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ABREVIATURAS

Ac-DEVD-pNA: acetil-Asp-Glu-Val- Asp p-nitroanilida.
ADN o DNA: acido desoxirribonucleico.

aMED: alimentacion mediterranea.

APNPs: amphiphilic peptide nanoparticles.

ARN o RNA: acido ribonucleico

Atp6v0d2: d2 isoform of vacuolar (H+) ATPase VO domain.
Bcl-2: B cell Lymphoma.

cDNA: acido desoxirribonucleico complementario.

CTSK: cathepsin K.

DMSO: dimetilsulfoxido.

EMEM (EBSS): Eagle’s Minimum Essential Medium (Earle’s balanced salt

solution).

FBS: suero fetal bovino.

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase.
HERZ2: human epidermal growth factor receptor 2.

IC50: concentracion inhibitoria media maxima.

LPS: lipopolisacarido.

MAPKSs: mitogen activated protein kinases.

M-CSF: macrophage colony stimulating factor.

MMP-9: matrix metallopeptidase-9.

MRNA: &cido ribonucleico mensajero.

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.

MUFA.: &cidos grasos monoinsaturados.
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NEAA: Non-Essential Amino Acids.

NFATc1: nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic 1.
NF-kB: nuclear factor-kp.

NO: nitric oxide.

OC-STAMP: osteoclast stimulatory transmembrane protein.
OS: osteorarcoma.

OSCAR: osteoclast-associated receptor.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PISK/AKT: via fosfatidilinositol- 3-kinasa o0 phosphatidylinositol 3-kinase
pathway.

pNA: p-nitroanilina.

PUFA: acidos grasos poliinsaturados.

RANKL: receptor activator of nuclear factor-kB ligand.
ROS: reactive oxygen species.

SD: desviacion estandar.

SE: error estandar.

TRAP: tartrate-resistant acid phosphatase.
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TABLAS

Tabla 1. Efecto antiproliferativo in vitro de oleuropeina sobre células humanas

de osteosarcoma.

FIGURAS

Figura 1. Cultivo de células humanas de osteosarcoma MG-63 en monocapa.
Figura 2. Incubador de células.

Figura 3. Efectos antiproliferativos de oleuropeina en lineas celulares de
osteosarcoma. Las graficas muestran curvas de dosis-respuesta de
oleuropeina obtenidas mediante ensayo de MTT después de 24,48y 72

h de exposicién. Los valores son medias + SD.

Figura 4. Ensayo MTT para la viabilidad celular de células MG-63 cultivadas
durante 24 y 48 horas en presencia de oleuropeina. Mediciones
representativas de tres conjuntos distintos de datos: n.s. no significativo,
* (p < 0.05). Las barras de error representan la SD.

Figura 5. Actividad de caspasa-3 detectada mediante ensayo colorimétrico.
Los datos presentados se calcularon a partir de tres experimentos
independientes. Los datos presentados son medias = SD, n.s. no

significativa frente al control, * p < 0.05 frente al control.

Figura 6. Expresiones relativas de los niveles del mMRNA de Bax y Bcl-2 en
células humanas de osteosarcoma MG-63. (A) Niveles del mRNA de
Bax. (B) Niveles del mMRNA de Bcl-2. Las expresiones relativas de mRNA
se determinaron mediante la cuantificacion relativa de la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real. Los niveles de RNA
(normalizados a los niveles de RNA de GAPDH) se representaron como
un aumento o disminucion de la expresion en relacidén con los niveles del
control. Los datos se expresan como medias + desviaciones estandar de
tres experimentos independientes, n.s. no significativo frente a control, *

p < 0.05 vs. control.
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RESUMEN

La dieta mediterranea es ampliamente consumida y aceptada en nuestra
sociedad. La oleuropeina, uno de los principales componentes del aceite de
oliva, ha sido objeto de estudio en numerosos trabajos, destacando aquellos que

tratan sobre sus propiedades anticancerigenas.

La agresividad de esta patologia y el crecimiento descontrolado que
produce en las células hace que exista un gran interés biomédico que permita

buscar nuevas estrategias para abordar de manera eficiente esta enfermedad.

En la primera parte de este estudio, se evaluo la actividad antiproliferativa
de la oleuropeina en dos lineas celulares humanas de osteosarcoma (MG-63 y
Saos-2).

El analisis estadistico de IC50 por el método de regresion Probit sugirid
que la oleuropeina tuvo efectos toxicos similares en ambas lineas celulares
(rango de IC50 247.4-475.0 yM en células MG-63 y 359.9-798.7 uM en células
Saos-2).

Posteriormente, se estudié la via apoptética Bax/Bcl-2 en las células
humanas de osteosarcoma MG-63 carentes de p-53, tras ser expuestas a la
oleuropeina. La actividad de caspasa-3 se midi6 mediante un ensayo

colorimétrico.

Ademas, la expresion del mRNA de Bax, Bcl-2 y p-53 fue determinada por
PCR en tiempo real después de 24 horas de exposicion. Tanto la relacion entre
la expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 como la actividad de la caspasa-3
aumentaron en las células expuestas a la oleuropeina en comparacion con las
del control no expuesto (P <0.05). Como se esperaba, no se detectd ningun
MRNA de p-53 en las células MG-63.

Nuestros resultados sugieren que la oleuropeina induce muerte
compatible con apoptosis independiente de p-53 en células de osteosarcoma
humano MG-63.

Palabras clave: Oleuropeina, osteosarcoma, apoptosis.
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ABSTRACT

Mediterranean diet is widely consumed and accepted in our society.
Oleuropein, one of the main components of olive oil, has been investigated in
numerous studies, especially those dealing with its anti-cancer properties.

The severity of this pathology and the uncontrolled growth it produces in
the cells lead to a great biomedical interest in exploring new strategies to
efficiently confront this disease.

This study evaluated the antiproliferative activity of oleuropein in two
human osteosarcoma cell lines (MG-63 and Saos-2).

IC50 statistical analysis by Probit regression method showed that
oleuropein had similar toxic effects on both cell lines (IC50 ranges from 247.4-
475.0 yM for MG-63 cells and from 359.9-798.7 uM for Saos-2 cells).

Thereatfter, the p-53-null MG-63 human osteosarcoma cells were exposed
to oleuropein and the Bax/Bcl-2 apoptotic pathway was investigated. Caspase-3
activity was determined by a colorimetric assay.

Furthermore, Bax, Bcl-2 and p-53 mRNA expression was assessed by
real-time PCR following 24 hours of exposure. Both the ratio of Bax/Bcl-2 mRNA
expression and caspase-3 activity were enhanced in cells exposed to oleuropein
when compared to unexposed control cells (P < 0.05). Predictably, no p-53

MRNA expression was observed in MG-63 cells.

These results show that oleuropein induces a p-53-independent

apoptosis-like mechanism in human MG-63 osteosarcoma cells.

Key words: Oleuropein, osteosarcoma, apoptosis.
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INTRODUCCION GENERAL

Capitulo I. INTRODUCCION GENERAL.

l. 1. Antioxidantes, salud 6sea y cancer.

El estudio de alimentos y productos derivados de plantas naturales con
alto contenido en antioxidantes ha crecido en los ultimos afios debido a la

multitud de propiedades que se le atribuyen.

Dentro de los ambitos en los que se ha estudiado como afectan estos

compuestos, caben destacar la salud 6sea y el cancer.

En la revision realizada por Jing An y colaboradores (An et al., 2016), se

muestra de forma detallada los mecanismos sobre los que actuan.

Los compuestos activos de las plantas naturales, que poseen efectos
sobre la inhibicion de la funcion y diferenciacion de osteoclastos, incluyen
flavonoides, terpenoides, glucdsidos, lignanos, cumarinas, alcaloides,

polifenoles y limonoides entre otros.

Los estudios incluidos en la revision mencionada, han demostrado que los
productos naturales ejercen efectos inhibitorios a través de la regulacion de
muchos factores que intervienen en el proceso de la osteoclastogénesis y
resorcidon dsea, tales como las citoquinas esenciales (RANKL, M-CSF), factores
transcripcion (NFATcl, c-Fos), vias de sefalizacion (NF-kB, MAPKs,
sefalizacion de ion calcio), genes especificos de los osteoclastos (TRAP, CTSK,
MMP-9, integrin B3, OSCAR, DC-STAMP, Atp6v0d?2) y factores locales (ROS,
LPS, NO) entre otros.

El desarrollo de productos naturales tiene gran valor para acelerar el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas moleculares para la prevencion o
tratamiento de enfermedades erosivas 6seas y para la medicina regenerativa del
hueso. Asi mismo, la inhibicién de la resorcién 6sea excesiva y la regulacion del
metabolismo 0Oseo, crearia una nueva alternativa para el tratamiento de

enfermedades 0Oseas.
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INTRODUCCION GENERAL

También se ha demostrado que el consumo de productos naturales, con
alto contenido en polifenoles, aumenta de forma significativa la masa Osea
(Shahnazari et al., 2016). En este caso, el estudio in vivo realizado en roedores
tras el consumo de ciruela seca, reflejo la disminucion de la resorcién 6sea al
afectar directamente a los precursores de osteoclastos y suprimir la actividad
inflamatoria, y al mismo tiempo se observé una ganancia de hueso debido al

aumento de la formacion 6sea.

Dentro de los alimentos con alto contenido en antioxidantes, encontramos
las frutas y las verduras, destacando su alto contenido en carotenoides y
vitamina C. Su consumo esta asociado a un efecto protector frente a la aparicion

de cancer, concretamente frente al cancer de pulmon (Shareck et al., 2017).

Los polifenoles, debido a su potencial antioxidante y antiinflamatorio, han
sido objeto de estudio para determinar su posible relacion con la disminucién de
riesgo de padecer ciertos canceres. Sin embargo, es necesario seguir
investigando, ya que la variedad de dosis, de compuestos y de mecanismos de
accion en las diferentes lineas celulares in vitro y restos de estudios
epidemioldgicos e in vivo, hacen dificil determinar una respuesta Unica y
homogénea para sacar conclusiones que se puedan generalizar y extrapolar a

los tipos de cancer que existen (Zhou et al., 2016).

|. 2. Dieta Mediterranea y cancer.

Las descripciones generales utilizadas para la definicion de “Dieta
Mediterrdnea”, pese a sus variabilidades, tienen puntos en comun. Todas ellas
incluyen el alto consumo de aceite de oliva virgen extra, verduras, frutas,
cereales, legumbres, frutos secos y una ingesta moderada de pescados y
carnes, productos lacteos y vino tinto, como indica el trabajo de Davis y
colaboradores (Davis et al., 2015).

