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RESUMEN

El Tumor de Células Gigantes de hueso (TCG) es un tumor primario de hueso que afecta a
adultos en edad productiva y causa discapacidad al afectar la movilizacién de la extremidad
afectada. Por el tipo de poblacién que es atendida es el tumor mas frecuente en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion. El tratamiento del TCGC es principalmente quirdrgico, con
limitaciones en caso de localizaciones inaccesibles y con algunas desventajas. Para los TCG
inoperables existen pocas alternativas complementarias y farmacolégicas para su
tratamiento: denosumab y bifosfonatos, ambos con riesgo de efectos secundarios.
Encontrar otras moléculas o compuestos que puedan ser potenciales agentes coadyuvantes
para el tratamiento de este tumor es deseable con el fin de contar con otras alternativas
terapeuticas que sean efectivas y que de igual forma ofrezcan menos efectos colaterales.
La quercetina podria ser un potencial agente terapéutico para el tratamiento coadyuvante
del TCG ya que dentro de sus propiedades anticancerigenas descritas de la quercetina se
encuentran sus efectos antiproliferativos y proapoptadticos.

El OBJETIVO GENERAL de este trabajo fue evaluar el efecto antiproliferativo, necrdtico y
apoptoético de la Quercetina en un modelo tridimensional de TCG implantado en ratones
atimicos. METODOLOGIA: Se realizé un estudio experimental y comparativo.. Se realizé
cultivo primario de cada tumor y se obtuvo la dosis letal 50 de la quercetina. Posteriormente
se utilizaron modelos 2D y 3D in vitro para determinar el efecto antiproliferativo, necrético
y apoptdtico de la quercetina en estos. El modelo 3D consisti6 en un andamio de
policaprolactona de 5 mms de eje mayor, en el cual se sembraron células de TCG
(constructo). Finalmente se utilizé un modelo animal, en el que se implantd el constructo
en ratones atimicos. Para determinar el efecto antiproliferativo de la quercetina se
determind la expresidn por PCR en tiempo real de PCNA, el efecto necrético se determind
con la expresion de RIP1K y el efecto apoptético se determind la expresién de Caspasa 3y
Caspasa 8. Se compararon los resultados obtenidos en los diferentes modelos empleados:
2D, 3D in vitro y 3D in vivo. Se realizaron estudios con microscopia de luz de los constructos
y se evalud la ultraestructura de las células expuestas a quercetina con microscopio
electrénico de transmision.

RESULTADOS: 1) La quercetina tiene un efecto antiproliferativo, necrético y apoptdtico en
las células derivadas de TCG. La magnitud observada de estos 3 efectos varia de acuerdo al
modelo empleado para su estudio. En el modelo 2D predomind el efecto necrético,
observandose mayor expresion de RIP1K. Este efecto fue corroborado por medio de
microscopia electrénica de transmisidn al predominar en las células observadas datos de
necroptosis sobre los de apoptosis. En el modelo 3D in vitro no se encontrd efecto necrético
y Unicamente se observé efecto antiproliferativo y apoptodtico. El modelo animal utilizando
ratones atimicos fue el que mostrd las expresiones mas bajas de Caspasa 3 y 8, asi como
también las mas altas de PCNA



EFECTO ANTIPROLIFERATIVO, NECROTICO Y APOPTOTICO DE LA QUERCETINA EN
CELULAS AISLADAS DE TUMOR DE CELULAS GIGANTES UTILIZANDO UN MODELO
TRIDIMENSIONAL IMPLANTADO EN RATON ATIMICO.

MARCO TEORICO

TUMOR DE CELULAS GIGANTES DE HUESO (TCG)

DEFINICION

El Tumor de Células Gigantes es un tumor primario de hueso, benigno aunque de
comportamiento agresivo que se caracteriza radiolégicamente por ser una lesién
epifisio-metafisiaria excéntrica, bien delimitada y sin reaccién peridstica (1).

HISTORIA

Desde su descripcion inicial por Sir Aslley Cooper en 1818 (2) el TCG ha sido una entidad
generadora de controversia considerando su origen, comportamiento biolégico,
tratamiento, nombre e incluso, su frecuencia.

En 1854 Paget fue el primero en realizar una descripcidn macroscépica y microscépica
detallada de estos tumores, mostrando las primeras ilustraciones de las poblaciones
celulares observadas al microscopio en este tumor. Dado que el aspecto denso y rojo
suave de estos tumores era como la médula normal, los lamé tumores "mieloides" (Fig.
1).

HISTORY OF MYELOID TUMORS, 4-
containing from two to ten or more oval, clear, and nucleolated nuel
(fig. 74, B sec also fig, 76, p. 453).
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Fig. 1 Primer dibujo de las células que componen al Tumor de Células
Gigantes de hueso. de las Lectures on Surgical Pathology, 1854, de Paget.
(Instituto Johns Hopkins de Historia de la Medicina).



La controversia con respecto a la naturaleza del TCG ha existido desde esos tiempos, ya
que mientras algunos investigadores como Nelaton (Fig. 2) consideraban que este
tumor era benigno, otros investigadores influenciados por Virchow consideraban que
este tumor al igual que todas las lesiones que contenian células gigantes eran sarcomas.
Para Virchow los sarcomas eran tumores compuestos de forma imperfecta por
mesénquima. Y para el caso de los TCG, Virchow consideraba que los tumores de células
gigantes eran malignos, tenian un mal prondstico y pertenecian al grupo de

&

Fig. 2 Dibujo de la Monografia de Nelaton
Tumeurs @ Myeloplaxes, Paris, 1860, que muestra
el aspect macroscépico de un tumor de células
gigantes de hueso, localizado en fémur distal.(
National Library of Medicine)
"Riesenzellensarkome" (sarcomas de células gigantes), que era una de sus

clasificaciones microscopicas para los sarcomas.

Posteriormente en 1919 el histopatélogo norteamericano James Stephen Ewing (1866-
1943), hizo referencia en su publicacion Neoplastic Diseases, sobre las variaciones
histoldgicas que presentan los tumores de células gigantes, asi como también sobre el
espectro en el comportamiento clinico de estas lesiones.

En 1940 Jaffe junto con Lichtenstein y Portis separan del TCG a otras lesiones que
también contienen células gigantes y establecieron nuevas entidades, como el tumor
pardo de hiperparatiroidismo, el granuloma reparativo de células gigantes, el
condroblastoma, el fiboroma no osificante y el osteoblastoma.

Jaffe reconocié que no era simplemente la presencia de abundantes células gigantes,
sino el patrén histolégico de toda la lesidn lo que definia el tumor. Para llamar a una



lesion un tumor de células gigantes, deberia tener el entorno clinico adecuado, la
apariencia radioldgica y el patrén histolégico. Jaffe establecid el concepto de que el
tumor de células gigantes debe definirse como una entidad clinica-radioldgica-
patoldgica (3).

Posteriormente se publicaron grandes series de casos de TCG. Es gracias a estas grandes
series, como las de Goldenberg y Dahlin, que sabemos ahora que los TCGs pueden
recurrir y dar metastasis pulmonares, aunque no presenten un aspecto histolégico
franco de malignidad (4,5).

Fig 3 Frecuencia del Tumor de células Gigantes de Hueso en diferentes paises. Tomado de Estrada-Villasefior
et al., Prevalencia y caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor de células gigantes. Acta ortopedica mexicana.
2015;29(6):295-298.

EPIDEMIOLOGIA

La frecuencia del tumor de células gigantes reportada en la literatura es muy variable.
Las series de paises anglosajones se refieren al tumor de células gigantes de hueso
como un tumor «poco frecuente», con una frecuencia de 5% dentro del grupo de los
tumores 6éseos (5). Por otro lado, existen otras series de paises asiaticos como la India
en las que el TCG presenta una frecuencia del 20% dentro del grupo de tumores éseos

(6).

En México, en el Instituto Nacional de Rehabilitacién, en el grupo de tumores dseos el
TCG tiene una proporcion del 17% (7) (Fig. 3)

Diversos factores podrian intervenir en la diferente frecuencia observada, entre los
cuales, por mencionar solo algunos, estan: los diferentes sistemas de registro para las
neoplasias que tiene cada pais, las diferentes fuentes de datos a partir de las cuales se
realizaron las publicaciones, la diferente proporcion de adultos jovenes y maduros que
hay entre estos paises (8,9,10,11,12, 13,14) etc.



CARACTERISTICAS CLINICAS

El TCG afecta a personas esqueléticamente maduras, presentdndose con mayor frecuencia
en la tercera década de la vida. 80% de los casos ocurren entre los 20 y 50 afos, es decir
en poblacién econdmicamente activa. Los casos de TCG que se presentan antes de los 14
afios sélo ocupan el 3% y los casos que se presentan en pacientes mayores de los 50 afios

Fig 4 Localizaciones mas frecuentes del TCG.
Tomado de Estrada-Villasefior et al., Prevalencia
y caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor de
células gigantes. Acta ortopedica mexicana.
2015;29(6):295-298.

s6lo ocupan el 13% de los tumores de células gigantes.

El sintoma predominante del TCG suele ser el dolor, de intensidad variable, seguido de
aumento de volumen y pérdida de la funcidn de la extremidad afectada. En algunas
ocasiones se puede encontrar asociado a fracturas (15).

Gran parte de las lesiones se encuentran en la epifisis de los huesos largos (75-90%), con la
mayoria de los casos (50-65%) localizados alrededor de la rodilla. Las localizaciones mas



frecuentes son fémur distal, tibia proximal y radio distal9,10. El TCG también puede afectar
huesos planos como pelvis, sacro, columna y costillas. Los huesos de las manos y pies
pueden verse afectados, aunque con mucha menor frecuencia (Fig 4).

De acuerdo con algunas series, afecta con mayor frecuencia a mujeres, con una relacién
mujer-hombre que variade 1: 1.1a 1: 1.5 (7).

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

El TCG se encuentra compuesto por tres tipos de células: 1) células gigantes multinucleadas
tipo osteoclasto, 2) células estromales mononucleadas y 3) células semejantes a monocitos.
Se pueden encontrar también otros componentes como los macréfagos espumosos y
depdsito de hemosiderina (Fig 5). Las células gigantes multinucleadas, de igual manera que
los osteoclastos, son capaces de llevar a cabo la reabsorcién dsea y ostedlisis. Las células
estromales secretan citocinas y factores de diferenciacién, incluyendo la proteina
guimiotactica de monocitos 1 (MCP1), el factor de diferenciacion de osteoclastos (ODF) y el
factor estimulante de colonias de macroéfagos (M-CSF).

Fig 5 Fotomicrografia que muestra los componentes histolégicos de un
Tumor de Células Gigantes de Hueso*élula gigante multinucleada;
célula estromaIAmonocito

Estas moléculas por quimiotaxis atraen a los monocitos, ademas de ser indispensables para
la diferenciacion de los osteoclastos (15). Con los datos que se cuenta hasta el momento
en la literatura, se sugiere que las células estromales estimulan la migracidon de los
monocitos de la sangre hacia el tejido tumoral promoviendo su fusion para formar células
gigantes multinucleadas tipo osteoclasto. Las células estromales son consideradas el
componente neoplasico y las células gigantes multinucleadas junto con los monocitos, son
consideradas el componente reactivo (16).



El TCG se puede encontrar asociado a quiste dseo aneurismatico (QOA), enfermedad de
Paget y puede ser componente de otros tumores como el condrosarcoma desdiferenciado.
Cuando el TCG se asocia a QOA (15-35% de los casos de TCG) sus caracteristicas clinicas y
de imagen difieren a las del TCG convencional. De igual forma, cuando el TCG se asocia a
enfermedad de Paget, presenta localizaciones poco frecuentes como huesos faciales, pelvis,
columnay craneo (17,18,19,20).

Gradificacidn histolégica del TCG.
Basandose en el aspecto histolégico de las células estromales, la cantidad de células
gigantes multinucleadas y las mitosis, Jaffe propuso una gradificacidn histolégica en los TCG.

De acuerdo a esta clasificacién los TCG grado 1 consisten en células estromales cuyos
nucleos no presentan atipias y son semejantes a los nucleos de las células gigantes
multinucleadas. En estos tumores las células gigantes multinucleadas son abundantes. Los
TCG grado 2 son aquellos en los cuales las células estromales presentan abundantes figuras
de mitosis sin presentar atipias nucleares. En estos tumores las células gigantes
multinucleadas se presentan en menor cantidad en comparaciéon con los TCG grado 1. Los
TCG grado 3 son aquellos en los cuales las células gigantes multinucleadas se encuentran
alternando con células que presentan caracteristicas francas de sarcoma, es decir atipia
nuclear, asi como también abundantes figuras de mitosis.

Jaffe relacioné el grado histolégico de los TCG con su comportamiento clinico, de tal manera
qgue los TCG grado 1 consistian en lesiones benignas, limitadas al hueso, no recidivantes. Los
TCG grado 2 consistian en lesiones benignas agresivas, con extension a tejidos blandos y
alta probabilidad de recurrencia. Los TCG grado 3 consistian en tumores malignos, con
comportamiento clinico de sarcoma (21).

Sin embargo, trabajos que surgieron posteriormente informaron que el aspecto histolégico
de los TCGs no muestra relacidn alguna con su agresividad local, asi como tampoco con su
capacidad metastdsica o de degeneracidon maligna (22,23).

Debido a que al parecer el aspecto histolégico de los TCG no muestra relaciéon con su
comportamiento bioldgico, estos tumores se han estudiado también desde el punto de vista
molecular, para determinar si es posible identificar proteinas indicadoras de prondstico y
asi poder brindar mejores opciones terapéuticas (24).

COMPORTAMIENTO BIOLOGICO

El TCG es considerado como una neoplasia benigna de agresividad “variable” por algunos,
y por otros como una neoplasia de bajo potencial maligno debido a que, aunque puede
tener una localizacién exclusivamente intramedular, también puede extenderse y afectar a
los tejidos blandos adyacentes. El TCG puede presentar recurrencias hasta en un 50% de los
casos (25), puede presentarse acompafiado de implantes pulmonares en un 5-10% de los
casos (26,27) y también puede presentar transformacién maligna en un 1-3% de los casos



dando lugar a un tumor de células gigantes maligno con componentes histolégicos de
histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma u osteosarcoma. La transformaciéon maligna de
los TCGs en general es secundaria a radioterapia (1% de los casos con radioterapia) o como
resultado de la desdiferenciacidn de un TCG primario con una o multiples recurrencias (28).
En el caso de los implantes pulmonares estos pueden ser Unicos o multiples y aunque
histolégicamente  no presentan caracteristicas de malignidad, algunos estudios han
encontrado mayor expresién de p53 en comparacion con el tumor éseo primario (29).

Con respecto al riesgo de recurrencia, se conoce que éste se encuentra asociado al grado
Campanacci que presenten este tipo de tumores (30,31), asi como también al tipo de
tratamiento utilizado (32). Ahora se sabe que a mayor nimero de recurrencias, mayor
riesgo de presentar implantes pulmonares y mayor riesgo de degeneracién maligna. Por lo
tanto, aunque también hay otros factores a considerar, en cierta medida el prondstico de
este tipo de tumores estd relacionado con el tratamiento que se proporcione inicialmente
a los pacientes. De ahi la importancia del tratamiento del TCG.

TRATAMIENTO del TCG

Para considerar el tipo de tratamiento que se utilizara en el TCG, previamente hay que
tomar en consideracion la regién anatémica afectada, el acceso quirdrgico que se tenga a
esta region, el estadio de la lesidn y la posibilidad de reconstruccidn funcional, la presencia
de fractura y la extension a tejidos blandos, entre otros factores.

Cada uno de los tratamientos disponibles presenta beneficios e inconvenientes. Anexo 5

FLAVONOIDES Y QUERCETINA

FLAVONOIDES
La palabra flavonoide deriva del latin flavus que significa amarillo (el color mas comun
de los flavonoides) En la naturaleza, los flavonoides son pigmentos vegetales no
nitrogenados que se encuentran en varias partes de las plantas. Los flavonoides
constituyen un grupo heterogéneo de compuestos, que tienen multiples funciones en
las plantas. Pertenecen a una clase de compuestos fendlicos de bajo peso molecular y
se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Constituyen una de las
clases de compuestos mas caracteristicas de las plantas. Muchos flavonoides son
pigmentos florales. Sin embargo, su presencia no se limita a las flores sino que se
encuentran en todas las partes de las plantas: hojas, tallos, etc. (33). Los flavonoides
desempeiian una variedad de actividades bioldgicas en plantas, animales y bacterias. En
las plantas, se sabe que los flavonoides se sintetizan en sitios particulares, siendo
responsables del color y aroma de las flores, para atraer a los polinizadores vy, en
consecuencia, para ayudar a la germinacién de semillas y esporas (34). Los flavonoides
protegen a las plantas de diferentes estreses bidticos y abiéticos y, en algunos casos
proporcionan a las plantas un sabor desagradable, con lo cual son rechazadas para su
consumo por animales herbivoros. También actian como filtros, protegiendo a las



plantas de los nocivos efectos de la radiacion ultravioleta(35). Funcionan como
moléculas de sefial, agentes desintoxicantes y compuestos defensivos antimicrobianos.
Los flavonoides tienen funciones contra la resistencia a las heladas, la resistencia a la
sequia y pueden desempefiar un papel funcional en la aclimatacién al calor de las
plantas y la tolerancia a la congelacion (36).

Estructura y clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un
anillo pirano (C). Los flavonoides se pueden subdividir en diferentes subgrupos segun el
carbono del anillo C al que esta unido el anillo By el grado de saturacién y oxidacién del
anillo C. Los flavonoides en los que el anillo B esta enlazado en la posicién 3 del anillo C
se denominan isoflavonas. Aquellos en los que el anillo B estd enlazado en la posicion 4
del pirano se denominan neoflavonoides, mientras que aquellos en los que el anillo B
estd enlazado en la posicidn 2 pueden subdividirse en varios subgrupos sobre la base de
las caracteristicas estructurales del anillo C. Estos subgrupos son: flavonas, flavonoles,
isoflavonas, antocianinas y chalconas (Fig. 6).
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Fig 6 Estructura quimica de los flavonoides. Tomado y modificado de Panche AN, Diwan AD,
Chandra SR. Flavonoids :an overview. J Nutr Sci. 2016 Dec 29; 5 e47
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Los flavonoides presentan una amplia actividad farmacolégica. Pueden unirse a
multiples polimeros biolégicos tales como enzimas, transportadores de hormonas y
DNA, pueden quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+ y Zn2+, asi
como también catalizar el transporte de electrones y depurar radicales libres. Cada
subgrupo de flavonoides tiene fuentes principales Unicas. Por ejemplo, las cebollas y el
té son las principales fuentes dietéticas de los flavonoles y flavonas (37,38).

Aquellos flavonoides que se encuentran abundantemente en alimentos y bebidas de
origen vegetal, como frutas, verduras, té, cacao y vino se denominan flavonoides

dietéticos.
OH ,
1 OM ESTRUCTURA'Y CARACTERISTICAS GENERALES
7 N DE LA QUERCETINA

HQ  , A O '“ B//.;/, El nombre Quercetina deriva de la palabra
T a |I c |17 Quercetum (bosque de robles) y se ha utilizado
g © e S A OH desde 1857 para describir un compuesto quimico
(LH ﬂ) que pertenece al grupo de los flavonoides, cuya

férmula molecular es C1sH1007. La quercetina es un

compuesto de color amarillo brillante y es insoluble
al agua, aunque soluble en alcohol y lipidos. La Quercetina es un compuesto lipofilico, por
lo que puede cruzar la membrana celular en interactuar con varias moléculas de localizacién
intracelular presentando asi multiples efectos. La Quercetina es una aglicona, es decir que
carece de un azUcar adjunto. Cuando un glucésido (un azticar como la glucosa, ramnosa o
rutinosa) se une y sustituye a un grupo OH (comuUnmente en la posicion 3) se forma un
glucdsido de quercetina. Este grupo glucosilo puede cambiar la solubilidad, absorcién y
efectos in vivo de la Quercetina. La presencia de un grupo glucosilo (quercetina glucésido)
da como resultado una mayor solubilidad al agua en comparacion con la quercetina aglicona
(Fig. 7).

Fig 7 Estructura quimica de la quercetina

Fuentes dietéticas de la Quercetina

La quercetina es el flavonoide mas frecuentemente encontrado en los alimentos,
encontrandose principalmente en forma de glucdsido de quercetina. Esta presente en una
gran variedad de alimentos como manzanas, bayas, uvas, cebollas, brdcoli, clavo, orégano,
chayotes, tomates, asi como semillas (nueces). La Quercetina también se encuentra en
varios medicamentos botanicos como por ejemplo el Ginkgo Billoba. La forma aglicona de
la quercetina se encuentra en menor cantidad en la dieta, siendo las dos fuentes principales
de ésta las cebollas y los chalotes. Sin embargo, dependiendo de qué parte de estos
alimentos se consuma, sera el tipo de quercetina ingerida. Por ejemplo, la pulpa de las
cebollas contiene principalmente glucdsidos de quercetina, con sélo trazas de quercetina
aglicona, mientras que las capas mas externas de la cebolla contienen una mayor cantidad
de quercetina aglicona (39).
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Usos terapéuticos de la quercetina

La Quercetina tiene multiples blancos intracelulares entre los cuales se encuentran
proteinas involucradas en la apoptosis, ciclo celular, detoxificacion, replicacién,
antioxidantes y angiogénesis. De ahi sus multiples efectos como antioxidante,
antihipertensivo, gastroprotector, y sus propiedades antivirales, antibacteriana,
antiinflamatoria, antitrombética y antineopldsica (40).

La quercetina se considera un potente antioxidante debido a su capacidad para eliminar los
radicales libres y unirse a iones metalicos . Sus capacidades antioxidantes se atribuyen
principalmente a la presencia del grupo catecol en el anillo By el grupo OH en la posicion 3
del anillo A. Ademas, la quercetina no solo detiene la peroxidacion de lipidos, sino que
también aumenta los niveles de glutatidn, contribuyendo asi a prevenir la formacién de
radicales libres (41).

Efecto antineoplasico de la quercetina

La actividad antineoplasica atribuida a la quercetina, se relaciona principalmente con su
efecto antiproliferativo y pro-apoptético observado y estudiado en células neoplasicas de
diferentes estirpes celulares como préstata, pulmdn, cervicouterino, mama y colon entre
otros (42) Tabla I. La quercetina ademas no ejerce actividad necrdtica en cultivos de células
no tumorales. Esta caracteristica resulta importante ya que los efectos colaterales
relacionados a la actividad necrdtica en células no neopldsicas serian menores en
comparacion con farmacos tradicionales utilizados en la quimioterapia como el cisplatino.
Como explicaciéon para este efecto selectivo de la quercetina sobre las células neopldsicas
se describe el hecho que las células neoplasicas presentan cantidades reducidas de enzimas
antioxidantes (43) por lo que son mas sensibles de lo normal a las especies reactivas de
oxigeno inducidas por quercetina. Otra caracteristica que presenta la quercetina, a
diferencia de los agentes utilizados en la quimioterapia, es que su uso no esta acompafiado
de efectos secundarios. De hecho, existen estudios en los cuales la quercetina previene del
efecto nefrotdxico de agentes utilizados en la quimioterapia como el cisplatino sin afectar
la actividad antitumoral de éste (44). Por otro lado, al utilizar quercetina junto con otros
agentes quimioterapéuticos se presenta un efecto sinérgico observandose un incremento
en las células neoplasicas con apoptosis (45).

