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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 movilización de la extremidad 

afectada. Por el tipo de población que es atendida es el tumor más frecuente en el Instituto 

Nacional de Rehabilitación. El tratamiento del TCGC es principalmente quirúrgico, con 

limitaciones en caso de localizaciones inaccesibles y con algunas desventajas. Para los TCG 

inoperables existen pocas alternativas complementarias y farmacológicas 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 

terapeúticas que sean efectivas y que de igual forma ofrezcan menos efectos colaterales. 

La quercetina podría ser un potencial agente terapéutico para el tratamiento coadyuvante 

del TCG ya que dentro de sus propiedades anticancerígenas descritas de la quercetina se 

encuentran sus efectos antiproliferativos y proapoptóticos.  

El OBJETIVO GENERAL de este trabajo fue evaluar el efecto antiproliferativo, necrótico y 

apoptótico de la Quercetina en un modelo tridimensional de TCG implantado en ratones 

atímicos. METODOLOGÍA: Se realizó un estudio experimental y comparativo.. Se realizó 

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, necrótico 

y apoptótico de la quercetina en estos. El modelo 3D consistió en un andamio de 

policaprolactona de 5 mms de eje mayor, en el cual se sembraron células de TCG 

(constructo).  Finalmente se utilizó un modelo animal, en el que se implantó el constructo 

en ratones atímicos. Para determinar el efecto antiproliferativo de la quercetina se 

determinó la expresión por PCR en tiempo real de PCNA, el efecto necrótico se determinó 

con la expresión de RIP1K y  el efecto apoptótico se determinó la expresión de Caspasa 3 y 

Caspasa 8. Se compararon los resultados obtenidos en los diferentes modelos empleados: 

2D, 3D in vitro y 3D in vivo. Se realizaron estudios con microscopía de luz de los constructos 

y se evaluó la ultraestructura de las células expuestas a quercetina con microscopio 

electrónico de transmisión. 

RESULTADOS: 1) La quercetina tiene un efecto antiproliferativo, necrótico y apoptótico en 

las células derivadas de TCG. La magnitud observada de estos 3 efectos varía de acuerdo al 

modelo empleado para su estudio. En el modelo 2D predominó el efecto necrótico, 

observándose mayor expresión de RIP1K. Este efecto fue corroborado por medio de 

microscopía electrónica de transmisión al predominar en las células observadas datos de 

necroptosis sobre los de apoptosis. En el modelo 3D in vitro no se encontró efecto necrótico 

y únicamente se observó efecto antiproliferativo y apoptótico. El modelo animal utilizando 

ratones atímicos fue el que mostró las expresiones más bajas de Caspasa 3 y 8, así como 

también las más altas de PCNA 
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EFECTO ANTIPROLIFERATIVO, NECRÓTICO Y APOPTÓTICO DE LA QUERCETINA EN 

CÉLULAS AISLADAS DE TUMOR DE CÉLULAS GIGANTES UTILIZANDO UN MODELO 

TRIDIMENSIONAL IMPLANTADO EN RATÓN ATÍMICO. 

 

MARCO TEÓRICO 

TUMOR DE CÉLULAS GIGANTES DE HUESO (TCG) 
 

      DEFINICIÓN 
 El Tumor de Células Gigantes es un tumor primario de hueso, benigno aunque de 

comportamiento agresivo que se caracteriza radiológicamente por ser una lesión 

epifisio-metafisiaria excéntrica, bien delimitada y sin reacción perióstica (1). 

      HISTORIA 
Desde su descripción inicial por Sir Aslley Cooper en 1818 (2) el TCG ha sido una entidad 

generadora de controversia considerando su origen, comportamiento biológico, 

tratamiento, nombre e incluso, su frecuencia. 

En 1854 Paget fue el primero en realizar una descripción macroscópica y microscópica 

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 llamó tumores "mieloides" (Fig. 

1). 

 

 

 

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). 
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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 contenían 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, tenían un mal pronóstico y pertenecían al grupo de 

"Riesenzellensarkome" (sarcomas de células gigantes), que era una de sus 

clasificaciones microscópicas para los sarcomas.  

Posteriormente en 1919 el histopatólogo norteamericano James Stephen Ewing (1866-

1943), hizo referencia en su publicación Neoplastic Diseases, sobre las variaciones 

histológicas que presentan los tumores de células gigantes, así como también sobre el 

espectro en el comportamiento clínico 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 fibroma no osificante y el osteoblastoma.  

Jaffe reconoció que no era simplemente la presencia de abundantes células gigantes, 

sino el patrón histológico de toda la lesión lo que definía el tumor. Para llamar a una 

Fig.  2  Dibujo de la Monografia de Nelaton 
Tumeurs á Myeloplaxes, Paris, 1860, que     muestra 
el aspect macroscópico de un tumor de células 
gigantes de hueso, localizado en fémur distal.( 
National Library of Medicine) 
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lesión un tumor de células gigantes, debería tener el entorno clínico adecuado, la 

apariencia radiológica y el patrón histológico. Jaffe estableció el concepto de que el 

tumor de células gigantes debe definirse como una entidad clínica-radiológica-

patológica (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 metástasis pulmonares, aunque no presenten un aspecto histológico 

franco de malignidad (4,5).                                                                                                

      EPIDEMIOLOGIA 
La frecuencia del tumor de células gigantes reportada en la literatura es muy variable. 

Las series de países 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 óseos (5). Por otro lado, existen otras series de países asiáticos como la India 

en las que el TCG presenta una frecuencia del 20% dentro del grupo de tumores óseos 

(6). 

En México, en el Instituto Nacional de Rehabilitación, en el grupo de tumores óseos el 

TCG tiene una proporción del 17% (7) (Fig.  3) 

Diversos factores podrían intervenir en la diferente frecuencia observada, entre los 

cuales, por mencionar sólo algunos, están: los diferentes sistemas de registro para las 

neoplasias que tiene cada país, las diferentes fuentes de datos a partir de las cuales se 

realizaron las publicaciones, la diferente proporción de adultos jóvenes y maduros que 

hay entre estos países (8,9,10,11,12, 13,14) etc.  

Fig  3 Frecuencia del Tumor de células Gigantes de Hueso en diferentes países. Tomado de Estrada-Villaseñor 
et al., Prevalencia y características clínico-patológicas del tumor de células gigantes. Acta ortopedica mexicana. 
2015;29(6):295-298. 
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 
El TCG afecta a personas esqueléticamente maduras, presentándose con mayor frecuencia 

en la tercera década de la vida. 80% de los casos ocurren entre los 20 y 50 años, es decir 

en población económicamente activa. Los casos de TCG que se presentan antes de los 14 

años sólo ocupan el 3% y los casos que se presentan en pacientes mayores de los 50 años 

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

El síntoma predominante del TCG suele ser el dolor, de intensidad variable, seguido de 

aumento de volumen y pérdida de la función de la extremidad afectada. En algunas 

ocasiones se puede encontrar asociado a fracturas (15). 

Gran parte de las lesiones se encuentran en la epífisis de los huesos largos (75-90%), con la 

mayoría de los casos (50-65%) localizados alrededor de la rodilla. Las localizaciones más 

Fig  4   Localizaciones más frecuentes del TCG. 
Tomado de Estrada-Villaseñor et al., Prevalencia 
y características clínico-patológicas del tumor de 
células gigantes. Acta ortopedica mexicana. 
2015;29(6):295-298.  
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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 relación 

mujer-hombre que varía de 1: 1.1 a 1: 1.5 (7). 

CARACTERÍSTICAS HISTOLÓGICAS 
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 macrófagos espumosos y 

depósito de hemosiderina (Fig 5). Las células gigantes multinucleadas, de igual manera que 

los osteoclastos, son capaces de llevar a cabo la reabsorción ósea y osteólisis. Las células 

estromales secretan citocinas y factores de diferenciación, incluyendo la proteína 

quimiotáctica de monocitos 1 (MCP1), el factor de diferenciación de osteoclastos (ODF) y el 

factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF).  

Estas moléculas por quimiotaxis atraen a los monocitos, además de ser indispensables para 

la diferenciación de los osteoclastos (15).  Con los datos que se cuenta hasta el momento 

en la literatura, se sugiere que las células estromales estimulan la migración de los 

monocitos de la sangre hacia el tejido tumoral promoviendo su fusión para formar células 

gigantes multinucleadas tipo osteoclasto. Las células estromales son consideradas el 

componente neoplásico y las células gigantes multinucleadas junto con los monocitos, son 

consideradas el componente reactivo (16).  

Fig 5  Fotomicrografía que muestra los componentes histológicos de un 
Tumor de Células Gigantes de Hueso.    célula gigante multinucleada,      
célula estromal ,   monocito 
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El TCG se puede encontrar asociado a quiste óseo aneurismático (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 características clínicas 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, 

columna y cráneo (17,18,19,20). 

Gradificación histológica del TCG. 

Basándose en el aspecto histológico de las células estromales, la cantidad de células 

gigantes multinucleadas y las mitosis, Jaffe propuso una gradificación histológica en los TCG.  

De acuerdo a esta clasificación los TCG grado 1 consisten en células estromales cuyos 

núcleos no presentan atipias y son semejantes a los núcleos 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 comparación 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 características francas de sarcoma, es decir atipia 

nuclear, así como también abundantes figuras de mitosis. 

Jaffe relacionó el grado histológico de los TCG con su comportamiento clínico, de tal manera 

que los TCG grado 1 consistían en lesiones benignas, limitadas al hueso, no recidivantes. Los 

TCG grado 2 consistían en lesiones benignas agresivas, con extensión a tejidos blandos y 

alta probabilidad de recurrencia. Los TCG grado 3 consistían en tumores malignos, con 

comportamiento clínico de sarcoma (21). 

Sin embargo, trabajos que surgieron posteriormente informaron que el aspecto histológico 

de los TCGs no muestra relación alguna con su agresividad local, así como tampoco con su 

capacidad metastásica o de degeneración maligna (22,23). 

Debido a que al parecer el aspecto histológico de los TCG no muestra relación con su 

comportamiento biológico, estos tumores se han estudiado también desde el punto de vista 

molecular, para determinar si es posible identificar proteínas indicadoras de pronóstico y 

así poder brindar mejores opciones terapéuticas (24). 

 

COMPORTAMIENTO BIOLÓGICO 
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 localización 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 acompañado de implantes pulmonares en un 5-10% de los 

casos (26,27) y también puede presentar transformación maligna en un 1-3% de los casos 
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dando lugar a un tumor de células gigantes maligno con componentes histológicos de 

histiocitoma fibroso maligno, fibrosarcoma u osteosarcoma. La transformación maligna de 

los TCGs en general es secundaria a radioterapia (1% de los casos con radioterapia) o como 

resultado de la desdiferenciación de un TCG primario con una o múltiples recurrencias (28). 

En el caso de los implantes pulmonares estos pueden ser únicos o múltiples y aunque 

histológicamente   no presentan características de malignidad, algunos estudios han 

encontrado mayor expresión de p53 en comparación con el tumor óseo 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), así como también al tipo de 

tratamiento utilizado (32). Ahora se sabe que a mayor número de recurrencias, mayor 

riesgo de presentar implantes pulmonares y mayor riesgo de degeneración maligna. Por lo 

tanto, aunque también hay otros factores a considerar, en cierta medida el pronóstico de 

este tipo de tumores está relacionado con el tratamiento que se proporcione inicialmente 

a los pacientes. De ahí la importancia del tratamiento del TCG.  

TRATAMIENTO del TCG 
Para considerar el tipo de tratamiento que se utilizará en el TCG, previamente hay que 

tomar en consideración la región anatómica afectada, el acceso quirúrgico que se tenga a 

esta región, el estadio de la lesión y la posibilidad de reconstrucción funcional, la presencia 

de fractura y la extensión 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 latín flavus que significa amarillo (el color más común 

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 múltiples funciones en 

las plantas. Pertenecen a una clase de compuestos fenólicos de bajo peso molecular y 

se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Constituyen una de las 

clases de compuestos más características 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 

desempeñan una variedad de actividades biológicas 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 y, en 

consecuencia, para ayudar a la germinación de semillas y esporas (34). Los flavonoides 

protegen a las plantas de diferentes estreses bióticos y abióticos y, en algunos casos 

proporcionan a las plantas un sabor desagradable, con lo cual son rechazadas para su 

consumo por animales herbívoros. También actúan como filtros, protegiendo a las 
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plantas de los nocivos efectos de la radiación ultravioleta(35). Funcionan como 

moléculas de señal, agentes desintoxicantes y compuestos defensivos antimicrobianos. 

Los flavonoides tienen funciones contra la resistencia a las heladas, la resistencia a la 

sequía y pueden desempeñar un papel funcional en la aclimatación al calor de las 

plantas y la tolerancia a la congelación (36).  

