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PREFÁCIO

O volume IV da edição “Estudos em Biociências e Biotecnologia: Desafios, 

Avanços e Possibilidades” disponibiliza ao leitor informação científica avançada 

de caráter fundamentalmente aplicado. O livro está organizado em sete capítulos 

que focam essencialmente em conhecimento avançado em ciências biomédicas, 

neurociências, parasitologia, saúde animal e em processos avançados e sustentáveis 

de produção alimentar.
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Data de submissão: 15/09/2024
Data de aceite: 02/10/2024

David Alejandro Macías Martín 
Maestro en Ciencias en la
 Unidad de Biotecnología

 Médica y Farmacéutica del 
Centro de Investigación y 

Asistencia en Tecnología y 
Diseño del Estado de Jalisco (CIATEJ)

Guadalajara. Jalisco. México
https://orcid.org/0000-0002-8287-8823 

Iliana del Carmen Barrera Martínez 
Doctora en la Unidad de Biotecnología 

Industrial del Centro de 
Investigación y Asistencia en 

Tecnología y Diseño del 
Estado de Jalisco (CIATEJ)

Zapopan. Jalisco. México
https://orcid.org/0000-0001-5391-6299 

Flor Yohana Flores Hernández2 
Maestra en Ciencias en la 

Unidad de Biotecnología 
Médica y Farmacéutica del 

Centro de Investigación y 
Asistencia en Tecnología y 

Diseño del Estado de Jalisco (CIATEJ)
Guadalajara. Jalisco. México

https://orcid.org/0000-0002-4231-1195

1 Agradecimientos a Proyecto Frontera 2019CF-2095609, 
financiado por CONAHCYT.
2 Autor correspondiente.

RESUMEN: Actualmente, el cáncer es una 
enfermedad de alta incidencia en todo el 
mundo y uno de los principales tratamientos 
para destruir las células cancerosas es la 
quimioterapia. Sin embargo, las células sanas 
también son afectadas, provocando efectos 
secundarios graves que reducen la calidad de 
vida del paciente. Varios informes se centran 
en la investigación de nuevas moléculas como 
la quercetina, un conocido agente contra 
el cáncer que se consume en gran medida 
en la dieta humana. Sin embargo, tiene una 
baja biodisponibilidad debido a su escasa 
solubilidad, productos metabólicos inactivos 
y su corta vida media. Por tanto, es necesario 
desarrollar estrategias para mejorar los efectos 
antineoplásicos de la quercetina evitando 
daños graves a las células sanas. En este 
trabajo evaluamos si quercetina modificada 
enzimáticamente (EMQuer) conserva o ejerce 
una mayor actividad citotóxica contra células 
cancerosas que contra células no tumorales.  
La quercetina fue sometida a reacciones 
enzimáticas con lacasa. El material resultante 
(EMQuer-4 y EMQuer-8) y la quercetina se 
aplicaron en cultivos de células cancerosas 
HeLa y Caco-2 y células no tumorales Vero 
a diferentes concentraciones, seguido de un 
ensayo por citometría de flujo utilizando un 
kit de viabilidad celular para determinar la 
citotoxicidad. Cada condición experimental se 
ejecutó tres veces. Los resultados sugieren 
que EMQuer-4 y EMQuer-8 tienen un menor 
efecto inhibidor sobre las células Vero no 
tumorales, en comparación con la quercetina, 
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y que se mejora la citotoxicidad contra las células de cáncer de cérvix HeLa y de 
cáncer de colon Caco-2. Una mejor eficacia de EMQuer en contraste con quercetina 
para suprimir el crecimiento de células cancerosas podría deberse al hecho de que se 
espera que la modificación enzimática, como la oxidación catalizada por lacasas, mejore 
la biodisponibilidad de la quercetina. Son necesarios más estudios utilizando derivados en 
diferentes líneas celulares tumorales y modelos animales de cáncer.
PALABRAS CLAVE: Quercetina. Citotoxicidad. Lacasa. Células de Cáncer.