TABLA I. Mecanismos de accidn de la Quercetina en diferentes tipos de Cancer

Tipo de Cancer Mecanismos Referencias

Cancer de Incrementa apoptosis e inhibe la progresion en el ciclo Nguyen et al.
mama celular (2017)



Colon

Pancreas

Higado

Pulmdn

Vejiga

Gastrico

Hueso

Reduce la expression de vimentin, Snail, N-cadherin, Twist,
Slug,metaloproteinasa-2 (MMP-2), MMP-9 y VEGFR-2.
Mejora la expresién de E-cadherina

Inhibe la viabilidad de las células de cancer de colon CT26
y MC38

Induce apoptosis a través de la via de las protein quinasas
activadas por mitégenos (MAPKs)

Causes G2 phase arrest
Induces autophagic cell death through ERK activation

Reduces the tumor growth and drug resistance

Induce apoptosis

Desencadena la apoptosis mediada por BCL2/BAX, asi
como también la catastrofe mitética y la necrosis.
Inhibe el potencial migratorio de las células A549 cells
Mejora la expressions of nm23-H1 y de inhibidores de la
metaloproteinasa

Inhibe la expresion de MMP-2. GW9662, a PPAR-y
antagonista

Inhibe la actividad de aurora B

Reduce la fosforilacién de la histona 3

Inhibe la proliferaciéon celular y la formacién de colonias en
células de cancer de vejiga al inducir dafio en el DNA

Inhibe la expresidn de proteinas virales EBV, incluyendo las
proteinas EBNA-1y LMP-2

Induce la expresidn de p53, Bax y Puma

Escinde a las caspasas 3 - 9y Parp

Disminuye la expression de ciclina D1 en células SKOV3 y
U20SPt cells

Inhibe la proliferacion de células 143B proliferation y
regula a la alza la expresién de miR-217

12

Balakrishnan et
al. (2016) and
Quagliariello et
al.

(2016)

Kee et al. (2016)

Y. Zhao, Fan, et
al. (2017) and J.
Zhao, Liu, et al.
(2017)

Cao et al. (2015)

Guan, Gao, Xu,
et al. (2016)

Klimaszewska-
Wisniewska et al.
(2017)

Chuang et al.
(2016) and
Warnakulasuriya,
Ziaullah,

and Rupasinghe
(2016)

Xingyu et al.
(2016)

Orsoli¢ et al.
(2016)

J. Lee, Lee, Kim,
et al. (2016) and
H. H. Lee, Lee,
Shin,

et al. (2016)
Catanzaro,
Ragazzi, Vianello,
Caparrotta, and
Montopoli
(2015)

X. Zhang, Guo, et
al. (2015), J. Y.
Zhang, Lin, et al.



Cerebro

Cabezay
cuello

Cervicouterino

Piel

Tiroides

Ovario

Rifidn

Suprime la expresion de COX-2 al inhibir a Hsp27 y actua
como inhibidor de COX-2 y Hsp27
Reduce la expression de MMP-2

Induce muerte cellular por necrosis y regula a la baja la
expression de Bcl-2 mRNAs.
Favorece la expresion de mRNAs mitocondriales

Modula la via mitocondrial y |a sefializacion de JAK2/STAT3

Retarda el crecimiento de colonias en células HSC-3
Suprime a MMP-2 y MMP-9

Causa arresto en la fase G1 phase

Induce apoptosis, suprime la expresion de Bax y activa la
expresion de Caspase-3 y Bcl-2

Inhibe la expresidén antiapoptotica de AKT and Bcl-2
Incrementa los niveles mitocondriales de citocromo-c
Causa arresto del ciclo cellular en G2/M

Induce apoptosis a través de la via PI13k/Akt

Bloquea la expression de COX-2 inducida por radiacion
UVB y la activacion de NF-kB en células de la linea Hacat
Reduce el tamafo del tumor y el nUmero de papilomas.

Disminuye la proliferacidn cellular e incrementa la
apoptosis mediante la activacion de caspasas

Regula a la baja los niveles de Hsp90

Disminuye la actividad del proteasomoa quimiotripsina-
like

Suprime a ROS-inducido por dafio e incrementa la
expression de enzimas endégenas antioxidantes

Induce apoptosis en las células A2780S y activa a caspasa-
3 y caspasa-9.

Regula a la baja a MCL-1 y Bcl-2. Regula a la alta a Bax y
cambia el potencial transmembrana mitocondrial

Protege contra la nefrotoxicidad inducida por

Doxorrubicina y disminuye la expresion renal de TNF-a, IL-

1B, iNOS y caspasa-3
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(2015), and X. A.
Zhang, Zhang, et
al. (2015)

Q. C. Li, Liang,
Hu, and Tian
(2016) and J. Li,
Tang, Li,

Li, and Fan
(2016)

Wang et al.
(2013)

Chan, Lien, Lee,
and Huang
(2016)

Z.Yuan et al.
(2015)

Bishayee et al.
(2013)

Xiang, Fang, and
Wang (2014
Caddeo et al.
(2016)

Ali and Dixit
(2015)

Mutlu Altundag
et al. (2016) and
Quagliariello et
al. (2016)

W. Li, Liu, et al.
(2014), N. Li,
Sun, et al.
(2014), X. Li,
Wang, et al.
(2014), and W.
Li, Zhao, et al.
(2014)

Gao et al. (2012)

Heeba and
Mahmoud
(2016)



Mesotelioma

Modula la expression of ciclinas and cinasas dependientes
de ciclinas
Favorece las vias JNK, p38 y MAPK/ERK y aumenta la
fosforilaciéon de ERK

Demiroglu-
Zergeroglu,
Ergene, Ayvali,
Kuete, and
Sivas (2016)

Modificado y Tomado de Rauf A, Imran M, Khan IA, Ur-Rehman M, Gilani SA, Mehmood Z,
Mubarak MS. Anticancer potential of quercetin: Acomprehensive review. Phytother Res. 2018

Nov;32(11):2109-2130

EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE LA QUERCETINA
El mecanismo por el cual la quercetina muestra efecto antiproliferativo en las células
neopldsicas es mediante arresto del ciclo celular en ciertos puntos control de éste (Fig 8).
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Fig 8 Sitios de accidn en el Ciclo Celular de la Quercetina. Tomado de Kashyap D. Molecular mechanisms of
action of quercetin in cancer: recent advances. Tumor Biol 37(10), 12927-12939
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La Quercetina causa arresto en G1, en G2/M, en GO/G1 y en la fase S. El arresto en G1 lo

realiza mediante la disminucién en la expresion de ciclina D1/Cdk4 y E/Cdk2, asi como
también provocando aumento en la expresiéon de p21 (46). El arresto en G2/M o en GO/G1

lo realiza al ocasionar aumento en la expresién del gen de retinoblastoma (Rb), habiendo
sido observado que tanto el arresto sobre G2/M como la inhibicién de sintesis de DNA (fase

S) son concentracién dependientes (47). El arresto en la fase S es el resultado de una
disminucion en la expresidon de Cdk2 y de las ciclinas A y B, mientras que el arresto en el

ciclo celular en la fase G2/M del ciclo pueden tener como causa un incremento en el nivel
de ciclina B y disminucidn en los niveles de ciclina D, ciclina E, E2F1 y E2F2.
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Cuando los cultivos 2D de células neoplasicas dejan de ser expuestos a la quercetina, éstas
ingresan de nuevo al ciclo celular, con el consequente incremento en la expresion de ciclina
Dy EB e incremento en la expresion de ciclina D y ciclina E.

Otros estudios describen el arresto en el ciclo celular por parte de la quercetina en la fase
G0/G1, mediante el mecanismo de la hipofosfosforilacion de pRb, lo que lleva a lainduccidn
de p21 que es un inhibidor de CDK. Otros mecanismos que se han descrito por parte de la
quercetina son: 1) la inhibicion de la transcripcién de la ciclina B1 y 2) dafio al DNA con la
activacion de la Chk2 quinasa, la cual tiene un papel importante en la induccién de p21. Los
mecanismos propuestos mediante los cuales la quercetina dafia al DNA son dos. El primero
consiste en inducir dafio del ADN por inhibicién de la actividad de la topoisomerasa Il y el
segundo es por su capacidad de producir especies reactivas de oxigeno al actuar como un
donante eficaz de electrones para eliminar los radicales peroxilo reactivos (48).

Al ser la apoptosis uno de los mecanismos descritos mediante los cuales la quercetina
produce su efecto antineopldsico, se revisan a continuacién los diferentes mecanismos de
muerte celular.

MECANISMOS DE MUERTE CELULAR: NECROSIS , NECROPTOSIS Y APOPTOSIS

Histéricamente, por criterios morfoldgicos y bioquimicos, se han definido dos clases de
muerte celular: la necrosis y la apoptosis.

NECROSIS:

Se ha entendido la necrosis como una muerte celular no programada que consiste en una
serie de eventos que conducen a la ruptura de la membrana citoplasmatica y la consecuente
salida de material intracelular, lo que desencadena una reaccion inflamatoria.

La necrosis consiste en una sucesidon de cambios morfoldgicos como consecuencia de la
muerte celular de un tejido. Estos cambios se asocian a algun tipo de lesidn exdgena
irreversible, como por ejemplo exposicidn a radiaciéon,infecciones o isquemia. En la necrosis
hay inicialmente ganancia de volumen celular (oncosis). El aspecto de las células necrdticas
resulta de la desnaturalizacién de proteinas y de la digestién enzimatica autolitica o
heterolitica. Por microscopia electréonica se observan soluciones de continuidad en las
membranas plasmadtica y los organelos, asi como marcada dilatacién mitocondrial con
apariencia de grandes densidades amorfas. Histoldgicamente se observan células
eosinodfilas en forma generalizada y homogénea. Los cambios nucleares se deben a la
fragmentacidn inespecifica del ADN: entre ellos picnosis nuclear o pérdida de volumen y
ligera condensacién del ADN. El fendmeno que inicialmente se consideré inciador fue el
agotamiento del ATP en un ambiente hipdxico por isquemia prolongada, con la consecuente
alteracion en el flujo de iones, liberacién y activacion de enzimas (49).
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Diferentes estudios replantean a la necrosis como un fendmeno regulado por vias que no
son tan entendibles como las de la apoptosis.

EFECTO NECROTICO DE LA QUERCETINA

Para la progresion y crecimiento de las neoplasias, la formacién de nuevos vasos a partir de
los pre-existentes (angiogénesis) es un evento indispensable. Se conoce que la quercetina
tiene la capacidad de inhibir la neovascularizacién en el microambiente tumoral de manera
dosis dependiente, inhibiendo la expresidon de VEGF . La inhibicién de la angiogénesis podria
ser uno de los factores que participan en la necrosis tumoral observada en células
neoplasicas después de su exposicion a la quercetina. La disminucién en la expresion de
VEGF posterior a la exposicidn a quercetina se ha observado in vitro en células endoteliales
(50).

NECROPTOSIS

En el 2005 se identific6 una nueva forma de muerte celular similar a la necrosis, pero
estrictamente regulada: la necroptosis (51,52). La necroptosis es un importante mecanismo
de muerte celular involucrado en muchas patologias humanas, desde infecciones virales
hasta enfermedades neurodegenerativas.

Si bien la necroptosis se caracteriza por ser caspasas-independiente, tiene similitud y
comparte una parte de la via molecular de la apoptosis, en particular la via apoptética
extrinseca; sin embargo, la necroptosis difiere notablemente de la apoptosis en las
caracteristicas morfologicos e inmunoldgicos. La necroptosis exhibe caracteristicas
morfoldgicas similares a la necrosis, incluida la ruptura de la membrana celular, el
citoplasma progresivamente translucido y la hinchazén de los organulos. Por el contrario,
las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis se caracterizan por la formacidon de ampollas
en la membrana, la contraccién celular, la fragmentacién del nicleo y la condensacion de
la cromatina. La ruptura de la membrana plasmatica en las células necroptéticas conduce a
la liberacién del contenido celular, que a su vez puede desencadenar respuestas
inflamatorias secundarias. De esta forma, similar a la necrosis no regulada, la necroptosis
representa un modo inflamatorio de muerte celular (53).

La via de la necroptosis esta regulada por distintas proteinas, a saber RIPK1, RIPK3 y MLKL.

El tipo de muerte celular: apoptosis versus necroptosis, esta influenciada principalmente
por la disponibilidad de caspasa-8 y los inhibidores celulares de las proteinas de la apoptosis
(clAP1, clAP2, XIAP) Los clAP rigen la ubiquitinilacién y degradacién RIPK1, mientras que la
caspasa-8 media la escisidn proteolitica de RIPK 1y RIPK3. La deficiencia de caspasa-8 o clAP
favorece la necroptosis al eliminar, respectivamente, la escision proteolitica de RIPK1 /
RIPK3 o la ubiquitinilacidon de RIPK1. Por lo cual, aunque el proceso de necroptosis se lleva
a cabo en un entorno deficiente para la apoptosis, la via mas de activacion de la necroptosis
estda mediada por receptores de muerte celular, al igual que la via extrinseca de la apoptosis
(54).

En la via final de la necroptosis se forma el necrosoma que es un complejo de interaccion
de las proteinas RIPK1-RIPK3 dispuestas en una estructura amiloide de orden superior (55).
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Fig9 Esquema de los pasos que se llevan a cabo en la Necroptosis. Tomado y Modificado de Mark S D’Arcy Cell death: a
review of the major forms of apoptosis, necrosis and autophagy. Cell Biology International ISSN 1065-6995 doi:
10.1002/cbin.11137

La fosforilacion de MLKL mediada por RIPK3 es un evento clave en la ejecucién de la
necroptosis que promueve la oligomerizacién de MLKL y su posterior asimilaciéon en la
membrana plasmatica, donde promueve la permeabilizacién de la membrana y la salida de
calcio (56). La fosforilacion del dominio pseudoquinasa MLKL descubre o expone un
dominio latente del paquete de 4 hélices N-terminal (4HB) necesario para la actividad litica
celular (57). El oligdmero MLKL se une a los fosfatos de fosfatidilinositol de la membrana
plasmatica y se desencadena la apertura de los poros de la membrana (58), esto aunado a
la asimilacion de MLKL en la membrana plasmatica ocasiona el reclutamiento de canales
idnicos, lo que conduce al flujo de iones como Ca2 +, Na +y K + (Fig 9).

APOPTOSIS

La apoptosis es un proceso en el cual la célula deja de crecer y de dividirse para ingresar en
una serie de eventos que tienen como resultado la muerte controlada de la célula sin la
salida de su contenido alrededor del ambiente circundante. La apoptosis es un proceso
activo en el que se consume ATP, mediado primordialmente por caspasas. Las caspasas se
activan después de la permeabilizacién de la membrana mitocondrial, la activacién de
receptores con dominios de muerte capaces de reclutar procaspasas y la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico. Existen dos categorias de caspasas, las
caspasas iniciadoras y las caspasas ejecutantes. Una vez que se detecta el dafio celular, las
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respectivamente (59).

Via intrinseca de la apoptosis:

La via intrinseca de la apoptosis, también conocida como via mitocondrial, implica una
variedad de estimulos que actuan sobre multiples moléculas blanco intracelulares. Esta
forma de apoptosis depende de factores liberados de las mitocondrias y se inicia por senales
negativas o positivas. Las sefiales negativas surgen de la ausencia de citosinas, hormonas o
factores de crecimiento en el ambiente inmediato de la célula. Sin esas sefiales, las
moléculas pro-apoptéticas intracelulares, como PUMA, NOXA y BAX, que normalmente se
encuentran inhibidas, se activan e inician la apoptosis. Otros factores que pueden iniciar la
apoptosis, de forma positiva, son la exposicidn a hipoxia, toxinas, radiacidn, especies
reactivas de oxigeno, virus y agentes tdxicos.

La caspasa iniciadora que controla la via intrinseca de la apoptosis es la Caspasa 9. Cuando
la apoptosis es inducida por estimulos positivos o negativos, se desencadenan cambios en
la membrana mitocondrial, siendo el resultado la apertura del poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial (MPT). Una vez que este poro se abre, las proteinas pro-
apoptdticas (como citocromo C, Smac/Diablo y HtrA2/Omi) son capaces de filtrarse de la
mitocondria hacia el citoplasma y activar la apoptosis (59).



19

Via extrinseca de la apoptosis:

La via extrinseca de la apoptosis, también conocida como la via del receptor de muerte, se
inicia por las células natural killer o por los macrdfagos al producir ligandos de muerte, los
cuales al unirse a los receptores de muerte (DR )localizados en la membrana de la célula
blanco inducen la via extrinseca de la apoptosis a través de la activacién de la procaspasa 8
a Caspasa 8. Los receptores para muerte localizados en la membrana celular son miembros
de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) e incluyen varios miembros.® Cada
receptor de muerte tiene su ligando correspondiente. La caspasa 8 puede inducir la
apoptosis por dos vias secundarias distintas. La via secundaria que se induce depende de si
las células corresponden al tipo | o al tipo Il. En las células tipo |, la caspasa 8 se une
directamente a las caspasas ejecutantes iniciando asi la apoptosis. En las células tipo Il, las
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) inhiben la activacién directa de las caspasas
ejecutantes por parte de la caspasa 8, a no ser que las IAPs sean inhibidas por proteinas que se
liberan de la mitocondria (59).

Quercetina y apoptosis.

Las evidencias en la literatura existente sugieren que la quercetina puede iniciar la
apoptosis a través de la via intrinseca. Uno de los mecanismos iniciales propuestos para el
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Fig 11 Quercetina y Apoptosis. Modificado de Kashyap D et al. Molecular mechanisms of action activacion de una
of quercetin in cancer:recent advances. Tumor Biol.DOI 10.1007/s13277-016-5184-x serie de vias y
factores que favorecen la apoptosis entre los cuales estd la activacién de la cascada de las
caspasas (caspasas 3 y 9), seguido de la liberacion de citocromo c. La induccién de la
apoptosis a través de esta via por parte de la quercetina esta reportada en varias lineas
celulares humanas, entre las que se encuentran lineas de carcinoma mamario, carcinoma
nasofaringeo, leucemia y carcinoma epidermoide entre otros. Las células derivadas de
carcinoma mamario y carcinoma epidermoide, al ser expuestas in vitro a Quercetina,
muestran incremento en la expresién de proteinas proapoptdticas como Bax y Cyt c,

observandose también en estas, liberacion de factores inductores de apoptosis de la
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mitocondria al nucleo, como resultado de la disminucion del potencial de membrana
mitocondrial (Fig 11). Estos eventos celulares llevan finalmente a la formacién de ampollas
celulares, pérdida de adherencia celular, contraccion citoplasmatica y finalmente
fragmentacion del DNA (60).

MODELOS TRIDIMENSIONALES PARA INVESTIGACION EN CANCER Y PRUEBAS
FARMACOLOGICAS

Los modelos de cultivo celular bidimensionales, han producido informacion importante
sobre el funcionamiento celular. Sin embargo, para el estudio de los tumores y las células
neoplasicas que los componen, los modelos 2D presentan varias limitaciones.

En un modelo 2D las células crecen sobre una superficie plana de plastico (Fig 12),
encontrandose asi todas las células expuestas de manera uniforme a cantidades suficientes
de nutrientes y oxigeno, a diferencia de las condiciones en las que se encuentran las células
en los tumores sdlidos, en donde hay gradientes de oxigeno, nutrientes y de sefiales
biolégicas, mismos que pueden estimular o inhibir la progresién del tumor. De igual forma
en caso de exposiciéon a fdrmacos, en los cultivos 2D hay una exposiciéon homogénea al
farmaco y sin barreras, mientras que la difusién de un farmaco in vivo es modificada por el
estroma o tejido conectivo que acompafia a las células neoplasicas, asi como también por
la organizacion de estas células.

Por otro lado, la disposicién en monocapa presente en los cultivos 2D difiere de la compleja
disposicidn celular y composicidon de la matriz extracelular presente en el microambiente
tumoral. Las interacciones célula-célula presentes en un cultivo en monocapa, se limitan a
interacciones con células a los lados, sin existir células subyacentes o suprayacentes.

Al no reproducir los cultivos en monocapa la complejidad del microambiente nativo de un
tumor, es decir las interacciones entre célula-célula y célula-matriz extracelular que se
llevan a cabo en los tejidos neoplasicos reales, hacen preferible el utilizar modelos 3D en el
estudio de los tumores.

Modelo 2D Modelo 3D

Fig 12 Representacion grafca de las caracteristicas de un modelo bidimensional (2D)
y un modelo tridimensional (3D)
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A diferencia de los modelos 2D, los modelos 3D permiten una disposicion y agrupacion
celular tridimensional, semejante a la real, con mayor interaccién célula-célula, asi como la
presencia de interaccién célula-matriz extracelular. Adicionalmente, en los modelos 3D se
expresan proteinas y genes que en los modelos 2D no se encuentran presentes como por
ejemplo proteinas que favorecen la migracion y/o diseminacién de un tumor. Otras de las
caracteristicas observadas en los modelos 3D es la proliferacién menor de las células
neopldsicas en comparacién con los modelos 2D, asi como también una menor sensibilidad
a agentes quimioterapéuticos (61).

EMPLEO DE ANDAMIOS 3D PARA INVESTIGACIONEN CANCER

Un componente indispensable en la arquitectura de los tumores es el estroma. Este
componente rodea directamente a las células neoplasicas proporcionandoles soporte y es
un elemento esencial para la supervivencia de éstas. El estroma tumoral estd compuesto
por tejido conectivo en el que se encuentran fibroblastos, fibras de coldgena, vasos
sanguineos, fibras nerviosas y células inflamatorias. El estroma tumoral tiene un papel
importante en la progresién de las neoplasias (62,63) y por consiguiente es importante para
un estudio mas real de éstas, considerar reproducir este componente en los modelos 3D de
tumores. Por lo tanto, con la finalidad de reproducir las caracteristicas de la matriz
extracelular presente en los tumores nativos, se pueden emplear andamios fabricados con
biomateriales mediante ingenieria de tejidos. De esta manera se puede fabricar un nicho
de crecimiento para las células neoplasicas, controlando y definiendo las caracteristicas
fisicas y bioldgicas de la matriz extracelular en la que estardn inmersas las células tumorales
(64). Una vez fabricado el andamio, se introducen en éste las células, con lo cual se obtiene
un modelo 3D util para estudiar caracteristicas de comportamiento de las células
neopldsicas.

Los andamios se pueden clasificar en andamios biolégicos y andamios de polimeros. Los
andamios bioldgicos utilizan principalmente matriz extracelular de origen natural como
Matrigel y coldgena. Los andamios que utilizan polimeros utilizan hidrogeles sintéticos o
polimeros biocompatibles para generar el soporte fisico en los cultivos celulares. Tal es el
caso de los andamios fabricados con acido poliglicdlico, acido polilactico y
policaprolactona (PCL).