Estructura y clasificación de los flavonoides 

Los flavonoides están compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un 

anillo pirano (C). Los flavonoides se pueden subdividir en diferentes subgrupos según el 

carbono del anillo C al que está unido el anillo B y el grado de saturación y oxidación del 

anillo C. Los flavonoides en los que el anillo B está enlazado en la posición 3 del anillo C 

se denominan isoflavonas. Aquellos en los que el anillo B está enlazado en la posición 4 

del pirano se denominan neoflavonoides, mientras que aquellos en los que el anillo B 

está enlazado en la posición 2 pueden subdividirse en varios subgrupos sobre la base de 

las características estructurales del anillo C. Estos subgrupos son: flavonas, flavonoles, 

isoflavonas, antocianinas y chalconas (Fig. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 6 Estructura química 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 farmacológica. Pueden unirse a 

múltiples polímeros biológicos tales como enzimas, transportadores de hormonas y 

DNA, pueden quelar iones metálicos transitorios, tales como Fe2+, Cu2+ y Zn2+, así 

como también catalizar el transporte de electrones y depurar radicales libres. Cada 

subgrupo de flavonoides tiene fuentes principales únicas. 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. 

 

ESTRUCTURA Y CARACTERÍSTICAS GENERALES 

DE LA QUERCETINA 
El nombre Quercetina deriva de la palabra 

Quercetum (bosque de robles) y se ha utilizado 

desde 1857 para describir un compuesto químico 

que pertenece al grupo de los flavonoides, cuya 

fórmula molecular es C15H10O7. La quercetina es un 

compuesto de color amarillo brillante y es insoluble 

al agua, aunque soluble en alcohol y lípidos. La Quercetina es un compuesto lipofílico, por 

lo que puede cruzar la membrana celular en interactuar con varias moléculas de localización 

intracelular presentando así múltiples efectos. La Quercetina es una aglicona, es decir que 

carece de un azúcar adjunto. Cuando un glucósido (un azúcar como la glucosa, ramnosa o 

rutinosa)  se une y sustituye a un grupo OH (comúnmente en la posición 3) se forma un 

glucósido de quercetina. Este grupo glucosilo puede cambiar la solubilidad, absorción y 

efectos in vivo de la Quercetina. La presencia de un grupo glucosilo (quercetina glucósido) 

da como resultado una mayor solubilidad al agua en comparación con la quercetina aglicona 

(Fig. 7). 

Fuentes dietéticas de la Quercetina 
La quercetina es el flavonoide más frecuentemente encontrado en los alimentos, 

encontrándose principalmente en forma de glucósido de quercetina. Está presente en una 

gran variedad de alimentos como manzanas, bayas, uvas, cebollas, brócoli, clavo, orégano, 

chayotes, tomates, así como semillas (nueces). La Quercetina también se encuentra en 

varios medicamentos botánicos 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, será el tipo de quercetina ingerida. Por ejemplo, la pulpa de las 

cebollas contiene principalmente glucósidos de quercetina, con sólo trazas de quercetina 

aglicona, mientras que las capas más externas de la cebolla contienen una mayor cantidad 

de quercetina aglicona (39).  

Fig 7 Estructura química de la quercetina 
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Usos terapéuticos de la quercetina 
La Quercetina tiene múltiples blancos intracelulares entre los cuales se encuentran 

proteínas involucradas en la apoptosis, ciclo celular, detoxificación, replicación, 

antioxidantes y angiogénesis. De ahí sus múltiples efectos como antioxidante, 

antihipertensivo, gastroprotector, y sus propiedades antivirales, antibacteriana, 

antiinflamatoria, antitrombótica y antineoplásica (40). 

La quercetina se considera un potente antioxidante debido a su capacidad para eliminar los 

radicales libres y unirse a iones metálicos . Sus capacidades antioxidantes se atribuyen 

principalmente a la presencia del grupo catecol en el anillo B y el grupo OH en la posición 3 

del anillo A. Además, la quercetina no solo detiene la peroxidación de lípidos, sino que 

también aumenta los niveles de glutatión, contribuyendo así a prevenir la formación de 

radicales libres (41). 

Efecto antineoplásico de la quercetina 
La actividad antineoplásica atribuída a la quercetina, se relaciona principalmente con su 

efecto antiproliferativo y pro-apoptótico observado y estudiado en células neoplásicas de 

diferentes estirpes celulares como próstata, pulmón, cervicouterino, mama y colon entre 

otros (42) Tabla I. La quercetina además no ejerce actividad necrótica en cultivos de células 

no tumorales. Esta característica resulta importante ya que los efectos colaterales 

relacionados a la actividad necrótica en células no neoplásicas serían menores en 

comparación con fármacos tradicionales utilizados en la quimioterapia como el cisplatino. 

Como explicación para este efecto selectivo de la quercetina sobre las células neoplásicas 

se describe el hecho que las células neoplásicas presentan cantidades reducidas de enzimas 

antioxidantes (43) por lo que son más sensibles de lo normal a las especies reactivas de 

oxígeno inducidas por quercetina. Otra característica que presenta la quercetina, a 

diferencia de los agentes utilizados en la quimioterapia, es que su uso no está acompañado 

de efectos secundarios. De hecho, existen estudios en los cuales la quercetina previene del 

efecto nefrotóxico 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 observándose un incremento 

en las células neoplásicas con apoptosis (45). 

 

TABLA I.  Mecanismos de acción de la Quercetina en diferentes tipos de Cáncer 

Tipo de Cáncer Mecanismos Referencias 

Cáncer de 
mama 

Incrementa apoptosis e inhibe la progresión en el ciclo 
celular 
 

Nguyen et al. 
(2017) 
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Reduce la expression de vimentin, Snail, N‐cadherin, Twist, 
Slug,metaloproteinasa‐2 (MMP‐2), MMP‐9 y VEGFR‐2. 
Mejora la expresión de E‐cadherina 

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

Colon Inhibe la viabilidad de las células de cáncer de colon CT26 
y MC38  
Induce apoptosis a través de la vía de las proteín quinasas 
activadas por mitógenos (MAPKs) 
 

Kee et al. (2016) 

Causes G2 phase arrest 
Induces autophagic cell death through ERK activation 

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

Páncreas Reduces the tumor growth and drug resistance Cao et al. (2015) 

Hígado Induce apoptosis Guan, Gao, Xu, 
et al. (2016) 

Pulmón Desencadena la apoptosis mediada por BCL2/BAX, así 
como también la catástrofe mitótica y la necrosis. 
Inhibe el potencial migratorio de las células  A549 cells 

Klimaszewska‐
Wiśniewska et al. 
(2017) 

Mejora la expressions of nm23‐H1 y de inhibidores de la  
metaloproteinasa 
Inhibe la expresión de MMP‐2. GW9662, a PPAR‐γ 
antagonista 

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

Inhibe la actividad de aurora B 
Reduce la fosforilación de la histona 3 

Xingyu et al. 
(2016) 

Vejiga Inhibe la proliferación celular y la formación de colonias en 
células de cáncer de vejiga al inducir daño en el DNA 

Oršolić et al. 
(2016) 

Gástrico Inhibe la expresión de proteínas virales EBV, incluyendo las 
proteínas EBNA‐1 y LMP‐2 
Induce la expresión de p53, Bax y Puma 
Escinde a las caspasas 3 - 9 y Parp 

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

Hueso Disminuye la expression de ciclina D1 en células SKOV3 y 
U2OSPt cells 

Catanzaro, 
Ragazzi, Vianello, 
Caparrotta, and 
Montopoli 
(2015) 

Inhibe la proliferación de células 143B proliferation y 
regula a la alza la expresión de miR‐217 

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



13 
 

(2015), and X. A. 
Zhang, Zhang, et 
al. (2015) 

Cerebro Suprime la expresión de COX‐2 al inhibir a Hsp27 y actúa 
como inhibidor de COX‐2 y Hsp27 
Reduce la expression de  MMP‐2  

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

Induce muerte cellular por necrosis y regula a la baja la 
expression de Bcl‐2 mRNAs. 
Favorece la expresión de mRNAs mitocondriales 
Modula la vía mitocondrial y la señalización de JAK2/STAT3  

Wang et al. 
(2013) 

Cabeza y 
cuello 

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

Chan, Lien, Lee, 
and Huang 
(2016) 

Causa arresto en la fase G1 phase 
Induce apoptosis, suprime la expresión de Bax y activa la 
expresion de Caspase‐3 y Bcl‐2 

Z. Yuan et al. 
(2015) 

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

Bishayee et al. 
(2013) 

Induce apoptosis a través de la vía PI3k/Akt Xiang, Fang, and 
Wang (2014 

Piel Bloquea la expression de COX-2 inducida por radiación 
UVB y la activación de NF‐kB en células de la línea Hacat  

Caddeo et al. 
(2016) 

Reduce el tamaño del tumor y el número de papilomas. Ali and Dixit 
(2015) 

Tiroides Disminuye la proliferación cellular e incrementa la  
apoptosis mediante la activación de caspasas 
Regula a la baja los niveles de Hsp90 
Disminuye la actividad del proteasomoa quimiotripsina-
like 

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

Ovario Suprime a ROS‐inducido por daño e incrementa la 
expression de enzimas endógenas antioxidantes 

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) 

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 

Gao et al. (2012) 

Riñón Protege contra la nefrotoxicidad inducida por 
Doxorrubicina y disminuye la expresión renal de TNF‐α, IL‐
1B, iNOS y caspasa‐3 

Heeba and 
Mahmoud 
(2016) 



14 
 

Mesotelioma Modula la expression of ciclinas and cinasas dependientes 
de ciclinas 
Favorece las vías JNK, p38 y MAPK/ERK  y aumenta la 
fosforilación 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 

neoplásicas es mediante arresto del ciclo celular en ciertos puntos control de éste (Fig 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La Quercetina causa arresto en G1, en G2/M, en G0/G1 y en la fase S. El arresto en G1 lo 

realiza mediante la disminución en la expresión de ciclina D1/Cdk4 y E/Cdk2, así como 

también provocando aumento en la expresión de p21 (46). El arresto en G2/M o en G0/G1 

lo realiza al ocasionar aumento en la expresión del gen de retinoblastoma (Rb), habiendo 

sido observado que tanto el arresto sobre G2/M como la inhibición de síntesis de DNA (fase 

S) son concentración dependientes (47). El arresto en la fase S es el resultado de una 

disminución en la expresión 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 disminución en los niveles de ciclina D, ciclina E, E2F1 y E2F2.  

Fig 8 Sitios de acción en el Ciclo Celular de la Quercetina. Tomado de Kashyap D. Molecular mechanisms of 
action of quercetin in cáncer: recent advances. Tumor Biol 37(10), 12927-12939  
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Cuando los cultivos 2D de células neoplásicas dejan de ser expuestos a la quercetina, éstas 

ingresan de nuevo al ciclo celular, con el consequente incremento en la expresión de ciclina 

D y EB e incremento en la expresión 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 hipofosfosforilación  de pRb, lo que lleva a la inducción 

de p21 que es un inhibidor de CDK. Otros mecanismos que se han descrito por parte de la 

quercetina son: 1) la inhibición de la transcripción de la ciclina B1 y 2) daño al DNA con la 

activación de la Chk2 quinasa, la cual tiene un papel importante en la inducción de p21. Los 

mecanismos propuestos mediante los cuales la quercetina daña al DNA son dos. El primero 

consiste en inducir daño del ADN por inhibición de la actividad de la topoisomerasa II y el 

segundo es por su capacidad de producir especies reactivas de oxígeno 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 antineoplásico, se revisan a continuación los diferentes mecanismos de 

muerte celular.  

MECANISMOS DE MUERTE CELULAR: NECROSIS , NECROPTOSIS Y APOPTOSIS  
Históricamente, por criterios morfológicos y bioquímicos, 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 citoplasmática y la consecuente 

salida de material intracelular, lo que desencadena una reacción inflamatoria. 

 La necrosis consiste en una sucesión de cambios morfológicos como consecuencia de la 

muerte celular de un tejido. Estos cambios se asocian a algún tipo de lesión exógena 

irreversible, como por ejemplo exposición a radiación,infecciones o isquemia. En la necrosis 

hay inicialmente ganancia de volumen celular (oncosis). El aspecto de las células necróticas 

resulta de la desnaturalización de proteínas y de la digestión enzimática autolítica o 

heterolítica. Por microscopía electrónica se observan soluciones de continuidad en las 

membranas plasmática y los organelos, así como marcada dilatación mitocondrial con 

apariencia de grandes densidades amorfas. Histológicamente se observan células 

eosinófilas en forma generalizada y homogénea. Los cambios nucleares se deben a la 

fragmentación inespecífica del ADN: entre ellos picnosis nuclear o pérdida de volumen y 

ligera condensación del ADN.  El fenómeno que inicialmente se consideró inciador fue el 

agotamiento del ATP en un ambiente hipóxico por isquemia prolongada, con la consecuente 

alteración en el flujo de iones, liberación y activación de enzimas (49).  
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Diferentes estudios replantean a la necrosis como un fenómeno regulado por vías que no 

son tan entendibles como las de la apoptosis.  

EFECTO NECRÓTICO DE LA QUERCETINA 
Para la progresión y crecimiento de las neoplasias, la formación 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 neovascularización en el microambiente tumoral de manera 

dosis dependiente, inhibiendo la expresión de VEGF . La inhibición de la angiogénesis podría 

ser uno de los factores que participan en la necrosis tumoral observada en células 

neoplásicas después de su exposición a la quercetina. La disminución en la expresión de 

VEGF posterior a la exposición a quercetina se ha observado in vitro en células endoteliales 

(50). 