IN VITRO CYTOTOXIC ACTIVITY OF ENZYMATICALLY MODIFIED QUERCETIN ON 

CERVIX UTERI AND COLON CANCER CELLS

ABSTRACT: Currently, cancer is a high incidence disease throughout the world and one 
of the main treatments to destroy cancer cells is chemotherapy. However, non-tumoral 
cells also get damaged or their growth turns slow, causing severe side effects that reduce 
patient’s life quality. Several reports focus on anticancer analysis of new molecules such 
as quercetin, a well-known anticancer agent largely consumed in human diet. However, 
it has low bioavailability due to its poor solubility, inactive metabolic products and short 
half-life. Thus, it is necessary to develop strategies to improve quercetin anticancer 
effects avoiding severe damage to non-tumoral cells. In this work we evaluated whether 
enzymatically modified quercetin (EMQuer) preserves or exerts higher cytotoxic activity 
against human cancer cells than against non-tumoral cells.  Quercetin was subjected to an 
enzymatical reaction with laccase. The resulting material (EMQuer-4 and EMQuer-8) and 
quercetin were applied on cultured HeLa and Caco-2 cancer cells and non-tumoral Vero 
cells at different concentrations for 72 h, followed by flow cytometry viability assay using 
the BD Cell Viability Kit to determinate cytotoxicity. Each experimental condition was run 
three times. The results suggest that EMQuer has lower inhibitory effect on non-tumoral 
Vero cells, when compared with unmodified quercetin, and cytotoxic activity against 
HeLa cervix cancer cells and Caco-2 colon cancer cells is improved. Better efficiency of 
EMQuer than unmodified quercetin on suppressing cancer cells growth might come from 
the fact that enzymatical modification such as laccase-catalyzed oxidation is expected to 
improve bioavailability of quercetin. Further studies are necessary by using derivatives on 
different tumoral cell lines and cancer animal models.
KEYWORDS: Quercetin. Cytotoxic activity. Laccase. Cancer cells.

1 INTRODUCCIÓN

El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo, siendo la 

tercera en México y la sexta a nivel global (INEGI 2024). En 2021, se reportaron 19.3 

millones de nuevos casos y 10 millones de muertes a nivel mundial, incluyendo 90,645 

en México (OMS 2022; INEGI 2022). Se espera que para 2040 estas cifras aumenten 

significativamente (OMS 2023). 

Existen varios tratamientos para el cáncer, una de las principales es la 

quimioterapia, aunque tiene desventajas debido a la resistencia que desarrollan las 
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células cancerosas (Xu et al., 2021). Por eso, se combinan con otros tratamientos para 

mejorar la efectividad (NIH 2021). En este contexto, la quercetina ha mostrado resultados 

prometedores en estudios recientes, inhibiendo la migración y crecimiento de células 

cancerosas, lo que la convierte en un potencial tratamiento (Zhaorigetu et al., 2021; Lin et 

al., 2017). Sin embargo, su baja biodisponibilidad es una limitante, es por ello que diversas 

investigaciones se enfocan en mejorar esta característica (Manzoor et al., 2021). Es por 

ello que la quercetina modificada enzimáticamente busca mejorar su biodisponibilidad y 

actividad antineoplásica (Khlupova et al., 2016; Karaki et al., 2016; Kurisawa et al., 2003). 

La lacasa es una enzima utilizada para obtener la quercetina modificada, actúa como 

oxidorreductasa que oxida un sustrato mediante la transferencia de cuatro electrones 

de moléculas de oxígeno diatómico originando moléculas de agua y reacciones de tipo 

cascada, de Diels-Alder, de oxigenación, de adición de Michael o acoplamientos oxidativos 

(Cardullo et al. 2022).

2 METODOLOGÍA

Se realizó un diseño experimental mediante triplicados de cada muestra para 

cada prueba, implementándose un control con quercetina estándar, en las líneas 

celulares de mamífero: VERO, correspondientes a células de riñón de mono verde 

africano (ATCC ® CCL-81) como control de células sanas; y HeLa, adenocarcinoma de 

cérvix humano (ATCC® CRM-CCL-2) y Caco-2, adenocarcinoma colorrectal (ATCC-

HTB-37). Estas se cultivaron con procedimientos recomendados por el proveedor, 

en ambiente controlado con medio de crecimiento D´MEM alto en glucosa (Medio 

Eagle modificado de Dulbecco, marca SIGMA) suplementado con 1% de antibióticos 

(10,000 U/ml Penicilina, 10,000 µg/ml Estreptomicina, producto P4333 de la marca 

Sigma del lote 109323) y 10% de SFB (Suero Fetal Bovino), a 37°C y 5% CO2, con 

humedad relativa, realizando cambios de medio cada 2-3 días. Los ensayos In vitro 

se realizan cuando los cultivos alcanzan el 80% de confluencia (Campos-Silva y cols., 

2018; Monsees y cols., 2005).