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico, que se forma por la polimerizacién de la
g-caprolactona ciclica (Fig 13).

Se caracteriza por ser biodegradable, biocompatible, no téxica, con una tasa de degradacién
lenta, un punto de fusion de 60°C y una resistencia mecanica que permite la proliferacion
celular entre sus fibras. Al no tener isdGmeros, no hay variaciones en la temperatura de
fusion ni en el tiempo de degradacion bioldgica, con lo cual se pueden reproducir las
condiciones experimentales (65). Este material ha sido utilizado en los andamios en el
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estudio de varios tipos de tumores como Ca de mama (66), Sarcoma de Ewing (67) ,
osteosarcoma (68) y Cancer de colon (69) entre otros.

O

H O— (CH2)—C OH

n

Fig 13 Formula estructural de la policaprolactona (PCL)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Tumor de Células Gigantes de hueso afecta a poblacién esqueléticamente madura y
econémicamente activa. La mayor parte de los pacientes con este tumor presentan dolor,
aumento de volumen en el sitio afectado y disminucién de la capacidad para la movilizacién.
En caso de recidiva posterior al tratamiento hay disminucién importante en la calidad de
vida de estos pacientes.

Hasta el momento no existe un tratamiento para el Tumor de Células Gigantes Oseo que no
se encuentre acompafiado de posibles complicaciones, desventajas y/o efectos secundarios
para los pacientes (Tabla 2). Aunado a esto, existen pocas alternativas terapéuticas que no
sean quirurgicas y que puedan ser co-adyuvantes y/o complemento en el tratamiento del
tumor de células gigantes. Por tal motivo es necesario continuar con la busqueda de otras
alternativas que sean a la vez efectivas en la erradicacion del tumor e inocuas para los
pacientes.

Tabla 2. Modalidades de tratamiento para el Tumor de Células Gigantes de Hueso.
Ventajas y Desventajas

PROCEDIMIENTO VENTAIJAS DESVENTAIJAS
RESECABLES
Reseccidn en bloque Margenes libres de tumor Aflojamiento protésico
posterior
Sin recurrencias locales Limitacion funcional
Reseccién en bloque = Reseccidn mds precisa del Sin compromiso de la funcion
asistida tumor

Margenes libres



Curetaje
Con adyuvantes

Poca alteracioén de la funcidn
Menor riesgo de recurrencia
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Riesgo mayor de recurrencias
Dafio a tejidos blandos.

Fracturas patoldgicas.
infecciones

IRRESECABLES

Embolizacidn arterial selectiva

Denosumab

Radioterapia

Bifosfonatos (solo en
irresecables?)

Déficit neuroldgico menor que

la cirugia

Posibilidad de tratar tumores
poco accesibles
quirdrgicament

Efecto de rebote. Fracturas.
Hipercalcemina.
Osteonecrosis mandibular
Osteosarcoma
Transformacion sarcomatosa
11%

Dermatitis, neuritis

Menor tiempo necesario de
administracién

Sin concenso sobre su uso

Utilizado como adyuvante
menor riesgo de recurrencia

JUSTIFICACION

El Tumor de Células Gigantes de hueso es el tumor dseo primario mas frecuente en
el Instituto Nacional de Rehabilitacion (7).

La quercetina ha probado tener efecto antitumoral en varias lineas celulares y tiene
como ventajas el no provocar efectos secundarios, asi como también potenciar el
efecto de medicamentos antineoplasicos y disminuir la toxicidad de los mismos.

Sin embargo, no existen trabajos previos en la literatura en los que se haya estudiado
el efecto que la quercetina puede tener sobre el tumor de células gigantes de hueso.

El estudio sobre los efectos de la quercetina sobre el tumor de células gigantes,
podria ademas de generar nuevo conocimiento, generar informaciéon que podria
posteriormente ser aplicada en el tratamiento de los pacientes con este tipo de
tumor, con la finalidad de mejorar el prondstico asi como también la calidad de vida
de estos pacientes.

Debido a que para el estudio de neoplasias, los modelos 3D que utilizan andamios:
1) reproducen de forma mads realista la disposicidon celular y el microambiente
tumoral y 2) la evaluacion in vitro de la respuesta farmacoldgica de las neoplasias es
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mas real al utilizar modelos 3D, se utilizara un modelo tridimensional con andamios
hechos de policaprolactona.

- Considerando que la eficacia observada en un modelo 3D in vitro puede diferir a la
observada en un modelo animal, ya que en este ultimo hay multiples variables que
pueden intervenir en la eficacia en el sitio blanco, entre las cuales se encuentran:
biodisponibilidad, tasa de disoluciéon, absorcidn, farmacocinética, me tabolismo, etc.
Se sumara al modelo 3D, el modelo animal, con este fin se implanté el constructo
(andamio de PCL sembrado con células de tumor de células gigantes) en el ratén
atimico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

éLa quercetina tiene algun efecto antiproliferativo, necrético y/o apoptoético en modelos
tridimensionales con células de tumor de células gigantes, implantados en ratones
atimicos?

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA: La quercetina no tiene efecto antiproliferativo, necrético y/o apoptético
en modelos tridimensionales de tumor de células gigantes implantados en ratones atimicos.
HIPOTESIS ALTERNA: La quercetina tiene efecto antiproliferativo, necrético y/o apoptético
en modelos tridimensionales de tumor de células gigantes implantados en ratones atimicos

OBJETIVO GENERAL
El presente trabajo tiene 2 objetivos generales:
1. Generar una linea de investigacion basica en el Instituto Nacional de

Rehabilitacién, en el drea de tumores dseos, que incluya pruebas
farmacoldgicas, utilizando de  manera innovadora modelos tridimensionales
in vitro e in vivo

2. Evaluar el efecto antiproliferativo, necrdtico y apoptotico de la Quercetina en un
modelo tridimensional de Tumor de Células Gigantes de hueso, implantado en
ratones atimicos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

10.

Obtener tejido en fresco de pacientes con diagndstico previo de tumor de células
gigantes para su cultivo, criopreservacion y posterior uso en siguientes
experimentos.

Determinar la dosis letal media (DL50) de la quercetina en cultivos 2D de tumor
de células gigantes, ya que no hay literatura al respecto.

Determinar en cultivos 2D el efecto antiproliferativo , necrético y apoptdtico de
la Quercetina, utilizando PCR-RT

Observar por microscopia electrénica de transmision los cambios
ultraestructurales presentes en células de tumor de células gigantes de
hueso expuestas durante 24 hrs a quercetina

Determinar en cultivos 2D de tumor de células gigantes de hueso el efecto
antiproliferativo, necrético y apoptético del doble de concentracion de DL50 de
Quercetina, utilizando PCR-RT

Describir las caracteristicas ultraestructurales a diferentes tiempos de exposicidon
a laQuercetina (0 hrs, 4 hrs, 8 hrs, 12 hrs 24 hrs) en células de tumor de células
gigantes

Elaboracién del modelo tridimensional con células de tumor de células gigantes
utilizando andamio de policaprolactona (PCL)

Determinar viabilidad de las células en el modelo tridimensional alos 7 y a
los 14 dias

Determinar en modelo 3D in vitro (constructo) el efecto antiproliferativo,
necrotico y apoptético de la quercetina, por PCR-RT

Determinar el efecto antiproliferativo, necrdtico y apoptodtico de la
guercetina en constructo implantado en ratones atimicos, por PCR-
RT y determinar las caracteristicas ultraestructurales de los constructos .

MATERIAL Y METODOS

1.-

Tipo de estudio Estudio experimental que se llevara a cabo en 3 modelos

(modelo 2D, modelo 3D, modelo in vivo) con células aisladas provenientes de tumor de
células gigantes.
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2.- Descripcion del universo de trabajo.
UNIVERSO DE TRABAJO: Muestras (resecciones en bloque) del Servicio de Anatomia
Patolégica del Instituto Nacional de Rehabilitacion

3.-Definicién del grupo control

Para el modelo 2D, el grupo control serd cultivos de células de TCG sin tratamiento

Para el modelo 3D, el grupo control sera constructo de andamio con células sin
tratamiento

Para el modelo in vivo el grupo control serd el de ratones atimicos con implante 3D
sin tratamiento

4.- Criterios de inclusion
A) Para la obtencidn de tejido tumoral
1) Pacientes con diagndstico histoldgico de Tumor de Células Gigantes
2) Sin tratamiento previo
3) que acepten participar en este proyecto (firmando el Consentimiento
informado)
B) Para cultivos 2D de células y constructos
1) Tejido fresco (no mas de 30 min de extraido del paciente)
2) Cantidad de tejido= 6 >a5mm?3

C) Para el estudio de los constructos implantados en los ratones
1) Ratones con edad = 0 > 9 semanas

5.- Criterios de eliminacion

A) Para la obtencién de tejido tumoral
1) Pacientes con diagndstico histologico de Tumor de Células Gigantes que
cumplan los criterios de inclusién, pero en los que no haya sido posible (por
fallas en la logistica obtener tejido en fresco.
B) Para los cultivos 2D de células y constructos
1) Cultivos contaminados
2) Cultivos en los que la impronta del tejido en fresco no muestre los
componentes histolégicos de TCG
3) Cultivos en los que el corte histoldgico de la imagen en espejo muestre
Unicamente zonas hemorragicas o zonas de necrosis
C) Paralos ratones
1) Ratones con pérdida del implante a través de herida quirurgica abierta
2) Ratones fallecidos durante el proceso de cirugia (sobredosis de anestesia)
3) Ratones fallecidos en tiempo posterior a la cirugia en los que se observe
baja temperatura y/o color palido
6.-Criterios de exclusion (para la toma de tejido tumoral)
a) Pacientes con sospecha clinica de Tumor de Células Gigantes sin confirmacion
histolégica del diagndstico por parte del servicio de Anatomia Patoldgica
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b) Pacientes con tratamiento previo para TCG (denosumab y/o curetaje) en los que
se realice reseccion en bloque

c) Pacientes con diagndstico de Tumor de Células Gigantes en los que el tratamiento
quirurgico de eleccidn sea curetaje y no reseccién en bloque

7.- Tamafo de muestra

Debido a que no hay estudios previos con informacién sobre el tamafiio del efecto
de la quercetina en TCG, se abordara este proyecto como un estudio piloto, en el cual la
cantidad de muestras empleada fue de 3, con la finalidad de poder determinar medidas de
tendencia central (media) y de dispersion (desviacion estandar). De esta forma, el analisis
por PCR-RT se realizé por triplicado. En el caso de los ratones atimicos se utilizaron 4 ratones
para cada grupo, considerando un ratén extra en caso de pérdida.

Habra 3 grupos de ratones: el grupo 1 sera el grupo control, el grupo 2 recibird
denosumab y el grupo 3 recibird quercetina. A su vez cada grupo tendrd 2 subgrupos: 1)
evaluacion del efecto a los 4 dias, 2) evaluacién del efecto a los 21 dias. En total se analizaran
24 ratones. Fig 14
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Fig 14 Descripcion de los grupos de ratones atimicos y sus caracteristicas con respecto al tratamiento

8.- Descripcidn de las variables de estudio

VARIABLE INDEPENDIENTE:
Tipo de tratamiento: 1) Sin tratamiento, 2) Denosumab, 3) Quercetina
Tipo de Variable: CUALITATIVA nominal
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VARIABLES
DEPENDIEN Tipo de DIMENSION ESCALAS DE UNIDADES DE
TES DE variable ES INDICADORES MEDICION MEDIDA
ESTUDIO
Efecto N -, . .,
antiorolifer Cuantitativa | RT-PCR en Expresion de Unidades Expresion
p. continua tiempo real PCNA arbitrarias relativa
ativo
Expresion de
Efecto Cuantitativa | RT-PCR en Caspasa 3 Unidades Expresién
apoptaético continua tiempo real Expresion de arbitrarias relativa
Caspasa 8
Efef:t'o Cuantl.tatlva BT—PCR en Nivel de RIP1K Un!dad.es Expre§|on
necrético continua tiempo real arbitrarias relativa

9.- Andlisis estadistico propuesto

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre 2 grupos
a comparar, se utilizara la prueba no paramétrica U de Mann Whittney

Para determinar si existen diferencias entre los 3 grupos (grupo control, grupo
denosumab y grupo quercetina) se utilizara la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.
Todas las pruebas se evaluardn con un nivel de significancia del 95% (p=0.05) en el programa
estadistico SPSS.

10.- Registro de datos Los datos seran registrados en base de datos SPSS

11.- Unidades de observacion

1. Grupo de células cultivadas en cajas de 125 cm?

2. Andamio de PCL sembrado con células de TCG in vitro

3. Andamio de PCL sembrado con células de TCG, extraido de alguno de los 3
diferentes grupos de ratones

DISENO DEL ESTUDIO
El proyecto se dividid en 3 etapas.
Etapa 1
La primera etapa consistio en: 1) la obtencidn de tejido fresco de tumor de células

gigantes , 2) el cultivo del mismo, asi como también su expansion y criopreservacion, 3) la
determinacion de la dosis letal 50 de la quercetina en células cultivadas de tumor de células
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gigantes y 4) Determinacién de la viabilidad celular en cultivos 2D expuestos 24 hrs a la DL50
(Fig. 15)

’ ‘ \
1) Obtencidn de tejido f \ .
neopldsico de pacientes ) |

2) Cultivo de células de TCG m

Cultivo de células de

ETAPA ] e e

3) Obtencidn de DLSO de la
Quercetinaen TCG

DL 50 Quercetina

4) Determinacidn de la viabilidad celular en
cultivos 2D expuestos 24 hrs a la DL50 de la
quercetina

S —

Fig 15 Descripcidon de la etapa uno del proyecto

Etapa 2
La segunda etapa consistié en exponer a las células de tumor de células gigantes en
cultivos 2D a la Quercetina. Esta exposicion fue por 24 hrs a la concentracién de la
DL50 obtenida. Las células también se expusieron por 24 hrs con el doble de la DL50
y finalmente a diferentes tiempos a una concentracion de 120uM (Fig 16).
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Fig 16 Descripcion de la etapa 2 del proyecto
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Etapa 3

La tercera etapa consistié en realizar experimentos con los constructos in vitro e in
vivo, asi como también en llevar a cabo las RT-PCR de los diferentes experimentos
(Fig. 17)

-~ Cortes histolégicos con
1) Sembrado de andamios / hematoxiling y eosina
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ETAPA 3 —=<
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denosumab in vitro vy
R1-PCR
\

Fig 17 Descripcion grafica de la etapa 3

Etapa 4

La cuarta etapa consisti6 en implantar los constructos en los ratones,
administrandoles los diferentes tratamientos, de acuerdo al grupo de pertenencia.
En esta cuarta etapa se procedié a analizar histolégicamente mediante cortes en
hematoxilina y eosina los constructos implantados en los ratones, asi como también
por RT-PCR la expresidon de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8. En esta ultima etapa
del proyecto también se procedidé a realizar el analisis comparativo de expresion
entre los diferentes modelos, es decir se comparé la expresion de entre el modelo
2D, el modelo 3D in vitro y el modelo 3D implantado en ratén, es decir el modelo
animal (Fig. 18).
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Fig 18 Descripcion grafica de la etapa 4 del proyecto

DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS

ETAPA 1

1.1 Obtener tejido en fresco de pacientes con diagndstico previo de tumor de células
gigantes de hueso.

Previa aprobacién del proyecto por el Comité de Investigacion del Instituto Nacional
de Rehabilitacidon (Anexo 1) y debido a que no existen lineas celulares en el mercado
gue proporcionen células de TCG de hueso (repositorio de la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo ATCC: atcc.org/cell-products/cancer-research) se invitd a participar
a pacientes con diagndstico de tumor de células gigantes de hueso que cumplieran
los criterios de inclusion. De aquellos pacientes que no tuvieron inconveniente en
participar y que firmaron el consentimiento informado (Anexo 4) se obtuvo tejido
en fresco.

Condiciones experimentales:

Se obtuvo muestra de pacientes en quienes el tratamiento quirdrgico de eleccién
consistié en reseccién en bloque. Una vez obtenidas las resecciones en bloque en
fresco, se procedié a realizar cortes sagitales (Fig 19 Ay B), de esta forma fue posible
obtener una “imagen en espejo” de la zona seleccionada para cultivo y también fue
posible visualizar completamente el tumor y seleccionar tejido representativo,
evitando zonas hemorragicas.
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Zona
seleccionada
para cultivo

Fig 19 A Corte sagital de tumor en tibia
con zona seleccionada para cultivo

Fig 19 B Imagen en espejo de tumor en tibia

1.2 Cultivo primario de tumor de células gigantes:

En camara de flujo laminar y con material estéril, se obtuvieron fragmentos
pequefios de tumor, aproximadamente 5 mm?3, estos fragmentos fueron lavados
primero con una solucién buffer (Phosphate Buffered Saline PBS) y después con
DMEM. Posteriormente se retird el medio de cultivo y con la ayuda de unas pinzas
se transfirié el tejido a una caja Petri de 60 mm de radio. Utilizando tijeras y una hoja
de bisturi del numero 20 se procedid a fragmentar mecanicamente el tejido (Fig
20A), hasta que éste presentd consistencia semiliquida. A continuacion, se transfirid
el tejido a una caja de cultivo de 25cm? para iniciar con el cultivo de las células
tumorales por explante (Fig 20B), afiadiéndose medio DMEM con 10% de Suero
Fetal Bovino y 1% de antibidtico. Las cajas se colocaron en incubadora a 37°C con
5% de CO2 y se cambid en medio cada tercer dia. El cultivo celular se mantuvo de
forma secuencial hasta obtener 1x10° células por cada caja de cultivo primario. Por
ultimo, se procedid a su congelaciéon y almacenamiento en nitrégeno liquido,
utilizando crio-viales de 1mL con 1x108/células por crio-vial en Suero Fetal Bovino al
10% con 90 % dimetilsulféxido (DMSO).
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Con la finalidad de confirmar que el tejido seleccionado y cultivado correspondié a
tumor de células gigantes, se realizaron 4 procedimientos para cada una de las
muestras obtenidas :

Fig 20 A Fragmentacion mecanica del tumor de

. . . )
células gigantes de hueso Fig 20 B Cultivo por explante en cajas de 25 cm

1. Citologia por impronta de la imagen en espejo del tejido seleccionado para cultivo.
Esta técnica consiste en presionar ligeramente sobre un portaobjetos el tejido de
interés y tefiir el material que quedd adherido a la laminilla. Este procedimiento
permite observar los componentes citoldgicos de una lesién, de manera répida
(aprox 5-10 min) y sencilla. Para la tincion se utilizé hematoxilina y eosina. Una vez
que se verificd por citologia que la zona seleccionada correspondia a TCG (Fig 21),
se continud con el proceso de cultivo.

Laminilla con
impronta de zona
seleccionada para
cultivo

Fig 21 Citologia de zona seleccionada para cultivo que
muestra componentes histoldgicos del TCG: dos células
gigantes multinucleadas en el centro, rodeadas por células
estromales
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2. Corte para estudio histoldgico de la zona en espejo seleccionada para cultivo.
Esta técnica también permitié demostrar que la zona seleccionada para cultivo celular
correspondid a TCG, al visualizar los componentes histolégicos de este tumor: células
gigantes multinucleadas, células estromales y monocitos (Fig 22A).

3. Observacion de los cultivos primarios con microscopio invertido.
Con esta técnica fue posible visualizar de manera directa a las células que forman
parte del tumor en las cajas de cultivo , sin necesidad de extraerlas ni de someterlas
a algun proceso para su observacion (Fig 22 By 22 C).

4. Tincidn de TRAP (Tartrate Resistant Acid Phosphatase) en los cultivos primarios.
Con esta técnica se visualizan de color magenta aquellas células que contienen
fosfatasa acida. Al ser positivas las células multinucleadas observadas en los cultivos,
se confirma que estas células son de tipo osteoclasto ya que en estos la fosfatasa acida
se localiza en vesiculas intracitoplasmaticas (Fig 22 D).
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Fig 22A Corte histolégico de zona en espejo seleccionada Fig 22B Fotomicrografia con microscopio invertido en la que se

para cultivo que muestra células gigantes multinucleadas y observan 3 células gigantes multinucleadas alternando con
células estromales algunas células estromales

Fig 22C Fotomicrografia con microscopio invertido de cultivo  Fig 22D Tincién de Fosfatasa Acida Tartrato resistente, positiva
de Tumor de Células Gigantes de Hueso en el citoplasma de las células gigantes multinucleadas del
tumor
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1.3 Determinacién de la dosis letal 50 (DL50) de la quercetina mediante el método MTT

Fundamento del procedimiento: Existen varios procedimientos para determinar el
nlimero de células viables en un cultivo. Uno de ellos es el recuento celular cuya
metodologia es laboriosa e implica una excesiva manipulacién de los cultivos. Otro
procedimiento es el ensayo del MTT, el cual es un ensayo colorimétrico que se utiliza
para medir supervivencia y proliferacién celular. El Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) es una sal de color amarillo que al ser metabolizada
en las células vivas por la deshidrogenasa mitocondrial da como resultado la
presencia de formazdan, que es de color morado. De esta manera, la cantidad de
formazan presente en una caja o en un pocillo es proporcional a la cantidad de
células vivas (70). La lectura de la densidad Optica se realiza en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 540 nm.

Condiciones experimentales

Paso 1: Se utilizé una caja de 96 pozos y se descongelaron 3 viales (con 1 x 10° células
cada uno). El calculo realizado consistio en colocar 15,000 células en cada pozo. Se
utilizaron 74 pozos. Las células se incubaron a 37°Cy 5% de CO, durante 24 hrs para
permitir su adherencia (Fig 23).

[ ] Quercetina

[ ] omso

Fig 23 PASO 1: Incubacidn de células de TCG por 24 hrs para permitir adherencia y posteriormente realizar ensayo MTT

Paso 2: Posteriormente, se retird el medio de cultivo y se adiciond quercetina +
medio de cultivo, haciendo las siguientes diluciones seriadas: 20uM, 40uM 60uM,
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80uM, 100uM, 120uM, 140uM y 150uM. Se dejaron incubando las células por 24
hrs a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad. Las condiciones experimentales se
realizaron por triplicado (Fig 24).

Se descongelaron
3 viales para
realizar las

pruebas

Fig 24 Paso 2 ensayo MTT con diferentes concentraciones de quercetina y DMSO.

El grupo a comparar consistié en las mismas diluciones con DMSO : 20uM, 40uM,
60uM, 80uM, 100uM, 120uM, 140uM y 150uM. A continuacidn se retir6 el medio
de cultivo con quercetina o con DMSO de los pocillos, se agregaron 100ul de MTT a
cada pocillo y se dejé incubar por 4 horas a 37°C, 5% de CO; y 95% de humedad. Una
vez que se forma un precipitado de color morado (cristales de formazan), se elimind
el sobrenadante, para afiadir posteriormente 100 pl de isopropanol. Se dejaron los
cultivos a temperatura ambiente hasta que los cristales de formazan fueron
disueltos (Fig 25). Finalmente se realizo lectura en el espectrofotémetro. Para cada
ensayo se utilizaron como controles células no tratadas con quercetina.