NECROPTOSIS 
En el 2005 se identificó 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 patologías 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 vía molecular de la apoptosis, en particular la vía apoptótica 
extrínseca; sin embargo, la necroptosis difiere notablemente de la apoptosis en las 
características morfológicos e inmunológicos. La necroptosis exhibe características 
morfológicas similares a la necrosis, incluida la ruptura de la membrana celular, el 
citoplasma progresivamente translúcido y la hinchazón de los orgánulos. Por el contrario, 
las características morfológicas de la apoptosis se caracterizan por la formación de ampollas 
en la membrana, la contracción celular, la fragmentación del núcleo y la condensación de 
la cromatina. La ruptura de la membrana plasmática en las células necroptóticas conduce a 
la liberación 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 vía de la necroptosis está regulada por distintas proteínas, a saber RIPK1, RIPK3 y MLKL.  

El tipo de muerte celular: apoptosis versus necroptosis, está influenciada principalmente 

por la disponibilidad de caspasa-8 y los inhibidores celulares de las proteínas de la apoptosis 

(cIAP1, cIAP2, XIAP) Los cIAP rigen la ubiquitinilación y degradación RIPK1, mientras que la 

caspasa-8 media la escisión proteolítica de RIPK 1y RIPK3. La deficiencia de caspasa-8 o cIAP 

favorece la necroptosis al eliminar, respectivamente, la escisión proteolítica de RIPK1 / 

RIPK3 o la ubiquitinilación de RIPK1.   Por lo cual, aunque el proceso de necroptosis se lleva 

a cabo en un entorno deficiente para la apoptosis, la vía más de activación de la necroptosis 

está mediada por receptores de muerte celular, al igual que la vía extrínseca de la apoptosis 

(54). 

En la vía final de la necroptosis se forma el necrosoma que es un complejo de interacción 

de las proteínas RIPK1-RIPK3 dispuestas en una estructura amiloide de orden superior (55). 
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La fosforilación de MLKL mediada por RIPK3 es un evento clave en la ejecución de la 

necroptosis que promueve la oligomerización de MLKL y su posterior asimilación en la 

membrana plasmática, donde promueve la permeabilización de la membrana y la salida de 

calcio (56). La fosforilación del dominio pseudoquinasa MLKL descubre o expone un 

dominio latente del paquete de 4 hélices N-terminal (4HB) necesario para la actividad lítica 

celular (57).  El oligómero MLKL se une a los fosfatos de fosfatidilinositol de la membrana 

plasmática y se desencadena la apertura de los poros de la membrana (58), esto aunado a 

la asimilación de MLKL en la membrana plasmática ocasiona  el reclutamiento de canales 

iónicos, 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 permeabilización de la membrana mitocondrial, la activación de 

receptores con dominios de muerte capaces de reclutar procaspasas y la acumulación de 

proteínas mal plegadas en el retículo endoplásmico. Existen dos categorías de caspasas, las 

caspasas iniciadoras y las caspasas ejecutantes. Una vez que se detecta el daño celular, las 

Fig 9   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 
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caspasas iniciadoras (caspasas 8 y 9) se activan y actúan 

sobre las caspasas ejecutantes (caspasas 3,6 y 7). La 

activación de las caspasas ejecutantes inicia una serie de 

eventos que resultan en la fragmentación del DNA a partir 

de la activación de las endonucleasas, destrucción de las 

proteínas nucleares y del citoesqueleto, expresión de 

ligandos para células fagocíticas y la formación de cuerpos 

apoptóticos. La apoptosis puede iniciarse por la propia 

célula cuando ésta detecta daño a través de una serie de 

sensores intracelulares, mecanismo conocido como vía 

intrínseca. Alternativamente, puede resultar de la 

interacción entre una célula del sistema inmune y una célula 

dañada, vía conocida como extrínseca. Morfológicamente la 

apoptosis se caracteriza por condensación de la cromatina 

y fragmentación del núcleo y del ADN, dando origen a los 

cuerpos apoptóticos. A diferencia de la necrosis, en la 

mayoría de los casos la apoptosis no desencadena una 

respuesta inflamatoria. Las diferencias morfológicas entre 

la necrosis y la apoptosis se encuentran en la Fig 10. Las dos 

ramas de la apoptosis son la vía intrínseca y la vía 

extrínseca, en las que las señales que inician la muerte 

celular se originan dentro o fuera de la célula 

respectivamente (59).  

Vía intrínseca de la apoptosis: 

La vía intrínseca de la apoptosis, también conocida como vía mitocondrial, implica una 

variedad de estímulos que actúan sobre múltiples moléculas blanco intracelulares. Esta 

forma de apoptosis depende de factores liberados de las mitocondrias y se inicia por señales 

negativas o positivas. Las señales negativas surgen de la ausencia de citosinas, hormonas o 

factores de crecimiento en el ambiente inmediato de la célula. Sin esas señales, las 

moléculas pro-apoptóticas 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 exposición a hipoxia, toxinas, radiación, especies 

reactivas de oxígeno, virus y agentes tóxicos. 

La caspasa iniciadora que controla la vía intrínseca de la apoptosis es la Caspasa 9. Cuando 

la apoptosis es inducida por estímulos positivos o negativos, se desencadenan cambios en 

la membrana mitocondrial, siendo el resultado la apertura del poro de transición de la 

permeabilidad mitocondrial (MPT). Una vez que este poro se abre, las proteínas pro-

apoptóticas (como citocromo C, Smac/Diablo y HtrA2/Omi) son capaces de filtrarse de la 

mitocondria hacia el citoplasma y activar la apoptosis (59). 

Fig 10. Carácteristicas morfológicas de la 
Necrosis y la Apoptosis. Tomado de Robins y 
Cotran. Patología Estructural y funcional. 8ava 
ed 
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Vía extrínseca de la apoptosis: 

La vía extrínseca de la apoptosis, también conocida como la vía del receptor de muerte, se 

inicia por las células natural killer o por los macrófagos 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 vía extrínseca de la apoptosis a través de la activación 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.69 Cada 

receptor de muerte tiene su ligando correspondiente.  La caspasa 8 puede inducir la 

apoptosis por dos vías secundarias distintas. La vía secundaria  que se induce depende de si 

las células corresponden al tipo I o al tipo II. En las células tipo I, la caspasa 8 se une 

directamente a las caspasas ejecutantes iniciando así la apoptosis. En las células tipo II, las 

proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) inhiben la activación directa de las caspasas 

ejecutantes por parte de la caspasa 8, a no ser que las IAPs sean inhibidas por proteínas 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 vía intrínseca. Uno de los mecanismos iniciales propuestos para el 

efecto 

proapoptótico 

de la Quercetina 

es la 

despolarización 

de la membrana 

mitocondrial, 

con la 

consecuente 

pérdida en el 

potencial de 

membrana 

mitocondrial 

que lleva a la 

activación de una 

serie de vías y 

factores que favorecen la apoptosis entre los cuales está la activación de la cascada de las 

caspasas (caspasas 3 y 9), seguido de la liberación de citocromo c. La inducción de la 

apoptosis a través de esta vía por parte de la quercetina está reportada en varias líneas 

celulares humanas, entre las que se encuentran líneas de carcinoma mamario, carcinoma 

nasofaríngeo, 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 expresión de proteínas proapoptóticas como Bax y Cyt c, 

observándose también en estas, liberación de factores inductores de apoptosis de la 

Fig 11 Quercetina y Apoptosis. Modificado de Kashyap D et al. Molecular mechanisms of action 
of quercetin in cancer:recent advances. Tumor Biol.DOI 10.1007/s13277-016-5184-x 
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mitocondria al núcleo, como resultado de la disminución del potencial de membrana 

mitocondrial (Fig 11). Estos eventos celulares llevan finalmente a la formación de ampollas 

celulares, pérdida de adherencia celular, contracción citoplasmática y finalmente 

fragmentación del DNA (60).  

MODELOS TRIDIMENSIONALES PARA INVESTIGACIÓN EN CÁNCER Y PRUEBAS 

FARMACOLÓGICAS 
Los modelos de cultivo celular bidimensionales, han producido información importante 
sobre el funcionamiento celular. Sin embargo, para el estudio de los tumores y las células 
neoplásicas que los componen, los modelos 2D presentan varias limitaciones. 
En un modelo 2D las células crecen sobre una superficie plana de plástico (Fig 12), 
encontrándose así todas las células expuestas de manera uniforme a cantidades suficientes 
de nutrientes y oxígeno, a diferencia de las condiciones en las que se encuentran las células 
en los tumores sólidos, en donde hay gradientes de oxígeno, nutrientes y de señales 
biológicas, mismos que pueden estimular o inhibir la progresión del tumor. De igual forma 
en caso de exposición a fármacos, en los cultivos 2D hay una exposición homogénea al 
fármaco y sin barreras, mientras que la difusión de un fármaco in vivo es modificada por el 
estroma o tejido conectivo que acompaña a las células neoplásicas, así como también por 
la organización de estas células. 
Por otro lado, la disposición en monocapa presente en los cultivos 2D difiere de la compleja 
disposición celular y composición 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 neoplásicos reales, hacen preferible el utilizar modelos 3D en el 
estudio de los tumores. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig 12 Representación gráfca de las características 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 disposición y agrupación 

celular tridimensional, semejante a la real, con mayor interacción célula-célula , así como la 

presencia de interacción célula-matriz extracelular. Adicionalmente, en los modelos 3D se 

expresan proteínas y genes que en los modelos 2D no se encuentran presentes como por 

ejemplo proteínas que favorecen la migración y/o diseminación de un tumor. Otras de las 

características observadas en los modelos 3D es la proliferación menor de las células 

neoplásicas  en comparación con los modelos 2D, así como también una menor sensibilidad 

a agentes quimioterapéuticos (61).  

 

EMPLEO DE ANDAMIOS 3D PARA INVESTIGACIÓNEN CÁNCER 
Un componente indispensable en la arquitectura de los tumores es el estroma. Este 

componente rodea directamente a las células neoplásicas proporcionándoles soporte y es 

un elemento esencial para la supervivencia de éstas. El estroma tumoral está compuesto 

por tejido conectivo en el que se encuentran fibroblastos, fibras de colágena, vasos 

sanguíneos, fibras nerviosas y células inflamatorias. El estroma tumoral tiene un papel 

importante en la progresión de las neoplasias (62,63) y por consiguiente es importante para 

un estudio más real de éstas, considerar reproducir este componente en los modelos 3D de 

tumores. Por lo tanto, con la finalidad de reproducir las características de la matriz 

extracelular presente en los tumores nativos, se pueden emplear andamios fabricados con 

biomateriales mediante ingeniería de tejidos. De esta manera se puede fabricar un nicho 

de crecimiento para las células neoplásicas, controlando y definiendo las características 

físicas y biológicas de la matriz extracelular en la que estarán inmersas las células tumorales 

(64). Una vez fabricado el andamio, se introducen en éste las células, con lo cual se obtiene 

un modelo 3D útil para estudiar características de comportamiento de las células 

neoplásicas. 

Los andamios se pueden clasificar en andamios biológicos y andamios de polímeros. Los 

andamios biológicos utilizan principalmente matriz extracelular de origen natural como 

Matrigel y colágena. Los andamios que utilizan polímeros utilizan hidrogeles sintéticos o 

polímeros biocompatibles para generar el soporte físico en los cultivos celulares. Tal es el 

caso de los andamios fabricados con ácido poliglicólico, acido poliláctico  y 

policaprolactona (PCL).  

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifático, que se forma por la polimerización de la 

-caprolactona cíclica (Fig 13). 

Se caracteriza por ser biodegradable, biocompatible, no tóxica, con una tasa de degradación 

lenta, un punto de fusión de 60oC y una resistencia mecánica que permite la proliferación 

celular entre sus fibras. Al no tener isómeros, no hay variaciones en la temperatura de 

fusión ni en el tiempo de degradación biológica, 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.  

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El Tumor de Células Gigantes de hueso afecta a población esqueléticamente madura y 

económicamente activa. La mayor parte de los pacientes con este tumor presentan dolor, 

aumento de volumen en el sitio afectado y disminución de la capacidad para la movilización. 

En caso de recidiva posterior al tratamiento hay disminución importante en la calidad de 

vida de estos pacientes. 

Hasta el momento no existe un tratamiento para el Tumor de Células Gigantes Óseo que no 

se encuentre acompañado de posibles complicaciones, desventajas y/o efectos secundarios 

para los pacientes (Tabla 2). Aunado a esto, existen pocas alternativas terapéuticas que no 

sean quirúrgicas 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 búsqueda de otras 

alternativas que sean a la vez efectivas en la erradicación del tumor e inocuas para los 

pacientes. 

 

 

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

Ventajas y Desventajas 

PROCEDIMIENTO VENTAJAS DESVENTAJAS 

RESECABLES   

Resección en bloque Márgenes libres de tumor Aflojamiento protésico 
posterior 

 Sin recurrencias locales Limitación funcional 

Resección en bloque  
                  asistida 

Resección más precisa del 
tumor 

Sin compromiso de la funcion 

 Márgenes libres  

Fig 13   Fórmula estructural de la policaprolactona (PCL) 
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Curetaje Poca alteración de la función  Riesgo mayor de recurrencias 

               Con adyuvantes Menor riesgo de recurrencia Daño a tejidos blandos. 
Fracturas patológicas. 
infecciones 

IRRESECABLES   

Embolización arterial selectiva Déficit neurológico menor que 
la cirugía 

 

Denosumab Posibilidad de tratar tumores 
poco accesibles 
quirúrgicament 

Efecto de rebote. Fracturas. 
Hipercalcemina. 
Osteonecrosis mandibular 
Osteosarcoma 

Radioterapia Transformación sarcomatosa 
11% 

  Dermatitis, neuritis 

Bifosfonatos (solo en 
irresecables?) 