La dieta mediterranea es conocida por los beneficios que confieren a la
salud sus componentes bioactivos, destacando los compuestos polifendlicos y
fitoesteroles (Zamora-Ros et al., 2010).

18 Olga Leal



INTRODUCCION GENERAL

Estos provienen principalmente del vino tinto, aceite de oliva, té, café,

nueces, fruta, verdura y especias (Davis et al., 2015).

El estilo de alimentacion mediterranea ha demostrado, con amplia
solvencia cientifica, por asociacion o intervencién, generar numerosos beneficios
en la prevencién y tratamiento de diferentes tipos de situaciones de riesgo y/o
patologias cronicas. Como sugiere la revision de Dussaillant y colaboradores, la
alimentacion de tipo mediterranea es una importante herramienta para ser
implementada a nivel de salud publica en el desarrollo de politicas efectivas para

disminuir la morbimortalidad prematura (Dussaillant et al., 2016).

Debido a estas propiedades se ha demostrado que la adherencia a la dieta
mediterranea esta asociada a una disminucién de mortalidad por cancer, asi
como una menor incidencia de padecer cancer colorrectal, de mama, de cabeza,
gastrico, de prostata y de cuello de utero. Asi mismo, cabe mencionar que este
efecto beneficioso de la dieta mediterranea no lo confiere uno de sus multiples
componentes de forma aislada, sino el conjunto de todos ellos (Schwingshackl
& Hoffmann, 2016).

Parece que existe una relacion entre el cancer y la obesidad, por lo que
el efecto antiobesidad que tiene la dieta mediterrdnea entre sus consumidores,
seria una de las explicaciones de la menor prevalencia de esta enfermedad
(Kwan et al., 2017).

La aparicion del sindrome metabdlico es inversamente proporcional al
consumo de esta dieta, debido a los mencionados efectos como agente
preventivo de la obesidad, pero es su caracter anticancerigeno el mas estudiado
debido a ser la segunda causa de muerte después de las enfermedades

cardiovasculares (Di Daniele et al., 2017).

Ademas de realizar estudios para observar como el consumo de esta dieta
supone una disminucion del riesgo a padecer estas enfermedades, es importante
la medicién de la adherencia de la poblacion estudiada a los mencionados
habitos dietéticos, para poder asi establecer esta relacion de forma mas clara.
Hodge y colaboradores relacionaron en su estudio estos habitos saludables con
un menor riesgo de padecer cancer de pulmon, especialmente en fumadores
(Hodge et al., 2016).
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También encontramos otros canceres, como el de cabeza y cuello, donde
se incluirian los localizados en faringe y laringe entre otros. Los resultados, en
comparacion con el consumo de frutas, verduras y legumbres principalmente,
vuelven a mostrar una relacion inversa entre la adherencia a la dieta

mediterranea y el riesgo de padecer esta enfermedad (Giraldi et al., 2016).

Los resultados del estudio realizado por Turati y colaboradores en 2017
apoyan los de Giraldi y colaboradores, tratando una localizacion similar del

cancer con resultados idénticos (Turati et al., 2017).

En la bibliografia consultada, no sélo encontramos datos referidos a la
prevencion, sino a una mejora tras el diagnéstico. Podemos encontrar el ejemplo
en dos estudios sobre cancer colorrectal, en el que se destaca el importante
papel de la adherencia terapéutica tanto como un factor de prevencion de riesgo
de aparicion (Rosato et al.,, 2016) como, en el caso de que la enfermedad ya
estuviera diagnosticada, su asociacion a una mayor supervivencia a largo plazo
(Ratjen et al., 2017).

El cancer de mama, el mas frecuente en mujeres, es uno de los mas
estudiados, sobre todo en mujeres postmenopausicas. Uno de los factores de
riesgo de este cancer es una dieta alta en grasas, por lo que existe un gran
interés en la dieta mediterranea por ser rica en antioxidantes e inhibir los factores
de crecimiento que promueven el crecimiento de estas células malignas
(Potentas et al., 2015).

No solo encontramos estudios de adherencia con una asociacion inversa
a la aparicion de esta enfermedad (van den Brandt & Schulpen, 2017), y
revisiones que muestren la eficacia de esta dieta en pacientes ya diagnosticadas
y sus beneficios (Braakhuis et al.,, 2016), sino que se recomienda la
suplementacién con los componentes principales de esta dieta, como el aceite

de oliva virgen extra como prevencion primaria (Berrino, 2016).

20 Olga Leal



INTRODUCCION GENERAL

l. 3. Dieta mediterranea y salud Osea.

Recientemente, en 2017, se ha realizado una revision para actualizar la
epidemiologia de la osteoporosis, centrandose en las fracturas, por ser la
consecuencia clinica mas importante de la osteoporosis. Destacan en sus
hallazgos los factores dietéticos como importantes factores no farmacologicos
que permiten disminuir el riesgo de padecer fracturas y poder, de ese modo,

mejorar la salud 6sea (Cauley, 2017).

Los estudios basados en patrones alimentarios han crecido en la dltima
década, teniendo en cuenta diferentes aspectos de la dieta. Los resultados
muestran que el alto consumo de frutas, legumbres, frutos secos, pescado, aves
y productos bajos en grasas y el bajo consumo de productos procesados, dulces,
refrescos y cereales refinados, estan implicados en la mejora de la salud Osea.
Estos resultados obtenidos de una revision de 2017 muestran que, con el
conocimiento actual sobre el tema, la adecuacién de la dieta supone una
iniciativa de promocioén de la salud para mejorar la densidad mineral ésea y
mantenerla para asi reducir el riesgo de osteoporosis y, consecuentemente, el

riesgo de padecer fracturas en el futuro (Movassagh & Vatanparast, 2017).

La poblacién de estudio que podemos encontrar es muy variada, por
ejemplo, grupos mixtos de mediana edad o edad avanzada en el que los
resultados reafirman la idea de que una mayor adherencia a la dieta
mediterranea se asocia de forma favorable a la densidad mineral 6sea (G. D.
Chen et al., 2016).

Por otro lado, debido al componente genético, hay autores como
Calderon-Garcia y colaboradores, que se decantan por grupo de mujeres,
observando que el consumo de pescado y vitamina D ayuda a mantener una
densidad 6sea adecuada en mujeres premenopausicas, siendo un dato
relevante para la prevencion de los problemas que pudieran derivar de la

osteoporosis (Calderon-Garcia et al., 2012).

Ademas de la osteoporosis, hemos encontrado relacion con otros
problemas 6seos. Una mayor adherencia a la dieta mediterrdnea, comprobada
mediante cuestionario validado (aMED), esta relacionada con una menor
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prevalencia de osteoartritis de rodilla. Estos resultados se obtuvieron de las mas
de 4000 personas que participaron en este estudio con una media de edad de
61.2 afnos (Veronese et al., 2016).

Otro de los objetivos por los que se ha estudiado el consumo de la
mencionada dieta fue para conocer si se le podria atribuir caracteristicas de
prevencion de ciertos problemas 6seos derivados de una baja densidad mineral
O0sea. De este modo, los resultados asocian un menor riesgo de fractura de
cadera a las personas cuyos habitos alimentarios son mas caracteristicos de la

dieta mediterranea (Haring et al., 2016).

Estos resultados coinciden con las conclusiones de Bygerg vy
colaboradores en su poblacion sueca estudiada (Byberg et al., 2016), compuesta
tanto por hombres como por mujeres, a diferencia del estudio de Haring y
colaboradores (Haring et al., 2016), que estaba compuesto sélo de mujeres
norteamericanas. Destaca este primero en sus conclusiones la importancia de
gue la dieta es un factor modificable que debe tenerse en cuenta como
herramienta de prevencién, en este caso, para disminuir el riesgo de sufrir una

fractura de cadera.

l. 4. Aceite de oliva (Oleuropeina).

Entre los componentes de la dieta mediterranea a los que se les atribuye
un beneficio en la salud, encontramos el aceite de oliva virgen extra, resultado

del fruto de la Olea europaea, mas conocido como olivo (Tripoli et al., 2005).

Este aceite tiene una alta concentracion de MUFA (acidos grasos
monoinsaturados), como el acido oleico, a los que se les otorga una reduccion
de riesgo de padecer arterioesclerosis, frente al consumo perjudicial de PUFA
(acidos grasos poliinsaturados) (Tripoli et al., 2005).

Sus beneficios no son atribuidos solo a la relacion entre los acidos grasos
saturados e insaturados, sino a las propiedades antioxidantes de sus
compuestos fendlicos. La pulpa de la aceituna contiene estos compuestos

hidrofilos, donde encontramos desde algunos simples como el hidroxitirosol
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hasta los llamados lignanos y los secoiridoides (Tripoli et al., 2005) (Owen et al.,
2000).

En este ultimo grupo encontramos la oleuropeina, el componente mas
estudiado y el objeto principal del presente trabajo. Es el responsable del peculiar
sabor amargo y picante del aceite de oliva virgen extra, pero destaca
principalmente por su actividad antioxidante. Se encuentra tanto en las hojas del
olivo como en la pulpa de su fruto (Tripoli et al., 2005) (Vogel et al., 2014), siendo

el principal componente fendlico del mismo (Romero et al., 2017).

En la citada revision de Tripoli y colaboradores, las conclusiones destacan
una correlacion positiva entre el consumo de dieta mediterranea y una baja
incidencia de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer,
destacando el papel de los componentes del aceite de oliva (Tripoli et al., 2005).

Estos resultados apoyan conclusiones de revisiones previas (Owen et al.,
2000).

Es necesario tener en cuenta que puede existir una diferencia en la
concentracion de estos compuestos, como evaluaron Negro y colaboradores en
su estudio (Negro et al., 2019). En él compardé 8 tipo diferentes de aceites de
oliva virgen extra italianos y la concentracion de oleuropeina podia variar en 4
veces desde el de menor hasta el de mayor concentracion. Esto es debido a la

variabilidad del origen, la técnica de produccion y, principalmente, del genotipo.

En revisiones posteriores como la de Vogel y colaboradores en 2014 se
amplian los beneficios que la oleuropeina aporta a la salud, destacando, aparte
de las capacidades antioxidante y cardioprotectora ya mencionadas, sus
caracteristicas antihipertensivas, hipoglucemiante y como reductor del
colesterol. Pese a que algunos de los estudios son realizados en animales, son
necesarios futuros estudios en los que los resultados en personas confirmen
dichas cualidades (Vogel et al., 2014).

La evidencia de estudios in vivo e in vitro también muestra la alta actividad
antiinflamatoria y cdmo supone un beneficio en genes relacionados con la
obesidad y el sindrome metabdlico. Este hecho explicaria la baja incidencia de

enfermedades inflamatorias crénicas entre la poblacion residente en la regiéon
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mediterranea, por consumir aceite de oliva de forma diaria en su dieta (Parkinson
& Cicerale, 2016).