Fig 25 Pocillos con formazdn en diferentes cantidades de acuerdo a la cantidad de células
viables en cada pocillo
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1.4 Determinacidn de viabilidad celular en cultivos 2D expuestos 24 hrs a la DL50 de la
Quercetina

Propdsito: Una vez determinada en el experimento anterior la DL50 de la quercetina, el
objetivo de este experimento fue confirmar con otra técnica (calceina) que el porcentaje de
células viables en un cultivo de células, expuestas durante 24 hrs a quercetina, es de 50% o
cercano a este valor.

Fundamento: La calceina AM es un compuesto no fluorescente y permeable a las células
gue se convierte en calceina verde fluorescente cuando se hidroliza en las células vivas
mediante las esterasas intracelulares. Se utiliza ampliamente para determinar la viabilidad
celular ya que la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de células vivas
en un cultivo.

Condiciones experimentales: Se realizé cultivo primario de células de TCG en placa de 6
pozos, con 5 mm?3 de tumor en cada pozo. Una vez que se llegé a la confluencia en cada
pozo (15 dias después), se retird de cada pozo el medio de cultivo enriquecido con suero
fetal bovino (SFB), para agregar posteriormente 2ml de medio + 1.5 pl de calceina a cada
pozo. Se incubd por 40 minutos y posteriormente se retird el medio con calceina. Se agregd
medio con suero fetal bovino, se documenté la inmunofluorescencia con fotografia y se
realizé lectura en espectofotémetro, considerandose estos datos como la lectura basal
(Tiempo 0). Posteriormente a cada pozo se agregaron 1760 ul de medio con una menor
proporcion de SFB (2%), asi como también 240 pl de quercetina (2 ml volumen total). Se
expusieron las células por 24 hrs y se retiré el medio con quercetina cumplido este tiempo.
Se agregd a cada pozo medio con 1.5 pl de calceina, se incubd por 40 minutos, se retird el
medio con calceina y se agregé medio con SFB. Se documentd la inmunofluorescencia con
fotografia y se realizé lectura de intensidad de inmunofluorescencia en espectrofotdmetro.
Se graficaron los datos.

ETAPA 2

2.1 Exposicion de cultivos de células de TCG a 120uM de Quercetina por 24 hrsy su
valoracién por PCR y Microscopia Electrénica de Transmision

La metodologia se encuentra descrita en el Articulo “ ULTRASTRUCTURAL CHANGES
IN GIANT CELL TUMOR OF BONE CULTURED CELLS EXPOSED TO QUERCETIN” Anexo
7



38

2.2 Exposicion de cultivos de células de TCG a 240uM de Quercetina por 24 hrsy
determinacién de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 8 por RT-PCR

PROPOSITO. Determinar cudl es el efecto antiproliferativo, necrético y apoptético
de la quercetina con el doble de dosis (240uM)

METODOLOGIA

Cultivo celular y exposicidn a quercetina.

Se obtuvo tejido fresco de TCG y se disgregd mecdnicamente en pequefios trozos
utilizando tijeras estériles y también un bisturi. Una vez que el tejido tuvo una
consistencia homogénea y semiliquida, se colocé en cajas de cultivo celular de 162
cm2 con DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y penicilina /
estreptomicina al 1%. Las cajas de cultivo se mantuvieron en una incubadora
humidificada a 37°C con atmdsfera de didxido de carbono (CO;) al 5%. El medio se
reemplazé cada 3 dias hasta que los cultivos fueron confluentes en un 80%.
Posteriormente se afiadid quercetina a una concentracion de 240 uM en las células
experimentales. Las células control para este experimento fueron las mismas que
para el experimento previo. Después de 24 horas de exposicion, las células se
recolectaron con un raspador de células y se guardaron a -80°C hasta llegado el
momento de realizar PCR-RT.

Anadlisis de PCR cuantitativo en tiempo real

Para determinar el nivel de expresién de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8, se
realizd una PCR cuantitativa en tiempo real utilizando SYBR Green. Se extrajo el ARN
total utilizando 1 ml de Trizol que se afiadid a las células recolectadas; después de
homogenizar la muestra se anadieron 200&I de cloroformo. Se sustrajo la fase
acuosa (superior) y se precipitéd el RNA empleando 1.5 ml de isopropanol al 100%.
Dos horas después se centrifugd la muestra y se extrajo el sobrenadante agregando
etanol al 75%. La cantidad del RNA se determind en un espectofotdmetro mediante
la relacién 260/230 y 260/280. La calidad del RNA se determind por electroforesis
en un gel de agarosa. El cDNA se sintetizd utilizando el kit de transcripcidon inversa
QuantiTect® (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, para lo cual
se llevd a cabo un ciclo de transcripcién inversa durante 15 min a 42°C y un ciclo de
desnaturalizacién durante 3 min a 95°C. Se realizd RT-PCR cuantitativa en tiempo
real utilizando el kit de Sybr Green de BioRad. Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes: 40 ciclos de desnaturalizacién durante 15 seg 95°C, seguidos de
hibridacion y alargamiento durante 30 seg a 58-61°C (dependiendo de la
temperatura de fusién del cebador). Todas las reacciones se llevaron a cabo por
triplicado. La cuantificacion relativa del ARNm se realizé utilizando el método AACT
y como control enddgeno se utilizé el gen HPLR27, normalizandose los resultados de
acuerdo a su expresion. Como muestra calibrador se utilizaron células no tratadas.
Las secuencias de los primers que se utilizaron en este experimento fueron:
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GEN sentido antisentido
HPLR27 CTGGGAAGGTGGTGCTTGTC TAGCGGTCAATTCCAGCCAC
Rip1lk TGGGCGTCATCATAGAGGAAG CGCCTTTTCCATGTAAGTAGCA
Caspase 8 ATTTGCCTGTATGCCCGAGC CCTGAGTGAGTCTGATCCACAC
Caspase 3 AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC ACAGTCCAGTTCTGTACCACG
PCNA CCTGCTGGGATATTAGCTCCA CAGCGGTAGGTGTCGAAGC

2.3 Exposicion de cultivos de células de TCG a 120uM de Quercetina a diferentes tiempos: 0
hrs, 4 hrs, 8hrs, 12 hrsy 24 hrs. Observacidn por Microscopia Electrénica de Transmision

PROPOSITO: Documentar a diferentes tiempos la serie de cambios morfolégicos que
se presentan antes de las 24 hrs.

Se considerd un grupo control. El grupo control consistié en células cultivadas no
expuestas a Quercetina. Este grupo control a su vez se compard
ultraestructuralmente con tejido tumoral del paciente del cual se tomé muestra en
fresco para realizar los cultivos primarios. La finalidad de esta valoracién fue el
comparar las caracteristicas ultraestructurales entre el tejido neoplasico original del
paciente y los cultivos primarios.

METODOLOGIA:

-Se obtuvo pieza de reseccidn en bloque, en fresco y una vez realizado corte sagital
de ésta:

1) Se obtuvieron 5mm?3 de tejido que fueron fijados inmediatamente en
glutaraldehido y procesados para microscopia electrénica (tejido tumoral del
paciente).

2) Cultivo celular y exposicion a quercetina: Se seleccionaron fragmentos pequefios
de aproximadamente 3 mm?3. Estos fragmentos se disgregaron mecéanicamente
usando tijeras y bisturi estériles y una vez que el tejido tuvo una consistencia
homogénea y semiliquida, se colocd en frascos de cultivo celular de 162 cm? con
DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10% y penicilina / estreptomicina al
1%. Las cajas de cultivo se mantuvieron en una incubadora humidificada a 37°C con
atmosfera de didxido de carbono (CO2) al 5%. El medio se reemplazé cada 3 dias
hasta que los cultivos fueron confluentes en un 80%. Posteriormente se afadio
guercetina a una concentracién de 120 uM en las células experimentales. Las células
de control se cultivaron en condiciones idénticas, pero sin la adiciéon de quercetina.
Se realizaron recolecciones a diferentes tiempos utilizando un raspador de células.
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En el tiempo cero se recolectaron las células justo antes de ser expuestas a
guercetina(células no expuestas). Este grupo fue considerado grupo control. En el
tiempo 1 se recolectaron las células 4 hrs después de ser expuestas a quercetina. En
el tiempo 2 se recolectaron las células 8 hrs después de ser expuestas a quercetina.
En el tiempo 3 se recolectaron las células 12 hrs después de ser expuestas a
guercetina. El tiempo 4 consistidé en la recoleccidon celular 24 hrs después de la
exposicidén a quercetina.

3) Microscopia electronica de transmision: Las células recolectadas se fijaron con
glutaraldehido al 2,5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se
realizaron 2 lavados de 10 minutos en buffer de sacarosa-fosfonato y las células se
fijaron posteriormente en tetréxido de osmio al 1% (OsOa) durante 30 minutos bajo
una campana, a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se incluyeron en
resina Epon 812. Se realizaron cortes semifinos de media micra y se tifieron con azul
de toluidina. Estos cortes fueron examinados con el microscopio dptico para
seleccionar las dreas a ser valoradas. Las areas seleccionadas se cortaron en
secciones delgadas, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se
examinaron en un microscopio electrénico.

ETAPA 3

3.1 Elaboracién de constructos, realizacidon de pruebas de viabilidad y adherencia a los 7y 14
dias en ellos, asi como también cortes histoldgicos.

Ver metodologia en articulo titulado “A novel model to culture cells from giant
cell tumor of bone using three-dimensional (3D) polycaprolactone scaffold” Anexo 6

3.2 Exposicién por 24 hrs a quercetina (120uM y 240uM ) y denosumab de constructos y
determinacién por RT-PCR de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8.

a) Preparacion de los andamios: dentro de la campana de flujo laminar en un
pozo de una caja de 6 pozos, las caras laterales e inferior del andamio fueron
recubiertas con el pegamento a base de fibrina humana “tisseel” (BAXTER),
para asi impedir que las células salieran del andamio y favorecer la adhesién
de las células al mismo (el pegamento tarda en polimerizar
aproximadamente 5 min).

b) Las células que se obtuvieron de una caja de cultivo de 150 cm? , se
concentraron por centrifugacidon en un tubo de fondo cénico de 50 ml,
eliminado el sobrenadante se re-suspendieron en 100 puL de medio de
cultivo. Posteriormente la solucién celular se introdujo lentamente por uno
de los poros del andamio localizados en la cara superior con la ayuda de una
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micropipeta de 200 pL. Finalmente se cubrié la totalidad del andamio
sembrado con células con medio de cultivo (Fig 26).

Constructo: Andamio
con células sembradas

Fig 26 Caja de 6 pozos con medio de cultivo y constructos

c) Se incubaron los constructos durante una semana, cambiando el medio de
cultivo cada tercer dia y posteriormente se afiadié quercetina a una
concentracion de 120uM. A las 24 hrs de exposicion se obtuvieron los
constructos: 3 se congelaron a -80°C para determinar posteriormente por
PCR-RT la expresién de PCNA, RIP1K, CASPASA3 y CASPASA8 y 8 se fijaron en
glutaraldehido para observacién por Microscopia electrénica

ETAPA 4

4.1 Implante del constructo en modelo animal (ratones atimicos) y administracion de
tratamiento

Antes de proceder al implante de los constructos en el modelo animal, se prepararon
30 constructos de acuerdo a la descripcion de los puntos a y b del procedimiento
3.2.

Previa autorizacion por el CICUAL (Anexo 3) se emplearon 24 ratones atimicos,
heterocigotos, nu/nu, cepa CD1, machos, jovenes adultos, de 9 meses de edad y 30g.
de peso.

Bajo técnica estéril (en una campana de flujo laminar, clase Il, en el cuarto de
inmunocomprometidos del bioterio del INR), se utilizd anestesia general en los
ratones empleando isofluorano al 4% (Fig 27)

Una vez anestesiado el ratdn, se realizd antisepsia de la regién dorso-toracica con
cotonetes estériles y yodo Povidona. Se realizd incision con una hoja de bisturi del
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nimero 15, de aproximadamente 1 cm de longitud. La incisidon abarcé piel y tejido
celular subcutaneo; se disecé piel y tejido subcutaneo formando una “bolsa” (Fig 28).
Posteriormente se selecciond el constructo (Fig 29) y con la finalidad de anclarlo a
musculo se introdujo aguja e hilo de sutura en el mismo (Fig 30).

Fig 28 Diseccion de piel y tejido celular subcutaneo

Fig29 Seleccion del constructo Fig 30 Preparacién del constructo para anclaje

Fig 31 Anclaje del constructo a tejido muscular Fig32 Cierre de la herida quirdrgica

El constructo se anclé a tejido muscular subyacente para posteriormente ser
cubierto con la piel del ratén (Fig 31). Al término de la implantacion la herida se
cerré en un solo plano con puntos en U con nylon 4-0 (Fig 32). Al final se limpid la
herida con gasas estériles y solucidn salina.
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Una vez con los andamios implantados, se esperd una semana para iniciar el
tratamiento. Se colocaronn los ratones en cajas con alimento y agua (Fig 33) y se
etiquetaron para su correcta identificacion

Fig 33 ratones atimicos con constructos implantados

4.2 Administracion del tratamiento
La administracién de cada uno de los tratamientos fue intraperitoneal, con aguja de
insulina.

Grupo 1 Se administrd .15 ml de solucion fisiologica cada tercer dia
Grupo 2 Se administrd una sola dosis de denosumab de acuerdo a su peso

Grupo 3 Se administré .15 ml de quercetina cada tercer dia

4.3 RT-PCR
Se utilizaron los mismos procedimientos empleados en el paso 2.3

RESULTADOS

Etapa 1
1. Obtencidn de tejido tumoral, cultivo y criopreservacion

Se obtuvo tejido tumoral de 5 pacientes. De estas 5 muestras iniciales, se eliminaron
2 por contaminacién de los cultivos durante la expansiéon de los mismos quedando 3
muestras de pacientes.
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Las muestras de estos 3 pacientes se criopreservaron para ser utilizadas en etapas futuras
del proyecto (Fig 34). En cada criovial se guardaron 1 x 10° células. Y se obtuvo un total de

43 x 10° células.

Paciente 1 ;E :E .E E ,,E :! :g .E:E :E;E :! :TotaI: 43 millones de células

Paciente 2 EEE%EEEE
cEDEEs TR

Paciente3 EEEEEE

ler pase 22, pase

Fig 34 crioviales con células de TCG

Posteriormente se obtuvo tejido de otros 3 pacientes. De cada paciente se seleccionaron 5
fragmentos de 5mm?3 y se realizd cultivo en cajas de cultivo de 175cm? (total de 25 cajas).
Estas células se utilizaron sin realizar pases para los experimentos de las etapas 2 y 3.

2. Determinacién de la DL50 de la quercetina en células de tumor de células gigantes
de hueso.
El valor de la densidad dptica obtenido en la lectura se expresd en una grafica como el
promedio de los valores.

Observandose en las lecturas de la densidad dptica una diferencia mayor entre el DMSO
(control) a 120uM vy la quercetina a 120uM. Por lo que se consideré 120uM como la DL50
de la quercetina. (Fig 35)
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Fig 35 Grafica con promedios de densidades dpticas a diferentes concentraciones de quercetina

2) Determinacidn de viabilidad celular en cultivos 2D expuestos 24 hrs a 120uM Quercetina

A las 24 hrs de exposicion se observé un 41.5% de reduccion en la viabilidad celular con una
diferencia entre las medias estadisticamente significativa (p=0.000011)( Fig 36)

2000 . 3 - v
I [@] Mean [ Mean+0.95*SD
1800 I
1600 41.5% reduccion en la viabilidad
p=0.000011
= 1400
2 I
3
g 1200
E o
‘é 1000
- —_—
g
T 3800
"
=
-
= 600 .........
400
200
0 1 1
Qercertina T0 Qercertina 24h

Fig 36 Grafica que muestra la intensidad de fluorescencia en el tiempo 0y 24 hrs después
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La intensidad de la fluorescencia se documentd fotograficamente, observandose una
diferencia cualitativa entre el tiempo cero (Fig 37 a) y a las 24 hrs de exposicidén a quercetina
(Fig37 b)

Fig 37a Intensidad de fluorescencia Fig 37b Intensidad de fluorescencia 24
Tiempo Cero (Calceina) hrs después (Calceina)
ETAPA 2

2.1 Exposicion de cultivos de células de TCG a 120mM de Quercetina por 24 hrs 'y
su valoracion por PCR y Microscoia Electronica de Transmisién

Los resultados se encuentran en el Articulo “ ULTRASTRUCTURAL CHANGES IN
GIANT CELL TUMOR OF BONE CULTURED CELLS EXPOSED TO QUERCETIN” (Anexo 6)

2.2 Exposicion de cultivos de células de TCG a 240pM de Quercetina por 24 hrs y
su valoracion por PCR

PCNA

20 0o p =.051

g&;

-
1200 240M controf
cantidad do qued coting

cartiidad de quercetine Meilin N
120uM 1631700 1
150um 463N )
contral 10 145883

1835429

Fig 38 Expresion de PCNA en cultivos 2D con diferentes concentraciones de Quercetina
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5001 v
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120uM 240uM control
Concentracion de Quercetina

Concentracidn de Querceting Medka N
120uM 4013 a
240uM 3.6382 3
control L2337 3
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Fig 39 Expresion de RIP 1K en cultivos 2D a diferentes concentraciones de Quercetina

Caspasa 3
3 004 p=.435
T
g 200 T

1.50+4

w i

050 T T T

120uM 2400 CONTROL
Concentracién de quetcetina

Concentracion de quercetina Media N
120uM 1.6188 4
240uMm 2.1867 3
CONTROL 1.4910 3
Total 1.7508 10

Fig 40 Expresidon de Caspasa 3 en cultivos 2D de tumor de células gigantes a diferentes

concentraciones de Quercetina
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2.3 Exposicion de cultivos de células de TCG a 120mM de Quercetina a diferentes
tiempos: 4 hrs, 8hrs, 12 hrs y su valoracion por Microscopia Electronica de
Transmision

Tejido del paciente: Se observan 2 tipos de células. Unas son de citoplasma claro
y otras son de citoplasma denso. Este citoplasma se observa tanto en las células
mononucleadas como en las multinucleadas, aunque las caracteristicas nucleares son
iguales en algunos casos y en otros son diferentes también (Fig 41). Se observan uniones
intercelulares . Se observan células cuyas prolongaciones se encuentran rodeando
parcialmente o casi completamente a otras células

Fig 41 Ultraestructura de tumor de células gigantes de hueso (TEJIDO).Se observan nucleos claros, algunos con
nucléolo notorio. Hay células con citoplasma dpticamente claro y otras con citoplasma mas denso

Cultivo 2D Tiempo 0:

Las caracteristicas observadas en el
tejido del paciente y en las células
del tiempo cero, son muy
semejantes. Se encuentran células
multinucleadas y células
mononucleadas, con citoplasmas de
diferentes densidades (Fig 42).

Fig 42 Ultraestructura de células de TCG obtenidas en tiempo
cero. Es decir, sin ser sometidas a tratamiento con quercetina



49

Cultivo 2D 4hrs: A las 4 hrs de exposicion, se inicia la observacién de células con
citoplasmas claros y presencia de vacuolas en el mismo. Sin embargo la mayor parte de la
poblacidn celular se encuentra viable aparentemente.Se observan ademas cristales (Fig 43).

Fig 43 Ultraestructura de células cultivadas con 4 hrs de exposicion a la quercetina

Cultivo 2D 8hrs: A las 8 hrs se observan células viables. En el cultivo se observa la
presencia de cristales tanto intracelulares como extracelulares (Fig. 44).

Cristalesintracelulares

Cristales extracelulares

Fig 44 A las 8 hrs se observan multiples cristales en el citoplasma de las células tanto mononucleadas
como multinucleadas
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Cultivo 2D 12 hrs: A las 12 hrs de exposicidn se observa una mayor cantidad de células
con datos de necrosis y pocas células con conservacion de su estructura. En estas ultimas
se observan cristales intracitoplasmaticos de quercetina (Fig 45)

“m ';x ; v‘z:,, vi 3 \ § '

= o v : € . _ 2l
Fig 45 A las 12 hrs de exposicidn a la quercetina se observan miltiples
vacuolas en el citoplasma de las células

Cultivo 2D 24 hrs de exposicidn: En este tiempo de observacién la mayor parte de las
células no se
encuentran
viables. Las
zonas donde
hay células
aun viables,
muestran
cristales (Fig
46).

e r o N
Fig 46 Ultraestructura de zonas con células viables a las 24 hrs de exposicidn con
guercetina. Se observan cristales intracitoplasmicos
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Al realizar la medicidn de estos cristales intracitoplasmicos (Fig 47) observamos que estos
cristales miden mds de 1000 nm de eje mayor (Fig 48).

Fig 47 Detalle del recuadro de la Fig 46 mostrando cristal de
quercetina, localizado en el citoplasma, a mayor aumento

.

WLength 1336 95 nm s

¥ % \
- [
- —

Fig 48 Cristal de quercetina con medidas, las cuales son de
1336.65 nm de eje mayor
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ETAPA 3
- Losresultados en la determinacion por RT-PCR de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa

8 en constructos expuestos por 24 hrs a 120uM, 240uM de quercetina y denosumab
(modelo 3D in vitro) se muestran en las Fig 49, Fig 50, Fig 51 y Fig 52.

PCNA

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

300.00

= 200.00

u .

= =

3 p=.721
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100.00
0.00 !
. [ [
Andamio Contral  Andamio 2ot 120uM Andamio Got 240uf Andamio
Denosumalk
Tratamiento
Desviacion

GRUPO Media N estandar Mediana
Andamio Control 107.2333 3 139.76424 56.4000
Andamio Qct 120uM 10.8000 3 18.44695 .3000
Andamio Qct 240uM 6.6000 3 9.58958 2.2000
Andamio Denosumab 7.0000 3 11.77795 .2000
Total 32.9083 12 75.28074 1.2500

Fig 49 Expresion dePCNA en modelos 3D in vitro
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Fig 50 Se observa en esta grafica que RIP1 K no amplificé

Caspasa 8
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Fig 51 Expresion de Caspasa 8 en modelos 3D in vitro




EXPRESION DE CASPASA 3 MODELO 3D IN VITRO
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Fig 52 Expresion de Caspasa 3 en modelos 3D in vitro
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ETAPA 4

Implante del constructo en modelo animal (ratones atimicos) y tratamiento con
quercetina o denosumab

El modelo animal presentd varios eventos inesperados y en consecuencia se perdieron muestras
para analisis. Los eventos fueron los siguientes:

- 2 ratones murieron por sobredosis de anestesia

- En1ratdn se abrid la herida quirlrgica a las 8 hrs posteriores a la cirugia. Se volvié a
implantar el constructo y hubo de nuevo pérdida del mismo. Este ratén se dio por perdido

- Del grupo de ratones tratados con quercetina hubo 3 pérdidas. Con la finalidad de no
continuar perdiendo ratones del grupo experimental, se dio por terminado el experimento
a los 7 dias después de haber iniciado el tratamiento (Fig 53).