Utilizado como adyuvante 
menor riesgo de recurrencia 

Menor tiempo necesario de 
administración 
Sin concenso sobre su uso 

JUSTIFICACIÓN 
 

- El Tumor de Células Gigantes de hueso es el tumor óseo primario más frecuente en 

el Instituto Nacional de Rehabilitación (7). 

 

- La quercetina ha probado tener efecto antitumoral en varias líneas celulares y tiene 

como ventajas el no provocar efectos secundarios, así como también potenciar el 

efecto de medicamentos antineoplásicos 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, 

podría además de generar nuevo conocimiento, generar información que podría 

posteriormente ser aplicada en el tratamiento de los pacientes con este tipo de 

tumor, con la finalidad de mejorar el pronóstico así 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 más realista la disposición celular y el microambiente 

tumoral y 2) la evaluación in vitro de la respuesta farmacológica de las neoplasias es 
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más real al utilizar modelos 3D, se utilizará 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 último hay múltiples variables que 

pueden intervenir en la eficacia en el sitio blanco, entre las cuales se encuentran:  

biodisponibilidad, tasa de disolución, absorción, farmacocinética, me tabolismo, etc. 

Se sumará al modelo 3D, el modelo animal, con este fin se implantó el constructo 

(andamio de PCL sembrado con células de tumor de células gigantes) en el ratón 

atímico. 

 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

 
¿La quercetina tiene algún efecto antiproliferativo, necrótico y/o apoptótico en modelos 
tridimensionales con células de tumor de células gigantes, implantados en ratones 
atímicos? 
 

HIPÓTESIS  
HIPÓTESIS NULA: La quercetina no tiene efecto antiproliferativo, necrótico y/o apoptótico 
en modelos tridimensionales de tumor de células gigantes implantados en ratones atímicos. 

HIPÓTESIS ALTERNA: La quercetina tiene efecto antiproliferativo, necrótico y/o apoptótico 
en modelos tridimensionales de tumor de células gigantes implantados en ratones atímicos 

OBJETIVO GENERAL 
El presente trabajo tiene 2 objetivos generales: 

1. Generar una línea de investigación básica en el Instituto Nacional de 
Rehabilitación,  en el área de tumores óseos, que incluya pruebas 
farmacológicas, utilizando de  manera innovadora modelos tridimensionales 
in vitro e in vivo 

 
2. Evaluar el efecto antiproliferativo, necrótico y apoptótico de la Quercetina en un 

modelo tridimensional de Tumor de Células Gigantes de hueso, implantado en 
ratones atímicos. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
  

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

 
2. Determinar la dosis letal media (DL50) de la quercetina en cultivos 2D de tumor 

de  células gigantes, ya que no hay literatura al respecto.  
 

3. Determinar en cultivos 2D el efecto antiproliferativo  , necrótico y apoptótico de 
la  Quercetina, utilizando PCR-RT  

 
4. Observar por microscopía electrónica de transmisión los cambios 

ultraestructurales  presentes en células de tumor de células gigantes de 
hueso expuestas durante 24  hrs a quercetina 

 

5. Determinar en cultivos 2D de tumor de células gigantes de hueso el efecto 
antiproliferativo, necrótico y apoptótico del doble de concentración de DL50 de 
Quercetina, utilizando PCR-RT 

 

      6.       Describir las características ultraestructurales a diferentes tiempos de exposición 
       a  la Quercetina  (0 hrs, 4 hrs, 8 hrs, 12 hrs  24 hrs) en células de tumor de células 
       gigantes    
 

7.      Elaboración del modelo tridimensional con células de tumor de células gigantes 
      utilizando andamio de policaprolactona (PCL)  

 
 8. Determinar viabilidad de las células en el modelo tridimensional a los 7 y a 
  los 14  días 
 
 9. Determinar en modelo 3D in vitro (constructo) el efecto antiproliferativo, 
  necrótico  y apoptótico de la quercetina, por PCR-RT    
 
 10. Determinar el efecto antiproliferativo, necrótico y apoptótico de la  
  quercetina en  constructo implantado en ratones atímicos, por PCR- 
  RT y determinar las  características ultraestructurales de los constructos . 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 

1.- Tipo de estudio Estudio experimental que se llevará 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.- Descripción del universo de trabajo.  
UNIVERSO DE TRABAJO: Muestras (resecciones en bloque) del Servicio de Anatomía 
Patológica del Instituto Nacional de Rehabilitación 
 

 3.-Definición del grupo control  

Para el modelo 2D, el grupo control será cultivos de células de TCG sin tratamiento 
Para el modelo 3D, el grupo control será constructo de andamio con células sin 

tratamiento 
Para el modelo in vivo el grupo control será el de ratones atímicos con implante 3D 

sin tratamiento   
. 

 4.- Criterios de inclusión 

 A)   Para la obtención de tejido tumoral 

1) Pacientes con diagnóstico histológico 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 más de 30 min de extraído del paciente) 

2) Cantidad de tejido =  ó  > a 5mm3 

 C) Para el estudio de los constructos implantados en los ratones 

  1) Ratones con edad = o > 9 semanas  

 5.- Criterios de eliminación 

 A)   Para la obtención de tejido tumoral 

1) Pacientes con diagnóstico histológico de Tumor de Células Gigantes que 
  cumplan los criterios de inclusión, pero en los que no haya sido posible (por 
  fallas en la logística 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 histológicos de TCG 
3) Cultivos en los que el corte histológico de la imagen en espejo muestre 

únicamente zonas hemorrágicas o zonas de necrosis  

 C)   Para los ratones 

1) Ratones con pérdida del implante a través de herida quirúrgica abierta 
2) Ratones fallecidos durante el proceso de cirugía (sobredosis de anestesia) 

 3)  Ratones fallecidos en tiempo posterior a la cirugía en los que se observe 
        baja temperatura y/o color pálido 

6.-Criterios de exclusión (para la toma de tejido tumoral) 
a) Pacientes con sospecha clínica de Tumor de Células Gigantes sin confirmación 

histológica del diagnóstico por parte del servicio de Anatomía Patológica 
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b) Pacientes con tratamiento previo para TCG (denosumab y/o curetaje) en los que 
se realice resección en bloque 

c) Pacientes con diagnóstico de Tumor de Células Gigantes en los que el tratamiento 
quirúrgico de elección sea curetaje y no resección en bloque 

 

 7.- Tamaño de muestra  

Debido a que no hay estudios previos con información sobre el tamaño del efecto 
de la quercetina en TCG, se abordará 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 dispersión (desviación estándar). De esta forma, el análisis 
por PCR-RT se realizó por triplicado. En el caso de los ratones atímicos se utilizaron 4 ratones 
para cada grupo, considerando un ratón extra en caso de pérdida. 

 
Habrá 3 grupos de ratones: el grupo 1 será el grupo control, el grupo 2 recibirá 

denosumab y el grupo 3 recibirá quercetina. A su vez cada grupo tendrá 2 subgrupos: 1) 
evaluación del efecto a los 4 días, 2) evaluación del efecto a los 21 días. En total se analizarán 
24 ratones. Fig 14 

  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

8.- Descripción de las variables de estudio 
 
VARIABLE INDEPENDIENTE:  
Tipo de tratamiento:  1) Sin tratamiento, 2) Denosumab, 3) Quercetina 
Tipo de Variable:  CUALITATIVA nominal 
 

Fig 14 Descripción de los grupos de ratones atímicos y sus características con respecto al tratamiento 
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 VARIABLES DEPENDIENTES:   

 

VARIABLES 
DEPENDIEN

TES DE 
ESTUDIO 

Tipo de 
variable 

DIMENSION
ES 

INDICADORES 
ESCALAS DE 
MEDICIÓN 

UNIDADES DE 
MEDIDA 

Efecto 
antiprolifer

ativo 

Cuantitativa 
continua 

RT-PCR en 
tiempo real 

Expresión de 
PCNA 

Unidades 
arbitrarias 

Expresión 
relativa 

 Efecto 
apoptótico 

Cuantitativa 
continua 

RT-PCR en 
tiempo real 

Expresión de 
Caspasa 3 

Expresión de 
Caspasa 8 

Unidades 
arbitrarias 

Expresión 
relativa 

Efecto 
necrótico 

Cuantitativa 
continua 

RT-PCR en 
tiempo real 

Nivel de RIP1K 
Unidades 
arbitrarias 

Expresión 
relativa 

 

  

 9.- Análisis estadístico propuesto 
Para determinar si existen diferencias estadísticamente significativas entre 2 grupos 

a comparar, se utilizará 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 utilizará la prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.  
Todas las pruebas se evaluarán con un nivel de significancia del 95% (p=0.05) en el programa 
estadístico SPSS. 

 
 

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

 11.- Unidades de observación 

1. Grupo de células cultivadas en cajas de 125 cm2 
2. Andamio de PCL sembrado con células de TCG in vitro 
3. Andamio de PCL sembrado con células de TCG, extraído de alguno de los 3 

diferentes grupos de ratones 
 

DISEÑO DEL ESTUDIO 
El proyecto se dividió en 3 etapas. 

 Etapa 1 
La primera etapa consistió en: 1) la obtención de tejido fresco de tumor de células 

gigantes , 2) el cultivo del mismo, así como también su expansión y criopreservación, 3) la 
determinación de la dosis letal 50 de la quercetina en células cultivadas de tumor de células  
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gigantes y 4) Determinación de la viabilidad celular en cultivos 2D expuestos 24 hrs a la DL50 
(Fig. 15) 

    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapa 2 
La segunda etapa consistió en exponer a las células de tumor de células gigantes en  
cultivos 2D a la Quercetina. Esta exposición fue por 24 hrs a la concentración 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 concentración de 120M (Fig 16).  
 

Fig 15 Descripción  de la etapa uno del proyecto 

Fig 16 Descripción de la etapa 2  del proyecto 
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 Etapa 3 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 Etapa 4 

La cuarta etapa consistió en implantar los constructos en los ratones, 
administrándoles los diferentes tratamientos, de acuerdo al grupo de pertenencia. 
En esta cuarta etapa se procedió a analizar histológicamente mediante cortes en 
hematoxilina y eosina los constructos implantados en los ratones, así como también 
por RT-PCR la expresión de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8. En esta última etapa 
del proyecto también se procedió a realizar el análisis comparativo de expresión 
entre los diferentes modelos, es decir se comparó la expresión de   entre el modelo 
2D, el modelo 3D in vitro y el modelo 3D implantado en ratón, es decir el modelo 
animal (Fig. 18).  

Fig 17  Descripción gráfica de la etapa  3 
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DESCRIPCIÓN DE LOS PROCEDIMIENTOS 

 
 

ETAPA 1 

1.1 Obtener tejido en fresco de pacientes con diagnóstico previo de tumor de células 
gigantes de hueso. 
Previa aprobación del proyecto por el Comité de Investigación del Instituto Nacional 
de Rehabilitación (Anexo 1) y debido a que no existen líneas celulares en el mercado 
que proporcionen células de TCG de hueso (repositorio de la Colección Americana 
de Cultivos Tipo ATCC: atcc.org/cell-products/cáncer-research) se invitó a participar 
a pacientes con diagnóstico de tumor de células gigantes de hueso que cumplieran 
los criterios de inclusión. 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 quirúrgico de elección 
consistió en resección en bloque. Una vez obtenidas las resecciones en bloque en 
fresco, se procedió a realizar cortes sagitales (Fig 19 A y 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 hemorrágicas.  

Fig 18  Descripción gráfica de la etapa 4 del proyecto 
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Zona 
seleccionada 
para cultivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1.2 Cultivo primario de tumor de células gigantes: 

En cámara de flujo laminar y con material estéril, se obtuvieron fragmentos 
pequeños de tumor, aproximadamente 5 mm3, estos fragmentos fueron lavados  
primero con una solución buffer (Phosphate Buffered Saline PBS) y después con 
DMEM. Posteriormente se retiró el medio de cultivo y con la ayuda de unas pinzas 
se transfirió el tejido a una caja Petri de 60 mm de radio. Utilizando tijeras y una hoja 
de bisturí del número 20 se procedió a fragmentar mecánicamente el tejido (Fig 
20A), hasta que éste presentó consistencia semilíquida. A continuación, se transfirió 
el tejido a una caja de cultivo de 25cm2 para iniciar con el cultivo de las células 
tumorales por explante (Fig 20B), añadiéndose medio DMEM con 10% de Suero 
Fetal Bovino y 1% de antibiótico. Las cajas se colocaron en incubadora a 37°C con 
5% de CO2 y se cambió en medio cada tercer día. El cultivo celular se mantuvo de 
forma secuencial hasta obtener 1x106 células por cada caja de cultivo primario. Por 
último, se procedió a su congelación y almacenamiento en nitrógeno líquido, 
utilizando crio-viales de 1mL con 1x106/células por crio-vial en Suero Fetal Bovino al 
10% con 90 % dimetilsulfóxido (DMSO). 
 