2.1 OBTENCIÓN DE QUERCETINA MODIFICADA ENZIMÁTICAMENTE

Se mezclan vigorosamente 10 mL de solución de quercetina 20 mM; 5 mL de 

solución de lacasa 1.6 U/mL con 5 mL de solución de quercetina 20 mM y 5 mL de 

solución de lacasa 0.8 U/mL con 5 mL de solución de quercetina 20 mM durante 24 h a 

35°C, protegidos de la luz.
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Así pues, se obtiene como control de comparación quercetina estándar (Quer), 

así como quercetina modificada por lacasa en concentración de 0.4 U/mL (EMQuer-4) y 

quercetina modificada por lacasa en concentración de 0.8 U/mL (EMQuer-8).

2.2 CITOTOXICIDAD POR MTT

Se preparan cantidades suficientes de soluciones y se retira el medio de cada uno 

de los pozos, puesto que la quercetina causa interferencia en la medición del analito; se 

realiza un lavado con PBS 1X a cada pocillo. Se mide la absorbancia de la solución de la 

prueba a la longitud de onda de 570 nm.

2.3 VIABILIDAD POR CITOMETRÍA DE FLUJO

El marcaje para la determinación de la viabilidad utiliza el kit de viabilidad (BDTM 

Cell Viability Kit 349483). Se llevan al citómetro de flujo BD AccuriTM C6, se utilizan los 

gráficos SSC-A y FSC-A (Side SCatter y Forware SCatter) para seleccionar la población 

celular y marcaje con solución acuosa de yoguro de propidio [4.3 mM (1X)] (detección 

FL3) y con solución de anaranjado de tiazol [42 µM (1X)] en DMSO (detección FL1) para 

mostrar las células vivas y muertas.

2.4 IDENTIFICACIÓN DE CONCENTRACIONES IC50 

Se realiza el análisis por función probit utilizando el método gráfico de la 

pendiente para estimar la concentración inhibitoria media (IC50) al 50% de viabilidad 

celular y se eligen las concentraciones implementadas más próximas. Cada una 

de las concentraciones seleccionadas deberán de ser igualmente evaluadas en las 

correspondientes líneas de células sanas Vero.

3 RESULTADOS

3.1 OBTENCIÓN DE QUERCETINA MODIFICADA ENZIMÁTICAMENTE

La quercetina se oxida al reaccionar con la lacasa tras 24 horas, cambiando su 

color de amarillo intenso a tonos ocre y pardo, siendo más oscuro en EMQuer-8 que 

en EMQuer-4. Según la figura 1, la quercetina presenta dos bandas características a 

longitudes de onda de 260 nm y 374 nm. Al oxidarse, la absorbancia de estas bandas 

disminuye, pero no aparece una nueva banda a 290 nm, como se reporta en estudios 

previos, lo que posiblemente se deba a la formación de una quinona conjugada.
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Figura 1. Barrido espectrofotométrico de las soluciones de Quer, EMQuer-4 y EMQuer-8 elaboradas.

3.2 CITOTOXICIDAD POR MTT (3-(4,5-DIMETHYLTHIAZOL-2-YL)-2,5-

DIPHENYLTETRAZOLIUM BROMIDE)

Líneas celulares Vero y Hela fueron expuestas a las concentraciones de 

quercetina en las soluciones preparadas con medio de cultivo durante 72 h para después 

haber sido sometidas a la prueba de MTT en la que finalmente se mide la absorbancia a 

una longitud de onda de 570 nm.

Como se muestra en la figura 3 contrariamente a lo esperado, la absorbancia en 

los cultivos aumenta con la concentración de quercetina, debido a su interacción con el 

compuesto MTT, fenómeno también observado en otros flavonoides (Peng et al., 2005). 