Implarte de!  Fie- A 3

constructo Intorvencicn  Prucha Tx Tx Tx mmmd;
(3} plioto (3} '

\29s¢p7 | |30sepT | [130cT | [1s0cr | [170ar | Twsocr | | 210¢T |

\ y;
Y

Duracién del tratamiento: 5-7 dias

~ x Andamio perdido en HxQx
dén G, Q {}, G, ‘ Fallecidos durante el tratamiento

a0l / ‘< Sobredosis de anestesia
Néa . 6 muestras para PCR
1 muestra: ME v microscooia de Juz

s
5 muestras para PCR
Q QQ Q“’ 1 muestia.. ME y microscopia de luz
LKA
S muestras para PCR
\Xl‘a Q

Nda

Fig 53 Grupos de ratones y eventualidades surgidas durante el experimento
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En aquellos ratones que fallecieron durante el experimento se realizé autopsia, asi como también
en aquellos que se realizd eutanasia, revisando la cavidad peritoneal, asi como también tomando

fragmentos representativos de rifién y de higado.

En los ratones que recibieron tratamiento con quercetina y que fallecieron se encontré en la cavidad
peritoneal depdsito de ésta (Fig 54a). A diferencia de aquellos ratones que recibieron tratamiento
con quercetina y que no fallecieron, en los que no se observd quercetina en la cavidad peritoneal
(Fig 54b). Se realizaron improntas del material presente en cavidad peritoneal y se observé el
material presente en cavidad peritoneal en microscopio de luz (Fig 55a y 55b) Se tomaron muestras
también de higado y de rifidn de ambos grupos, sin observar diferencias en los cortes histoldgicos.

Fig 54a Cavidad peritoneal en ratones expuestos a
quercetina y fallecidos

Fig 54b Cavidad peritoneal en ratones expuestos a
quercetina sacrificados al momento de dar por
terminado el experimento

Fig 55a improntas de cavidad peritoneal de ratones
fallecidos y tratados con quercetina

Fig 55b En la citologia se observa depdsito y/o acimulo de
material. No hay neutrdfilos ni linfocitos en la citologia.
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Corte histologico de constructo con células de TCG implantado en ratén atimico

En los cortes histoldgicos realizados de los constructos implantados en los ratones atimicos
pertenecientes al grupo control, se observaron entre las cavidades que correspondieron a
las fibras de policaprolactona del andamio, zonas con los componentes histologicos del
tumor de células gigantes de hueso, es decir células gigantes multinucleadas, células de
nucleos ovalados (estromales ) y monocitos (Fig 56) .

Tejido adiposo

Cdvidad producida por las
fibras de policaprolactona
durante el procesamiento

) '.histolégicol.
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A un mayor acercamiento de la zona que se encuentra adentro del circulo de color rojo, se
pueden observar células con multiples nucleos y que corresponden a las células gigantes
multinucleadas. Se observan también células de nucleos pequefos, que corresponden a los
monocitos, asi como también células de nucleos ovalados, cuyos nucleos presentan
caracteristicas muy semejantes a los nucleos de las células gigantes multinucleadas. Estas
ultimas células corresponden a las células estromales. Se observan también estructuras
tubulares con eritrocitos en su luz, siendo interpretadas como capilares (Fig 57).

Vs oWy .'
a A - 4
A { .

o, — \Q .

\ Célula estromal [
<% AT .

Fig 57 Acercamiento de zona del constructo implantado en ratén de grupo control, que muestra los
componentes histolégicos de un tumor de células gigantes
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Expresion de PCNA en modelo animal

La expresidon de PCNA en el grupo de ratones control fue de 1.8, expresdandose 2.2 veces mas en
los ratones que recibieron tratamiento con quercetina y 5.7 veces mas en los ratones que
recibieron tratamiento con denosumab. Las diferencias observadas entre estos 3 grupos, no

fueron estadisticamente significativas (Fig 58).

300.00
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E
g 200.00- p=.454
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B
100.00
—————
0.00 ;
CONTROL DENOSUMAB QUERCETINA
TRATAMIENTO
Expresion de PCNA
TRATAMIENTO Media Desviacion
2AACT N estandar
CONTROL 1.8718616 5 .98158558
DENOSUMAB 5.7167964 5 9.42379162
QUERCETINA 2.2158730 5 3.38961835

Fig 58 Resultados de expresién de PCNA en modelo animal
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Expresion de RIP1K en modelo animal

La expresidn de RIP1K en el grupo de ratones control fue de 1.4, siendo la expresidon de RIP1K en el
grupo de ratones que recibieron como tratamiento quercetina menor. La expresién de RIP1K en el
grupo de ratones que recibieron denosumab fue casi igual que en el grupo control (Fig 59). Estas
diferencias en la expresién no fueron estadisticamente significativas.

6.00
*
5.001
a p=.179
= 4.007
Q
= "
» 3.007
[=}
-
2.00 N
P e —_
* *
0.00 T T .
control denosumab quercetina
tratamiento
Expresién de RIP1K
Tratamiento Media Desviacion
2AACT N estandar
control 1.4411144 5 .95131480
denosumab 1.6750122 5 2.12691246
quercetina .5447506 5 .78232501

Fig 59 Resultados de expresion de RIP1K en modelo animal
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Expresion de Caspasa 3 en modelo animal

Caspasa 3 se expreso en el grupo de ratones tratados con denosumab 4.8 veces mas que en el
grupo control, mientras que en el grupo tratado con quercetina se expresé casi la mitad que en el
grupo control. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Fig 60).

25.00
*
20.00 p=.310
© 15.007
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5.00 p=.310
E———— —_— O
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control denosumab quercetina
tratamiento
Expresion de Caspasa 3
Tratamiento Media Desviacidn
2AACT N estandar
control 1.0850356 5 34116872
denosumab 4 8154856 5 993346979
guercetina £319502 5 50199408

Fig 60. Resultados de expresién de Caspasa 3 en modelo animal




Expresion de Caspasa 8 en modelo animal
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La expresidn de Caspasa 8 fue mayor en el grupo de ratones tratados con Denosumab, siendo casi

del doble en relacién al grupo control y el grupo de quercetina. Las diferencias observadas no

fueron estadisticamente significativas (Fig 61).
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Ratén Quercetina .9200000 5 1.08258949 .6000000
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Fig 61. Resultados de expresion de expresion de Caspasa 8 en modelo animal con implante




63

Expresion de PCNA, RIP1K y Caspasa 3 en cultivos 2D y modelo animal.

En los cultivos 2D se observé una mayor expresién de Caspasa 3 y de RIP1K en comparacion

con los modelos animales, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. La
expresion de PCNA en el modelo 2D fue de 1.9725 y en el modelo animal fue de .7167, sin
ser esta diferencia estadisticamente significativa (Fig 62).

Expresién de PCNA
P=.343
Desviacion
tipo de modelo Media N estandar
cultivo 2D 1.97259250 1.697635655
ratones .71671500 .622340822
Expresiéon de RIP1K
tipo de modelo Media N Desviacion P=.029
2AACT estandar
cultivo 2D .4013077 .05209276
ratones .1959370 .07007212
Expresion de Caspasa 3 en cultivos 2D y modelo animal p=.029
tipo de modelo Media Desviacion
2AACT N estandar
cultivo 2D 1.6187572 .55300888
ratones .3824560 .26107708

Fig 62 expresion de PCNA, RIP1K y Caspasa 3 en cultivos 2D (120 mM) y modelo animal




Expresion de PCNA en modelo 2D, 3D in vitro y animal

Al comparar la expresion de PCNA entre los 3 modelos utilizados, encontramos una
diferencia estadisticamente significativa entre ellos, siendo la expresién de PCNA 3 veces

mayor en el modelo animal en comparacion con el modelo 2D (Fig 63 A).
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Fig 63 A Resultados de la expresion de PCNA en modelo 2D, 3D in vitro y animal con implante




65

Con la finalidad de determinar entre qué grupos se encuentran las diferencias observadas,
se realizd la prueba de Kruskal-Wallis a posteriori. Observandose que entre el modelo 2D y
el modelo animal es en donde se encuentran las diferencias estadisticamente observadas
(Fig 63 B).

Comparaciones por parejas de Modelo

3D in vitro ln|
0.30 0.00

3D ratdn
3.35

Cada nodo muestra la mediana de muestra de Modelo.

Estadistico - s .
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Sig. Sig. ajust.
2D-3D in vitro BE7 A14 1.000
2D-3D raton 5.000 014 043
3D in vitro-3D ratén BET A14 1.000

Fig 63B Resultados de Prueba a posteriori para determinar entre qué grupos se encuentra la
diferencia estadisticamente significativa
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Expresion de RIP1K en modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal con implante

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresiéon de RIP1K entre los 3
grupos. Aqui es importante considerar que en el modelo 3D in vitro RIP1K no amplific,
considerandose su valor de cero. El valor de RIP1K en el grupo 2D fue de .40 y el valor de RIP1K en
el modelo animal con implante fue de .20 (Fig 64). Al realizar comparacién a posteriori para
determinar entre qué grupos es la diferencia, se observé que la diferencia es entre el grupo 3D in
vitro y el grupo 2D (Fig 64).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Comparaciones por parejas de MODELO

3D in vitro
2.50

3D in vivo
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Cada nodo muestra el rango promedio de muestra de MODELO.

Estadistico Estandar Desv. Estadistico ; e =
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Error de prueba Sig. Sig. ajust.
3D in vitro-3D in vivo -4.000 2,505 -1.687 110 331
3D in vitro-2D 8.000 2,505 3.194 .001 004
3D in vivo-2D 4.000 2.505 1.697 110 331

Fig 64 Expresion de RIP1K 1 en modelo 2D, 3D in vitro y en modelo animal con implante 3D
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Encontramos diferencias en la expresion de Caspasa 3 entre los 3 modelos, siendo menor
la expresion de ésta en el modelo animal con implante y mayor en el modelo 3D in vitro.
Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Fig 65)

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
3.00
p=.095
E 2.00
=
=
[}
=]
-
1.00
0.00 T T T
2D 3D IMN VITRO 3D RATOM
Modelo
Desviacion
Modelo Media N estandar Mediana
2D 1.6187575 4 55300838 |  1.4338550
3D IN VITRO 1.7333333 3 1.26622799|  2.2000000
3D RATON .3200000 3 28687977 .1800000
Total 1.2635030 10 95022570 |  1.2287750

Fig 65 Expresion de Caspasa 3 en modelo 3D, 3D in vitro y en modelo animal con implante 3D




Expresidon de Caspasa 8 en modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal

La expresidn de Caspasa8 fue cinco veces mayor (5.1) en el modelo 2D en comparacién con el
modelo 3D in vitr. La menor expresién de caspasa 8 se observd en el modelo animal. Las
diferencias observadas fueron estadisticamente significativas (Fig 66 A).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
e (— p=0.043
10,00
= 8.00
=
2 -
? 500
=
4.00- —1
2 00
0.00 T T |
2D 30 in vitro 30 ratan
Modelo
Desviacién
Modelo Media estandar Mediana
2D 6.8 3 3.90 5.10
3D in vitro 2.8 3 3.03 1.20
3D ratén 40 3 .34 .60
Total 3.34 9 3.75 1.20

Fig 66 A Expresion de Caspasa 8 en modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal con implante
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Expresion de Caspasa 8 en modelo 2D, modelo 3D in vitro y modelo animal con implante

Al realizar prueba de Kruskall Wallis a posteriori para determinar entre cual de estos grupos existe
la diferencia, se encontré que existe diferencia estadisticamente significativa al comparar Ia
expresion de Caspasa 8 entre el modelo aninal y el modelo 3D in vitro, asi como también al comparar
la expresion de Caspasa 8 entre el modelo animal y el modelo 2D (Fig 66 B).

Comparaciones por parejas de Modelo

3D in vitro
1.20

510

3D ratdn
0.60

(9]

Cada nodo muestra la mediana de muestra de Modelo.

Estadistico . . .
Muestra 1-Muestra 2 de prueba Sig. Sig. ajust.
3D raton-3D in vitro £.000 014 043
3D raton-2D £.000 014 043
3D in vitro-2D BET A14 1.000

Fig 66 B Kruskall Wallis a posteriori para determinar entre qué grupos existe la
diferencia en la expresion de Caspasa 8
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DISCUSION

Un candidato a fdrmaco antineoplasico eficaz, deberia entre sus caracteristicas de poder
limitar la proliferacién celular, inducir la apoptosis, restringir la migracion, asi como también
no ejercer actividad necrdtica en cultivos de células no tumorales. La quercetina presenta
esta Ultima caracteristica. A diferencia de los agentes utilizados en la quimioterapia, el uso
de la quercetina no estd acompafiado de efectos secundarios. De hecho, existen estudios
en los cuales la quercetina previene del efecto nefrotdxico del cisplatino sin afectar la
actividad antitumoral de éste. Otra caracteristica importante de la quercetina es que al
utilizarse junto con otros agentes quimioterapéuticos se presenta un efecto sinérgico
observandose un incremento en las células neopldasicas con apoptosis.

Por otro lado, al ser la quercetina un producto natural, tiene un menor costo en
comparacion con las terapias convencionales para el cancer, esto aunado a la ausencia de
efectos secundarios, lleva a considerarla como un posible candidato en el tratamiento de
las neoplasias.

PROLIFERACION CELULAR Y PCNA y quercetina

El antigeno nuclear de proliferacidon celular (PCNA) es una proteina celular esencial que
participa tanto en la replicacidon del DNA como en la reparacién del DNA, la organizacién de
la cromatina, la transcripcidn y la cohesion de las cromatides hermanas. Ademas, es uno de
los marcadores utilizados mediante la técnica de inmunohistoquimica para determinar la
actividad proliferativa de las células neopldsicas. A mayor expresion de PCNA mayor
actividad proliferativa presente en las células neoplasicas y no neopldsicas. Considerando
estas caracteristicas es que actualmente se investiga la posibilidad de dirigir la
guimioterapia contra esta proteina en neoplasias altamente proliferantes, siendo las
estrategias el uso de moléculas pequefas o péptidos que se unen al PCNA o utilizar
moléculas que sean competidores de las proteinas con las cuales interactta (71).

Existe escasa literatura que evalle la expresion génica de PCNA para determinar el efecto
antiproliferativo de la quercetina en células neoplasicas (72,73,74), siendo lo mds comun la
evaluacion del efecto antiproliferativo determinando la expresion de ciclinas. Sin embargo,
considerando que en estudios posteriores, se puede determinar también la expresién de
PCNA en los constructos y esta técnica ya estd montada en el servicio de Anatomia
Patologica (ver Modelo animal en Trabajo a futuro), fue que se seleccioné este marcador
de proliferacién celular.

Efecto necroptético de la quercetina

Aunque la informacidn existente con respecto al efecto necroptdtico de la quercetina en
células neoplasicas es escasa (75), este mecanismo de muerte celular es tan importante
como el de la apoptosis y la autofagia.

La cuantificacion de la expresion de RIP1K en este trabajo y su documentacién por
microscopia electrénica de transmision (ver anexo 7), apoya la informacién previa sobre la
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necroptosis como uno de los mecanismos mediante los cuales la quercetina ejerce su efecto
anti-neoplasico. Sin embargo por los datos obtenidos en este trabajo, que a continuacion
se discutiran, observamos que al parecer la necroptosis no fue el Unico mecanismo
mediante el cual la quercetina presentd efecto antineopldsico en las células de Tumor de
Células Gigantes de hueso, ya fuera en modelo 2D o en el modelo animal.

Ramirez L, et al., encontraron en su trabajo en el que utilizaron sorafenib en células de
mieloma, que en condiciones en las que hay una ineficiente activacion de las caspasas, se
induce la muerte celular por necroptosis (76). Nosotros observamos en nuestro trabajo una
expresion 11.5 veces mayor en comparacion con los cultivos control, de la caspasa 8, que
es una caspasa iniciadora, sin ser la expresiéon de caspasa 3, que es una caspasa efectora,
semejante , ya que esta Ultima sélo se expresé .5 veces mds que el cultivo control.
Consideramos que este hecho podria significar un inicio comun, con la caspasa 8 como
iniciadora, de tanto la apoptosis como la necroptosis.

Considerando que una caracteristica de las células neopldsicas es la resistencia a la
apoptosis inducida por agentes anticancerigenos y que en el cancer, la necroptosis tiene
propiedades inmunogénicas y activa las respuestas antitumorales, la necroptosis podria ser
una estrategia terapéutica para eliminar las células tumorales resistentes a la apoptosis
(77,78).

Efecto pro-apoptoético de la quercetina

Con la finalidad de determinar el efecto proapoptético de la quercetina sobre las células de
tumor de células gigantes, seleccionamos una caspasa iniciadora de la via extrinseca
(Caspasa 8) y una caspasa efectora (caspasa 3). Sin embargo, con los datos obtenidos es
dificil determinar mediante qué via de la apoptosis ejerce la quercetina su efecto.

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos sobre el efecto apoptdtico de la
guercetina encontrandose expresidon a la alza tanto de caspasas iniciadoras como de
caspasas efectoras. En esos trabajos previos también se ha demostrado la participacion de
la quercetina tanto en la via intrinseca como también en la via extrinseca de la apoptosis,
siendo las expresiones de las caspasas correspondientes a la via intrinseca ligeramente a la
alza,en comparacion con la expresién de las caspasas que participan en la via extrinseca por
lo que sugiere en estos trabajos que hay un menor énfasis en la via mitocondrial (79).

Debido a la compleja relacidén que existe entre el mecanismo de apoptosis, necroptosis y
autofagia (80), al igual que como con otros fitoquimicos o quimicos derivados de las plantas
, como la Curcumina (81) , aln no esta aclarado del todo cudl es la via por la cual la
Quercetina “ejerce” la apoptosis (via intrinseca o extrinseca) y /o inclusive la muerte celular.

Cabe sefalar que el efecto pro-apoptético observado por ultraestructura a consecuencia de
la exposicion a la quercetina, se observo no sélo en las células gigantes multinucleadas, sino
también en los otros componentes histolégicos del tumor. Consideramos que esta
caracteristica es importante porque, a diferencia del denosumab o de los bifosfonatos que
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actdan Unicamente sobre las células gigantes multinucleadas, ocasionando apoptosis de las
mismas, el efecto de la quercetina es generalizado y no Unicamente sobre las células
gigantes multinucleadas que forman parte del tumor, sino en todos los componenetes.

Es interesante mencionar que aunque encontramos una expresion 11.5 veces mas de
Caspasa 8 (una caspasa iniciadora), no fue asi para la caspasa efectora 3. Estos resultados
podrian tener explicacion al cnsiderar lo descrito por Nikoletopoulou V et al., en el que se
describe que la autofagia, la necroptosis y la apoptosis comparten al inicio de sus vias a la
caspasa 8(79).

Esto podria significar que la sobre-expresién de caspasa 8 observada, no necesariamente
significa un efecto apoptdtico, ya que también se activa esta caspasa en el caso de que otros
mecanismos de muerte celular como la necroptosis y la autofagia se activen.

DISCUSION de resultados

1.2 Determinacion de la dosis letal 50 de la quercetina en células cultivadas de tumor de
células gigantes de hueso mediante el método MTT

Existen diferentes trabajos con cultivos de células neopldsicas en los que se ha
determinado la DL50 de la quercetina en estas células, como por ejemplo: ca de mama
(82), ca de colon (83), ca de prostata (84), ca de pancreas (85) y glioblastoma (86), por
mencionar algunos. Sin embargo, el hecho de que no existieran trabajos previos en la
literatura sobre el efecto de la quercetina en células de tumor de células gigantes de
hueso, hizo necesario hacer la determinacion de la DL50.

La determinacidn de la DL50 de la quercetina en células de TCG de hueso, ademas de
ser un dato nuevo en el conocimiento médico, fue el punto de partida para los siguientes
experimentos de este trabajo en los que se utilizé quercetina.

2.1 Observacion por Microscopia Electréonica de Transmision de cultivos de células de TCG
expuestos a 120uM de Quercetina por 24 hrs y determinacion de PCNA, RIP1K, Caspasa 3
y Caspasa 8 por RT-PCR.

En el presente estudio, ademas de documentarse en cultivos 2D el efecto proapoptdtico
y necroptético de la quercetina (Anexo 7), se observd por microscopia electrénica de
transmisién la presencia de autofagosomas y autolisososmas en las células expuestas a
quercetina (Figura 5 del Anexo 7). Estas estructuras se observan en el proceso de autofagia.
En relacion a la autofagia, existen algunos estudios en los que se ha descrito esta como uno
de los mecanismos mediante los cuales la quercetina ejerce su efecto antitumoral
(87,88,89,90,91,92). En estos estudios se han empleado marcadores moleculares de
autofagia tales como LC3, LC3Il y p62. Sin embargo, sélo hay un estudio en el que se



73

demuestra también este fendmeno por Microscopia electrénica de transmision al
observarse en células de hepatocarcinoma expuestas a quercetina tanto autofagosomas
como autolisosomas (93).

Existe una relacion compleja entre la apoptosis, la necrosis y la autofagia en el proceso de
muerte celular, ya que hay varios iniciadores de muerte, moléculas efectoras y vias de
sefializacion que son compartidas por estos tres procesos. Varias de estas moléculas
funcionan como sitios de control y al parecer, dependiendo de la situacién especifica en la
gue se encuentre la célula, se activan o desactivan para dirigirla hacia una ruta
especifica(94).

Sin embargo, la autofagia tiene roles opuestos en el proceso del cancer, previniendo el
desarrollo de éste al inicio pero, por el contrario, una vez que se establece el cancer, el
aumento del flujo autofagico favorece la supervivencia y el crecimiento de las células
tumorales. Por esta razéon una terapéutica enfocada en la autofagia podria dirigirse tanto a
la estimulacién como a la inhibicién, dependiendo del momento en la progresion del tumor
en que se decida intervenir (95).

Por otro lado, existe evidencia actual que sugiere que en aquellas células neopldsicas en las
cuales la apoptosis se encuentre inhibida y/o bloqueada, la estimulacion y/o activacién de
la autofagia podria ser una alternativa terapéutica (96).

2.2 Exposicion de cultivos de células de TCG a 240uM de Quercetina por 24 hrs y
determinacion de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8 por RT-PCR

Existen una serie de estudios en los que se reporta que los efectos proapoptdticos y de
arresto en el ciclo celular de la quercetina en cultivos de células neoplasicas incrementan
al aumentar la dosis empleada en ésta. Es decir, la quercetina presenta un efecto “dosis
dependiente”, mostrando en lineas celulares como por ejemplo, cadncer de mama vy
glioblastoma multiforme, diferencias significativas en la expresién de marcadores de
apoptosis, de acuerdo a la dosis de exposicién. Asi mismo, se ha observado que auln
utilizando una misma concentracién, a mayor tiempo de exposicién, mayor efecto pro-
apoptoético (97,98).

El propdsito de este experimento fue determinar si la quercetina tenia no Unicamente un
efecto pro-apoptdtico dosis dependiente(como ya se ha reportado en la literatura) en los
cultivos de células de Tumor de Células Gigantes, sino también si tiene un efecto
antiproliferativo o necroptdtico dosis dependiente.