 

Fig 19 B  Imagen en espejo de tumor en tibia Fig 19 A Corte sagital de tumor en tibia 
con zona seleccionada para cultivo 
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Con la finalidad de confirmar que el tejido seleccionado y cultivado correspondió a 
tumor de células gigantes, se realizaron 4 procedimientos para cada una de las 
muestras obtenidas : 
 

 
 
 

1. Citología 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 teñir el material que quedó adherido a la laminilla. Este procedimiento 
permite observar los componentes citológicos de una lesión, de manera rápida 
(aprox 5-10 min) y sencilla. Para la tinción se utilizó hematoxilina y eosina. Una vez 
que se verificó por citología que la zona seleccionada correspondía a TCG (Fig 21), 
se continuó con el proceso de cultivo. 
 
 
 
Laminilla con 
impronta de zona 
seleccionada para 
cultivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 20 A  Fragmentación mecánica del tumor de 
células gigantes de hueso Fig 20 B  Cultivo por explante en cajas de 25 cm2 

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

3. Observación 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 algún proceso para su observación (Fig 22 B y 22 C). 

4. Tinción de TRAP (Tartrate Resistant Acid Phosphatase) en los cultivos primarios. 
Con esta técnica se visualizan de color magenta aquellas células que contienen 
fosfatasa ácida. 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 ácida 
se localiza en vesículas intracitoplasmáticas (Fig 22 D). 
 

 

Fig 22A  Corte histológico de zona en espejo seleccionada 
para cultivo que muestra células gigantes multinucleadas y 
células estromales 

Fig 22B Fotomicrografía con microscopio invertido en la que se 
observan 3 células gigantes multinucleadas alternando con 
algunas células estromales 

Fig 22C Fotomicrografía con microscopio invertido de cultivo 
de Tumor de Células Gigantes de Hueso 

Fig 22D Tinción de Fosfatasa Acida Tartrato resistente, positiva 
en el citoplasma de las células gigantes multinucleadas del 
tumor 
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1.3 Determinación de la dosis letal 50 (DL50) de la quercetina mediante el método MTT 
 

Fundamento del procedimiento: Existen varios procedimientos para determinar el 
número de células viables en un cultivo. Uno de ellos es el recuento celular cuya 
metodología es laboriosa e implica una excesiva manipulación de los cultivos. Otro 
procedimiento es el ensayo del MTT,  el cual es un ensayo colorimétrico que se utiliza 
para medir supervivencia y proliferación 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 formazán, que es de color morado. De esta manera, la cantidad de 
formazán presente en una caja o en un pocillo es proporcional a la cantidad de 
células vivas (70). La lectura de la densidad óptica se realiza en un 
espectrofotómetro a una longitud de onda de 540 nm. 
Condiciones experimentales  
Paso 1: Se utilizó una caja de 96 pozos y se descongelaron 3 viales (con 1 x 106 células 
cada uno). El cálculo realizado consistió en colocar 15,000 células en cada pozo. Se 
utilizaron 74 pozos. Las células se incubaron a 37oC y 5% de CO2 durante 24 hrs para 
permitir su adherencia (Fig 23).  
 
 
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Paso 2: Posteriormente, se retiró el medio de cultivo y se adicionó quercetina + 

medio de cultivo, haciendo las siguientes diluciones seriadas: 20M, 40M 60M, 

Fig 23  PASO 1:  Incubación de células de TCG por 24 hrs para permitir adherencia y posteriormente realizar ensayo MTT 
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80M, 100M, 120M, 140M y 150M. Se dejaron incubando las células por 24 
hrs a 37oC, 5% de CO2 y 95% de humedad. Las condiciones experimentales se 
realizaron por triplicado (Fig 24).  

 
  
 

El grupo a comparar consistió en las mismas diluciones con DMSO : 20M, 40M, 

60M, 80M, 100M, 120M, 140M y 150M. A continuación se retiró el medio 

de cultivo con quercetina o con DMSO de los pocillos, se agregaron 100l de MTT a 
cada pocillo y se dejó incubar por 4 horas a 37oC, 5% de CO2 y 95% de humedad. Una 
vez que se forma un precipitado de color morado (cristales de formazán), se eliminó 

el sobrenadante, para añadir posteriormente 100 l de isopropanol. Se dejaron los 
cultivos a temperatura ambiente hasta que los cristales de formazán fueron 
disueltos (Fig 25). Finalmente se realizó lectura en el espectrofotómetro. Para cada 
ensayo se utilizaron como controles células no tratadas con quercetina.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

Quercetina 
 

Propósito: Una vez determinada en el experimento anterior la DL50 de la quercetina, el 

objetivo de este experimento fue confirmar con otra técnica (calceína) 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 calceína AM es un compuesto no fluorescente y permeable a las células 

que se convierte en calceína 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 realizó cultivo primario de células de TCG en placa de 6 
pozos, con 5 mm3 de tumor en cada pozo. Una vez que se llegó a la confluencia en cada 
pozo (15 días después), se retiró de cada pozo el medio de cultivo enriquecido con suero 

fetal bovino (SFB), para agregar posteriormente 2ml de medio + 1.5 l de calceína a cada 
pozo. Se incubó por 40 minutos y posteriormente se retiró el medio con calceína. Se agregó 
medio con suero fetal bovino, se documentó la inmunofluorescencia con fotografía y se 
realizó lectura en espectofotómetro, considerándose estos datos como la lectura basal 

(Tiempo 0). Posteriormente a cada pozo se agregaron 1760 l de medio con una menor 

proporción de SFB (2%), así como también 240 l de quercetina (2 ml volumen total). Se 
expusieron las células por 24 hrs y se retiró el medio con quercetina cumplido este tiempo. 

Se agregó a cada pozo medio con 1.5 l de calceína, se incubó por 40 minutos, se retiró el 
medio con calceína y se agregó medio con SFB. Se documentó la inmunofluorescencia con 
fotografía y se realizó lectura de intensidad de inmunofluorescencia en espectrofotómetro. 
Se graficaron los datos.    

 
 

ETAPA 2 

2.1 Exposición de cultivos de células de TCG a 120M de Quercetina por 24 hrs y su 

valoración por PCR y Microscopía Electrónica de Transmisión 

 
La metodología se encuentra descrita en el  Artículo “  ULTRASTRUCTURAL CHANGES 
IN GIANT CELL TUMOR OF BONE CULTURED CELLS EXPOSED TO QUERCETIN” Anexo 
7 
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2.2 Exposición de cultivos de células de TCG a 240M de Quercetina por 24 hrs y 

determinación de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 8 por RT-PCR 
 

PROPÓSITO. Determinar cuál es el efecto antiproliferativo, necrótico y apoptótico 

de la quercetina con el doble de dosis (240M)    
 
METODOLOGÍA 
Cultivo celular y exposición a quercetina. 
Se obtuvo tejido fresco de TCG y se disgregó mecánicamente en pequeños trozos 
utilizando tijeras estériles y también un bisturí. Una vez que el tejido tuvo una 
consistencia homogénea y semilíquida, se colocó 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 37oC con atmósfera de dióxido de carbono (CO2) al 5%. El medio se 
reemplazó cada 3 días hasta que los cultivos fueron confluentes en un 80%. 
Posteriormente se añadió quercetina a una concentración de 240 µM en las células 
experimentales. Las células control para este experimento fueron las mismas que 
para el experimento previo. Después de 24 horas de exposición, las células se 
recolectaron con un raspador de células y se guardaron a -80oC hasta llegado el 
momento de realizar PCR-RT. 
 
Análisis de PCR cuantitativo en tiempo real 
 
Para determinar el nivel de expresión de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8, se 
realizó una PCR cuantitativa en tiempo real utilizando SYBR Green. Se extrajo el ARN 
total utilizando 1 ml de Trizol que se añadió a las células recolectadas; después de 
homogenizar la muestra se añadieron 200 l de cloroformo. Se sustrajo la fase 
acuosa (superior) y se precipitó el RNA empleando 1.5 ml de isopropanol al 100%. 
Dos horas después se centrifugó la muestra y se extrajo el sobrenadante agregando 
etanol al 75%. La cantidad del RNA se determinó en un espectofotómetro mediante 
la relación 260/230  y 260/280. La calidad del RNA se determinó por electroforesis 
en un gel de agarosa.  El cDNA se sintetizó utilizando el kit de transcripción inversa 
QuantiTect® (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, para lo cual 
se llevó a cabo un ciclo de transcripción inversa durante 15 min a 42oC y un ciclo de 
desnaturalización durante 3 min a 95oC. Se realizó 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 desnaturalización durante 15 seg 95oC, seguidos de 
hibridación y alargamiento durante 30 seg a 58-61oC (dependiendo de la 
temperatura de fusión del cebador). Todas las reacciones se llevaron a cabo por 
triplicado. La cuantificación relativa del ARNm se realizó utilizando el método ∆∆CT 
y como control endógeno se utilizó el gen HPLR27, normalizándose los resultados de 
acuerdo a su expresión. 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 

Rip1k TGGGCGTCATCATAGAGGAAG CGCCTTTTCCATGTAAGTAGCA 

Caspase 8 ATTTGCCTGTATGCCCGAGC CCTGAGTGAGTCTGATCCACAC 

Caspase 3 AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC ACAGTCCAGTTCTGTACCACG 

PCNA CCTGCTGGGATATTAGCTCCA CAGCGGTAGGTGTCGAAGC 

 
  
 
 

2.3 Exposición de cultivos de células de TCG a 120M de Quercetina a diferentes tiempos: 0 

hrs, 4 hrs, 8hrs, 12 hrs y 24 hrs. Observación por Microscopía Electrónica de Transmisión  

 
PROPÓSITO: Documentar a diferentes tiempos la serie de cambios morfológicos que 
se presentan antes de las 24 hrs. 
 
Se consideró un grupo control. El grupo control consistió en células cultivadas no 
expuestas a Quercetina. Este grupo control a su vez se comparó 
ultraestructuralmente con tejido tumoral del paciente del cual se tomó muestra en 
fresco para realizar los cultivos primarios. La finalidad de esta valoración fue el 
comparar las características ultraestructurales entre el tejido neoplásico original del 
paciente y los cultivos primarios.    
 
METODOLOGÍA:  
 
-Se obtuvo pieza de resección en bloque, en fresco y una vez realizado corte sagital 
de ésta: 
1) Se obtuvieron 5mm3 de tejido que fueron fijados inmediatamente en 
glutaraldehído y procesados para microscopía electrónica (tejido tumoral del 
paciente). 
2) Cultivo celular y exposición a quercetina: Se seleccionaron fragmentos pequeños 
de aproximadamente 3 mm3. Estos fragmentos se disgregaron mecánicamente 
usando tijeras y bisturí estériles y una vez que el tejido tuvo una consistencia 
homogénea y semilíquida, se colocó en frascos de cultivo celular de 162 cm2 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 37oC con 
atmósfera de dióxido de carbono (CO2) al 5%. El medio se reemplazó cada 3 días 
hasta que los cultivos fueron confluentes en un 80%. Posteriormente se añadió 
quercetina a una concentración de 120 µM en las células experimentales. Las células 
de control se cultivaron en condiciones idénticas, pero sin la adición 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 
quercetina(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 
quercetina. El tiempo 4 consistió en la recolección celular 24 hrs después de la 
exposición a quercetina. 
3) Microscopía electrónica de transmisión: Las células recolectadas se fijaron con 
glutaraldehído 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 tetróxido de osmio al 1% (OsO4) 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 tiñeron con azul 
de toluidina. Estos cortes fueron examinados con el microscopio óptico para 
seleccionar las áreas a ser valoradas. Las áreas seleccionadas se cortaron en 
secciones delgadas, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se 
examinaron en un microscopio electrónico. 
 
 
 

ETAPA 3 

3.1 Elaboración de constructos,  realización de pruebas de viabilidad y adherencia a los 7 y 14 

días en ellos, así como también cortes histológicos.  

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

3.2 Exposición por 24 hrs a quercetina (120M y 240M ) y denosumab de constructos y 

determinación por RT-PCR de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 8. 

  
  
a) Preparación 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 así impedir que las células salieran del andamio y favorecer la adhesión 
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 cm2 , se 

concentraron por centrifugación en un tubo de fondo cónico de 50 ml, 
eliminado el sobrenadante se re-suspendieron en 100 µL de medio de 
cultivo. Posteriormente la solución celular se introdujo lentamente por uno 
de los poros del andamio localizados en la cara superior con la ayuda de una 



41 
 

micropipeta de 200 µL. Finalmente se cubrió la totalidad del andamio 
sembrado con células con medio de cultivo (Fig 26). 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) Se incubaron los constructos durante una semana, cambiando el medio de 

cultivo cada tercer día y posteriormente se añadió quercetina a una 

concentración de 120M. A las 24 hrs de exposición se obtuvieron los 
constructos: 3 se congelaron a -80oC para determinar posteriormente por 
PCR-RT la expresión de PCNA, RIP1K, CASPASA3 y CASPASA8 y 8 se fijaron en 
glutaraldehído para observación por Microscopía electrónica   

  

ETAPA 4 

4.1 Implante del constructo en modelo animal (ratones atímicos) y administración de 
tratamiento  

 

Antes de proceder al implante de los constructos en el modelo animal, se prepararon 
30 constructos de acuerdo a la descripción de los puntos a y b del procedimiento 
3.2. 
 