Sun y colaboradores destacan esta cualidad antihipertensiva de la
oleuropeina como una futura estrategia prometedora para tratar dicha
enfermedad, aunque en personas con hipotension, también se produciria una

bajada de la misma (Sun et al., 2017).

Aunque inicialmente, los estudios se centraban en la dieta mediterranea,
existen cada vez mas publicaciones que destacan si las dietas son ricas o pobres
en aceite de oliva, por ser este componente el principal aporte de grasa en este

tipo de dieta, tanto in vivo como in vitro (Waterman & Lockwood, 2007).

Es importante destacar que la variedad aceite de oliva virgen extra
contiene una proporcién de antioxidantes significativamente mas alta que el resto
de aceites refinados. El consumo necesario para alcanzar dichos beneficios
saludables, no esta definido de forma clara. Aunque en los estudios in vitro se
sabe que los resultados dependen de la dosis, en los estudios in vivo a veces es

dificil cuantificar o registrar el consumo (Waterman & Lockwood, 2007).

Las hojas de los olivos son, a su vez, otra fuente para la obtencién de
dichos compuestos. Es una fuente barata, renovable y abundante, que suele ser
muchas veces desecho agricola. Sin embargo, hay un creciente interés en ellas,
ya que de las hojas se extraen componentes fendlicos tanto para cosmética

como para complementos alimenticios e industrias farmacéuticas.

En la revision de Sahin y Bilgin, se analizan las diferentes propiedades,
asi como las diferentes variables a tener en cuenta para una extraccion mas
exitosa, como son la edad de la hoja, el grado de maduracion, el origen
geografico o incluso el clima, ya que la cantidad de biofenoles tiende a disminuir

en dias calurosos de verano y aumentar en primavera (Sahin & Bilgin, 2017).

También existen estudios que buscan una mayor efectividad en las
condiciones de los procesos industriales para extraer estos antioxidantes
fendlicos de las hojas del olivo, como el estudio de Shirzad y colaboradores,
cuyos resultados muestran una mayor eficiencia de la extraccion con unas

condiciones de 51% de etanol con respecto al agua, durante 15 minutos a 65°C,

24 Olga Leal



INTRODUCCION GENERAL

identificando 27 compuestos con la oleuropeina como compuesto principal
(Shirzad et al., 2017).

Se ha estudiado que el extracto obtenido de las hojas de olivo mejora las
cualidades del aceite de oliva, cuando son afadidas a éste, en los niveles de
tocoferol, carotenoides y clorofila, ademas de aumentar la actividad antioxidante
del aceite (Sahin et al., 2017).

Cicerale y colaboradores explican los citados efectos beneficiosos
mediante el estudio de la biodisponibilidad y las propiedades biolégicas que
confiere el consumo de aceite de oliva. Destacan sus efectos beneficiosos en el
plasma de las lipoproteinas, causa principal de las enfermedades
cardiovasculares; sobre la oxidacion de los lipidos, factor de riesgo de la
aterosclerosis; dafio oxidativo del ADN, precursor de diferentes tipos de cancer;

y diferentes marcadores biolégicos (Cicerale et al., 2010).

l. 5. Aceite de oliva (Oleuropeina) y cancer.

Existen multitud de estudios que relacionan la oleuropeina con
propiedades anticancerigenas. Estos resultados suelen obtenerse de modelos in
vivo 0 de modelos celulares de diferentes tipos de cancer, muy diferentes al
complejo cuerpo humano. Pese a que no se pueden aplicar estas conclusiones
de forma directa al cancer en humanos, ya que para ello serian necesarios
ensayos clinicos, la evidencia disponible en modelos celulares y animales
apoyan la conclusiéon de que los polifenoles del aceite de oliva, como la
oleuropeina, tienen efecto protector contra el cancer y puede explicar la menor
prevalencia en personas que consumen una dieta mediterranea (Boss et al.,
2016).

Partiendo de esta premisa, encontramos diferentes articulos y revisiones

gue estudian de qué modo se produce este efecto anticancerigeno.

En las conclusiones de la revision de estudios in vivo de Fabiani y
colaboradores, se muestra que los componentes fenélicos del aceite de oliva

inhiben tanto la fase de iniciacion como la de progresion de la carcinogénesis.
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En esta primera fase, destacan el posible papel de estos componentes para

prevenir el dafio en el ADN inducido por estrés oxidativo (Fabiani, 2016).

Una revision reciente ha demostrado que la oleuropeina actia como un
agente anticancerigeno por su mediacion en varios mecanismos importantes,
incluyendo los dirigidos a HER2, modificaciones epigenéticas, interferencia con
la via MAPK, modulacién de la apoptosis y eje de sefializacion PI3SK/AKT, asi
como reduciendo la produccién de ROS en diferentes tipos celulares (Ahmad
Farooqi et al., 2017).

Otras de las cualidades que se le atribuyen a este antioxidante son la
inhibicion de factores de crecimiento que estan excesivamente expresados en
distintos tipos de cancer y la induccién a la apoptosis en las células cancerigenas
(Fayyaz et al., 2016).

Debido a sus cualidades como antiinflamatorio, la oleuropeina podria
prevenir la colitis asociada a procesos quimioterapéuticos en cancer colorrectal
(Giner et al., 2016).

Existen estudios que combinan los modelos celulares y modelos
animales, como el de Hamdi y Castellon. En él, podemos observar como la
oleuropeina induce la regresion de tumores en roedores. En los resultados en
lineas celulares, existe una inhibicion del crecimiento y de la migracion, evitando

asi la invasion en otros tejidos (Hamdi & Castellon, 2005).

Son muy frecuentes los estudios que utilizan lineas celulares humanas

tumorales para ver el efecto de la oleuropeina in vitro.

Se realiz6 un estudio en lineas celulares de cancer de colén y hepatico,
en el que ademas de comprobar el efecto antiproliferativo de la oleuropeina se
estudido como de efectivas eran diferentes variedades de olivo, de las que se
analizé su contenido en polifenoles y flavonoides, destacando finalmente, entre

otros, la oleuropeina (Maalej et al., 2017).

Dentro de los tipos de lineas celulares cancerigenas utilizadas podemos
encontrar prostata (Acquaviva et al., 2012), tiroides (Bulotta et al., 2013),
colorrectal (Cardeno, Sanchez-Hidalgo, Rosillo et al., 2013), hepatico (Yan et al.,
2015) y HelLa (Yao et al., 2014).
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Los resultados en todos ellos son bastante prometedores, destacando la
actividad antiproliferativa frente a estas células dafinas, aunque las diferentes
caracteristicas de los diferentes tipos hacen que la metodologia utilizada también
varie en los cultivos celulares realizados, ya que los efectos son dosis-
dependientes y no existe una concentracion de oleuropeina estandar que sea

efectiva en todos ellos.

Unos de los tipos de cancer mas estudiados in vitro con relacion a este
polifenol del aceite de oliva es el cancer de mama. En las diferentes lineas
celulares de cancer de mama que encontramos en los trabajos consultados, no
solo encontramos resultados positivos con respecto a la actividad
antiproliferativa (Sirianni et al., 2010), como en las lineas ya mencionadas, sino
que también destacan los resultados obtenidos con respecto al efecto
antimetastasico (Hassan et al., 2012) y apoptético (Hassan et al., 2014) del
antioxidante estudiado.

Ademas de la oleuropeina, también se han estudiado analogos de la
misma para ver si esta prometedora actividad antiproliferativa se podia encontrar
en ellos. De los 51 estudiados, 7 mostraron tener una citotoxicidad significativa
y de estos, el analogo 24, el que poseia la actividad tumoral mas prometedora,

fue utilizado en estudios mas detallados (Samara et al., 2017).

Los resultados en estudios in vivo en roedores inyectados con células de
cancer de mama humano, en combinacion con farmacos anticancerigenos como
la doxorrubicina, muestran una disminucion del volumen del tumor de mas de 3
veces con respecto al control al utilizar la oleuropeina como tratamiento

combinado (Elamin et al., 2017).

Este antioxidante, presente tanto en el aceite de oliva, como en las
aceitunas y las hojas de olivo, tiene un alto poder anticancerigeno, como se
demuestra en los estudios incluidos en la revision de Shamshoum vy
colaboradores. Los experimentos han sido realizados in vitro, en 11 lineas
celulares humanas tumorales diferentes y también in vivo, en modelos animales.
Estos efectos estan asociados con la capacidad de la oleuropeina para modular

la expresion génica y la actividad de una variedad de diferentes proteinas de
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sefalizacion que juegan un papel importante en la proliferacion y la apoptosis
(Shamshoum et al., 2017).

l. 6. Otros Antioxidantes y cancer (Curcumina).

La curcumina es un colorante alimenticio natural derivado de la carcuma,
especia obtenida de la planta denominada Curcuma longa. Aunque la curcumina
pura ha sido usada en algunos estudios experimentales, la mayoria de estos
estudios utilizan un derivado comercial que contiene un 80% de curcumina
(Shehzad et al., 2013).

Resultados recientes muestran que este compuesto tiene un alto
componente antioxidante y antiinflamatorio que le da un caracter terapéutico
multifactorial para el tratamiento de varias enfermedades. La curcumina
interviene en la modulacion de enzimas, factores de crecimiento y sus
receptores, asi como citoquinas y varias proteinas quinasas que controlan la

proliferacion celular y la progresion del ciclo celular (Shehzad et al., 2013).

También se ha demostrado que disminuye la mineralizacion y la

proliferacion celular en células con perfil osteoblastico (Moran et al., 2012).

Sin embargo, existen discrepancias sobre la concentracion de curcumina

necesaria para alcanzar estos niveles de citotoxicidad (Moran et al., 2014).

Una revision publicada en 2013 sobre el tratamiento con curcumina in
vitro, in vivo y ensayos clinicos, muestra las multiples vias moleculares sobre las

gue media para prevenir diferentes tipos de cancer (Shehzad et al., 2013).

En 2015, el resultado de otra revision mostré la aplicacién de la curcumina
como tratamiento en diferentes tipos de cancer in vivo (Leal-Hernandez et al.,
2015).

En revisiones posteriores estos datos siguen confirmandose, como
observamos en una revision de 2016 de Imran y colaboradores en la que
muestran que la curcuminay la fuerte mezcla de las moléculas bioactivas que la

componen (conocidas como curcuminoides) suprimen la proliferaciéon, la
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angiogénesis, la invasion, la activacion NF-kB y la metéastasis de diferentes

tumores (Imran et al., 2016).