Lo esperado a observar era que a mayor cantidad de quercetina, menor expresion de PCNA
y asi fue como observamos una expresion menor de PCNA en los cultivos de células
expuestas a 240mM de Quercetina, en comparacion con los cultivos de células expuestas a
120mM. Asi mismo observamos mayor expresion de RIP1K (que fue estadisticamente
significativa) en las células expuestas a 240mM de Quercetina. La expresién de Caspasa 3
también fue mayor en las células expuestas a 240mM, aunque sin significancia estadistica.
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Estas observaciones sugieren que los 3 efectos de nuestro interés (antiproliferativo,
necroético y pro-apoptotico) son dosis dependientes.

2.3 Exposicion de cultivos de células de TCG a 120uM de Quercetina a diferentes
tiempos: 0 hrs, 4 hrs, 8hrs, 12 hrs y 24 hrs. Observacion por Microscopia Electronica de
Transmision

La observacion realizada previamente por microscopia electrénica de transmision a las 24
hrs. de exposicidon a la quercetina, mostré necroptosis, asi como también apoptosis y
necrosis secundaria (Ver anexo 7) en las células cultivadas. La necrosis secundaria
observada fue el punto final de un proceso que sucedié previamente. Por esta razén se
decidid realizar observaciones por microscopia electrénica de transmisién a tiempos
previos a las 24 hrs. y asi poder determinar cudles son los cambios morfolégicos que
anteceden a la necrosis secundaria a las 24 hrs de exposicién a la quercetina y de ser posible
determinar la secuencia temporal de cambios ultraestructurales.

Sin embargo, en este experimento obtuvimos dos hallazgos inesperados: 1) presencia de
cristales de quercetina de localizacién tanto intracelular como extracelular y 2) ausencia de
cambios ultraestructurales correspondientes a necroptosis y/o apoptosis en células con
estos cristales en su citoplasma (Ver figura 67 Ay 67 B)

Al comparar los cambios ultraestructurales presentes en las células expuestas por 24 hrs a
la quercetina con cristales y sin cristales, observamos diferencias. Mientras que en las
células sin presencia de cristales observamos necrosis secundaria, vacuolas en el citoplasma
de las células viables y cambios nucleares como dilatacidn del espacio internuclear, asi
como nucleos hiperdensos, en las células con cristales observamos los nucleos sin
alteraciones y vacuolas ocasionales en el citoplasma (Figura 67 Ay 67 B).

Buscando en la literatura datos en referencia a los cristales de quercetina, es que
encontramos un articulo reciente, en el que estd descrita la presencia de cristales de
quercetinay como estos afectan la biodistribucién y bio disponibilidad de la quercetina (88).
En este trabajo, Shena et al., producen de manera intencionada cristales de quercetina de
2 tamanos diferentes: de 280 nm y de 550 nm. Ellos observaron que a mayor tamaiio,
menor biodisponibilidad y mayor tiempo necesario para la distribucién generalizada de la
guercetina en el cuerpo de las ratas. A mayor tamafio de los cristales menor absorcién y
menor cantidad de quercetina disponible.



Fig 67A Ultraestructura de células expuestas a quercetina durante 24 hrs,sin cristales presentes

Fig 67B Ultraestructura de células expuestas durante 24 hrs a quercetina con cristales presentes
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Consideramos que, aun sin haber obtenido los resultados esperados, el hallazgo accidental
de cristales de quercetina en nuestro experimento es valioso y publicable por varias
razones: 1) obtuvimos evidencia por microscopia electrénica de transmisién, de la
formacion de cristales de quercetina y de su localizacion intracelular y extracelular (sin
existir literatura al respecto), 2) los cristales observados y creados en este experimento, de
forma accidental, tienen en promedio 1500 nm de eje mayor, es decir, son de un tamafio
mayor al descrito por Shena et al., Consideramos importante publicar la presencia de
cristales de mayor tamafio, 3) observamos que la quercetina en su forma cristalizada, aun
teniendo localizacién intracelular, no muestra los efectos apoptdtico y/o necrético como
los observados en el experimento de exposicion a las 24 hrs. (en el primer experimento de
observacion a las 24 hrs de exposicion no hubo cristales de quercetina), 4) nos lleva a tener
consideraciones sobre el almacenamiento de la quercetina, una vez preparado el Stock,
tales como la temperatura y el tiempo transcurrido una vez preparada ésta. Nosotros
preparamos un Stock inicial, que fue almacenado a 4°C y de éste se fueron obteniendo las
cantidades necesarias de quercetina para los diferentes experimentos. Shena et al,,
mencionan en su proceso de fabricacion de cristales de quercetina temperaturas que van
de los 4°Ca-20°C. Sin embargo, desconocemos si para la formacién de cristales de un mayor
tamafio (como fue nuestro caso) intervenga el tiempo de almacenamiento de la solucion
inicial.

3.1 Sembrado de andamios de PCL con células de TCG de hueso y su evaluacion mediante cortes
histoloégicos, inmunohistoquimica y pruebas de viabilidad y adherencia

El sembrado de andamios de policaprolactona con células de TCG de hueso y su cultivo es
un modelo innovador para el estudio de este tipo de tumor, que no habia sido reportado
previamente en la literatura (Ver anexo 6). Demostramos en este trabajo que las células
presentes en el constructo conservaron su viabilidad, asi como su adherencia a los 14 dias
de sembradas en el andamio. La inmunohistoquimica al ser positiva para Catepsina K en las
células gigantes multinucleadas, asi como también para p63 en las células estromales,
confirmd que no sélo desde el punto de vista morfoldgico sino también funcional, las células
presentes en el andamio correspondian a los elementos histoldgicos presentes en el TCG
de hueso (Fig 68).

Flgura 68 Cortes hlstologlco de constructo, tenldo con hematoxmna y eosina en A. Inmunohistoquimica para p63 enBy
catepsina K en C. Tomado de Estrada et al Ref 89



77

3.2 Exposicion por 24 hrs a quercetina (120uM y 240uM ) y denosumab de constructos y
determinacion por RT-PCR de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 8.

En el modelo 3D in vitro observamos para PCNA una mayor proliferacion en los andamios
correspondientes al grupo control, siendo ésta 107 veces mayor que el grupo que mostré
menos proliferacion (constructos expuestos a 240 uM de quercetina). Sin embargo, las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas (p=.73)

Caspasa 3. No fue posible concluir que el efecto anti-apoptético en los andamios, fuera
dosis dependiente, ya que al aumentar la cantidad de quercetina, no aumenté la expresién
de caspasa 3, siendo asi que con una concentracidon de 120mM la expresidn de caspasa 3
fue de 1.7 y con una concentracion de 240mM la expresién de quercetina fue de .03. Sin
embargo, al comparar la expresién de caspasa 3 entre los 4 grupos (andamios control,
andamios quercetina 120mM, andamios quercetina 240mM y andamios denosumab) se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.23). Al realizar el analisis
posterior observamos que los grupos entre los cuales se presentd la diferencia fue entre el
grupo Andamiso quercetina 120mM y Andamios deosumab, asi como también andamios
qguercetina 120 y andamios quercetina 240 mM.

Caspasa 8: En el caso de caspasa 8 su expresion fue mayor en los andamios expuestos a
240mM de quercetina, siendo los valores de caspasa 8 muy semejantes para el grupo
expuesto a 120mM de quercetina y denosumab.Por lo que aunque podriamos decir que
para Caspasa 8 se observd un efecto pro-apoptético dosis dependiente, las diferencias
observadas no fueron estadisticamente significativas.

En ninguno de los constructos, al realizar la RT-PCR amplificd RIP1K, sin ser posible
determinar su expresién. Queda aun por dilucidar la razén por la cual RIP1K no amplificé.

4.1 Expresion de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8 en los constructos implantados en ratones
atimicos

Los efectos observados de la quercetina en el modelo animal fueron nulos. En algunos casos
inclusive la expresion de marcadores en el grupo de ratones atimicos que recibid quercetina
fue menor o muy semejante a la observada en el grupo control. Como por ejemplo, la
expresion de PCNA en el grupo control fue de 1.8 y en el grupo de ratones que recibid
quercetina 2.2, es decir, la proliferacion fue inclusive .4 veces mayor en los ratones que
recibieron quercetina. En el caso de la determinacion de RIP1K los resultados obtenidos
fueron diferentes a los esperados, al ser el valor de RIP1K en el grupo de ratones control 1.4
y en el grupo de ratones que recibieron quercetina .54, es decir la mitad a lo observado en
el grupo control.

Para Caspasa 3 observamos que su expresién en el grupo control fue de 1.08, mientras que
en el grupo de ratones que recibid quercetina fue de .63, es decir, su expresiéon fue menor.
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En Caspasa 8 observamos que las diferencias observadas en su expresidon entre el grupo
control y el grupo de ratones que recibié quercetina, fueron minimas (.48 en grupo control
vs .92 en el grupo de quercetina)

Estos resultados nos llevan a replantear la dosis empleada en el modelo animal y la via de
administracion, ya que con 120mM de quercetina administrada cada 3er dia a los ratones,
en un tiempo maximo de 7 dias (que fue el tiempo maximo de supervivencia de los ratones)
los efectos fueron minimos.

4.2 Expresion de PCNA, RIP1K y Caspasa 3 en cultivos 2D y modelo animal

Al comparar los niveles de expresidn entre los diferentes modelos empleados, observamos
lo siguiente:

- La expresién de RIP1K y de Caspasa 3 fue mayor en el modelo 2D en comparacién
con el modelo animal, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=.029)

- Para PCNA se observé un mayor efecto antiproliferativo en el modelo animal (valor
de .716 de PCNA )en comparacién con el modelo 2D (valor de PCNA de 1.9) (p=343).
Sin embargo, esta diferencia observada no fue estadisticamente significativa

4.3 Expresion de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8 en 2D, 3D in vitro y modelo animal

PCNA: Al comparar la expresion de PCNA entre los 3 modelos utilizados, encontramos una
diferencia estadisticamente significativa (P=.043) entre ellos, siendo la expresion de PCNA
3 veces mayor en el modelo animal en comparacién con el modelo 2D (.46 en modelo 2D
versus 4.3 en modelo animal). Esto significa que hubo mayor proliferacién celular, y por lo
tanto menor efecto de la quercetina, en el modelo animal en comparacién con el modelo
2D que fue en el que se observé un mayor efecto antiproliferativo de la quercetina.

RIP1K: Al comparar los niveles de expresion de RIP1K entre los diferentes modelos,
observamos diferencias estadistidamente significativas siendo la expresién de RIP1K en el
modelo 2D de y en el modelo animal.Sin embargo debido a que RIp1K no amplificé (ver
en el modelo 3D in vitro, tal vez habria que considerar este resultado con reservas.

Caspasa 3. La mayor expresion se observd en el modelo 3D in vitro. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas (.095)

Caspasa 8 La expresiéon de Caspasa8 fue mayor en el modelo 2D en comparacién con el
modelo animal

MODELOS TRIDIMENSIONALES IN VITRO EN RATON

Observamos un efecto diferente de la quercetina en el modelo 3D in vitro a 3D in vivo.
Siendo menor el efecto antiproliferativo, necrético y apoptdtico en el modelo animal. Como
posibles razones de esta observacién estan el que la biodisponibilidad puede ser menor en
el modelo animal y por lo tanto la exposicién de las células presentes en el constructo
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también menor. Consideramos importante esta observacion ya que Unicamente existe un
articulo en la literatura en referencia al diferente tipo de comportamiento de células
tumorales cuando estan sembradas en un andamio 3D in vitro a cuando se encuentran en
un andamio 3D in vivo. (Ushashi C. Dadwal ,y, Alyssa R. Merkel ,y , Jonathan M. Page, Kristin
A. Kwakwa Michael Kessler and Julie A. Rhoades. 3D Bone Morphology Alters Gene
Expression,Motility, and Drug Responses in Bone MetastaticTumor Cells Int. J. Mol. Sci.
2020, 21, 6913; d0i:10.3390/(ijms21186913)

CONCLUSIONES
La quercetina tiene efecto antiproliferativo, necrdtico y proapoptético en cultivos 2D de
células de Tumor de Células Gigantes de hueso. Este efecto observado en monocapa es
dosis dependiente. Observamos que los efectos antitumorales de la quercetina utilizando
una concentracién de 120EM varian de acuerdo al modelo que se utilice, siendo mayores
en los cultivos 2D y poco evidentes en el modelo animal.

TRABAJO A FUTURO:

- Autofagia: Ademds de documentarla por microscopia electrénica, seria importante
cuantificar su expresion con otra técnica, como por ejemplo RT-PCR utilizando LC3lI
como marcador molecular de la misma

- Una vez cuantificado el proceso de autofagia en células de TCG de hueso, expuestas
a quercetina y documentado por microscopia electrénica de transmisién, podria
establecerse la participacion que tanto la apoptosis como la necroptosis y la
autofagia tienen en el proceso de muerte celular presente en las células de TCG de
hueso cuando son expuestas a quercetina. Estos resultados podrian publicarse al ser
generadores de conocimiento nuevo

- Cristales: En nuestro experimento se observé que la presencia de los cristales, esta
relacionada con la ausencia de los efectos apoptdtico y necroptdtico. Los
experimentos que se podrian continuar realizando serian aquellos en los cuales se
determinara en cultivos celulares, observaciones a diferentes tiempos para
determinar si estos cristales se logran disolver (cambiando Unicamente el medio a las
células cada 24 hrs) y si hay alteraciones en las células una vez que estos cristales se
han logrado disolver.

- Efecto dosis y tiempo dependiente: En este trabajo mostramos que la quercetina
tiene un efecto antiproliferativo, proapoptdtico y necroptético dosis dependiente,
utilizando unicamente el doble de la DL50 y con el mismo tiempo de exposicién. Un
experimento que podria realizarse seria analizar a tiempos mas largos de exposicion
(48 y 72 hrs. ) y a dosis menores, el comportamiento de las células de TCG cultivadas,
en cuanto a la expresion de PCNA, Caspasa 3, Caspas 8 y RIP1K
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Sembrado de andamios de PCL con células de TCG de hueso: En el modelo 3D in
vitro empleado en este proyecto, las células tienen una disposicién tridimensional,
lo cual permitiria realizar estudios posteriores con énfasis en dilucidar las
interacciones célula-célula y célula-matriz en este tipo de tumor.

Este modelo 3D permitiria estudiar la expresiéon diferencial de proteinas de acuerdo
a la ubicacion de las células en el tumor (porcién periférica vs porcion central del
tumor).

Modelo animal: Al observar en la cavidad peritoneal de los ratones que murieron
quercetina precipitada (sin estar relacionada con algun tipo de inflamacién, de
acuerdo a lo que observamos en las improntas), se pueden probar otras vias de
administracion para la quercetina, como por ejemplo la via oral. El experimento
consistiria en implantar un constructo con células de TCG en ratones atimicos,
administrarles quercetina por via oral y determinar por RT-PCR la expresion de PCNA,
RIP1K, Caspasa 3, Caspasa 8, asi como también observar por microscopia electrénica
de trasnmisién los cambios ultraestructurales en los constructos.

Es factible ademas realizar tinciones de inmunohistoquimica PCNA, RIP1K, Caspasa
3 y Caspasa 8) de los casos control y los que reciban tratamiento, para comparar la
positividad.

También se podrian hacer evaluaciones ultraestructurales del tubo digestivo e higado
con el fin de determinar la presencia de cristales y el proceso de absorcién de los
mismos, en el tubo digestivo, asi como su presencia o ausencia en higado.
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Anexo 1.
No de Registro de Protocolo en el INR

Instituto Nacional
SALUD de Rehabilitacion
- Luis Guillermo Iharra Iharra

‘ = Comité de Investigacion

INRLGII/CI/314//2019.
Ciudad de México, a 12 de agosto de 2019.

D. EN C. CARLOS LANDA SOLIS
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE

En respuesta a la solicitud que usted envio a este Comité para la revision del proyecto de
investigacion titulado: Efecto antiproliferativo, necrético y apoptético de la quercetiqa en
‘ células aisladas de tumor de células gigantes utilizando un modelo tridimensu_onal
implantado en ratén atimico, le informo que el Comité de Investigacion emitio el siguiente

dictamen:

Estatus del proyecto: APROBADO
Namero de registro definitivo: ~ 52/19
Investigador Principal: Carlos Landa Solis

Investigadores Asociados: Margarita Valdés Flores
Luis Miguel Linares
Victor Cardenas
Eréndira Georgina Estrada Villasefior
Phaedra Suriel Silva Bermldez
Anell Olivos Meza

Clemente Ibarra Ponce de Leon

Es requisito informar los avances del protocolo, independientemente de la fecha de
aprobacién, en los meses junio y diciembre, en el formato F01-PR-DI-04 Hoja de
Seguimiento de Protocolos de Investigacion, el cual se encuentra disponible en la pagina
electronica del INRLGII, asi como cualquier otro asunto relacionado con el mismo.

En el caso de los protocolos que incluyan pacientes, un requisito adi
cumplimiento a la Encuesta de Satisfaccion de Pacientes en Protocolo, en e
DI-08, que se encuentra disponible en la pagina del INR, en la seccién de do
en el apartado de Investigacion:  http://is09001.inr.gob. mx/Descargas/iso/Form
DI-08 doc. 4
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realizadas por este Comité Interno al proyecto de Investigacién titulado
“EFECTO ANTIPROLIFERATIVO, NECROTICO Y APOPTOTICO DE LA
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EN RATON ATIMICO. ESTUDIO PILOTO" con nimero de registro 52/19, han
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ABSTRACT

Giant cell tumor of bone (GCTB) is a primary bone tumaor, locally
aggressive. For many, a GCTE is considered a tumor with an un-
predictable behavior, particularly regarding recurrences, pulmo-
nary implants, and the possibility of pimary malignancy. In terms
of risk of recurrence, it is known that it is associated with the type
of treatment used initially for the GCTB. The greater the number
or recurrences, the greater the risk of pulmonary implants, and
the greater the nisk of malignant degeneration. Therefore, much
of the prognosis of this tumor could be related to the type of ini-
fial treatment. Hence the importance of the treatment theme.
This review includes a comparison between the varous modal-
ities for treatment in GCTE, considering the advantages and
disadvantages of each one. Existing GCTB treatments are not
100% safe and effective at the same time. and this is the reason
wihy the search for other treatment modalities should continue to
offer a better oncologic and functional outcome fo patients. In the
end of this review, based on research work, we also mention oth-
er possible therapeutic options that could be explored and used
in the future for GCT treatment.
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INTRODUCTION

A giant cell tumor of bone [GCTB], first described
in 1818 by Sir Astley Cooperl”, is a primary bone
tumor that is classified as an intermediate, lo-
cally aggressive but rarely metastasizing tu-

mori23. The frequency of GCTB varies in differ-
ent countries, being 5% in the United States of
Americal®, 20% in China and India® %, and 17%
in Mexico.! Approximately 80% of the patients
are between 20 and 50 years oid, who constitute
an economically active populationl.

Sulmzaarg IMaarts

Malgrsptusis'o st

Tecanencyes

Suft by evendcr

Fig. 1 Clinical presentation of the Giant Cell Tumor of Bone: 1]it can be only in the bone, 2] it can
present wide spread to adjacent soft tissues, 3] one or multiple recurrences, 4] single or multiple

lung implants or 5] malignant transformation.

GCTB are considered tumors with an unpredict-
able and varied behavior®™], which can range
from being just confined and limited to the bone,
to extensive bone destruction, cortical expan-
sion, invasion into soft tissues, one or multiple
recurrences!'® lung implants or even malignant
transformation[Fig. 1]"". In terms of risk of re-
currence, it is known to be associated with the
type of treatment used initially for the GCTB!'3,
and Campanacci's gradel™ ¥ The surgery
methods and soft tissue extension are potential
risk factors for local recurrence .Recurrences
lead to more aggressive surgical interventions
and more complications. Hence the relevance of

treatment topic, and the reason for our literature
review on various modalities of treatment in
GCTB.

It is not possible to apply the same treatment for
all the GCTB. In order to choose between the
different treatment modalities, orthopedic oncol-
ogist must consider, principally, the location and
the size of the tumor. Although, the initial clinical
presentation [lung metastases or presence of re-
currence], histology, the functional and onco-
logic outcome after the treatment choosen, sec-
ondary effects, and the patient’s desire, are also
taken into account in the freatment decision.

https://escipub.com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/ 2
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The purpose of this article is to provide an over-
view of the existing treatments for GCTB, with its
advantages, disadvantages, and points where a
consensus in missing. We aiso mention possible
therapeutic options that have heen underuti-
lized.

TREATMENTS FOR GCTB

Studies have shown that treatments for GCTB
were classified into three groups: 1] Surgical
treatment, 2] Complementary therapies and, 3]
Underexplored and novel therapies.

1) Surgical Treatment

Surgical treatment is considered the major treat-
ment modality for GCTB. The goal of surgical
treatment is the complete removal of the tumor,
to preserve the function of the affected zone, and
to avoid local recurrences that may lead to more
surgeries. The surgical treatment of GCTB con-
sists of two main procedures: en bloc resection
and curettage.

T
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Fig. 2 Giant cell tumor of bone located in the proximal fibia [2A]. A representation of an en block
resection of proximal tibia performed for the treatment of GCTB [2B].

En bloc resection: En bloc resection consists of
removing the entire bone segment that contains
the tumor, thus leaving a safety margin of
healthy bone [Fig. 2]. After this treatment, alt-
hough the tumor margins are free from a tumor,
a bone defect [bone absence] is generated. So
this procedure is usually followed by a recon-
struction [regularly, a prosthesis]i*3l.

This type of treatment is suggested: 1] when the
tumor extends beyond the cortex and destroys
it, by extending into the soft tissues; 2] in the
presence of pathological fracture; 3] when the

articular surface has collapsed or it is impossible
to preserve it; 4] after a previous ineffective sur-
gery; or 5] when the GCTB has been diagnosed
to be malignant after a histological diagnosis!'®l.
Curettage:

This procedure is also known as intralesional ex-
cision and it is the most widely used surgical
treatment for GCTB. It involves the creation of a
bone window through which the intramedullary
tumor is scraped to be removed [Fig. 3]. When
the preservation of bone architecture or joint is

https://escipub.com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/ 3
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desired, intralesional excision, or curettage, is
the most preferred procedure for this kind of tu-
mori'®l. However, tumor margins are unknown
with this treatment and microscopic tumor can

In order to reduce recurrences, curettage can be
accompanied by adjuvants such as phenol, lig-
uid nitrogen, high-speed burr, hydrogen perox-
ide, or methyl methacrylate. These adjuvants
can be used individually or in combination{'7.

2) Complementary Therapies

Even though surgery remains the treatment of
choice, carrying it out in certain locations such
as spine, sacrum or pelvic bones, involves the
risk of damaging nerve roots or nearby struc-
tures such as the bhladder or colon. Due to the
risk of these complications, non-surgical thera-
pies are carried out, and include denosumab, se-
lective arterial embolization, radiotherapy,

be left behind, which may lead to subsequent re-
currences. After the tumor has been removed,
the cavity can be left unfilled or it can be filled
with cement or bone grafting.