Previa autorización por el CICUAL (Anexo 3) se emplearon 24 ratones atímicos, 
heterocigotos, nu/nu, cepa CD1, machos, jóvenes adultos, de 9 meses de edad y 30g. 
de peso.  
 

 
Bajo técnica estéril (en una campana de flujo laminar, clase II, en el cuarto de 
inmunocomprometidos del bioterio del INR), se utilizó anestesia general en los 
ratones empleando isofluorano al 4% (Fig 27) 
Una vez anestesiado el ratón, se realizó antisepsia de la región dorso-torácica con 
cotonetes estériles y yodo Povidona. Se realizó incisión con una hoja de bisturí del 

Constructo: Andamio 

con células sembradas  

 

Fig 26 Caja de 6 pozos con medio de cultivo y constructos 
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número 15, de aproximadamente 1 cm de longitud. La incisión abarcó piel y tejido 
celular subcutáneo; se disecó piel y tejido subcutáneo formando una “bolsa”(Fig 28). 
Posteriormente se seleccionó el constructo (Fig 29) y con la finalidad de anclarlo a 
músculo se introdujo aguja e hilo de sutura en el mismo (Fig 30).  
 

 

 
 

 
 

El constructo se ancló a tejido muscular subyacente para posteriormente ser 
cubierto con la piel del ratón (Fig 31). Al término de la implantación la herida se 
cerró en un solo plano con puntos en U con nylon 4-0 (Fig 32). Al final se limpió la 
herida con gasas estériles y solución salina. 
 
 
 

Fig 27 Anestesia de ratón con isofluorano Fig 28 Disección de piel y tejido celular subcutáneo  

Fig 29    Selección del constructo Fig 30   Preparación del constructo para anclaje 

Fig 31   Anclaje del constructo a tejido muscular Fig 32   Cierre de la herida quirúrgica  
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Una vez con los andamios implantados, se esperó una semana para iniciar el 
tratamiento. Se colocaronn los ratones en cajas con alimento y agua (Fig 33) y se 
etiquetaron para su correcta identificación  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

4.2 Administración del tratamiento 

La administración de cada uno de los tratamientos fue intraperitoneal, con aguja de 

insulina.  

Grupo 1 Se administró .15 ml de solución fisiológica cada tercer día 

Grupo 2 Se administró una sola dosis de denosumab de acuerdo a su peso 

Grupo 3 Se administró .15 ml de quercetina cada tercer día 

 

4.3 RT-PCR 

Se utilizaron los mismos procedimientos empleados en el paso 2.3  

RESULTADOS 

Etapa 1 
1. Obtención de tejido tumoral, cultivo y criopreservación 

              Se obtuvo tejido tumoral de 5 pacientes. De estas 5 muestras iniciales, se eliminaron 

2 por contaminación de los cultivos durante la expansión de los mismos quedando 3 

muestras de pacientes.  

 Fig 33   ratones atímicos con constructos implantados 
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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 106 células. Y se obtuvo un total de 

43 x 106 células. 

 

 

Posteriormente se obtuvo tejido de otros 3 pacientes. De cada paciente se seleccionaron 5 

fragmentos de 5mm3 y se realizó cultivo en cajas de cultivo de 175cm2 (total de 25 cajas). 

Estas células se utilizaron sin realizar pases para los experimentos de las etapas 2 y 3. 

 

2. Determinación de la DL50 de la quercetina en células de tumor de células gigantes 

de hueso. 

El valor de la densidad óptica obtenido en la lectura se expresó en una gráfica como el 

promedio de los valores.   

Observándose en las lecturas de la densidad óptica una diferencia mayor entre el DMSO 

(control) a 120M y la quercetina a 120M. Por lo que se consideró 120M como la DL50 

de la quercetina. (Fig 35) 

 

 

 

 

 

 

Fig 34  crioviales con células de TCG  



45 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2) Determinación de viabilidad celular en cultivos 2D expuestos 24 hrs a 120M Quercetina 

A las 24 hrs de exposición se observó un 41.5% de reducción en la viabilidad celular con una 
diferencia entre las medias estadísticamente significativa (p=0.000011)( Fig 36) 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
 

Fig 36 Gráfica que muestra la intensidad de fluorescencia en el tiempo 0 y 24 hrs después  

Fig 35   Gráfica con promedios de densidades ópticas a diferentes concentraciones de quercetina 
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La intensidad de la fluorescencia se documentó fotográficamente, observándose una 
diferencia cualitativa entre el tiempo cero (Fig 37 a) y a las 24 hrs de exposición a quercetina 
(Fig 37 b)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 ETAPA 2 

 
2.1 Exposición de cultivos de células de TCG a 120mM de Quercetina por 24 hrs y 

su valoración por PCR y Microscoía Electrónica de Transmisión 
 

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

2.2 Exposición de cultivos de células de TCG a 240M de Quercetina por 24 hrs y 
su valoración por PCR 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                

 

 

Fig 37b Intensidad de fluorescencia 24 
hrs después (Calceína) 

Fig 37a Intensidad de fluorescencia  
Tiempo Cero (Calceína) 

Fig 38 Expresión de PCNA en cultivos 2D con diferentes concentraciones de Quercetina 
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                          Fig 39 Expresión de RIP 1K  en cultivos 2D a diferentes concentraciones de Quercetina 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 40 Expresión de Caspasa 3  en cultivos 2D de tumor de células gigantes a diferentes 
concentraciones de Quercetina 
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2.3 Exposición de cultivos de células de TCG a 120mM de Quercetina a diferentes 

tiempos: 4 hrs, 8hrs, 12 hrs y su valoración por Microscopía Electrónica de 

Transmisión 

        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 características 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  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cultivo 2D Tiempo 0:                             

 Las características 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 41  Ultraestructura de tumor de células gigantes de hueso (TEJIDO).Se observan núcleos claros, algunos con 
nucléolo notorio. Hay células con citoplasma ópticamente claro y otras con citoplasma más denso 

Fig 42 Ultraestructura de células de TCG obtenidas en tiempo 
cero. Es decir, sin ser sometidas a tratamiento con quercetina 
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 Cultivo 2D 4hrs: A las 4 hrs de exposición, se inicia la observación de células con 

citoplasmas claros y presencia de vacuolas en el mismo. Sin embargo la mayor parte de la 

población celular se encuentra viable aparentemente.Se observan además cristales (Fig 43).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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).  

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

Fig 44 A las 8 hrs se observan múltiples cristales en el citoplasma de las células tanto mononucleadas 
como multinucleadas 
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Cultivo 2D 12 hrs: A las 12 hrs de exposición se observa una mayor cantidad de células 

con datos de necrosis y pocas células con conservación de su estructura.  En estas últimas 

se observan cristales intracitoplasmáticos de quercetina (Fig 45) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cultivo 2D 24 hrs de exposición: En este tiempo de observación la mayor parte de las 

células no se 

encuentran 

viables.  Las 

zonas donde 

hay células 

aún viables, 

muestran 

cristales (Fig 

46).  

 

 

 

 

 

Fig 45  A  las 12 hrs de exposición a la quercetina se observan múltiples 
vacuolas en el citoplasma de las células  

Fig 46 Ultraestructura de zonas con células viables a las 24 hrs de exposición con 
quercetina. Se observan cristales intracitoplásmicos 
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Al realizar la medición de estos cristales intracitoplásmicos (Fig 47) observamos que estos 

cristales miden más 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 

Fig 48  Cristal de quercetina con medidas, las cuales son de 
1336.65 nm de eje mayor 
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ETAPA 3 

- Los resultados en la determinación por RT-PCR de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 

8 en constructos expuestos por 24 hrs a 120M, 240M de quercetina y denosumab 

(modelo 3D in vitro) se muestran en las Fig 49, Fig 50, Fig 51 y Fig 52. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        Fig 49  Expresión dePCNA en modelos 3D in vitro   

 

PCNA 

Informe 

dosDDCT   

GRUPO Media N 

Desviación 

estándar 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 

 

p=.721 
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RIP1 K 

 

 

Fig 50 Se observa en esta gráfica que RIP1 K no amplificó  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 51 Expresión de Caspasa 8 en modelos 3D in vitro 
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EXPRESIÓN DE CASPASA  3 MODELO 3D IN VITRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 52 Expresión de Caspasa 3 en modelos 3D in vitro 

Caspasa 3 

p=.029 

p=.425 
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ETAPA 4  
 Implante del constructo en modelo animal (ratones atímicos) y tratamiento con 

quercetina o denosumab 

El modelo animal presentó varios eventos inesperados y en consecuencia se perdieron muestras 

para análisis. Los eventos fueron los siguientes: 

- 2 ratones murieron por sobredosis de anestesia 

- En 1 ratón se abrió la herida quirúrgica a las 8 hrs posteriores a la cirugía. Se volvió a 

implantar el constructo y hubo de nuevo pérdida del mismo. Este ratón 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 días después de haber iniciado el tratamiento (Fig 53). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig 53 Grupos de ratones y eventualidades surgidas durante el experimento 
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En aquellos ratones que fallecieron durante el experimento se realizó autopsia, así como también 

en aquellos que se realizó eutanasia, revisando la cavidad peritoneal, así como también tomando 

fragmentos representativos de riñón y de hígado.  

En los ratones que recibieron tratamiento con quercetina y que fallecieron se encontró en la cavidad 

peritoneal depósito de ésta (Fig 54a). A diferencia de aquellos ratones que recibieron tratamiento 

con quercetina y que no fallecieron, en los que no se observó quercetina en la cavidad peritoneal 

(Fig 54b). Se realizaron improntas del material presente en cavidad peritoneal y se observó el 

material presente en cavidad peritoneal en microscopio de luz (Fig 55a y 55b) Se tomaron muestras 

también de hígado y de riñón de ambos grupos, sin observar diferencias en los cortes histológicos. 

 

 

 

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 citología se observa depósito y/o acúmulo  de 
material. No hay neutrófilos ni linfocitos en la citología. 
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Corte histológico de constructo con células de TCG implantado en ratón atímico 

 

En los cortes histológicos realizados de los constructos implantados en los ratones atímicos 

pertenecientes al grupo control, se observaron entre las cavidades que correspondieron a 

las fibras de policaprolactona del andamio, zonas con los componentes histológicos del 

tumor de células gigantes de hueso, es decir células gigantes multinucleadas, células de 

núcleos ovalados (estromales ) y monocitos (Fig 56) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tejido adiposo 
del ratón 

Cavidad producida por las 

fibras de policaprolactona 

durante el procesamiento 

histológico 

Fig 56 Corte histológico de Constructo  



58 
 

 

 

A un mayor acercamiento de la zona que se encuentra adentro del círculo de color rojo, se 

pueden observar células con múltiples núcleos y que corresponden a las células gigantes 

multinucleadas. Se observan también células de núcleos pequeños, que corresponden a los 

monocitos, así como también células de núcleos ovalados, cuyos núcleos presentan 

características muy semejantes a los núcleos de las células gigantes multinucleadas. Estas 

últimas células corresponden a las células estromales. Se observan también estructuras 

tubulares con eritrocitos en su luz, siendo interpretadas como capilares (Fig 57). 

 

 

 

 

Fig 57 Acercamiento de zona del constructo implantado en ratón de grupo control, que muestra los 
componentes histológicos de un tumor de células gigantes 

Célula estromal 

Célula gigante 

multinucleada 

capilar 

Monocito 
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Expresión de PCNA en modelo animal 

 

La expresión de PCNA en el grupo de ratones control fue de 1.8, expresándose 2.2 veces más en 

los ratones que recibieron tratamiento con quercetina y 5.7 veces más en los ratones que 

recibieron tratamiento con denosumab. Las diferencias observadas entre estos 3 grupos, no 

fueron estadísticamente significativas (Fig 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Expresión de PCNA 

   

TRATAMIENTO 

 

Media 

2CT N 

Desviación 

estándar 

CONTROL 1.8718616 5 .98158558 

DENOSUMAB 5.7167964 5 9.42379162 

QUERCETINA 2.2158730 5 3.38961835 

    

 

Fig 58 Resultados de expresión de PCNA en modelo animal 
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Expresión de RIP1K en modelo animal 

La expresión de RIP1K en el grupo de ratones control fue de 1.4, siendo la expresión de RIP1K en el 

grupo de ratones que recibieron como tratamiento quercetina menor. La expresión de RIP1K en el 

grupo de ratones que recibieron denosumab fue casi igual que en el grupo control (Fig 59). Estas 

diferencias en la expresión no fueron estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Tratamiento 

 

Media 

2CT N 

Desviación 

estándar 

control 1.4411144 5 .95131480 

denosumab 1.6750122 5 2.12691246 

quercetina .5447506 5 .78232501 

    

 

Expresión de RIP1K 

Fig 59 Resultados de expresión de RIP1K en modelo animal 
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Expresión de Caspasa 3 en modelo animal 

 

Caspasa 3 se expresó en el grupo de ratones tratados con denosumab 4.8 veces más que en el 

grupo control, mientras que en el grupo tratado con quercetina se expresó casi la mitad que en el 

grupo control. Las diferencias no fueron estadísticamente significativas (Fig 60). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p= .310 

Fig 60.  Resultados de expresión de Caspasa 3 en modelo animal 
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Expresión de Caspasa 8 en modelo animal 

 

La expresión de Caspasa 8 fue mayor en el grupo de ratones tratados con Denosumab, siendo casi 

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

fueron estadísticamente significativas (Fig 61).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dosDDCT   

Tratamiento Media N 

Desviación 

estándar Mediana 

Ratón control .4800000 5 .27748874 .6000000 

Ratón Quercetina .9200000 5 1.08258949 .6000000 

Ratón Denosumab 2.3200000 5 2.37002110 1.8000000 

Total 1.2400000 15 1.61899440 .6000000 

 

Fig 61.  Resultados de expresión de expresión de Caspasa 8 en modelo animal con implante 
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Expresión de PCNA, RIP1K y Caspasa 3 en cultivos 2D y modelo animal. 