Dentro de todos los canceres estudiados, destacamos los resultados

obtenidos de osteosarcomas o diferentes enfermedades 6seas.

Los compuestos naturales, como la curcumina, estan siendo estudiados
como posibles futuros tratamientos del osteosarcoma, por su afectacion a las

lineas de sefalizacion de las células principales (Angulo et al., 2017).

Los resultados obtenidos en una revision reciente sobre diferentes
enfermedades 0seas, muestra una vision prometedora de como la curcumina
actla, sobre todo, en enfermedades con una actividad resortiva excesiva
(Rohanizadeh et al., 2016).

De las enfermedades analizadas, encontramos la osteoporosis, la
osteoartritis, el osteosarcoma y las metéastasis 6seas derivadas de otros
canceres (Rohanizadeh et al., 2016).

La curcumina podria proteger de la osteoporosis inducida por
glucocorticoides mediante la proteccion de los osteoblastos de la apoptosis, por

lo que seria un tratamiento preventivo prometedor (Z. Chen et al., 2016).

Hablando de la apoptosis, en este caso de las células malignas, la via
mitocondrial parece ser una de las mas importantes. La curcumina interfiere
activando esta via mediante la generacion de ROS intracelular, lo que le

concederia este efecto antitumoral que se le atribuye (Z. Chang et al., 2014).

En los estudios in vitro, la linea celular humana de osteosarcoma mas
frecuente es la MG-63. En ellos se destacan diferentes caracteristicas de este
antioxidante. La curcumina parece inhibir la proliferacion y la habilidad invasiva

de estas células cancerosas inhibiendo los genes diana (Yu et al., 2015).

Utilizando un vehiculo hidrofébico apropiado (APNPs), la curcumina
podria actuar en un medio acuoso e inhibir selectivamente las células de
osteosarcoma (MG-63) en lugar de los osteoblastos humanos sanos, dando mas
posibilidades de tratamiento a este compuesto (R. Chang et al., 2015).
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Este mismo autor ya mostro que, con las concentraciones adecuadas, la
curcumina podria atacar de forma selectiva a las células cancerigenas frente a

las células 6seas sanas (R. Chang et al., 2014).

l. 7. Aceite de oliva (Oleuropeina) y salud 6sea.

La degeneracion esquelética debido a la edad, también conocida como
osteoporosis, es un problema de salud importante a lo largo de todo el mundo.
Algunos componentes de la dieta protegen nuestro sistema esquelético de esta
enfermedad, como el consumo de aceite de oliva y sus polifenoles, que han

mostrado mejorar la salud 6sea (Garcia-Martinez et al., 2014).

Estos efectos beneficiosos podrian atribuirse a su habilidad para reducir
el estrés oxidativo y la inflamacién. En estudios con lineas celulares se ha
demostrado que los polifenoles del aceite de oliva aumentan la proliferacion de
pre-osteoblastos, la diferenciacion de osteoblastos y disminuye la formacion de
osteoclastos. Sin embargo, las vias celulares sobre las que intervienen siguen

siendo estudiadas (Chin & Ima-Nirwana, 2016).

La forma en la que la oleuropeina disminuye la formacion de osteoclastos,
y por tanto inhibe la resorcion del hueso, es mediante el bloqueo de la expresion
del mRNA de los marcadores genéticos de osteoclastos (Torre, 2017).

Existen también estudios que muestran estos efectos de los compuestos
fendlicos, pero haciendo diferencias entre diferentes variedades de aceite de
oliva virgen extra, y con frutos en diferente etapa de maduracion. Los resultados
mostraron que la variedad picual aumentd la proliferacion en un porcentaje
mayor que la arbequina. Se observé una disminucion de la proliferacion celular
cuando el fruto era recogido al final del periodo de cosecha, por disminuir el
contenido fendlico total en esta Ultima etapa (Garcia-Martinez et al., 2016).

En un estudio realizado con diferentes polifenoles del aceite de oliva, se
observdé que la oleuropeina favorecia el depdsito de calcio y disminuia la
formacion de osteoclastos (Hagiwara et al., 2011).
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Con respecto a su actividad antiinflamatoria, la oleuropeina parece
mejorar el dafio tisular asociado a la artritis inducida por colageno, al actuar
durante la inflamacion crénica propia de la artritis reumatoide (Impellizzeri et al.,
2011).

Este efecto protector en la masa 6sea asociado a una modulacion de los

parametros antiinflamatorios, también fue estudiado en ratas (Puel et al., 2006).

Este mismo autor, indica que la oleuropeina no solo podria tratar la
inflamacion, sino también prevenirla, como comprobd igualmente en ratas

ovariectomizadas (Puel et al., 2004).

También se estudian las propiedades del aceite de oliva con otros
compuestos. En combinacion con la vitamina D3, es capaz de contrarrestar la
pérdida 6sea inducida por la carencia de estrogenos, siendo asi una probable
alternativa nutricional para la prevencion de la osteoporosis (Tagliaferri et al.,
2014).

l. 8. Apoptosis mediada por Bax/Bcl-2.

El término apoptosis fue propuesto por Kerr desde hace varias décadas
para hacer referencia a la muerte celular deliberada. Este proceso se ha
mostrado como un mecanismo indispensable para lograr una adecuada
homeostasis. La apoptosis puede ser mediada por diversas vias de sefalizacion
molecular bajo un estricto control regulador, ya que la desregulacion de tales
sefalizaciones se asocia al desarrollo de enfermedades autoinmunes y cancer

(Ramirez-Garcia et al., 2014).

La iniciacion de los procesos apoptoéticos esta regulada por las células b
de linfoma 2 (Bcl-2), familia de proteinas que pueden ser identificadas como pro-

apoptoticas o anti-apoptotica (Cory et al., 2003; Unger et al., 1993).

La apoptosis se regula a través de la accion de varios oncogenes vy,
posteriormente, las oncoproteinas muestran la accion inhibitoria o promotora.
Bcl-2, un gen ubicado en el cromosoma 1821, codifica una proteina de 26 kD

gue bloquea la muerte celular programada sin afectar a la proliferacién celular.
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La proteina Bax es un miembro de la familia Bcl-2 que promueve la apoptosis.
En muchos sistemas, los miembros de la familia Bcl-2 modulan la apoptosis, vy el
ratio Bax/Bcl-2 sirve para determinar la susceptibilidad de las células a la

apoptosis (Salakou et al., 2007).

Las propiedades de Bcl-2 son tan relevantes y diversas que pueden
decidir el desenlace de una célula, ya sea por apoptosis, necrosis o autofagia.
Sin embargo, dicha capacidad, si esta mal regulada, puede permitir que células
alteradas sobrevivan y den origen a estirpes con dichas caracteristicas v,

adicionalmente, adquieran otras (Ramirez-Garcia et al., 2014).

En los ultimos afios, varios estudios han investigado la importancia del
ratio Bax/Bcl-2 y lo correlacionaron con la progresion del desarrollo de varias
enfermedades o tumores malignos. Se sabe que las caspasas, especialmente la
caspasa-3, actuan en el control posterior de Bax/Bcl-2 y desempefian un papel

clave en la ejecucion de la apoptosis (Salakou et al., 2007).

La evidencia reciente sugiere que Bcl-2 también actia como una medida
de la muerte del sustrato para las caspasas Yy, por lo tanto, que la familia de
enzimas caspasas puede inactivar la funcién antiapoptética de Bcl-2 y aumentar
aun mas la muerte celular, incluso cuando se desencadena la apoptosis a través
de una via no dependiente de Bax/Bcl-2. Aunque existe un ciclo de
retroalimentacion entre Bcl-2 y caspasas, Bcl-2 no siempre puede inhibir la
apoptosis, lo que implica un subconjunto de activacion de caspasas que lleva a

la muerte celular (Salakou et al., 2007).

La relacion Bax/Bcl-2 puede regular positivamente la expresion de
caspasa-3 y modular la apoptosis asociada con el progreso de la enfermedad.
Cuando la relacion Bax/Bcl-2 es <1 se asocia con la remision completa y estable
después de la extirpacion del tumor. La relacion Bax/Bcl-2 fue un marcador
predictivo independiente para la respuesta terapéutica después de la eliminacion

de la zona afectada (Salakou et al., 2007).

Estas vias de apoptosis son tenidas en cuenta en estudios in vitro de
viabilidad de células cancerigenas, para conocer como afecta a la regulacion de

la expresion en estas proteinas.
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Cuando existe una actividad antiproliferativa por parte del agonista que
esté actuando en el cultivo celular y, por lo tanto, un aumento de la apoptosis en
estas células cancerigenas, existe un aumento de la expresion de Bax, proteina
apoptotica, y una disminucion de Bcl-2, proteina antiapoptotica. Al mismo tiempo
aumenta el ratio de Bax/Bcl-2, lo que indica una inducion a la apoptosis (Vadde
et al., 2015; Wu et al., 2017).

l. 9. El gen p-53.

El gen p-53 fue descrito por primera vez hace 40 afios y han sido
numerosas las investigaciones realizadas desde entonces sobre él para
determinar su funcion. El gen expresa una proteina supresora de tumores que
puede detener el ciclo celular, activar enzimas de reparacién de ADN si detecta
dafios o incluso iniciar procesos de apoptosis si estos dafios son irreparables
(Levine & Oren, 2009).

Sin embargo, este gen supresor de tumores esta mutado en canceres
humanos, impidiendo evitar que las células malignas se propaguen de forma

descontrolada y aumentando asi su virulencia (Petitjean et al., 2007).

Debido a esto, diversas investigaciones estan enfocadas en la busqueda
de farmacos que permitan reactivar el p-53 mutante (Blanden et al., 2015).

Las propiedades anticancerigenas de la oleuropeina también se han
relacionado con la expresiéon elevada de la proteina p-53 en células de cancer
de mama (Chimento et al., 2014; Hassan et al., 2014), células de cancer de colon
(Cardeno, Sanchez-Hidalgo, & Alarcon-de-la-Lastra, 2013) y células humanas
de neuroblastoma (Secme et al., 2016). En general, se ha sugerido que la
oleuropeina influye en las moléculas clave de sefializacion implicadas en la
proliferacion y supervivencia de células cancerosas y, por esa razon, podria
utilizarse como un agente para atacar estas moléculas de sefializacion de forma

especifica (Shamshoum et al., 2017).
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Capitulo II. Objetivos.

Objetivo primario: Determinar la posible citotoxicidad de la
oleuropeina sobre células humanas de osteosarcoma y la

caracterizacion de dicho proceso.

Objetivo secundario: Estudiar la regulacion de la muerte
celular inducida por oleuropeina en células humanas de
osteosarcoma y su compatibilidad con la apoptosis mediante el

estudio de las vias Bax/Bcl-2.
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Capitulo Ill. Material y métodos

[1l. 1. Cultivos celulares.