Fig. 3 In bone curettage a cortical hole is made, it is called a bone window. Through this, a curette
is infroduced in order to extract and remove all the visible tumor.

ey

bisphosphonates, and interferon. Usually, these
therapies are used as adjuvant treatment.

Denosumab

Denosumab, a human monoclonal antibody with
an affinity for RANKL, blocks bone resorption by
binding to RANKL, and preventing its interaction
with RANK, a cell surface receptor on pre-oste-
oclasts and osteoclasts, thus inhibiting osteo-
clastogenesis!'®l. After the open-label, Phase 2
study reported by Thomas et al_,['¥ denosumab
was approved as a therapy for GCTB.

Denosumab administration can modify the initial
surgical treatment planned for GCTBs because
it reduces the tumor size, and decreases the soft

https://escipub.com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/ 4
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Current indications for the use of denosumab in
GCTB include lesions in the spine, sacrum, pel-
vis, and challenging lesions in upper and lower-
extremity locations.

tissue component. Patients that receive deno-
sumab preoperatively, may not require an en-
bloc resection of the tumor, and can be treated
with curettage, which preserves the joint and ar-
ticular surface. 2'1.  Additionally, denosumab
stops bone lysis, promotes tumor sclerosis, and
peripheral new bone formation.

Fig. 4 This is an example of a GCTB located in the sacrum, in which SAE was the treatment or
choice. In SAE, the blood supply of the tumor is obstructed embolizing the main arteries that feed

the tumor.

Selective Arterial Embolization

For GCTB that are unresectable due to their lo-
cation, such as sacrum, selective arterial embo-
lization [SAE] can be used as the initial treat-
ment. SAE has been used for the treatment of
giant cell tumors of the sacrum since 1975 with
positive results®_ In SAE the main arteries that
feed the tumor are selectively embolized, after
identifying and selecting the arteries with the
help of angiography. The objective of SAE is to
occlude the blood supply to the tumor, to stop its
growth and allow, in case it is required or de-
cided, a subsequent surgery with minimal bleed-
ing [Fig. 4]. Generally, Gelfoam or morselized
polyvinyl alcohol particles are used for periph-
eral occlusion and stainless steel coils for central

occlusioni?!]. Subsequent embolizations are per-
formed until there is no evidence of collateral cir-
culation®].

The observed and reported effects of SAE on
GCTB are tumor size reduction, relief of symp-
toms [such as pain], and tumor ossification in-
ductionf®®. SAE is usually used as a preopera-
tive adjuvant treatment. However, there are case
reports and case series of GCTB in the sacrum,
in which SAE was the only therapy used®.
Radiotherapy

Of all the freatments available for GCTB, radio-
therapy [RT] probably is the most controversial

modality. This controversy has been existing for
many years and originated with the publication

https://escipub.com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/ 5
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of cases with malignant transformation or severe
osteoradionecrosis, and osteomyelitis after radi-
otherapy?®®l. Most of those published cases were
from the '40s, in which generally orthovoltage of
unknown intensity was used®!. As a result, radi-
otherapy was avoided in the past, for the freat-
ment of GCTB. Nowadays megavoltage ma-
chines are used for RT that lead to the possibility
of applying doses with less toxicity, along with
sparing of healthy bone and vital structuresl.

At present, radiotherapy [RT] has been used ei-
ther postoperatively, or as a sole treatment in
GCTBs, and is considered an altemative treat-
ment in tumors with difficult surgical access,
such as the spineP'l. Radiation therapy has also
proven to be an effective sole treatment espe-
cially for tumors smaller than 4 cm in diameter

Fike

EE .
Fig. 5 Mechanism of action of the bisphosphonates in the osteoclast: endocytosis of the bisphos-
phonates by the osteoclast; N-BPs nitrogen containing bisphosphonates; Non-N-BPs  non-nitro-
gen containing bisphosphonates; FPPS enzyme famesyl pyrophosphate synthase; HAP hydroxy-
apatite crystals: ATPa analogs of adenosine triphosphate

Although bisphosphonates are still considered to
be exploratory in GCTB therapy, their efficacy
has been demonstrated in vitroB4, in vivo™, and
in patientsP=3%_ There are several reports re-
garding its use in GCTB, mainly as an adjuvant,

https://escipub.com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/
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and located in long bones, such as the femur,
but not in larger tumorsE2.

Bisphosphonates

Bisphosphonates [BPs] have an affinity for hi-
droxiapatite crystals [HAP]. During bone resomp-
tion carried out by the osteoclast, the acidic pH
in the resorption lacuna promotes dissociation of
BPs from HAP. This is followed by endocytosis
of BPs. In cytosol, nitrogen-containig BPs [N-
BPsJinhibit the famesyl pyrophosphate synthase
[FPPS] and consequently the biosynthesis of
cholesterol and other sterols. On the other hand,
non-nitrogen-containing bisphosphonates [non-
N-BPs] incorporate into analogs of adenosine tri-
phosphate [aATP] affecting mitochondrial per-
meability and initiating caspase activation, caus-
ing apoptosis of osteoclasts [Fig. 5]
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that demonstrate its effects from the clinical, ra-
diological, and histological point of view. Pre-
operative administration of BPs can reduce fu-
mor size and prevent surgical dissemination.
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The clinical response with BPs consists of a re-
duction of pain. The radiological changes consist
of increased radiodensity within the lesion and in
the periphery. BPs decrease the rate of tumor
progression, and the rate of local bone destruc-
tion with no changes in tumor volume. Light mi-
croscopic examination performed after bisphos-
phonate therapy, shows an increase in apopto-
sis figures. Ultrastructural observations of spec-
imens following bisphosphonates therapy, report
pyknosis, nuclear fragmentation, and formation
of blebs in the nuclear membranef,

Interferon

Interferon-alpha 2a inhibits angicgenesisBa. Ini-
fially, it was reported to be effective in the case
of generalized GCTE with pulmonary metasta-
sesHl Later on, Interferon-alpha 2a was also re-
ported as a stand-alone treatment in two cases
of unresectable, recurment, and metastatic giant
cell tumors, originating from the spinal2.

In the case of GCTB, interferon treatment is usu-
ally accepted as the last option for GCTE when
other therapies such as SAE, surgery, and radi-
otherapy fail in treating the turmort*?- <2

It is not a standard therapeutic agent for GCTE.
3} Underexplored and novel therapies

Mavigation guided En Bloc Resection is a
novel technigue. In this procedure, an osteotomy
is carried out. Before performing the osteotomy,
CT scans and MRI images are fused and used
to determine tumor location, extension, and lim-
its between tumor and uncompromised bone.
With this technique, minimum healthy bone is re-
moved along with the tumor and it is made sure
that the surgical margins are free from any can-
cer cells®d. There is one study in which this pro-
cedure was used in GCTBML.

Bisphosphonate-loaded bone cement

There is a study in which the bone cement that
was used to fill the osseous defect left by the cu-
rettage in GCTB, was loaded with hisphospho-
nate as adjuvant therapy for GCTBH. The fol-
low-up of this study was performed for 1 to 12
years and only one local recurrence was re-
ported with this therapy. The authors mention in

their work that BP-loaded polymethyimethacry-
late is a targeted local adjuvant therapy that is
feasible, safe, and may reduce local recurrences
while alleviating the risk of systemic side effects
caused when BPs are administered systemi-
cally.

WHICH TREATMENT IS SAFEST FOR THE
PATIENT?

The purposes of GCTB treatments are: 1] to
eradicate the tumor, 2] to presenve function, and
3] to generate the least amount of secondary ef-
fects in the patient. However, these 3 objectives
cannot be always achieved in the same propor-
tion.

En bloc resection: Although low recurrence,
and reoperation rates are associated with en
bloc resection[oncologic outcome] as compared
to intralesional excision®® this is not the first
surgical option due to its functional limitations.
With this type of treatment, depending on the lo-
cation of the tumor, recurrences range from 0%
to 5%. This treatment is followed by a major re-
construction procedure with complications re-
lated to the implant such as prosthetic subluxa-
tion, prosthetic loosening, necrosis, and infec-
tions associated with the extension of the sur-
gery, which may lead to repeated surgery. Func-
tional limitations with this type of treatment are
greater as compared to curettage, according to
studies reported by several authors#7 481

Curettage: Curettage is the surgery of choice for
GCTB. However, the recumence rate with sole
curettage is higher as compared to that ob-
senved in the case of en bloc resection and
ranges from 40% to 65%M8. Curettage is the
prefermed surgical option because as compared
to en bloc resection, it has fewer complications,
better functional results, and presenves the joint.
To reduce the recumrence rate, curettage can be
accompanied by adjuvants such as phenol, lig-
uid nitrogen, high-speed burr, hydrogen perox-
ide, or methyl methacrylatel, However, there is
no consensus about indications for the different
adjuvants availableF1l. The local recurrence rate
following curettage and high-speed burr is lower
than that following sole curettage. The use of

httpsi/escipub. com/american-journal-of-cancer-research-and-reviews/ T
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high speed buming with another adjuvant also
shows additional effectsi¥. Curettage when car-
ried out in combination with phenol, shows a re-
cumence rate of 19%, with liquid nitrogen it
shows a rate of 21%, with hydrogen peroxide the
rate is evaluated to be 22%, with methyl meth-
acrylate it exhibits a rate varying from 0-29%,
and with phenol and methyl methacrylate the
rate varies from 0-33%F3 54 The lowest recur-
rence rate of 6% has been reported when liquid
nitrogen and methyl methacrylate were used fo-
gether==71,

With the use of adjuvants, there is a significant
decrease from 65% to 6% in the recumence rate,
as compared to when sole curettage was per-
formed. Some adjuvants seem fo be more effi-
cient than others.

Denosumab:

There is controversy about the use of deno-
sumab in GCTE because earlier studies re-
ported an excellent clinical effect of denosumab
on GCTB. However, a recent study shows that
denosumab may increase the risk of local recur-
rence in patients treated with curettage, and in
the histopathological evaluation of the samples
viable tumor was observed™} On the other
hand, a systematic review that evaluated local
recumence rate, and development of lung me-
tastasis in patients treated with denosumab, re-
ported a neutral effect of denosumab on the met-
astatic rate of GCTB, and a recurrence rate sim-
ilar to that observed after using extended curet-
tagel. Also, researchers have reported that
40% of patients discontinuing denosumab for
GCTB have tumor progression after a median of
8 months®. In adittion, it is necessary to have a
consensus regarding 1] the number of doses,
and the treatment length, which may vary from 4
months to 55 months, and 2] the criteria for con-
tinuation or discontinuation of dencsumab treat-
ment. Furthermore, it is added the fact that there
is a risk of malignant transformation!s7,

Selective arterial embaolization

The complications reported after SAE are neu-
rological such as unilateral weakness of ankle

dorsiflexion and transient numbness in the great
toe.

A small amount of data has been published to
date on the long-term follow-up of GCTB pa-
tients who have undergone selective arterial em-
bolization. In the study conducted by Lin PP. et
al., 65% of the patients did not show any evi-
dence of progressive disease in the sacrum after
5 years of the treatment. After 10, 15, and 20
years, 57% of patients did not have any disease
progressionls,

For some authors, the number of embolizations
sessions is based on clinical cymptoms, radio-
graphic response, and the vascularity of the fu-
mor, therefore five embolizations are performed
on an average. However, the SAE interval men-
tioned in related articles is not consistent and
ranges from three to eight weeks. Standard
guidelines are necessary for SAE in the case of
GCTB regarding the number of embolizations,
the interval between the sessions, and the
proper time of stopping the treatmenti23.
Radiotherapy:

Malignant transformation continues to be a
feared secondary effect, although recent studies
do not report this complication®.

There are two studies that analyze patient co-
horis undergoing freatment with RT for GCTB.
The first study, reports that the cases undergo-
ing iradiation for recurrent GCTE had worse
prognosis than the primary GCTB casesB. In
the second report, it was found that the axial lo-
cation showed a negative influence on local pro-
gression-free survival when compared with the
GCTB cases of appendicular locationP1.

In the systematic review of Ma Y. et al, radiother-
apy was evaluated in GCTE located in the spine.
In this study, all patients received megavoltage
and, exhibited a response to RT. In those pa-
tients who presented local failure within the two
years after radiotherapy, the overall survival was
497 .6 %, and the overall local control was 79%. In
this systematic review, post-RET neurological
complications were present in 9% of the pa-
fients. There were no cases with malignant
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transformation. The difference between the ef-
fects of orthovoltage and megavoltage with re-
spect to the local failure, as reported in previous
studies was also discussed in this article, which
varies from 7% to 30% with megavoltage and as
high as 63% with orthovoliage®™,
Bisphosphonates:

The secondary effects reported with BPs in pa-
tients with GCTE were a decrease in calcium
levels, jaw osteonecrosis, fever and digestive
upset B Apparently, the type of bisphosphonate
and previous dental procedures, may act as pre-
cipitating factors for jaw osteonecrosis!®.

BPs reduce the recurrence rate when adminis-
tered after and before the surgery. The benefit
reported when using BPs before surgical proce-
dures [such as curettage] in extremities, is a de-
crease in recummence rate as compared fo the
rate when sole sungical freatment is camied out,
being 4.2% with BPs and 30% without BPs FF7- 38
Apparently, there is no prognosis difference in
patients who receive BPs hefore or after a surgi-
cal procedure, since both types of patients show
positive outcomes to the treatment.

The studies that report atypical fractures are in
patients receiving long-term [10 years] bisphos-
phonate therapy®1. BPs are not administered for
50 long in GCTB patients. In the case of jaw os-
teonecrosis, the length of exposure seems to be
the most important risk factor for this complica-
tion®8. 8 which has an average exposure time
of 39 months.

If further research is conducted, routine use of
hisphosphonates may become a standard for
the adjuvant treatment of GCTB.

Mavigation guided En Bloc Resection:

The use of this surgical alternative has not been
proved accurately in GCTB. This technique re-
sults in more precise resections in order to ob-
tain free margins, which are necessary to avoid
local recurrences. In the bone tumor cases,
treated with this modality, no recurrences have
been reporteddd. When compared with curet-
tage, no differences are found in postoperative
complications and functional scores, in the case

of both procedures. Patients undergoing this
treatment might attain the benefit of a lower risk
of recurrence without compromising the func-
tion. However, this procedure has been reported
to increase surgical time and is expensive. Fur-
ther studies are required to compare the cost-
benefit of navigation-guided en bloc resection
against repeated curetiages or more extensive
surgeries secondary to recurrences.

Bisphosphonate-loaded bone cement

This modality is novel and may be promising be-
cause bisphosphonates are administered only
locally, in a lesser amount than when adminis-
tered systemically, avoiding in this way the sec-
ondary and systemic effects®*l. However, the in-
dications for its application would be very spe-
cific, since it can only be used after curettage.
Further studies are required as there is too litle
literature on the subject to discuss.

SUMMARY

The objectives of this review were to provide an
overview of the existing freatments for GCTB,
with its advantages, disadvantages, and indica-
tions, and also to mention possible therapeutic
options that have been underutilized. During the
conduct of this study, we found certain aspects
of some treatments in which consensus is
needed, and decided to mention them. At the
end of this investigation, we can mention that alt-
hough all the treatments have advaniages, and
disadvantages at the same time [Table 1], there
is always a possibility of improving them. Thus,
we conclude that we have not reached the end-
point of the process of exploring GCTB therapy.
Key Points

« GCTB is considered a tumor with an unpre-
dictable behavior, with recurrences, pulmo-
nary implants, and the possibility of primary
malignancy.

* The treatments for GCTB were classified into
three groups: 1] Surgical treatment, 2] Com-
plementary therapies and, 3] Underexplored
and novel therapies.
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« All the GCTB treatments have advantages,
and disadvantages at the same time, but it ex-
ists the possibility of improving them and de-
velop new therapeutic strategies.
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Table1 Treaiment Modalities for Giant Cell Tumor of bone. Advantages and disadvantages

TREATMENT ADVANTAGES

En bloc resection
5% recurrences

Surgical margins free - Functional limitations

DISADVANTAGES REFERENCES
Jamshidi et al
[2018]

Curettage Preserves the joint and Tumor margins unknown and Wysocki et al. [2015]
good functional outcome  recurmence rate 40-60%

Selective Arterial Embolization  An option for GCT difficult  Tissue necrosis of the affected Emori et al [2012]
to access region

Radiotherapy An altermative for unre- MNeurological complications in @ Ma et al. [2015]
sectable GCT 8% of the cases

Biphosphonates. Reduce recurrence rate Secondary effects: fever and Xu et al [2017]
to4.2% digestive upset

Dencsumab Useful in wunresectable Tumor progression in 40% of Palmerni et al [2017]
GCT the cases after discontinuation

Interfercn An option for GCT in Wei et al [2010]
which other therapies Mo data reported
have failed
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firm that the seeded cells maintained the expression of GCTB markers. Based on
these findings, we concluded that the PCL scaffold is an efficient model to culture
GCTB cells, and the cell viability and adherence to the scaffold can be preserved
for up to 14 days. Moreover, this model can also be used in subsequent studies to

Abbreviations: CCTH, giant cefl tumor of booe; 2D, two di domal; 3D, three di somak; PCL, polycapmlacioae
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assess in vitro cell-cell interactions and antineoplastic efficacy of certain agents
to establish a treatment against GCTB.

KEYWORDS

3D PClL scaffoid, 3D tumar modeds, giant cell tumaor of bone

Giant Cell Tumor of Bone (GCTB) is a primary bone tumor
and is classified as an intermediate, locally aggressive, but
rarely metastasizing tumor. GCTB comprises three types
of celis: (1) multinucleated osteoclast-type giant cells, (2)
mononuclear stromal cells, and (3) monocyte-like cells.
Multinucleated giant cells of this tumor are capable of bone
resorption and osteolysis. Stromal cells secrete cytokines
and factors essential for osteoclast differentiation and also
secrete cytokines that attract monocytes by chemotaxis
[1.2]. Stromal cells are considered the proliferative and neo-
plastic component of GCTB, and multinucleated giant cells
along with monocytes are considered the reactive compo-
nents {2]. Therefore, GCTB is a tumor prototype wherein
cell-cell interactions are essential for differentiation of its
cellular components and consequently its progression.

Two-dimensional (2D ) in vitro models have been used to
clarify histogenesis, composition, and biological behavior
of GCTB and to compare its therapeutic response of GCTB
[3-5]. However, in 2D cultures, cells interact only with
their adjacent cells as there are no other cells or extracel-
lular matrix present above or below them. Another char-
acteristic of 2D cultures is that cells are exposed homoge-
neously to nutrients and drugs in the medium.

Conversely, three-dimensional (3D) culture models
more accurately recreate the in vivo microenvironment
and cell behavior conditions than 2D models. 3D mod-
els show cell-cell interactions, of cells to nutrients,
and protein expression different from those observed in
2D models. Additionally, 3D-printed scaffolds which were
initially used in tissue engineering to support bone regen-
eration, are now used to study the behavior and protein
expression of tumor cells and to evaluate the efficacy of
antineoplastic drugs [6]. Among these, polycaprolactone
(PCL) scaffolds provide a surface that allows adherence
and growth of neoplastic cells such as those from osteosar-
coma, breast cancer, or Ewing sarcoma [7-9].

For GCTB, only 2D models have been used in vitro,
which is limited by loss of multinucleated giant cells in
subsequent passages. Once the primary culture becomes
confluent and passaging is necessary, each passage leads
to a gradual loss of multinucleated giant cells. With multi-
ple passages, the end result is a monolayer of fibroblast-like
cells, which are morphologically distinct from the original
histological components observed in GCTB [3-5). There-

fore, there is only a limited time frame to study a GCTB
with all its histological components in 2D culture. This led
us to explore a novel culture model for GCTB cells, using a
3D-printed PCL scaffold, wherein not only can all the his-
tological components be observed but the 3D arrangement
of neoplastic cells can also be recreated.

The main aims of this study were as follows: (1) to
explore the possibility of culturing GCTR cells on a PCL
scaffold, (2) to evaluate viability of the cultured cells and
their adherence at day 14, (3) to determine whether it
is possible to observe zll the histological components of
GCTB using this 3D model, and (4) to explore if this model
can be used to study GCTB cell culture using other tech-
niques.

The protocol used in this study was approved by the
Research and Ethics Committee of our Institution. All
patients provided informed consent to participate in this
study. Tissue samples were collected from the patients
upon diagnosis of GCTB during surgery but without pre-
vious treatment.

A sterile technique was employed to obtain the tumor
tissue samples for culture it. We first determined the num-
ber of cells present in 5 mm® of three tumor sample each
and calculated the average number of cells; based on this,
we assessed the number of cells seeded when using Smm’
of tumor tissue. For this purpose, 5 mm® of tumor tis-
sue was mechanically segregated into small pieces using
sterile scissors and a scalpel, and thereafter, enzymatically
digested using 0.3% collagenase (Worthington) and shaken
at 200 rpm for 2 h at 37°C. The cells were filtered through
a 100 u cell filter and subsequently quantified using the
Neubauer chamber. The average number of cells in 5 mm’
of tumor tissue sample was 1,745333.

We used the REGEMAT 3D Bioprinting system (Univer-
sidad de Granada, Spain) to prepare the scaffold using a
pellet of PCL. The scaffold was printed with the following
specifications: pore size of 850 y, total of seven layers with
strand thickness of 200 um, flow rate of 1, without solid
perimeter, printing angle of %0°, without a solid base, and
forming a 5 X 5 mm® cube on each face. For sterilization of
the PCL scaffold, we were cautious that the melting tem-
perature of PCL (58—60° C) should not be reached and used
a SterradNx medical sterilizer. Scaffolds were subjected to
one cycle of sterilization at 30°C. This is a chemical method
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an ultraviolet (UV) lamp (Carl Zeiss; Axiovert 25; software

PRACTICAL APPLICATION image vision 4.8.2). The GCTB cells seeded on the PCL

Three-dimensional (3D) polycaprolactone printed
scaffolds can be used to culture and analyze
cells from giant cell tumor of bone (CCTR), with
the possibility of using immunohistochemistry.
Future research using this model will allow the
study of cell-cell interactions and cell-matrix inter-
actions in GCTB. Additionaily, comparative stud-
ies on cell proliferation and protein expression can
be conducted between this 3D model and two-
dimensional (2D) models along with drug tests to
identify potential treatment candidates. The 3D
disposition of the cells in this model would allow
study differential protein expression in cells based
on their tumor location (periphery or central por-
tion), and mechanisms of growth and invasion
to adjacent structures. This would further allow
research of the type of cells that populate first the
adjacent structures of the tumor and the underly-
ing mechanisms by which the other histological
components of the tumor arrive at the periphery.

of sterilization that uses plasma/hydrogen peroxide vapor.
However, there are other chemical methods that can be
used for this process, such as ethylene axide [10].

For cell seeding, 5 mm’® of tumor tissue sample was
used for each PCL scaffold. GCTB tissue was mechanically
homogenized, using in addition to scissors and a scalpel,
medium to preserve cell viability during this process. Once
a smooth consistency was obtained, the suspension was
collected in a 2 mL pipette. Next, the tip of the pipette
was placed in direct contact with the scaffold, and its con-
tent was slowly and carefully released, yielding a construct
(Figure 1A). The constructs were placed in six well culture
plates with Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% peni-
cillin/streptomycin. These were then stored in a humidi-
fied incubator at 37°C with 5% carbon dioxide (CO, ) atmo-
sphere. The medium was replaced every 3 days until day
4.