 

 En los cultivos 2D se observó una mayor expresión de Caspasa 3  y de RIP1K en comparación 

con los modelos animales, siendo estas diferencias estadísticamente significativas. La 

expresión de PCNA en el modelo 2D fue de 1.9725 y en el modelo animal fue de .7167, sin 

ser esta diferencia estadísticamente significativa (Fig 62).  

 

 

                P=.343 

 

 

 

 

    

 

 

                                                                   P=.029 

 

 

 

 

 

                                    p=.029 

 

 

 

 

 

  

 

Expresión de Caspasa 3 en cultivos 2D y modelo animal 

   

tipo de modelo 

 

Media 

2CT N 

Desviación 

estándar 

cultivo 2D 1.6187572 4 .55300888 

ratones .3824560 4 .26107708 

    

 

Expresión de PCNA 

   

tipo de modelo Media N 

Desviación 

estándar 

cultivo 2D 1.97259250 4 1.697635655 

ratones .71671500 4 .622340822 

    

 

Expresión de RIP1K 

   

tipo de modelo 

 

Media 

2CT 

N 

 

Desviación 

estándar 

cultivo 2D .4013077 4 .05209276 

ratones .1959370 4 .07007212 

   . 

 

Fig 62  expresión de PCNA, RIP1K y Caspasa 3 en cultivos 2D (120 mM) y modelo animal  
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Expresión de PCNA en modelo 2D, 3D in vitro y animal 

Al comparar la expresión de PCNA entre los 3 modelos utilizados, encontramos una 

diferencia estadísticamente significativa entre ellos, siendo la expresión de PCNA 3 veces 

mayor en el modelo animal en comparación con el modelo 2D (Fig 63 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p= .043 

Informe 

DosDDCT   

Modelo Media N 

Desviación 

estándar Mediana 

2D .46320000 3 .797698897 .00480000 

3D in vitro 10.80000000 3 18.446950968 .30000000 

3D ratón 4.31382000 3 3.509140317 3.35414000 

Total 5.19234000 9 10.429693297 1.38430000 

 

Fig 63 A Resultados de la expresión de PCNA en modelo 2D, 3D in vitro y animal con implante 
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Con la finalidad de determinar entre qué grupos se encuentran las diferencias observadas, 

se realizó la prueba de Kruskal-Wallis a posteriori. Observándose que entre el modelo 2D y 

el modelo animal es en donde se encuentran las diferencias estadísticamente observadas 

(Fig 63 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la expresión de RIP1K entre los 3 

grupos. Aquí es importante considerar que en el modelo 3D in vitro RIP1K no amplificó, 

considerándose 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 comparación a posteriori para 

determinar entre qué grupos es la diferencia, se observó que la diferencia es entre el grupo 3D in 

vitro y el grupo 2D (Fig 64).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p=.006 

P=.006 

Fig 64 Expresión de RIP1K 1 en modelo 2D, 3D in vitro y en modelo animal con implante 3D 
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Expresión de Caspasa 3 en modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal con implante 3D 

 

Encontramos diferencias en la expresión de Caspasa 3 entre los 3 modelos, siendo menor 

la expresión de ésta en el modelo animal con implante y mayor en el modelo 3D in vitro. 

Estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (Fig 65) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p=.095 

Informe 

dosDDCT   

Modelo Media N 

Desviación 

estándar Mediana 

2D 1.6187575 4 .55300838 1.4338550 

3D IN VITRO 1.7333333 3 1.26622799 2.2000000 

3D RATÓN .3200000 3 .28687977 .1800000 

Total 1.2635030 10 .95022570 1.2287750 

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

 p= .095 
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Expresión de Caspasa 8 en modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal  

La expresión de Caspasa8 fue cinco veces mayor (5.1) en el modelo 2D en comparación con el 

modelo 3D in vitr. La menor expresión de caspasa 8 se observó en el modelo animal. Las 

diferencias observadas fueron estadísticamente significativas (Fig 66 A). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Informe 

DosDDCT   

Modelo Media N 

Desviación 

estándar Mediana 

2D 6.8 3 3.90 5.10 

3D in vitro 2.8 3 3.03 1.20 

3D ratón .40 3 .34 .60 

Total 3.34 9 3.75 1.20 

 

p=0.043 

Fig 66 A  Expresión de Caspasa 8 en  modelo 2D, 3D in vitro y modelo animal con implante 
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Expresión 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 cuál de estos grupos existe 

la diferencia, se encontró que existe diferencia estadísticamente significativa al comparar la 

expresión de Caspasa 8 entre el modelo aninal y el modelo 3D in vitro, así como también al comparar 

la expresión de Caspasa 8 entre el modelo animal y el modelo 2D (Fig 66 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Fig 66 B Kruskall Wallis a posteriori para determinar entre qué grupos existe la 
diferencia en la expresión de Caspasa 8 
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DISCUSIÓN 
Un candidato a fármaco antineoplásico eficaz, debería entre sus características de poder 

limitar la proliferación celular, inducir la apoptosis, restringir la migración, así como también 

no ejercer actividad necrótica en cultivos de células no tumorales. La quercetina presenta 

esta última característica. A diferencia de los agentes utilizados en la quimioterapia, el uso 

de la quercetina no está acompañado de efectos secundarios. De hecho, existen estudios 

en los cuales la quercetina previene del efecto nefrotóxico del cisplatino sin afectar la 

actividad antitumoral de éste. Otra característica importante de la quercetina es que al 

utilizarse junto con otros agentes quimioterapéuticos se presenta un efecto sinérgico 

observándose un incremento en las células neoplásicas con apoptosis. 

Por otro lado, al ser la quercetina un producto natural, tiene un menor costo en 

comparación con las terapias convencionales para el cáncer, esto aunado a la ausencia de 

efectos secundarios, lleva a considerarla como un posible candidato en el tratamiento de 

las neoplasias. 

PROLIFERACIÓN CELULAR Y PCNA y quercetina 

El antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) es una proteína celular esencial que 

participa tanto en la replicación del DNA como en la reparación del DNA, la organización de 

la cromatina, la transcripción y la cohesión de las cromátides hermanas. Además, es uno de 

los marcadores utilizados mediante la técnica de inmunohistoquímica para determinar la 

actividad proliferativa de las células neoplásicas.  A mayor expresión de PCNA mayor 

actividad proliferativa presente en las células neoplásicas y no neoplásicas.  Considerando 

estas características es que actualmente se investiga la posibilidad de dirigir la 

quimioterapia contra esta proteína en neoplasias altamente proliferantes, siendo las 

estrategias el uso de moléculas pequeñas o péptidos que se unen al PCNA o utilizar 

moléculas que sean competidores de las proteínas con las cuales interactúa (71).  

Existe escasa literatura que evalúe la expresión génica de PCNA para determinar el efecto 

antiproliferativo de la quercetina en células neoplásicas (72,73,74), siendo lo más común la 

evaluación del efecto antiproliferativo determinando la expresión de ciclinas. Sin embargo, 

considerando que en estudios posteriores, se puede determinar también la expresión de 

PCNA en los constructos y esta técnica ya está montada en el servicio de Anatomía 

Patologica (ver Modelo animal en Trabajo a futuro), fue que se seleccionó este marcador 

de proliferación celular.  

Efecto necroptótico de la quercetina 

Aunque la información existente con respecto al efecto necroptótico de la quercetina en 

células neoplásicas es escasa (75), este mecanismo de muerte celular es tan importante 

como el de la apoptosis y la autofagia. 

La cuantificación de la expresión de RIP1K en este trabajo y su documentación por 

microscopía electrónica de transmisión (ver anexo 7), apoya la información previa sobre la 
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necroptosis como uno de los mecanismos mediante los cuales la quercetina ejerce su efecto 

anti-neoplásico. Sin embargo por los datos obtenidos en este trabajo,  que a continuación 

se discutirán, observamos que al parecer la necroptosis no fue el único mecanismo 

mediante el cual la quercetina presentó efecto antineoplásico en las células de Tumor de 

Células Gigantes de hueso, ya fuera en modelo 2D o en el modelo animal. 

Ramírez 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  activación de las caspasas, se 

induce la muerte celular por necroptosis (76). Nosotros observamos en nuestro trabajo una 

expresión 11.5 veces mayor en comparación con los cultivos control,  de la caspasa 8, que 

es una caspasa iniciadora, sin ser la expresión de caspasa 3, que es una caspasa efectora, 

semejante , ya que esta última sólo se expresó .5 veces más que el cultivo control. 

Consideramos que este hecho podría significar un inicio común, con la caspasa 8 como 

iniciadora, de tanto la apoptosis como la necroptosis.  

Considerando que una característica de las células neoplásicas es la resistencia a la 

apoptosis inducida por agentes anticancerígenos y que en el cáncer, la necroptosis tiene 

propiedades inmunogénicas y activa las respuestas antitumorales, la necroptosis podría ser 

una estrategia terapéutica para eliminar las células tumorales resistentes a la apoptosis 

(77,78). 

Efecto pro-apoptótico de la quercetina 

Con la finalidad de determinar el efecto proapoptótico de la quercetina sobre las células de 

tumor de células gigantes, seleccionamos una caspasa iniciadora de la vía extrínseca 

(Caspasa 8) y una caspasa efectora (caspasa 3). Sin embargo, con los datos obtenidos es 

difícil determinar mediante qué vía de la apoptosis ejerce la quercetina su efecto.  

Nuestros resultados concuerdan con reportes previos sobre el efecto apoptótico de la 

quercetina encontrándose expresión a la alza tanto de caspasas iniciadoras como de 

caspasas efectoras. En esos trabajos previos también se ha demostrado la participación de 

la quercetina tanto en la vía intrínseca como también en la vía extrínseca de la apoptosis, 

siendo las expresiones de las caspasas correspondientes a la vía intrínseca ligeramente a la 

alza,en comparación con la expresión de las caspasas que participan en la vía extrínseca por 

lo que sugiere en estos trabajos que hay un menor énfasis en la vía mitocondrial (79).  

Debido a la compleja relación que existe entre el mecanismo de apoptosis, necroptosis y 

autofagia (80), al igual que como con otros fitoquímicos o químicos derivados de las plantas 

, como la Curcumina (81) , aún  no está aclarado del todo cuál es la vía por la cual la 

Quercetina “ejerce” la apoptosis (vía intrínseca o extrínseca) y /o inclusive la muerte celular.  

Cabe señalar que el efecto pro-apoptótico observado por ultraestructura a consecuencia de 

la exposición a la quercetina, se observó no sólo en las células gigantes multinucleadas, sino 

también en los otros componentes histológicos del tumor. Consideramos que esta 

característica es importante porque, a diferencia del denosumab o de los bifosfonatos que 
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actúan únicamente sobre las células gigantes multinucleadas, ocasionando apoptosis de las 

mismas, el  efecto de la quercetina es generalizado y no únicamente sobre las células 

gigantes multinucleadas que forman parte del tumor, sino en todos los componenetes. 

Es interesante mencionar que aunque encontramos una expresión 11.5 veces más de 

Caspasa 8 (una caspasa iniciadora), no fue así para la caspasa efectora 3. Estos resultados 

podrían tener explicación 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 vías a la 

caspasa 8 ( 79 ).  

Esto podría significar que la sobre-expresión de caspasa 8 observada, no necesariamente 

significa un efecto apoptótico, 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.  

 

 

 

DISCUSIÓN de resultados  

1.2 Determinación 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 neoplásicas 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 próstata (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 determinación de la DL50.  
La determinación de la DL50 de la quercetina en células de TCG de hueso, además 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 utilizó quercetina.  

2.1 Observación por Microscopía Electrónica de Transmisión de cultivos de células de TCG 

expuestos a 120M de Quercetina por 24 hrs y determinación de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 
y Caspasa 8 por RT-PCR. 
 
     En el presente estudio, además de documentarse en cultivos 2D el efecto proapoptótico 
y necroptótico de la quercetina (Anexo 7), se observó por microscopía electrónica de 
transmisión 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 relación 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, LC3II y p62. Sin embargo, sólo hay un estudio en el que se 
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demuestra también este fenómeno por Microscopía electrónica de transmisión al 

observarse en células de hepatocarcinoma expuestas a quercetina tanto autofagosomas 

como autolisosomas (93).   

Existe una relación 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 vías de 

señalización que son compartidas por estos tres procesos. Varias de estas moléculas 

funcionan como sitios de control y al parecer, dependiendo de la situación específica en la 

que se encuentre la célula,  se activan o desactivan para dirigirla hacia una ruta 

específica(94).   