Se han realizado cultivos in vitro con lineas celulares humanas de

osteosarcoma (MG-63 y Saos-2).
Ambas lineas tienen un modo de crecimiento adherente.

La primera de ellas, MG-63, tiene su origen en un varon caucésico de 14
afios con osteosarcoma y su morfologia es de fibroblasto.

La Saos-2, sin embargo, tiene su origen en una mujer caucasica de 11

afos con sarcoma osteogénico primario y su morfologia es epitelial.

Las lineas celulares MG-63 y Saos-2 (Osteosarcoma humano) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

Las células MG-63 se cultivaron en EMEM (EBSS) suplementado con
10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, penicilina (10 U/ml),
estreptomicina (10 ug/ml), glutamina 2 mM y 1 % amino&cidos no esenciales
(NEAA).

Las células Saos-2 se cultivaron en McCoy’s 5a suplementado con 10 %
de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, penicilina (10 U/ml),
estreptomicina (10 pg/ml) y glutamina 2 mM.

Los cultivos se incubaron en presencia de 5 % de COz2 a 37 °Cy 95 % de
humedad relativa.
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Figura 1. Cultivo de células humanas de osteosarcoma MG-63 en monocapa.

[1l. 2. Viabilidad celular mediante estudios de MTT.

Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos con una densidad de
1 x 10%células/pocillo y se incubaron por 24 ha 37 °C en 5 % de COz. Las células
se trataron con diferentes concentraciones de oleuropeina y las no tratadas se
utilizaron como controles negativos. Después de los diferentes periodos de

tratamiento, se agregaron 100 pl de reactivo MTT a cada pocillo.

Las placas se incubaron a 37 °C en 5 % de CO:2 durante 4 h. Luego, se
afiadieron 100 pl de la solucion de solubilizacion (DMSO) a cada pocillo, seguido
de una incubacién de 1 h a 37°C para disolver los cristales de formazan.
Finalmente, se leyo la absorbancia usando un lector de placas ELISA a una
longitud de onda de 570 nm. El porcentaje de citotoxicidad y la viabilidad celular
se calcul6 usando la siguiente ecuacion: % de citotoxicidad = 1 - (absorbancia
media de las células tratadas / absorbancia media del control negativo) y % de
viabilidad = 100 - % de citotoxicidad.
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Figura 2. Incubador de células.

lll. 3. Expresion génica mediante ensayos de PCR en tiempo real.

Se ha estudiado la expresién génica de Bax/Bcl-2 mediante ensayos de

PCR en tiempo real para conocer su mediacion en la apoptosis.

Se aislo el ARN total de las células cultivadas expuestas a diferentes
condiciones. Las concentraciones del ARN se midieron
espectrofotométricamente. 1 ug de ARN total fue transcrito de forma inversa en
un volumen de reaccion final 20 pl. EI ADN complementario fue preparado por

transcripcion inversa.

La PCR cuantitativa se realizé en un instrumento StepOne Thermal Cycler
y se determind la expresion de GAPDH, Bax, Bcl-2. Los niveles de transcripcion
se determinaron usando sondas Tagman. La expresion de la transcripcion se

determind utilizando el método 2-22Ct (Livak & Schmittgen, 2001), con valores
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normalizados frente a los de GAPDH. Los cambios de expresion se midieron en

relacion con los controles no estimulados.

El ARN total se extrajo utilizando el reactivo TRIzol (Sigma, St. Louis, MO,
USA). El cDNA fue sintetizado por KiCqgStart One-Step Probe real-time
guantitative PCR ReadyMix (Sigma, St. Louis, MO, USA). La PCR cuantitativa
se realizd utilizando el ensayo de expresion genica TagMan (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA) en un sistema de PCR en tiempo real StepOne
Plus (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones se realizaron en un volumen de
10 pl que contenia 1 pl de cDNA diluido, 20X TagMan Gene Expression Assay
Mix y 2X TagMan Universal PCR Master Mix. Las mezclas de ensayos de
expresion génica de TagMan se utilizaron para detectar Bax, Bcl-2 y p-53,
mientras que el GAPDH humano se midié como un control de contaminacion. La
expresion geénica relativa se calculd restando el valor Ct de Bax, Bcl-2 o p-53
(genes de interés) del gen GAPDH (control) por el método 2-22Ct (Livak &
Schmittgen, 2001). Cada PCR cuantitativa se realiz6 por triplicado y se repitio de

forma independiente tres veces.

lll. 4. Actividad caspasa-3.

Se midié la actividad de esta enzima ya que la caspasa-3 es un miembro
de la familia de las caspasas que juega un importante papel como mediador de
la apoptosis, 0 muerte celular programada. Después de su activacion, la
caspasa-3 corta una gran variedad de proteinas celulares, causando cambios

morfoldgicos y funcionales en las células que llevan a cabo la apoptosis.

El ensayo de la caspasa-3 permite una cuantificacion rapida y eficaz de la

actividad de esta enzima.

La actividad de caspasa-3 se midié con un kit de ensayo colorimétrico

(Sigma, St. Louis, MO, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ensayo colorimétrico caspasa-3 se basa en la hidrélisis de acetil-Asp-
Glu-Val- Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) por la caspasa-3, dando como

resultado la liberacion del resto p-nitroanilina (pNA). La p-nitroanilina se detecta
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a 405 nm (¢ mm = 10.5). La concentracion del pNA liberado del sustrato se calcula
a partir de los valores de absorbancia a 405 nm o de una curva de calibracién
preparada con estandares pNA.
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Capitulo IV PROPIEDADES ANTIPROLIFERATIVAS DE LA
OLEUROPEINA EN CELULAS HUMANAS DE OSTEOSARCOMA

V. 1. Introduccion.

En las hojas de olivo (Olea europaea), el principal compuesto fendlico es
la oleuropeina, seguida del hidroxitirosol, flavona-7-glucésidos de luteolina y
apigenina, y verbascoésido [1a]. Las propiedades antioxidantes y antiproliferativas
de estos compuestos han sido estudiadas extensivamente, con un nimero de
estudios que informaron que el aceite de oliva es mas eficaz contra el cancer

que otras formas de lipidos agregados [1b, c].

El consumo de aceite de oliva ha demostrado -correlacionarse
inversamente con el riesgo de cancer de mama en los seres humanos [1d] y
reducir significativamente lesiones precancerosas en cancer colorrectal in vitro
[2,3], cancer de prostata [4], leucemia [5], cancer de pancreas [6], carcinoma
hepatocelular [7], células Hela [8a], cancer de mama [8b-g], cancer de tiroides
[9a], carcinoma de vejiga urinaria [8c], adenocarcinoma de células renales y

eritroleucemia/glioblastoma/melanoma [9b].

Aunque la oleuropeina también ha demostrado tener efectos cruciales en
la formacion y mantenimiento de huesos, y por lo tanto para remediar de forma
efectiva las condiciones relacionadas con el hueso, como la osteoporosis [9c],
hay una falta de datos relacionados con otras enfermedades, como el
osteosarcoma (OS).

V. 2. Objetivo.

En este estudio investigamos, por primera vez, el efecto antiproliferativo
de oleuropeina en dos lineas celulares humanas de OS, MG-63 y Saos-2. El
efecto de la oleuropeina fue probado en dos lineas celulares humanas diferentes
de OS, que representan dos niveles diferentes de madurez osteoblastica [9d].
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V. 3. Método.

La oleuropeina fue adquirida de Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA).
Las lineas celulares MG-63 y Saos-2 (OS humano) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Las células MG-63 se cultivaron en EMEM (EBSS) suplementado con
10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, penicilina (10 U/ml),
estreptomicina (10 pg/ml), 2 mM glutamina y 1 % de aminoacidos no esenciales
(NEAA).

Las células Saos-2 fueron cultivadas en McCoy's 5a suplementado con
10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, penicilina (10 U/ml),

estreptomicina (10 pg/ml) y 2 mM glutamina.

Los cultivos fueron incubados en presencia de 5% CO2 a 37°Cy 95 %

de humedad relativa.

Ensayo de citotoxicidad: Las células fueron cultivadas en placas de 24
pocillos con una densidad de 1 x 10* células/pocillo y se incubaron por 24 h a
37 °C en5 % de CO.. Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones
de oleuropeina (50, 100, 200, 400 uM). Las células de cancer no tratadas se

utilizaron como controles negativos.

Después de 24, 48 y 72 h de tratamiento, se agregaron 100 ul de reactivo
MTT a cada pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C en 5 % de CO:2 durante 4
horas. Luego, se afiadieron 100 ul de la solucién de solubilizacién a cada pocillo,
seguido por la incubacion durante 1 h a 37 °C para disolver cristales de
formazan. Finalmente, la absorbancia fue leida con un lector de ELISA a una
longitud de onda de 570 nm. Los porcentajes de citotoxicidad y viabilidad celular
se calcularon utilizando la siguiente ecuacion: % citotoxicidad = 1 - (absorbancia
media de las células tratadas / absorbancia media del control negativo) y % de
viabilidad = 100 - % citotoxicidad.
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Determinaciones IC50: El andlisis Probit fue utilizado para determinar la
concentracion en la que la mortalidad de oleuropeina fue del 50 % (IC50) por el
uso de un algoritmo de regresion de maxima verosimilitud. También se

determinaron los valores de citotoxicidad de IC10 y IC90.

Andlisis estadisticos: Todos los datos de este estudio se representan en
media + SD de 3 réplicas de experimentos idénticos. Se determiné la normalidad
de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La significacion
estadistica fue determinada por ANOVA seguido de prueba de Bonferroni, y se
consider6 estadisticamente significativo un valor P <0.05. Los datos se

representaron como porcentajes de control vs concentracion logaritmica (uM).

V. 4. Resultados.

La oleuropeina causo6 50 % de muerte celular, en las dos lineas celulares
humanas de OS probadas (MG-63 y Saos-2), con valores de IC50 de 346.3 uM
y 419.7 uM en lineas de células MG-63 y Saos-2, respectivamente, después de
48 h de exposicion.

En este estudio, fue demostrado que la oleuropeina tiene un valor mayor
de IC50 con respecto al calculado previamente en estudios en células humanas
promielociticas de leucemia HL60 (116.7 uM [10a] y 170 uM [10b], células MCF-
7y MDA-MB-231, 110 y 160 pM, respectivamente [8c].