Sin embargo, a bajas concentraciones de quercetina, se notan ligeros descensos en 

la respuesta, lo que indica cierto grado de citotoxicidad antes de que interfiera en las 

mediciones a concentraciones más altas. Dado que la quercetina afecta la precisión del 

análisis, se decidió utilizar citometría de flujo para evaluar la viabilidad celular, permitiendo 

distinguir entre células vivas, muertas, y otros fragmentos.
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Figura 3. Se puede apreciar un incremento consistente de absorbancia nivel por nivel, sugiriendo que la 
biomolécula quercetina, en interacción con el compuesto MTT, produce absorbancia como lo haría el metabolito 
formazan a una longitud de onda de aproximadamente 570 nm. 

3.3 VIABILIDAD POR CITOMETRÍA DE FLUJO

Se aplicó una solución de tratamiento de quercetina a cultivos celulares en tres 

placas de 12 pozos, incubadas durante 72 horas en reposo y protegidas de la luz. En la 

figura 4 se observan imágenes representativas de los controles celulares sin tratamiento, 

mostrando un cultivo de células Vero. Debido a que la quercetina es insoluble en agua, se 

observan precipitados finos en concentraciones de 100 µM, 200 µM, 400 µM y 1000 µM 

en los cultivos de células Vero, lo cual se mantuvo constante a lo largo del tratamiento. 

En cambio, en las células Hela (figura 5), el precipitado comenzó siendo fino y terminó 

aglomerándose en todas las concentraciones.

Figura 4. Fotografías representativas de los cultivos celulares implementados en las evaluaciones a un aumento de 
200X. A. Células Vero (ATCC-CCL-81). B. Células Hela (ATCC-CCL-2). C. Células Caco-2 (ATCC-HTB-37). 
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Se observaron células Vero adheridas en todos los pozos donde fueron 

expuestas a diferentes concentraciones de quercetina de todos los tratamientos en el 

medio de cultivo, como se muestra en las figura 5 se puede apreciar cómo la confluencia 

celular disminuye y el detrito se incrementa conforme se aumenta la concentración de 

quercetina en el medio.

Figura 5. Fotografías representativas de los cultivos celulares expuestos a quercetina oxidada, a un aumento de 
200X. Se observan cambios evidentes en la morfología, adhesión y proliferación. Se puede apreciar el aumento del 
número de partículas de quercetina conforme incrementa la concentración.

Asimismo, se observaron células HeLa adheridas en los pozos donde fueron 

expuestas a las concentraciones de quercetina de todos los tratamientos en el medio 

de cultivo, se puede apreciar cómo desde las más bajas concentraciones la confluencia 

celular disminuye y el detrito se incrementa conforme se aumenta la concentración de 

quercetina en el medio. Las células Hela se presentan muy afectadas, nivel a nivel, con 

morfologías cada vez más alteradas.

Se observaron células Caco-2 adheridas en los pozos donde fueron expuestas 

a las concentraciones de quercetina de todos los tratamientos en el medio de cultivo, 

se puede apreciar cómo la confluencia celular disminuye, las morfologías se alteran y 

el detrito se incrementa conforme se aumenta la concentración de quercetina en el 

medio. Posteriormente las suspensiones celulares pasaron a adquirirse en el citómetro 

Accuri C6.

3.4 ADQUISICIÓN DE SOLUCIONES DE TRATAMIENTO CON QUERCETINA

Las soluciones de tratamiento con quercetina fueron adquiridas por el citómetro 

como blanco para visualizar y determinar las áreas de respuesta de la biomolécula a 

las diferentes concentraciones de prueba, obteniéndose los gráficos mostrados en la 

figura 6.
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3.5 ADQUISICIÓN DE CÉLULAS Y PRUEBA DE VIABILIDAD

Como se muestra en la figura 6, se verificó que los campos de detección de 

las diferentes muestras no se invadieran para evitar conteos erróneos de las células 

evaluadas; así se aseguró que las respuestas de las células viables (color verde, positivas 

por naranja de tiazol) son agrupadas en un área exclusiva donde no se agrupan ni la 

quercetina (color marrón), ni las células alteradas y no viables (color rojo, positivas por 

yoduro de propidio), ni el medio de cultivo, ni el detrito. Dicha área ha sido abarcada por 

los controles positivos y evitada por los controles negativos.