Sin embargo, la autofagia tiene roles opuestos en el proceso del cáncer, previniendo el 
desarrollo de éste al inicio pero, por el contrario, una vez que se establece el cáncer, el 
aumento del flujo autofágico favorece la supervivencia y el crecimiento de las células 
tumorales. Por esta razón una terapéutica enfocada en la autofagia podría dirigirse tanto a 
la estimulación como a la inhibición, dependiendo del momento en la progresión del tumor 
en que se decida intervenir (95).  
Por otro lado, existe evidencia actual que sugiere que en aquellas células neoplásicas en las 
cuales la apoptosis se encuentre inhibida y/o bloqueada, la estimulación y/o activación de 
la autofagia podría ser una alternativa terapéutica (96). 
 

2.2 Exposición de cultivos de células de TCG a 240M de Quercetina por 24 hrs y 
determinación de PCNA, RIP1K, Caspasa 3 y Caspasa 8 por RT-PCR 
 

Existen una serie de estudios en los que se reporta que los efectos proapoptóticos y de 

arresto en el ciclo celular de la quercetina en cultivos de células neoplásicas incrementan  

al aumentar la dosis  empleada en ésta.  Es decir, la quercetina presenta un efecto “dosis 

dependiente”, mostrando en líneas celulares como por ejemplo, cáncer de mama y 

glioblastoma multiforme, diferencias significativas en la expresión de marcadores de 

apoptosis, de acuerdo a la dosis de exposición. Así mismo, se ha observado que aún 

utilizando una misma concentración, a mayor tiempo de exposición, mayor efecto pro-

apoptótico (97,98). 

El propósito de este experimento fue determinar si  la quercetina tenía no únicamente un 

efecto pro-apoptótico 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 necroptótico dosis dependiente. 

Lo esperado a observar era que a mayor cantidad de quercetina, menor expresión de PCNA 

y así fue como observamos una expresión menor de PCNA en los cultivos de células 

expuestas a 240mM de Quercetina, en comparación con los cultivos de células expuestas a 

120mM. Así mismo observamos mayor expresión de RIP1K (que fue estadísticamente 

significativa) en las células expuestas a 240mM de Quercetina. La expresión de Caspasa 3 

también fue mayor en las células expuestas a 240mM, aunque sin significancia estadística. 
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Estas observaciones sugieren que los 3 efectos de nuestro interés (antiproliferativo, 

necrótico y pro-apoptótico) son dosis dependientes. 

2.3 Exposición de cultivos de células de TCG a 120M de Quercetina a diferentes 
tiempos: 0 hrs, 4 hrs, 8hrs, 12 hrs y 24 hrs. Observación por Microscopía Electrónica de 
Transmisión  
 
La observación realizada previamente por microscopía electrónica de transmisión a las 24 

hrs. de exposición a la quercetina, mostró necroptosis, así 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 sucedió previamente. Por esta razón se 

decidió realizar observaciones por microscopía electrónica de transmisión a tiempos 

previos a las 24 hrs. y así poder determinar cuáles son los cambios morfológicos que 

anteceden a la necrosis secundaria a las 24 hrs de exposición 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 localización 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 A y 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 dilatación del espacio internuclear, así 

como núcleos hiperdensos, en las células con cristales observamos los núcleos sin 

alteraciones y vacuolas ocasionales en el citoplasma (Figura 67 A y 67 B).   

 

Buscando en la literatura datos en referencia a los cristales de quercetina, es que 

encontramos un artículo reciente, en el que está descrita la presencia de cristales de 

quercetina y cómo estos afectan la biodistribución y bio disponibilidad de la quercetina (88). 

En este trabajo, Shena et al., producen de manera  intencionada cristales de quercetina de 

2 tamaños diferentes: de 280 nm y de 550 nm. Ellos observaron que a mayor tamaño, 

menor biodisponibilidad y mayor tiempo necesario para la distribución generalizada de la 

quercetina en el cuerpo de las ratas. A mayor tamaño de los cristales menor absorción y 

menor cantidad de quercetina disponible. 
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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, aún 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 microscopía electrónica de transmisión, de la 

formación de cristales de quercetina y de su localización 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 tamaño 

mayor al descrito por Shena et al., Consideramos importante publicar la presencia de 

cristales de mayor tamaño, 3) observamos que la quercetina en su forma cristalizada, aún 

teniendo localización intracelular, no muestra los efectos apoptótico y/o necrótico como 

los observados en el experimento de exposición a las 24 hrs. (en el primer experimento de 

observación a las 24 hrs de  exposición 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 4oC y de éste se fueron obteniendo las 

cantidades necesarias de quercetina para los diferentes experimentos. Shena et al., 

mencionan en su proceso de fabricación de cristales de quercetina temperaturas que van 

de los 4oC a -20oC. Sin embargo, desconocemos si para la formación de cristales de un mayor 

tamaño (como fue nuestro caso) intervenga el tiempo de almacenamiento de la solución 

inicial. 

3.1 Sembrado de andamios de PCL con células de TCG de hueso y su evaluación mediante cortes 

histólógicos, inmunohistoquímica 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 había sido reportado 

previamente en la literatura (Ver anexo 6). Demostramos en este trabajo que las células 

presentes en el constructo conservaron su viabilidad, así como su adherencia a los 14 días 

de sembradas en el andamio. La inmunohistoquímica al ser positiva para Catepsina K en las 

células gigantes multinucleadas, así como también para p63 en las células estromales, 

confirmó que no sólo desde el punto de vista morfológico sino también funcional, las células 

presentes en el andamio correspondían a los elementos histológicos presentes en el TCG 

de hueso (Fig 68). 

Figura 68   Cortes histológico de constructo, teñido con hematoxilina y eosina en A. Inmunohistoquímica para p63 en B y 
catepsina K en C. Tomado de Estrada et al Ref 89  
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3.2 Exposición por 24 hrs a quercetina (120M y 240M ) y denosumab de constructos y 

determinación por RT-PCR de PCNA, RIP1K , Caspasa 3 y Caspasa 8. 

En el modelo 3D in vitro observamos para PCNA una mayor proliferación en los andamios 

correspondientes al grupo control, siendo ésta 107 veces mayor que el grupo que mostró 

menos proliferación (constructos expuestos a 240 M de quercetina). Sin embargo, las 

diferencias observadas no fueron estadísticamente significativas (p=.73) 

Caspasa 3. No fue posible concluir que el efecto anti-apoptótico en los andamios, fuera 

dosis dependiente, ya que al aumentar la cantidad de quercetina, no aumentó la expresión 

de caspasa 3, siendo así que con una concentración de 120mM la expresión de caspasa 3 

fue de 1.7 y con una concentración de 240mM la expresión de quercetina fue de .03. Sin 

embargo, al comparar la expresión de caspasa 3 entre los 4 grupos (andamios control, 

andamios quercetina 120mM, andamios quercetina 240mM y andamios denosumab) se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p=0.23). Al realizar el análisis 

posterior observamos que los grupos entre los cuales se presentó la diferencia fue entre el 

grupo Andamiso quercetina 120mM y Andamios deosumab, así como también andamios 

quercetina 120 y andamios quercetina 240 mM.  

Caspasa 8: En el caso de caspasa 8 su expresión 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 podríamos decir que 

para Caspasa 8 se observó un efecto pro-apoptótico dosis dependiente, las diferencias 

observadas no fueron estadísticamente significativas. 

En ninguno de los constructos, al realizar la RT-PCR amplificó RIP1K, sin ser posible 

determinar su expresión. Queda aún por dilucidar la razón por la cual RIP1K no amplificó.  

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

atímicos 

Los efectos observados de la quercetina en el modelo animal fueron nulos. En algunos casos 

inclusive la expresión de marcadores en el grupo de ratones atímicos que recibió quercetina 

fue menor o muy semejante a la observada en el grupo control. Como por ejemplo, la 

expresión de PCNA en el grupo control fue de 1.8 y en el grupo de ratones que recibió 

quercetina 2.2, es decir, la proliferación fue inclusive .4 veces  mayor en los ratones que 

recibieron quercetina. En el caso de la determinación 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 expresión en el grupo control  fue de 1.08, mientras que 

en el grupo de ratones que recibió quercetina fue de .63, es decir, su expresión fue menor. 
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En Caspasa 8 observamos que las diferencias observadas en su expresión entre el grupo 

control y el grupo de ratones que recibió quercetina, fueron mínimas (.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 vía de 

administración, ya que con 120mM de quercetina administrada cada 3er día a los ratones, 

en un tiempo máximo de 7 días (que fue el tiempo máximo de supervivencia de los ratones) 

los efectos fueron mínimos.   

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

Al comparar los niveles de expresión entre los diferentes modelos empleados,  observamos 

lo siguiente: 

- La expresión de RIP1K y de Caspasa 3 fue mayor en el modelo 2D en comparación 

con el modelo animal, siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p=.029)  

- Para PCNA se observó un mayor efecto antiproliferativo en el modelo animal (valor 

de .716 de PCNA )en comparación con el modelo 2D (valor de PCNA de 1.9) (p=343). 

Sin embargo, esta diferencia observada no fue estadísticamente significativa 

 

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

PCNA: Al comparar la expresión de PCNA entre los 3 modelos utilizados, encontramos una 

diferencia estadísticamente significativa (P=.043) entre ellos, siendo la expresión de PCNA 

3 veces mayor en el modelo animal en comparación con el modelo 2D (.46 en modelo 2D  

versus 4.3 en modelo animal). Esto significa que hubo mayor proliferación celular, y por lo 

tanto menor efecto de la quercetina, en el modelo animal en comparación con el modelo 

2D que fue en el que se observó un mayor efecto antiproliferativo de la quercetina.  

RIP1K: Al comparar los niveles de expresión de RIP1K entre los diferentes modelos, 

observamos diferencias estadístidamente significativas  siendo la expresión de RIP1K en el 

modelo 2D de      y en el modelo animal.Sin embargo debido a que RIp1K no amplificó (ver  

en el modelo 3D in vitro, tal vez habría que  considerar este resultado con reservas. 

Caspasa 3. La mayor expresión se observó en el modelo 3D in vitro. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas (.095) 

Caspasa 8 La expresión de Caspasa8 fue mayor en el modelo 2D en comparación con el 

modelo animal 

  MODELOS TRIDIMENSIONALES IN VITRO EN RATÓN 

Observamos un efecto diferente de la quercetina en el modelo 3D in vitro a 3D in vivo. 
Siendo menor el efecto antiproliferativo, necrótico y apoptótico en el modelo animal. Como 
posibles razones de esta observación están el que la biodisponibilidad puede ser menor en 
el modelo animal y por lo tanto la exposición de las células presentes en el constructo 
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también menor. Consideramos importante esta observación ya que únicamente existe un 
artículo en la literatura en referencia al diferente tipo de comportamiento de células 
tumorales cuando están 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; doi:10.3390/(ijms21186913) 
 
 

CONCLUSIONES 
La quercetina tiene efecto antiproliferativo, necrótico y proapoptótico 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 concentración de 120 M varían de acuerdo al modelo que se utilice, siendo mayores 

en los cultivos 2D y poco evidentes en el modelo animal. 

 

TRABAJO A FUTURO: 
- Autofagia: Además de documentarla por microscopía electrónica, sería importante 

cuantificar su expresión con otra técnica , como por ejemplo RT-PCR utilizando  LC3II 

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 microscopía electrónica de transmisión, podría 

establecerse la participación 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 podrían publicarse al ser 

generadores de conocimiento nuevo 

- Cristales: En nuestro experimento se observó que la presencia de los cristales, está 

relacionada con la ausencia de los efectos apoptótico y necroptótico.  Los 

experimentos que se podrían continuar realizando serían aquellos en los cuales se 

determinara en cultivos celulares, observaciones a diferentes tiempos para 

determinar si estos cristales se logran disolver (cambiando únicamente 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, proapoptótico y necroptótico dosis dependiente, 

utilizando únicamente el doble de la DL50 y con el mismo tiempo de exposición. Un 

experimento que podría realizarse sería analizar a tiempos más largos de exposición 

(48 y 72 hrs. ) y a dosis menores, el comportamiento de las células de TCG cultivadas, 

en cuanto a la expresión 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 disposición tridimensional, 

lo cual permitiría realizar estudios posteriores con énfasis en dilucidar las 

interacciones célula-célula y célula-matriz en este tipo de tumor.  

- Este modelo 3D permitiría estudiar la expresión diferencial de proteínas de acuerdo 

a la ubicación de las células en el tumor (porción periférica vs porción central del 

tumor).  

-  

- Modelo animal: Al observar en la cavidad peritoneal de los ratones que murieron 

quercetina precipitada (sin estar relacionada con algún tipo de inflamación, de 

acuerdo a lo que observamos en las improntas), se pueden probar otras vías de 

administración para la quercetina, como por ejemplo la vía oral. El experimento 

consistiría en implantar un constructo con células de TCG en ratones atímicos, 

administrarles quercetina por vía oral y determinar por RT-PCR la expresión de PCNA, 

RIP1K , Caspasa 3, Caspasa 8, así como también observar por microscopía electrónica 

de trasnmisión los cambios ultraestructurales en los constructos.  

- Es factible además realizar tinciones de inmunohistoquímica  PCNA, RIP1K, Caspasa 

3 y Caspasa 8) de los casos control y los que reciban tratamiento, para comparar la 

positividad.  

- También se podrían hacer evaluaciones ultraestructurales del tubo digestivo e hígado 

con el fin de determinar la presencia de cristales y el proceso de absorción de los 

mismos, en el tubo digestivo, así como su presencia o ausencia en hígado. 
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