Two weeks after the GCTB cells were seeded in the
PCL scaffold, the construct was stained with calcein
(Cayman chemical) to determine the cell viability on
the scaffold. For this, the construct was incubated in a
six well plate (Corning) for 30 min with DMEM plus
0.2 mg/mL of calcein in an incubator at 37°C supplied
with 5% CO,. Thereafter, the culture medium with cal-
cein was replaced with complete culture medium (DMEM,
10% serum and 1% antibiotic/antimycotic). Images were
immediately recorded using an inverted microscope with

scaffold were found to be positive to calcein, which con-
firmed their viability (Figure 18). Calcein positivity was
observed in the cytoplasm of the cells attached to the PCL
fibers as well as the cells that grew between the PCL fibers.

To determine the extent of cell adhesion on the scaffold,
2 weeks after the GCTB cells were seeded, the construct
was stained using Actin Cytoskeleton and Focal Adhe-
sion Staining Kit (Merck Millipore). The construct was
fixed, incubated with primary and secondary antibodies,
and washed according to the manufacturer’s instructions.
The images were immediately recorded using a pyramidal
microscope attached with a UV lamp (Carl Zeiss; Imager
Al AXI10; software image vision 4.8.2). The cultured cells
were positive for vinculin and phalloidin. Further, upon
staining with DAPIL, the nuclei in the fibers were observed
to be arranged in groups and also present individually (Fig-
ure 1C). Based on these results, we confirmed cell adher-
ence to the PCL fibers as well as occurrence of cell-cell and

Although fluorescence was observed in both the cen-
tral and peripheral portions of the scaffold, the photomi-
crographs for cell viability (Figure 1B) and cell adhesion
(Figure 1C), were captured in the periphery of the scaf-
fold, owing to the high cell density in the central portion
of the scaffold that did not allow to appreciate the fluo-
rescence in a clear way on this zone. From the observa-
tions in Figures 18 and 1C, we concluded the following: (1)
the cells that grew out from the original tumor were viable
and could adhere to the PCL scaffold, and (2) most of the
cells that predominate in this peripheral area of the scaf-
fold at 14 days were mononucleated and most likely cor-
respond to the stromal cells or monocytes of the GCTB.
These findings are important for future research using this
3D model as they would allow further investigation of how
the tumor grows and invades adjacent tissues. Finally, with
this 3D model, we could assess the type of cells that primar-
ily populate adjacent tissues of the tumor and the under-
lying mechanisms through which the other histological
components of the tumor arrive at the periphery.

For hematoxylin and eosin staining, the constructs were
fixed using 10% neutral-buffered formalin for 1 h, followed
by dehydration in graded aloohol solutions. Thereafter,
they were placed in 50% alcohol-50% xylene for 30 min,
followed by two changes of liquid paraffin (1 h each) at
55°C. Finally, they were embedded in paraffin blocks.
A microtome (model RM2165, Leica Microsystems) was
used to cut the paraffin blocks into 5-um thick sections.
The slides were deparaffinized and hydrated in water,
stained with hematoxylin for S min and eosin for 1 min,
dehydrated in graded alcohol solutions, cleared with
xylene, and then mounted. Histological analysis of the
constructs using hematoxylin and eosin staining revealed
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FIGURE 1

(A) Photomicrograph with stececscopic micrascope af 1nitially giant cefl tumor of bane (CCTB) seeded calls on

potycaprotactone (PCL) scalfoid. (B) ImmunaoNuarescence for calceln tn the periphery of PCL scafTolds with CCTR cedls afler 14 d of culture.
Viable cells are markad In green (40x). (C) Immunofluorescence for 4'6-dlamidino-2-phenylindole (DAFI), vinclulin, and phalloldin i the
periphery of the PCL scafTolds with CCTB cells aller 14 d of culture The nuciel are arranged In groups and Individuaily. Cells are posttive fr

vinculin and palioldin (20x)

FIGURE 2 (A)Hematoxylin and eastn staining of polycaproiacione (PCL) scafTolds with giant cell tumor of bone (GCTE) cells (40x)
The PCL Mers are shown In reddish-orange color. The PCL fibers are altermnaling with multinucteated glant cells, stromal cells, and
monocytes Polycaprolactone fhers, multinuclealed glant cells. (B) Immunosiaiming for p&3 shawing positivily (n the nacle! of some stromal
celis (40x). (C) Immunostaining for cathepsin K showing Intense positivity in the cytoplasm af multiniscieated glant cells (40x)

the presence of viable neoplastic cells and all histological
components of GCTB in the scaffolds, including the
multinucleated osteoclast-type giant cells, stromal cells
with spindled nuclei, and monocytes. With this technique,
we observed morphological preservation and verified that
there was no loss of multinucleated giant cells, typically
observed in 2D cultures during subsequent passaging
(Figure 2A). A possible explanation for the absence of
multinucleated giant cell loss could be that in the PCL
scaffold, 3D arrangement of the cells allows greater
interaction among cells, accompanied by stronger and
longer-lasting effect of the cytokines and differentiating
factors secreted by stromal cells, which are essential for
osteoclast differentiation. It could also be possible that
in this 3D model, the cytokines remain localized in the
scaffold microenvironment, thereby favoring the differ-
entiation and permanence of multinucleated giant cells

instead of being dispersed as could happen in 2D cultures.

We next performed immunohistochemistry analysis to
determine whether this model could be useful to study
GCTB cell culture with other techniques and confirmed
that the observed cells were not only morphologically
GCTB cells but also expressed typical GCTB markers,
such as p63, cathepsin K and RANKL [11-13]. The pri-
mary antibodies used included mouse monoclonal antiP63
(1:200, Sta Cruz Biothechnology) mouse monoclonal anti-
RANKL (1:150 Sta Cruz Biothechnology), and mouse mon-
oclonal anti-cathepsin K (1:200 Sta Cruz Biotechnology).
The Mouse/Rabbit ImmunoDetector DAB Detection Sys-
tem (Bio SB) was used. Instructions were followed accord-
ing to the manufacturer. The positive control included sec-
tions of GCTB from the archives of the Anatomic Pathol-
ogy service. The immunohistochemistry assays for p63 and
RANKL yielded positive results in stromal cells, whereas
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the assay for cathepsin K yielded positive result in the cyto-
plasm of multinucleated giant cells (Figure 28 and Fig-
ure 2C). We therefore confirmed the cultivation of CCTB
cells in the PCL scaffold and also the possibility of using
other technigues, such as immunchistochemistry, in the
study of GCTB cultured cells, in the PCL scaffold.

The results of this study demonstrate that the GCTB
cells can be cultured in 3D printed scaffolds of PCL for
14 days, conserving their viability and adherence and with-
out the loss of multinucleated giant cell, which is typically
observed in conventional 2D culture systems. Further, this
maodel offers the possibility of using other techniques, such
immunohistochemistry, to investigate GCTB cells. How-
ever, although PCL scaffolds can simulate bone poros-
ity and stiffness, a more bone-like environment can be
achieved using 3D PCL scaffolds coated with calcium phos-
phate/hydroxyapatite material or printed with type 1 col-
lagen materials. This way, the extracellular matrix that
would be interacting with the seeded cells on the scaffold
would be more like the bone. Therefore, further studies
could be done using these coated scaffolds to elucidate cell-
cell and cell-extracellular matrix interactions in a more
representative microenvironment.

In conclusion, to the best of our knowledge, this study
demonstrated for the first time that 3D printed PCL scaf-
folds can be used for culturing GCTB cells, as they preserve
the viability, adherence, morphology, and all the histologi-
cal components of this tumor. This model also facilitates
the use of techniques such as immunohistochemistry in
the study of GCTB cells. Therefore, this model could be
a better option than 2D models to study GCTE cells, to
learn about cell-cell interactions and to test new therapeu-

tic drugs against GCTB.
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Introduction

Giant cell tumor of bone (GCTB) is a primary
bone tumor that affects most common people
between 20 and 50 years. The epiphysis of long
bones is its principal location; however, GCTB
can affect other bones such as sacrum that are
sites of difficult surgical access. The treatment
for GCTB is mainly surgical, with limitations
in case of inaccessible locations and with some
disadvantages.' There are few complementary
and pharmacological alternatives for the treat-
ment of this tumor: denosumab and bisphospho-
nates. Both, with the possibility of secondary
effects such as mandibular osteonecrosis and
atypical fractures with bisphosphonates or
malignant transformation with denosumab.™*
Therefore, to find other molecules or com-
pounds that could be potential therapeutic

agents and whose administration has no second-
ary effects is desirable in order to offer a better
outcome to the patients. Quercetin could be
a potential therapeutic agent for GCTB.
Quercetin is a flavonoid present in the
human diet with anticancer properties. Its
main dietary sources are fruits and vegetables
such as apples, onions, berries and broccoli.*
The anticancer properties of Quercetin have
been described recently in several studies that
explain its effect in different types of cancer cell
lines such as prostate, breast, liver, leukemia,
lung, pancreas and colon cancer.>'" Among
the anticancer properties described of
Quercetin are its anti-proliferative and pro-
apoptotic effects. The anti-proliferative effect
of Quercetin is by causing cell cycle arrest at
certain checkpoints, specifically in G1 or G2/M
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phase.'" Whereas the apoptotic effect is by
mediating both the intrinsic and the extrinsic
pathways."?

Based on these findings, we hypothesized that
quercetin might have an antitumoral effect on cul-
tured cells from GCTB.

Therefore, the aim of this study was to evaluate
the ultrastructural changes in GCTB cultured cells
exposed 24 h to quercetin and to determine with
RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain
reaction) the expression of Caspase-3, Caspase 8
and RIPIK (receptor interacting protein kinase 1)
in these cells, as markers of apoptosis and
necroplosis.

Material and methods

Prior authorization for the protocol from the
Research and Ethics committees of the Institution,
as well as the informed consent from the patient,
GCTB tissue was collected during surgery.

MTT assay

Since there was no previous literature about at
what concentration quercetin has an effect on cul-
tured GCTB cells, Quercetin (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) half maximal inhibitory concen-
tration (ICs;) was determined using MTT colori-
metric assay. The 96-well culture plates were used,
and in each well 1.5 x 10* cells were seeded.
Quercetin was added to the treatment group for
4 hours at concentrations ranging from 20 to
150 pM. The control group was incubated with
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
without quercetin. Cytotoxicity was determined
by adding 1 ml MTT solution to each well, and
the mixture was incubated for 4 hours at 37°C in
a CO, incubator. Subsequently, the supernatant
was removed and 100 pL of isopropanol was
added. The absorbance reading was performed in
a spectrophotometer (Model 680 Microplate
Reader) at a wavelength of 540 nm. The giant cell
tumor of bone culture viability of the treated sam-
ples was then compared with the control samples.
It was found that with a concentration of 120 pM
50% of the cultured cells were viable and 50% of
the cultured cells died. Therefore, once

determined that the ICy, for GCTB was 120 pM,
for the next experiment, a quercetin concentration
of 120 uM was used.

Cell culture and exposition to quercetin

Fresh tissue from GCTB was mechanically disag-
gregated into small pieces using sterile scissors and
also a scalpel. Once the tissue had a homogeneous
and semi-liquid consistency, it was placed in
162 cm® Cell Culture Flasks with DMEM supple-
mented with 10% fetal bovine serum and 1% peni-
cillin/streptomycin. The Flasks were kept in
a humidified incubator at 37°C with 5% carbon
dioxide (CO,) atmosphere. The medium was
replaced every 3 days until the cultures were 80%
confluent. Quercetin was subsequently added at
a concentration of 120 pM on the experimental
cells. Control cells were cultured under identical
conditions, but without the addition of quercetin.
After 24 hours the cells were harvested with a cell

scraper.

Transmission efectron microscopy

Collected cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde
for 1 h at room temperature. After two washes of
10 minutes in sucrose-phosphonate buffer, cells
were post-fixed in 1% osmium tetroxide (OsOy)
for 30 min under a hood, at room temperature.
Then, cells were embedded in Epon 812 resin mix-
ture. Half-micron sections were stained with tolui-
dine blue and examined in the light microscope for
orientation. Selected areas were thin-sectioned,
contrasted with uranyl acetate and lead citrate,
and examined in a Phillips Tecnai 10 electron
microscope at the Department of Electron
Microscopy.

Quantitative real-time PCR analysis

To determine the expression level of RIPIK,
Caspase 3 and Caspase 8, SYBR green-based
quantitative real-time PCR was performed using
a StepOnePlus Real-Time PCR thermal cycler
(Applied Biosystems™) and the Applied
Biosystems Software version 1.3. The collected
cells previously frozen at —80°C were defrosted
and the total RNA was extracted using TRIzol*
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Table 1. ences of that were used In the RT-PCR.
Gene Sense Artisense
HPLR27 TAGCGGTCAATTCCAGCCAC

CTGGCAAGGTGGTGCTTGTC
Riplk TGEGOGTCATCATAGAGGAAG  COCCTTTTCCATGTAAGTAGCA
Guspase  ATTTGCCTGTATGCCCGAGC CCTGAGTGAGTCTGATCCACAC
8

Gaspase  AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC ACAGTCCAGTTCTGTACCACG
3

reagents (Invitrogen, Carlsbad, California, USA)
according to the manufacturer’s protocol. cDNA
was synthesized using the QuantiTect*
ReverseTranscription Kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instruction. Real-time quan-
titative RT-PCR was performed using the Sybr
green premix kit (BioRad). The sequences of
primers that were used in this assay are shown
in Table 1:

One cycle of reverse transcription was carried
out for 15 min at 42°C and one cycle of dena-
turation for 3 min at 95°C. The PCR conditions
were as following: 40 cycles of denaturation for
15 s at 95°C, followed by annealing and elonga-
tion for 30 s at 58-61°C (depending on the
primer’s melting temperature). All reactions
were performed in triplicate. Relative mRNA
quantification was performed using the AACT
method and the results were normalized to the
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expression of the housekeeping gene (HPLR27)
and presented as a fold difference relative to
a calibrator sample (untreated cells).

Statistical analysis

To analyze mRNA expression a statistical analysis
was performed using the SPSS for Windows,
V. 150 software. The non-parametric Mann-
Whitney U-test was used to compare the differ-
ences between control and treatment groups. The
significance level was set to p < .05. Data are pre-
sented as mean + standard deviation (SD).

Resuits
Transmission electron microscopy

We evaluated by TEM two types of cells: unexposed
cells to quercetin (control group) and exposed cells
to quercetin (experimental group):

Control multinucleated glant cells

In the control group, we observed multinucleated
giant cells that were ovoid with a varying number of
nuclei and with a nuclear chromatin finely dis-
persed. In some cells, nucleoli was present. Round-

Figure 1. Transmission electron microscopy image showing cultured cells from giant cell tumor of bone unexposed to quercetin. There
& a multinudeated giant cell (MGC) with two nudel and a stromal cell (SC). Both have cytoplasmic inclusions (arrows).
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Figure 2. Transmission electron microscopy image showing a portion of a multinudeated giant cell with indusions in the cytoplasm, of
different sizes. N: nudel. Inset shows high resolution of these cytoplasmic Industons. The structures considered residual bodies are

Iabeled with . The structures considered dense bodies are labeled with.

Figure 3. Transmission electron microscopy image of control group, showing closely apposed mononudear stromal cells (SCywith
membrane microvilll and nudeus with finely dispersed chromatin. The cytoplasm contains numerous dense bodies (arrows).

shaped cytoplasmic inclusions were observed
(Figure 1). With higher magnification, we observed
that some of these cytoplasmic inclusions con-
tained membranous material (residual bodies),
while others contained dense material (dense
bodies) (Figure 2).

Control stromal cells

In the control group, the stromal cells were elon-
gated and contained one nudeus. Their cell mem-
branes had microvilli. The nucleus, mitochondria
and RER presented no alterations. Numerous dense
bodies were observed in the cytoplasm (Figure 3).
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Figure 4, Transmission electron microscopy showing a multinudeated glant cell (MGC) with multiple dear vacuoles as well as
autophagolysosomes. The rectangle shows two mononucdear stromal cells (SQwith vacuoles of different sizes in thelr cytoplasm.

Figure 5. Magnification of the triangle In Figure 4. The image shows a sphercal structure with membrane and with cytoplasmic

matental inside (autophagolysosome).

Multinucleated glant cells (experimental group)
Cells treated with quercetin showed multiple
changes. Multinucleated giant cells showed numer-
ous vacuoles in the cytoplasm (Figure 4) and
a moderate amount of autophagolysosomes
(Figure 5).

Stromal cells (experimental group)

Stromal cells showed in the membrane micro-
villi decrease with flattening. In the cytoplasm
RER dilatation and swollen mitochondria with
cristae disorganization and electro dense depos-
its and in the nuclei chromatin condensation
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Figure 6. Transmission elactron microscopy Image showing a stromal cell expasad to quercetin with flattening of the cell membrane

and RER dilatation.

Figure 7. Transmission electron microscopy Image showing a nudeus with chromatin condensation. The mitochondra (M)present

cristae disorganization and dense depostts.

(Figure 6 and Figure 7). Some cells showed
dilatation of the perinuclear space (Figure 8
and Figure 9).

In most of the cells exposed to quercetin there
was secondary necrosis: loss of membrane integrity
with loss of intracellular contents and the intracel-
lular organelles were not discernible. Nuclear frag-
ments corresponding to condensed chromatin were
observed (Figure 10).

The ultrastructural changes observed in the
GCTB exposed cells to quercetin are summarized
in Table 2.

RT-PCR

There were differences in the expression of Caspase 3,
Caspase 8 and RIPIK between the treated cells and
the control cells. We observed that the gene with the



Figure &, Transmission electron microscopy Image showing a nudeus with dilatation of the perinudear space. There Is collagen-like

matenal in the extracellular space (Co).

highest expression in cells exposed to quercetin was
Caspase 8, being expressed 11.5 times more compared
to control cells (p = .014) (Figure 11). On the other
hand, Caspase 3 was expressed 1.7 times more in the
treated cells compared to the control cells (p = 435)
(Figure 12). Finally, the gene with the lowest expres-
sion in the treated cells was RIPIK with a 0.5 fold
expression compared with control cells (p = .629)
(Figure 13).

Discussion

The objective of our study was to evaluate the
ultrastructural changes in GCTB cultured cells
exposed 24 h to quercetin, and to determine with
RT-PCR the expression of Caspase-3, Caspase-8
and RIP1K.

We found that quercetin affected both multi-
nucleated giant cells and stromal cells, and that
the ultrastructural changes consisted in

Figure 9. Higher magnification of Figure 8. The yellow aow points to the Inner nudear membrane and the red armow points to the

outer nuclear membrane.
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Figure 10. Transmitssion electron
photograph is a cell viable cell with vacuoles in the cytoplasm.

Tabie 2. Ultrastructural findings of GCTB cultured cells exposed to quercetin.

image showing In most of the observed cells, secondary necrosls. At the top of the

Blebbing of plasma RER Cytop Jear space e, Secondary
membrane dilatation wacuoles dilatation d
Control cells - - - - - -
Exposed + + ++ + ++ e
cells

membrane microvilli decrease, RER dilatation,
swollen mitochondria with cristae disorganiza-
tion, nuclei with chromatin condensation and
dilatation of the perinuclear space. In most of
the cells exposed to quercetin there was second-
ary necrosis. Table 2.

There was a higher expression of Caspase 3,
Caspase 8 and RIPIK in the exposed cells com-
pared to control cells. Although without being
statistically significant in our study, the over-
expression of RIPIK in tumoral cells under-
going necroptosis has been only recently
described.”?

Besides apoptosis, there are other forms of
programmed cell death, such as necroptosis.'*
It has been described that Quercetin, in addi-
tion to apoptosis, can also induce necroptosis in
tumoral cells.® In our study, most of the ultra-
structural features mentioned, with the

exception of autophagocytosis, have been pre-
viously observed in cells undergoing necropto-
sis. According to Miyake S et al, dilatation of
the perinuclear space is the hallmark of
necroptosis.'® Yoon S and Zhang T mention
in their study that cytoplasmic membrane
damage gives rise to cytoplasmic vacuoles and
that nuclear membrane damage gives rise to
dilatation of the perinuclear space.'”"*®

On the other hand, it has been described in
recent studies that autophagy can regulate pro-
grammed cell death, including apoptosis and
necroptosis, and that there is also an overlap
between  autophagy,  necroptosis  and
apoptosis.”®*® Other reports describe that
Quercetin induces overexpression of caspase-8,
and also that it is a potent autophagy inducer in
cancer cells.*" Our results coincide with these
previous studies by observing a statistically



122

ULTRASTRUCTURAL PATHOLOGY €8 9

Caspase 8 expression in cells from giant tumor of bone
exposed to quercetin (p=,01 4)

1200
1000

800

2ddCt

60
400

200 !

120uM control
Quercetin Concentrations

Figure 11. Caspase 8 exprassion In control cells and In cells expased 24 h to 120 pM Quercetin.

Caspase 3 expression in cells from giant cell tumor of
bone exposed to Quercetin (p=.435)

250
2.00
g .
1.00
50
120uM control
Quercetin concentrations

Flgure 12. Caspase 3 expression In control cells and In cells exposed 24 h to 120 pM Quercetin.
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RIP1K expression in cells from giant cell tumor of bone
exposed to quercetin (p=.629)

.

10

120uM

control

Quercetin Concentrations
Figure 13. RIP1K exprassion in control cells and In cells exposed 24 h to 120 pM Quercetin.

significant overexpression of Caspase 8 in the
exposed cells and by obtaining ultrastructural
evidence of the autophagy process.

We consider of great importance to mention that
unlike the drugs available for the treatment of
GCTB, like bisphosphonates and denosumab, in
which the absence of multinucleated giant cells
and persistence of stromal cells after treatment
has been observed histologically,* the ultrastruc-
tural changes observed in this study were observed
in both the multinucleated giant cells and the stro-
mal cells, which means that quercetin affected all
the histological components of the GCTB.

Our study has two limitations. One limitation is
that the time of observation was 24 h after the
quercetin exposure. This could be the reason why
the predominant observed ultrastructural change
was secondary necrosis, and why earlier changes, as
for example the transition between the RER-
dilatation, vacuole formation and cytoplasmic
vacuolization were not observed. The other limita-
tion is the statistical significance. We consider that
with larger number of samples evaluated a statistical
significance in the RT-PCR could be achieved.

However, this is the first study that reports quer-
cetin effects on cultured cells from GCTB and that
provides ultrastructural evidence of its necroptotic
and autophagic effect on these cells.

Further, in vitro and in vivo studies could analyze
other aspects of the effect of quercetin on GCTB.

Conclusion

The ultrastructural changes observed in GCTB
cells were observed in both the multinucleated
giant cells and the stromal cells. The ultrastruc-
tural changes in giant cell tumor of bone cul-
tured cells exposed 24 h to quercetin
corresponded mainly to secondary necrosis,
necroptosis and also autophagocytosis.
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