La dosis de oleuropeina utilizada en nuestro estudio también fue mayor
que la descrita para las células de HelLa carcinoma de cérvix humano (200 uM)
[8a], células de cancer de tiroides (100 pM) [9a] y las células MDA-MB-231, MCF-
10A y STO (25-75 uM), pero similar a la dosis utilizada en las células de cancer
del colon después del tratamiento de 48h (400 uM) [2] y las células de cancer de
prostata después del tratamiento de 72h (100-500 uM) [4].
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El efecto de la oleuropeina en las células de cancer fue ampliamente
estudiado por Kikuchi y colaboradores [10c], que probs su citotoxicidad contra
un grupo de 39 lineas celulares de cancer humano, sin encontrar entre ellas
ninguna representacion de cancer de hueso. El estudio contra cancer de mama,
sistema nervioso central, colon, pulmoén, melanoma, ovario, renal, estbmago y
prostata demostré una concentracion media de 96 uM de oleuropeina para la
inhibicion al 50 % del crecimiento celular con respecto al control, después de

48 h de exposicion [10c].

Por lo tanto, nuestros resultados confirman que la citotoxicidad de
oleuropeina en células de cancer depende de la concentracion de oleuropeina,

asi como de la duracion de la exposicion (Tabla 1 y Figura 3).

Ademas, el hallazgo de que la citotoxicidad difiere entre lineas celulares
sugiere que diferentes mecanismos moleculares pueden mediar en los efectos

de la oleuropeina.
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o Viabilidad Valor de p vs Valor de p vs
Exposicion  Oleuropeina (UM) ] 3 3
(MediatSD) células control células MG-63
50 107.5+6.2 0.707
100 114.3+2.8 0.147
24 h
200 72.2+11.6 0.002
400 60.5+8.8 <0.0001
50 95.7£2.7 0.953
o™
g 100 89.3£13.2 0.426
= 48 h
3 200 65.7+6.6 <0.0001
>
3
400 43.4+7.5 <0.0001
50 107.3£10.9 0.934
100 71.9+14.4 0.145
72 h
200 60.7£5.0 0.046
400 42.9+1.4 0.01
50 90.4+10.1 0.593 0.056
100 87.3£5.8 0.377 0.001
24 h
200 78.7+3.9 0.090 0.504
400 68.0+1.2 0.019 0.323
50 99.5+3.8 0.998 0.184
N
2 100 71.3£5.3 <0.0001 0.080
& 48 h
3 200 58.1+3.2 <0.0001 0.128
3
© 400 59.3+4.9 <0.0001 0.025
50 109.0+£9.5 0.720 0.884
100 86.7+4.8 0.426 0.304
72 h
200 53.3£7.8 0.006 0.374
400 45741 0.003 0.454

Tabla 1. Efecto antiproliferativo in vitro de oleuropeina sobre células humanas de osteosarcoma.
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Figura 3. Efectos antiproliferativos de oleuropeina en lineas celulares de osteosarcoma. Las
gréaficas muestran curvas de dosis-respuesta de oleuropeina obtenidas mediante ensayo de MTT

después de 24, 48 y 72 h de exposicion. Los valores son medias + SD.
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Capitulo V. PERSPECTIVAS ANTITUMORALES DE LA
OLEUROPEINA.

Debido a las caracteristicas de este tipo de trabajo (carta al editor) no se

ha seguido la estructura del resto de trabajos que forman la presente tesis.

V. 1. Resultados

Leimos con interés la revision de Imran y colaboradores (2018) sobre las
perspectivas antitumorales de la oleuropeina y su metabolito hidroxitirosol,
publicada en el Journal of Food Science en la edicién de junio de 2018. Las
conclusiones de su manuscrito afirman que la oleuropeinay el hidroxitirosol son
potenciales candidatos antitumorales, debido a su actividad basada en
experimentos in vivo e in vitro sobre cancer colorrectal, de mama, de piel, de
prostata, de pulmdn, de cérvix, de tiroides, hepéatico, de vejiga, sanguineo,
gastrico y cerebral. Felicitamos a Imran y colaboradores por una basqueda tan
extensa de la literatura publicada recientemente sobre los efectos antitumorales

de la oleuropeina.

Ademas, nos gustaria afiadir que nuestro grupo también ha publicado
resultados sobre los efectos antitumorales de la oleuropeina en células
osteosarcoma (Moran et al.,, 2016) que muestran que la oleuropeina tuvo
evidentes efectos citotoxicos en las células humanas de osteosarcoma de una
manera dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion, con efectos
toxicos similares en ambas lineas celulares analizadas (IC50 oscilan entre 247,4
y 475,0 uM para células MG-63 y entre 359,9-798,7 uM para células Saos-2). La
revision publicada anteriormente de Shamshoum y colaboradores (2017) ya
inform6 de esos hallazgos en las células humanas de osteosarcoma, asi como
de otros no incluidos en el reciente estudio de Imran y colaboradores (2018)
(mesotelioma (Marchetti et al., 2015), pancreatico (Goldsmith et al., 2015) y
neuroblastoma (Secme, Eroglu, Dodurga, & Bagci, 2016)).
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La razon detras de los criterios de exclusion no se discutié en su articulo,
pero los autores declararon que su objetivo principal era describir las
perspectivas y mecanismos anticancerigeno de oleuropeina e hidroxitirosol en
cultivos celulares y estudios en animales y humanos, por lo que creemos que
esos estudios deberian incluirse en la revision. Sin embargo, es intrigante que la
revision de Shamshoum, Vlavcheski y Tsiani (2017), publicada un afio antes, no
fuera citada por el estudio de Imran y colaboradores, ya que el conjunto de

conocimientos se superpuso basicamente entre las dos revisiones.
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Capitulo VI. APOPTOSIS INDEPENDIENTE DE P-53 EN CELULAS
HUMANAS DE OSTEOSARCOMA TRAS LA EXPOSICION A
OLEUROPEINA.

VI. 1. Introduccion.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo.
Los productos naturales se han identificado como fuentes esenciales de futuros
agentes quimioterapéuticos. La dieta tipica mediterrdnea se describe mediante
una alta ingesta dietética de alimentos de origen vegetal, incluido el uso

frecuente de aceitunas (Olea europaea) y sus derivados (1).

La dieta mediterranea es abundante en componentes bioactivos
(vitaminas, flavonoides y polifenoles), lo que se ha sugerido como un factor que
contribuye a la baja frecuencia de cancer en la regibn mediterranea en
comparacion con la frecuencia detectada en otros paises (1,2). El aceite de oliva
incluye en su composicién tres tipos de polifenoles (hidroxitirosol, lignanos y
secoiridoides como la oleuropeina), que presentan notables comportamientos
antioxidantes (1,3). Se han estudiado en gran medida las caracteristicas
antioxidantes y antiproliferativas de estos polifenoles, con varios informes que
muestran gue el aceite de oliva es mas util contra el cancer que otros tipos de

lipidos suplementarios (3).

La oleuropeina es el elemento fendlico mas comun en las aceitunas (1,4).
Aunque se ha demostrado que la oleuropeina tiene propiedades relacionadas
con la creacion y conservacion de los huesos y, en consecuencia, mejora las
condiciones relacionadas con los huesos como la osteoporosis (5), no hay
pruebas suficientes (6) sobre la funcion de la oleuropeina en otras condiciones,
como el osteosarcoma. Aungue se han descrito previamente efectos citotoxicos
de la oleuropeina en células humanas de osteosarcoma (6), los mecanismos que
regulan estos procesos no se han estudiado hasta ahora. El tratamiento con
oleuropeina de diferentes modelos celulares de cancer in vitro condujo a la
activacion de la via apoptotica, lo que se demostr6 mediante una elevada

proporcion de Bax/Bcl-2 y de la actividad de caspasa-3 (7).
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Las propiedades anticancerigenas de la oleuropeina también se han
relacionado con la expresiéon elevada de la proteina p-53 en células de cancer
de mama (8,9), células de cancer de colon (10) y células de neuroblastoma
humano (11). En general, se ha sugerido que la oleuropeina influye en las
moléculas clave de sefializacion implicadas en la proliferacion y supervivencia
de células cancerosas y, por esa razon, podria utilizarse como un agente para

atacar especificamente estas moléculas de sefalizacion (7).

VI. 2. Objetivo.

Este estudio se implementé para evaluar las propiedades
anticancerigenas de la oleuropeina y para investigar adicionalmente la expresion
génica relacionada con la apoptosis, como un mecanismo subyacente de
regulacion de la citotoxicidad inducida por oleuropeina en células humanas de

osteosarcoma carentes de p-53.

VI. 3. Método.

Linea celular: La linea celular MG-63 (osteosarcoma humano) se obtuvo
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Las células MG-63 se cultivaron en
EMEM (EBSS) suplementadas con 10 % de suero bovino fetal (FBS) inactivado
por calor, penicilina (10 U/ml), estreptomicina (10 ug/ml), glutamina 2 mMy 1 %
de aminoacidos no esenciales (NEAA). Los cultivos fueron incubados en
presencia de un 5 % de COz a 37 °C y un 95 % de humedad relativa. Las células
se cultivaron en placas de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10* células/pocillo
e incubadas durante 24 h a 37 °C en 5 % de CO.. Las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de oleuropeina (100, 200 uyM) durante 24 y 48 h.

Las células cancerosas no tratadas se utilizaron como controles negativos.

Reactivos: La oleuropeina fue comprada a Sigma-Aldrich (98 % de
oleuropeina) (St. Louis, MO, USA).
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Ensayo de viabilidad: Después del tiempo/dosis de exposicion a la
oleuropeina (100 y 200 uM durante 24 o 48 h) seleccionada en consecuencia a
los resultados anteriores de nuestro grupo (6), se afiadieron 100 pl de reactivo
MTT a cada pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C en 5 % de CO2 durante 4 h.
Luego, se afadieron 100 ul de la solucion de solubilizacion a cada pocillo,
seguido de la incubacion durante 1 h a 37 °C para disolver los cristales de
formazan. Finalmente, se ley6 la absorbancia utilizando un lector de placas
ELISA a una longitud de onda de 570 nm. El porcentaje de citotoxicidad y
viabilidad celular se calcul6 utilizando la siguiente ecuacién: % de citotoxicidad=1
- (absorcion media de las células tratadas / absorcion media del control negativo)
y % viabilidad = 100 - % citotoxicidad.

