que usaban extracto de
Clitoria ternatea como antiglicante mostraron un porcentaje de inhibición del 49,40% en una
concentración de 1,0 mg/mL [29].

Tabla 2- Porcentaje de inhibición de la formación de AGEs solubles in vitro por extracto de piel de orujo de uva Tannat
en diferentes solventes

Si bien el DMSO disuelve el extracto, en volúmenes pequeños, permitiendo no sobreestimar
las concentraciones en los ensayos posteriores, presenta un nuevo problema respecto a la
citotoxicidad de este solvente en las células, ya que este no es totalmente inerte afectando
la viabilidad celular. Por lo que, en los estudios realizados se utilizó una concentración final
de 0,5 % v/v de DMSO en el cultivo que no afecta a las células.
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Ensayo Promedio del porcentaje de
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Extracto en H2O [0,3 mg/mL] 58,3

Extracto en DMSO [0,3 mg/mL] 72,5

Extracto en DMSO [0,75 mg/mL] 82,8
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En este sistema, se observó una reducción en la formación de AGEs mayor en el caso del
extracto disuelto en DMSO, por lo que podemos inferir que hay más compuestos fenólicos o
mayor presencia de aquellos que son de interés, producto de una mejor capacidad para
solubilizar dichos compuestos. En cada ensayo se utilizó aminoguanidina como control
positivo, en una concentración de 0,1 M obteniendo una inhibición del 92,5% en la
formación de AGEs. Este resultado no es comparable con el que se obtiene con el extracto,
sin embargo, está ampliamente reportado que la actividad antiglicante de plantas
medicinales y otras hierbas es igual o mayor que la actividad de la aminoguanidina, además
de presentar menores o nulos efectos secundarios. Sin embargo, las condiciones de
temperatura son muy importantes para la integridad de los polifenoles, por lo que, tal vez
dentro de nuestro sistema de formación de AGEs in vitro se esté subestimando la capacidad
antiglicante que podrían tener estos compuestos dentro del organismo [18,19].

Ensayo de citotoxicidad del extracto sobre cultivos de células epiteliales de
mama

Para determinar si el extracto de piel de orujo de uva Tannat afecta la viabilidad celular, se
realizó un ensayo para el cálculo del IC50. La determinación indirecta del crecimiento celular
fué realizada mediante la medición de la fluorescencia del producto de la metabolización de
la resazurina por las células crecidas con distintas concentraciones de extracto de piel de
orujo en DMSO.
Los resultados evidenciaron que, dentro del rango de concentraciones analizado, el extracto
disuelto en DMSO no es citotóxico para las células (Fig. 4). Se definieron 0,015 mg/mL y
0,03 mg/mL (40 y 20 veces menos que la mayor concentración probada respectivamente)
como las concentraciones de extracto a utilizar en los cultivos para el resto de los ensayos.
Un estudio similar con células epiteliales NRK-52E aisladas de riñón de rata reportó que la
Swertiamarin (compuesto fenólico derivado de la planta Gentianaceae) no afecta la
proliferación en el rango de concentraciones desde 0 a 250 𝜇g/mL [30], por lo que se podría
inferir que el extracto se podría comportar de forma similar.

Figura 4.- Ensayo de citotoxicidad del extracto de piel de orujo de uva Tannat sobre células MCF10-A en cultivos en
2D después de 7 días de tratamiento (UA, unidades arbitrarias de fluorescencia, excitación a 550 nm y emisión a 590
nm).
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Ensayo de proliferación celular en presencia del extracto fenólico

Para determinar si el extracto de piel de orujo de uva Tannat afecta la velocidad de
crecimiento de las células MCF10A en cultivos en 2D, se realizó una curva de crecimiento.
Los resultados obtenidos muestran que en presencia del extracto aumenta la proliferación
celular, con una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) según un test t pareado, a
los 15 días de cultivo (Fig. 5). No se encontró reportado en la bibliografía cultivos de la línea
celular MCF10A con compuestos fenólicos para comparar el efecto del extracto sobre esta
línea celular, así como tampoco conjeturas que expliquen lo que sucede a nivel molecular
para que lleve al aumento de la proliferación celular.

Figura 5.- Curva de crecimiento en células MCF10A en presencia de 0,03 mg/mL de extracto de la piel de uva Tannat.
*(p<0,05) test t pareado

Efecto del extracto sobre cultivos 3D de acinos mamarios.