Figura 6. Gráficos representativos de los análisis de viabilidad por citometría de flujo.

En la microscopía se observó que la línea celular Vero mantuvo un número 

considerable de células viables incluso a las concentraciones más altas de quercetina, 

con pequeñas variaciones en cada tratamiento. En cambio, la línea celular HeLa mostró 

una disminución progresiva en el número de células viables a medida que aumentaba la 

concentración de quercetina, especialmente con el tratamiento con quercetina. Ambos 

comportamientos se pueden apreciar en la figura 6.

El número de células viables de la línea Caco-2 disminuye de manera menos 

pronunciada, como se observa en la figura 6. Las agrupaciones de células viables 

(puntos verdes) disminuyen de tamaño con cada concentración de quercetina, 

especialmente con EMQuer-8. Al mismo tiempo, las agrupaciones de células no viables 

(puntos rojos) aumentan de tamaño con el incremento de quercetina. También se 

observan unidades de color negro fuera de las áreas de conteo, debido a alteraciones 

en la integridad celular. 

La contabilización celular de las líneas Vero, Hela y Caco-2 se realizó calculando 

mediante el software Microsoft Office Excel el porcentaje de células viables respecto al 

control negativo correspondiente, obteniendo los gráficos mostrados en la figura 7.
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Figura 7. Se puede apreciar cómo las células de las líneas HeLa y Caco-2 pierden más del 60% de su viabilidad, 
llegando a presentar 0% de viabilidad en HeLa con la quercetina Quer (Qstd) y un comportamiento similar de Caco-
2 con la quercetina EMQuer8 (Q0.8); mientras que las células de la línea Vero se ven menos afectadas, perdiendo 
no más del 40% de su viabilidad. 

Se puede apreciar cómo las células de las líneas HeLa y Caco-2 pierden más 

del 60% de su viabilidad, llegando a presentar 0% de viabilidad de Hela con la Quer, así 

como de Caco-2 con la EMQuer-8; mientras que las células de la línea Vero se ven menos 

afectadas, perdiendo no más del 40% de su viabilidad. Los resultados encontrados 

arrojan los datos mostrados en la tabla 1, para las IC50 según el análisis probit.

Tabla 1. Concentraciones IC50 de las líneas celulares evaluadas. Quer: Quercetina estándar; EMQuer-4: Quercetina 
reaccionada con 0.4 U/mL de lacasa; EMQuer-8: Quercetina reaccionada con 0.8 U/mL de lacasa; IC50: 
Concentración inhibitoria 50. Las concentraciones se encuentran expresadas en μM.

Vero Hela Caco-2

Compuesto IC50 IC50 IC50

Quer 110 50 200

EMQuer-4 290 20 100

EMQuer-8 240 20 400

Como se muestra en la tabla 1, la IC50 de quercetina estándar para la línea celular 

Hela se encuentra muy próxima a una concentración de [20 µM]; resultado similar a 

algunos otros encontrados: [30 µM] según Xu y cols. y Herni y cols. 2021; [26 µM] según 

Pani y cols. 2020, o [110 µM] según Eren y cols. 2021.

Asimismo, se pueden encontrar publicaciones con resultados variados para la 

línea celular Caco-2 como concentraciones de [50 µM] según Psahoulla y cols. 2007; [70 

µM] según Volstatova y cols. 2019, o [200 µM] según Chabane y cols. 2009 y Gonzales y 

cols. 2016.
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Las concentraciones inhibitorias identificadas coinciden con algunas 

publicaciones previas y los resultados nos muestran de manera contundente una 

distinción marcada en los efectos ejercidos por la quercetina entre la línea de células 

sanas Vero y las líneas de células cancerosas Hela y Caco-2.

4 CONCLUSIÓN

Se identificaron IC50 de quercetina modificada enzimáticamente en líneas celulares 

de cáncer de colon (EMQuer-4: 400 μM y EMQuer-8: 200 μM) y cérvix (EMQuer-4: 60 μM 

y EMQuer-8: 80 μM). Estas concentraciones coinciden con lo reportado previamente. Los 

resultados indican una disminución notable de los efectos citotóxicos de la quercetina 

EMQuer en las células sanas Vero, pero no en las células cancerosas HeLa y Caco-2.
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