PCR cuantitativa en tiempo real: El RNA total se extrajo utilizando el
reactivo TRIzol (Sigma, St. Louis, MO, USA). El cDNA fue sintetizado por
KiCqStart One-Step Probe RT-gPCR ReadyMix (Sigma, St. Louis, MO, USA). La
PCR cuantitativa se realiz6 utilizando el ensayo de expresion génica TagMan
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) en un sistema de PCR en tiempo
real StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific). Las reacciones se realizaron en un
volumen de 10 yl que contenia 1 ul de cDNA diluido, 20X TagMan Gene
Expression Assay Mix y 2X TagMan Universal PCR Master Mix. Las mezclas de
ensayos de expresion génica de TagMan se utilizaron para detectar Bax, Bcl-2 'y
p-53, mientras que el GAPDH humano se midi6 como un control de
contaminacion. La expresion génica relativa se calculé restando el valor Ct de
Bax, Bcl-2 o p-53 (genes de interés) del gen GAPDH (control) por el método 2-
AACt (12). Cada PCR cuantitativa se realizd por triplicado y se repitié de forma

independiente tres veces.

Ensayo colorimétrico caspasa-3: La actividad de caspasa-3 se midio
con un kit de ensayo colorimétrico (Sigma, St. Louis, MO, USA) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.
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Andlisis estadistico: El analisis estadistico de los datos se realizé
utilizando el software SPSS 20.0 para Windows (SPSS, Inc. Chicago, IL, USA).
Los datos se expresan como la media = SE. Las diferencias se probaron con la
prueba U de Mann-Whitney. Los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

VI. 4. Resultados.

Para determinar los efectos de la citotoxicidad inducida por oleuropeina
en las células MG-63, las células humanas de osteosarcoma se trataron con
100 uM y 200 pM de oleuropeina durante 24 y 48 horas. Como se muestra en la
Figura 4, la oleuropeina inhibio la proliferacion de células MG-63 de una manera
dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

Los resultados del ensayo de actividad de la caspasa-3 se muestran en la
Figura 5. La actividad de las caspasas fue significativamente mayor en las
células expuestas a la oleuropeina (200 uM) en comparacion con la de las
células de control (P <0.05). No se observaron diferencias estadisticamente

significativas después de una exposicion de 100 uM durante 24 horas.

La proporcién entre la proteina pro-apoptotica Bax y la proteina
antiapoptotica Bcl-2 desempefia un papel decisivo en la regulacion de la via
intrinseca de la apoptosis. La expresion del mRNA de Bax se incremento
significativamente en las células tratadas con oleuropeina (200 uM) en
comparacion con la de las células no expuestas, mientras que la expresion del
MRNA de Bcl-2 disminuyo en las células tratadas con oleuropeina (200 uM) en
comparaciéon con las células de control (P <0.05) (Figura 6). Como era de
esperar, después de 24 o 48 h de cultivo, no se detectd ninguna sefial de
expresion del mRNA p-53 en las células MG-63 (datos no mostrados). Estos
resultados demostraron ademas que la oleuropeina tiene el potencial de inducir
la muerte celular compatible con la apoptosis en células MG-63 por un
mecanismo independiente de p-53.
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Figura 4. Ensayo MTT para la viabilidad celular de células MG-63 cultivadas durante 24 y 48
horas en presencia de oleuropeina. Mediciones representativas de tres conjuntos distintos de
datos: n.s. no significativo, * (p < 0.05). Las barras de error representan la SD.
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Figura 5. Actividad de caspasa-3 detectada mediante ensayo colorimétrico. Los datos
presentados se calcularon a partir de tres experimentos independientes. Los datos presentados

son medias = SD, n.s. no significativa frente al control, * p < 0.05 frente al control.
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Figura 6. Expresiones relativas de los niveles del mRNA de Bax y Bcl-2 en células humanas de
osteosarcoma MG-63. (A) Niveles del mRNA de Bax. (B) Niveles del mRNA de Bcl-2. Las
expresiones relativas de mRNA se determinaron mediante la cuantificacion relativa de la reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real. Los niveles de RNA (normalizados a los niveles de
RNA de GAPDH) se representaron como un aumento o disminucién de la expresion en relacion
con los niveles del control. Los datos se expresan como medias + desviaciones estandar de tres

experimentos independientes, n.s. no significativo frente a control, * p < 0.05 vs. control.
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PUBLICACIONES DERIVADAS DE LA TESIS DOCTORAL

VII. 1. Publicacion N° 1.

“Antiproliferative Properties of Oleuropein in Human Osteosarcoma Cells”

VII. 1. 1. Presentacion de la publicacion.

- Titulo: Antiproliferative Properties of Oleuropein in Human Osteosarcoma Cells.

- Autores: José M. Moran, Olga Leal-Hernandez, Maria L. Canal-Macias, Raul
Roncero-Martin, Rafael Guerrero-Bonmatty, Ignacio Aliaga and Juan D. Pedrera

Zamorano.

- Filiacién: Grupo de Investigacion en Enfermedades Metabolicas Oseas,

Departamento de Enfermeria, Universidad de Extremadura, Caceres, Espafia.

- Revista: Natural Product Communications (NPC).

- Volumen: 11 Numero: 4 DOI: 10.1177/1934578X1601100418

- Ao de publicacion: 2016
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VII. 1. 2. Informe.

El trabajo titulado “Antiproliferative Properties of Oleuropein in Human
Osteosarcoma Cells” se publicé en la revista Natural Product Communications.
Dicha publicacién, se encuentra indexada en numerosas bases de datos de
referencia de entre las que destacamos:

o CAB International (CABI)

o Chemical Abstracts Service (CAS)

« Clarivate Analytics: Science Citation Index Expanded (SCIE)

« Embase

e Scopus

o Journal Citation Reports / Science Edition (Clarivate Analytics, formerly

Thomson.

Respecto del Journal Citation Reports, los ultimos datos publicados
indican que la revista ocupa la posicion 98 de 130 revistas en el area de
Alimentacion, Ciencia y Tecnologia equivalente a un 4° Cuartil (Q4). El indice de
impacto de la revista en el area es de 0.773. Durante los ultimos 5 afos la revista
ha mantenido una posicion Q3-Q4 dentro del area. El indice de impacto a 5 afios

de la revista es de 0.881.

Contribucion de la doctoranda

La doctoranda ha participado activamente en el diseiio del estudio, la
adquisicion y procesamiento de los datos, en el analisis de los mismos y la

redaccion del articulo.

La doctoranda ocupa la primera posicion en el orden de los autores

compartida con el Dr. José M. Moran.
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Contribucion de los co-autores

José M. Moran y Juan D. Pedrera-Zamorano contribuyeron al disefio del
estudio.

Maria L. Canal-Macias y Raul Roncero-Martin contribuyeron a la

adquisicién y procesamiento de los datos.

Rafael Guerrero-Bonmatty, Ignacio Aliaga y José M. Moran participaron

en el analisis de los datos.
José M. Moran escribié el manuscrito.

Todos los co-autores han leido y comentado activamente el manuscrito y

aprobaron la version final del mismo.

Fdo. El Director de la Tesis

Dr. José M. Moréan Garcia.
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VII. 1. 3. Resumen en castellano.

En este estudio se evalud la actividad antiproliferativa, en dos lineas
celulares humanas de osteosarcoma (MG-63 y Saos-2), de oleuropeina, un
compuesto de aceite de oliva encontrado tradicionalmente en la dieta
mediterranea. La oleuropeina muestra evidentes efectos citotoxicos en células
humanas de osteosarcoma de una manera dependiente de la concentracion y

del tiempo de exposicion.

El analisis estadistico de IC50 por el método de regresioén Probit sugirid
qgue la oleuropeina tuvo efectos toxicos similares en ambas lineas celulares
probadas (rango de IC50 247.4-475.0 uM en células MG-63 y 359.9-798.7 uM

en células Saos-2).
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VII. 1. 4. Copia de la publicacion.

Antiproliferative Properties of Oleuropein in Human Osteosarcoma Cells

NPC B Natural Product Communications

2016
Vol. 11

No. 4
491 - 492

Jose M. Moran™®, Olga Leal-Hernandez™", Maria L. Canal-Macias”, Raul Roncero-Martin”,
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“Both authors contributed equally to this work.

°Metabolic Bone Diseases Research Group, University of Extremadura, Nursing Department, Caceres, Spain
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Received: November 29", 2015; Accepted: February 14", 2016

In this study, we evaluated the antiproliferative activity on two human osteosarcoma cell lines (MG-63 and Saos2) of oleuropein, an olive oil compound
traditionally found in the Mediterranean diet. Oleuropein exhibited obvious cytotoxic effects on human osteosarcoma cells in a concentration- and time-
dependent manner. Statistical analysis of ICs by the Probit regression method suggested that oleuropein had similar toxic effects on both cell lines tested (ICsg
range from 247.4-475.0 uM for MG63 cells and from 798.7-359.9 uM for Saos2 cells).

Keywords: Oleuropein, Osteosarcoma, Cytotoxicity, Cell proliferation, Dose-response relationship.

In olive (Olea europoea L.) leaves, the main phenolic compound is
oleuropein, followed by hydroxytyrosol, the flavone-7-glucosides of
luteolin and apigenin, and verbascoside [la]. Antioxidative and
antiproliferative properties of these compounds have been studied
extensively, with a number of studies reporting that olive oil is more
effective against cancer than other forms of added lipids [1b,c].
Olive oil intake has been shown to inversely correlate with the risk
of breast cancer in humans [1d] and to reduce significantly pre-
cancerous lesions in colorectal cancer in vitro [2,3], prostate cancer
[4], leukemia [5], pancreatic cancer [6], hepatocellular carcinoma
[7], Hela cells [8a], breast cancer [8b-g], thyroid cancer [9a],
urinary bladder carcinoma [8c], erythroleukemia/glioblastoma/
melanoma and renal cell adenocarcinoma [9b]. Although oleuropein
has also been shown to have critical effects on the formation and
maintenance of bones, and hence to remedy effectively bone-related
conditions such as osteoporosis [9c], there is a lack of data related
to other diseases such as osteosarcoma (OS). In this study, we
investigated, for the first time, the antiproliferative effect of
oleuropein on two human OS cell lines, MG-63 and Saos2. The
effect of oleuropein was tested on two different human OS cell
lines, which represent two different signs of osteoblastic maturity
[9d].

Oleuropein caused 50% cell death in both human OS cell lines
tested (MG-63 and Saos2), with ICs values of 346.3 and 419.7 uM
in MG-63 and Saos2 OS cell lines, respectively, after 48 h of
exposure. In this study, oleuroepin was shown to have a higher 1Cs,
value that previously calculated in studies in human promyelocytic
leukemia cells HL60 (116.7 uM [10a] and 170 pM [10b], MCF-7
and MDA-MB-231 cells 110 and 160 uM, respectively [8c] . The
dose of oleuropein used in our study was also higher than that
previously described for HeLa human cervical carcinoma cells (200
uM) [8a], thyroid cancer cells (100 uM) [9a], and MDA-MB-231,
MCF-10A and STO cells (25-75 uM), but similar to the dose used
in cancer colon cells after 48 h treatment (400 uM) [2], and prostate
cancer cells after 72 h treatment (100-500 uM) [4]. The effect of
oleuropein on cancer cells was extensively studied by Kikuchi and
colleagues [10c], who tested its cytotoxicity against a panel of 39
human cancer cell lines, none of which represented bone cancers.
The study against breast, central nervous system, colon, lung,
melanoma, ovary, renal, stomach and prostate cancers showed a

Olga Leal

Table 1: The in vitro antiproliferative effect of oleuropein against human osteosarcoma
cells.