Los cultivos en 3D utilizando el modelo de trabajo en el laboratorio se pusieron a punto para
esta línea celular en particular. Al igual que las células prostáticas con las que se trabaja en
el laboratorio, MCF10A formó acinos en condiciones de MB N mientras que se vieron muy
escasas y pequeñas estructuras tridimensionales en MB R (Fig. 6).
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Figura 6.- Cultivos de células MCF10A en 3D sobre MB nativa y rica en AGEs (rígida). Fotos tomadas en campo claro
con un aumento de 40x. Sin tratar (DMSO) y tratado con 0,03 mg/mL de extracto de la piel de orujo de uva Tannat

Para estudiar si el extracto modifica las condiciones en las que se forman los acinos en una
MB R, se utilizaron técnicas de microscopía de fluorescencia sobre los cultivos 3D. Estos
fueron fotografiados en el microscopio confocal (Fig. 7). Los resultados mostraron un
cambio en la disposición de las fibras de actina y de los núcleos agrupados formando
acinos.
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Figura 7.- Cultivos de células MCF10A en 3D sobre MB rica en AGEs (rígida). Fotos tomadas con el microscopio
confocal con un aumento de 63x de los preparados tratados con DAPI (azul) y faloidina (rojo). Sin tratar (DMSO) y
tratados con extracto de piel de uva (0,03 mg/mL). DAPI: tiñe ADN. Faloidina: tiñe filamentos de actina. .

En las condiciones de estudio no se observó un aumento en el tamaño de los acinos (datos
no mostrados). Debido al aumento de la proliferación celular en el cultivo 2D en presencia
del extracto de piel de orujo, respecto al cultivo sin tratar (DMSO), se podría inferir que
habría un aumento del tamaño de los acinos. Vale la pena destacar que los cultivos no
tuvieron la misma cantidad de días de crecimiento y tal vez eso explique por qué no se
encontraron acinos más grandes en presencia de extracto. Tampoco se observaron cambios
estadísticamente significativos (p<0,05) según el análisis estadístico Kolmogorov-Smirnov,
en el número de acinos formados en las distintas condiciones, tanto MB R como MB N
(Fig.8). Sin embargo, se observaron diferencias en el número de acinos formados en
condiciones de MB N vs MB R, este resultado coincide con los datos mostrados por
Rodríguez-Teja et al. [27].

Figura 8.- Número de acinos formados por células epiteliales de mama MCF10A en cultivos de 3D, sobre MB N y MB R,
tratadas con dos concentraciones de extracto de orujo (0,015 y 0,03 mg/mL), el vehículo (DMSO) y sin tratar.

El análisis de circularidad muestra una diferencia estadísticamente significativa en la
circularidad de los acinos crecidos sobre MB R sin tratar de aquellos que fueron tratados
con extracto de la piel de uva Tannat proveniente del orujo (p<0,02), según el test de
Mann-Withney (Fig. 9).
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Figura 9.- Circularidad de acinos formados por células epiteliales de mama MCF10A en cultivos de 3D, sobre MB N y
MB R, tratadas con dos concentraciones de extracto de orujo (0,015 y 0,03 mg/mL), el vehículo (DMSO) y sin tratar. La
circularidad se midió en un rango de 0,05-1. *(p<0,02) test de Mann-Withney.
En el contexto de un tejido epitelial, la MB sobre la que se anclan las células, requiere de
una estructura específica supramolecular del colágeno, que incide en diversos aspectos de
la vida de la célula, entre ellos su forma y las uniones celulares, dos aspectos altamente
relevantes en la formación de las estructuras acinares de carácter tridimensional [11].
Durante las modificaciones postraduccionales necesarias para el correcto ensamblaje de la
MB, la enzima LOX actúa a nivel del amino en la posición ε-amino generando una
desaminación oxidativa en los residuos de lisina y prolina de la fibrilla de colágeno. Esta
reacción enzimática es tejido-específica, sustentando las hipótesis de que la MB y sus
componentes brindan estructura, soporte pero también controlan la homeostasis del tejido
epitelial a través de mecano-señales que involucran a los hemidesmosomas [31].

La rigidez de la MB en el modelo utilizado en el presente trabajo se da por el
entrecruzamiento de las proteínas de la MB por acción del glicolaldehído, contexto en el
cual la mecano-señal que transducen las proteínas transmembrana hacia el citoesqueleto
son aberrantes, de manera análoga a como sucede en un tejido envejecido que ha
acumulado AGEs. En consecuencia, los acinos no se forman o en caso de formarse, no
tienen la forma esperada en condiciones de MB nativa.

Por otra parte, los AGEs presentes en la membrana pueden interactuar también con
receptores celulares, desencadenando cascadas de señalización intracelulares que pueden
afectar el normal funcionamiento de la célula [15]. Los cambios que se producen en la
interacción de la célula con la MB R pueden ser observados mediante microscopía de
fluorescencia, con DAPI y faloidina, para evidenciar cambios en la polaridad apico-basal y
las uniones célula-célula que definen el acino. Si bien, en condiciones de rigidez por
acumulación de AGEs (tanto in vitro como in vivo) las mecano-señales que recibe la célula
son aberrantes y afectan la formación de acinos [14, 15], en presencia del extracto,
encontramos acinos con mejor circularidad (Fig. 9). De este resultado se podría inferir que
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hay una recuperación del fenotipo acinar normal. Según lo reportado, esto podría explicarse
por distintos mecanismos de acción: la capacidad antioxidante de los polifenoles a través de
la neutralización de los radicales libres (que intervienen en la formación de AGEs) en
particular de los flavonoides, donde a mayor sustitución de OH en la estructura básica
mayor es su poder antioxidante como sucede con el quercetin, myrcetin e Isorhamnetin-
[32,33]. Otras características como la presencia del catecol en el anillo B potencian la
capacidad antioxidante (ver Anexo por estructura de los flavonoides y otros compuestos
fenólicos más abundantes en el extracto utilizado para este trabajo) [18,19, 32].

Como se nombró en la introducción, MGO y GO, dos dicarbonilos de los más reactivos
formados por rearreglos de los productos de Amadori, podrían ser neutralizados por la
capacidad de los polifenoles presentes en el extracto, de atrapar dicarbonilos. El ácido
gálico, compuesto presente en gran proporción dentro del extracto utilizado, ha sido
reportado por atrapar carbonilos y dicarbonilos con alta efectividad, al igual que quercetina y
las epigalocatequinas, también presentes en el extracto [18, 32].

Conclusiones y perspectivas

En este trabajo, logramos una extracción de compuestos polifenólicos de piel de orujo de
vino de uva Tannat eficiente a escala laboratorio y que produce mínimos residuos. Sin
embargo, sería un gran aporte poder eliminar el metanol de la solución de extracción para
lograr un proceso más ecológico.
A su vez, demostramos que el extracto inhibe la formación de AGEs solubles, con
resultados similares a los reportados para extractos de otras matrices alimentarias.
El extracto tiene potencialmente capacidad inhibitoria de la formación de AGEs
entrecruzantes.

Por otro lado, se implementó el modelo de cultivo 3D de células epiteliales mamarias por
primera vez en el Laboratorio de Interacciones Célula-Ambiente (LICA), en el que hasta
entonces se trabajaba con el mismo modelo, pero con una línea celular de próstata. En este
mismo sentido, se puso a punto el cultivo con extracto de piel de orujo de uva Tannat, para
esta línea celular en dos y tres dimensiones, algo que tampoco se había realizado hasta el
momento en el LICA.

Existe una cantidad considerable de estudios clínicos en pacientes con diagnóstico de
diabetes, algunos de ellos citados en este trabajo, donde se comparan con otras pacientes
sin diagnóstico de diabetes como caso control y se les administra alimento enriquecido en
polifenoles (algunos presentes en el extracto). Todos ellos concluyen que una dieta rica en
polifenoles es un factor protector ante complicaciones consecuencia de la situación
inflamatoria crónica que produce la diabetes en pacientes con cáncer de mama.
Un aspecto a tener en cuenta es que el extracto utilizado en nuestro trabajo, puede no ser
similar a los compuestos que luego de la digestión y absorción en el intestino, estarían
biodisponibles para las células. Investigaciones recientes en el Laboratorio de Bioactividad y
Nanotecnología de Alimentos, en la tesis de maestría de la Mag. María Victoria Olt bajo la
tutoría de la Dra. Fernández-Fernández, arrojaron resultados relacionados a aquellos
polifenoles que finalmente se encuentran bioaccesibles luego de la ingesta de un alimento
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diseñado con orujo. En este sentido, proyectamos trabajar con el producto de digestión in
vitro, en lugar del extracto, en este mismo modelo de cultivos en 3D de células epiteliales
mamarias para poder conocer la fracción bioaccesible y su impacto sobre el tejido, teniendo
una aproximación más fidedigna del rol que podría jugar en la prevención y tratamiento del
cáncer de mama la ingesta de alimentos ricos en orujo de uva Tannat.

Por otra parte, se planea también extender estos estudios al cáncer de próstata, analizando
cómo actúa el orujo sobre líneas celulares de este tejido y comparándolo con el de mama,
considerando que ambas neoplasias se desarrollan en glándulas sexuales,
hormono-dependientes y tienen como factor de riesgo más relevante la edad.

Anexo

Estructura básica de los Flavonoides con dos anillos aromáticos (A y B) unidos por una
estructura cíclica marcada (C)

Quercetin
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Myrcetin

malvidin-3-O-(6-p-coumaroyl)glucoside (Antocianina)

Ácido gálico
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