. Viability p Value vs p Value vs MG-
Exposure  Oleuropein (uM) (Mean+SD) control cells 63 cells
50 107.5%6.2 0.707
100 114.3+2.8 0.147
24h
200 72.2£11.6 0.002
400 60.5+8.8 <0.0001
=z 50 95.742.7 0.953
8 100 89.3+13.2 0.426
2 48h
g 200 65.746.6 <0.0001
= 400 43.4+7.5 <0.0001
50 107.3£10.9 0.934
100 71.9+14.4 0.145
72h
200 60.7+5.0 0.046
400 42.9+1.4 0.01
50 90.4+10.1 0.593 0.056
sah 100 87.3+5.8 0.377 0.001
200 78.743.9 0.090 0.504
400 68.0+1.2 0.019 0.323
2 50 99.543.8 0.998 0.184
8 100 713453 <0.0001 0.080
& 48h
2 200 58.143.2 <0.0001 0.128
& 400 59.3+44.9 <0.0001 0.025
50 109.049.5 0.720 0.884
h 100 86.744.8 0.426 0.304
200 53.3+7.8 0.006 0.374
400 45.7+4.1 0.003 0.454
ou2 cells MG-63 cells
120 =y 120
100 100
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Figure 1: Antiproliferative effects of oleuropein on osteosarcoma cell lines. Plots show
dose response curves for oleuropein tested by the MTT assay after 24, 48 and 72 h of
exposure. Values are means + SD.

mean concentration of 96 puM oleuropein for inhibition of cell
growth at 50% relative to control after 48 h exposure [10c]. Our
results hence confirm that the cytotoxicity of oleuropein on cancer
cells depends on the oleuropein concentration as well as the
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duration of exposure. In addition, the finding that the cytotoxicity
differs between cell lines suggests that different molecular
mechanisms may mediate the effects of oleuropein.

Experimental

General: Oleuropein was purchased from Sigma Chemicals (St.
Louis, MO, USA). MG-63 and Saos2 (human OS) cell lines were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). MG-63 cells
were grown in EMEM (EBSS) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), penicillin (10 U/mL),
streptomycin (10 pg/mL), 2 mM glutamine and 1% non-essential
amino acids (NEAA). Saos2 cells were grown in McCoy's 5a
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS),
penicillin (10 U/mL), streptomycin (10 pg/mL) and 2 mM
glutamine. Cultures were incubated in the presence of 5% CO, at
37°C and 95% relative humidity.

Cytotoxicity assay: The cells were seeded in 24-well plates with a
density of 1x104 cells/well and incubated for 24 h at 37°C in 5%
CO,. The cells were treated with different concentrations of
oleuropein (50, 100, 200, 400 uM). Untreated cancer cells were
used as negative controls. After 24, 48 and 72 h of treatment, 100
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Statistical analysis: All the data in this study represent mean = SD
of 3 replicates of identical experiments. Normality of the data was
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VII. 2. 2. Informe.

La carta al editor titulada “Antitumor Perspectives of Oleuropein” se
publicé en la revista Journal of Food Science. Dicha publicacion se encuentra
indexada en numerosas bases de datos de referencia de entre las que
destacamos:

« Journal Citation Reports/Science Edition (Clarivate Analytics)
o MEDLINE/PubMed (NLM)

« Natural Science Collection (ProQuest)

o PubMed Dietary Supplement Subset (NLM)

e Research Library (ProQuest)

e Research Library Prep (ProQuest)

e Science Citation Index (Clarivate Analytics)

« Science Citation Index Expanded (Clarivate Analytics)

e SciTech Premium Collection (ProQuest)

e« SCOPUS (Elsevier)

Respecto del Journal Citation Reports, los ultimos datos publicados
indican que la revista ocupa la posicibn 56 de 135 revistas en el area de
Alimentacion, Ciencia y Tecnologia equivalente a un 2° Cuartil (Q2). El indice de
impacto de la revista en el area es de 2.081. Durante los ultimos 5 afos la revista
ha mantenido una posiciéon Q2 dentro del area. El indice de impacto a 5 afios de

la revista es de 2.416.

Contribucion de la doctoranda:

La doctoranda ha participado activamente en la concepcién y elaboracion

del manuscrito.
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Contribucion de los co-autores

José M. Moran, Raul Roncero-Martin y Juan D. Pedrera-Zamorano

contribuyeron a la concepcion y elaboracion del manuscrito.

Todos los co-autores han leido y comentado activamente la carta al editor

y aprobaron la version final de la misma.

Fdo. El Director de la Tesis

Dr. José M. Moran Garcia.
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VII. 2. 3. Resumen en castellano.

Leimos con interés la revision de Imran y colaboradores (2018) sobre las
perspectivas antitumorales de la oleuropeina y su metabolito hidroxitirosol. Las
conclusiones de su manuscrito afirman que la oleuropeina y el hidroxitirosol
muestran actividad antitumoral basada en experimentos in vivo e in vitro sobre

diferentes tipos de cancer.

En este trabajo se sefiala que nuestro grupo también habia publicado
resultados sobre los efectos antitumorales de la oleuropeina en células humanas
de osteosarcoma (Moran et al., 2016), no incluidos en los tipos de cancer

analizados.

La revisién publicada anteriormente de Shamshoum y colaboradores
(2017) ya informaron de estos hallazgos en las células humanas de
osteosarcoma, asi como de otros tipos de cancer no incluidos en el reciente

estudio de Imran y colaboradores (2018).

La razon detras de los criterios de exclusion no se discutié en su articulo,
pero los autores declararon que su objetivo principal era describir las
perspectivas y mecanismos anticancerigeno de oleuropeina e hidroxitirosol en
cultivos celulares y estudios en animales y humanos, por lo que creemos que

esos estudios deberian incluirse en la revision.

Sin embargo, es intrigante que la revision de Shamshoum, Vlavcheski y
Tsiani (2017), publicada un afio antes, no fuera citada por el estudio de Imran y
colaboradores, ya que el conjunto de conocimientos se superpuso basicamente

entre las dos revisiones.
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VII. 2. 4. Copia de la publicacion.

JFS: Vol 84, Issue 3

Letter to the Editor

Antitumor Perspectives of Oleuropein

‘We read with interest the review from Imran and colleagues (2018)
about the antitumor perspectives of oleuropein and its metabolite
hydroxytyrosol, published in the Journal of Food Science in the June
2018 issue. The conclusions of their manuscript state that oleu-
ropein and hydroxytyrosol are excellent candidates due to their
antitumoral activity based on in vivo and in vitro experiments con-
cerning colorectal, breast, skin, prostate, lung, cervical, thyroid,
hepatic, bladder, blood, gastric, and brain cancer. We congratulate
Imran and colleagues for such an extensive search of the literature
published recently about the antitumoral effects of oleuropein.
Additionally, we would like to add that our group have also pub-
lished results about the antitumoral effects of oleuropein in human
osteosarcoma cells (Moran et al., 2016) showing that oleuropein
had obvious cytotoxic effects on human osteosarcoma cells in a
concentration- and time-dependent manner, with similar toxic
effects on both cell lines tested (IC50 range from 247.4-475.0 uM
for MG63 cells and from 359.9-798.7 uM for Saos2 cells). The
previously published review of Shamshoum and colleagues (2017)
already reported those findings in human osteosarcoma cells as
well as others not included in the recent study of Imran and col-
leagues (2018) (meshotelioma (Marchetti et al., 2015), pancreatic
(Goldsmith et al., 2015) and neuroblastoma (Secme, Eroglu, Do-
durga, & Bagci, 2016)). The rationale behind the exclusion criteria
was not discussed in their article, but the authors stated that their
primary aim was to describe anticancer perspectives and mecha-
nisms of oleuropein and hydroxytyrosol in cell cultures and animal
and human studies, so we think that those studies should be in-
cluded in the review. Nevertheless, it is intriguing why the review
from Shamshoum, Vlavcheski, and Tsiani (2017), published one
year before, was not cited by the study of Imran and colleagues, as
the body of knowledge was basically overlapped between the two
revisions.
Sincerely,

Jose M. Moran, Olga Leal-Hernandez, Raul Roncero-Martin,

and Juan D. Pedrera-Zamorano
Metabolic Bone Diseases Research Group, Univ. of Extremadura,
Nursing and Occupational Therapy College, Caceres, Spain
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Response from the Authors

We are very thankful to Moran and others for deep analysis of
our review paper. His concern about noninclusion of his research
work is definitely his right. I want to clarify that answer of this
concern is the title of our review paper “Antitumor Perspectives
of Oleuropein and Its Metabolite Hydroxytyrosol: Recent Up-
dates”. It indicates directions of the authors and their analysis is
about antitumor prospective only. The reference for his study was
not included as there is need of more work on the cytotoxic ef-
fect. Moreover, our focus to antitumor perspectives rather than
cytotoxic effect. We are comprising a new study that will compare
both cytotoxic and therapeutic, will contain all relevant study.

Sincerely,

Muhammad Wasim Sajid
Dept. of BioSciences, COMSATS Institute of Information
Technology
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VII. 3. Publicaciéon N° 3.

“P-53-independent apoptosis of human osteosarcoma cells after exposure

to oleuropein”

VII. 3. 1. Presentacion de la publicacion.

Titulo: P-53-independent apoptosis of human osteosarcoma cells after

exposure to oleuropein.

- Autores: Olga Leal-Hernandez, Raul Roncero-Martin, Ignacio Aliaga, Maria
Pedrera-Canal, José M. Moran, Sergio Rico, Luis M. Puerto Parejo, Jesus M.
Lavado-Garcia.

- Filiacién: Grupo de Investigacion en Enfermedades Metabolicas Oseas,

Departamento de Enfermeria, Universidad de Extremadura, Caceres, Espafia.
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VII. 3. 2. Informe.

El trabajo titulado “P-53-independent apoptosis of human osteosarcoma
cells after exposure to oleuropein” se publicé en la revista Latin American Journal
of Pharmacy. Dicha publicacion se encuentra indexada en numerosas bases de

datos de referencia de entre las que destacamos:

e BioScience Information Service (Biological Abstracts)

e Chemical Abstracts Service

« EMBASE (Elsevier)

« International Pharmaceutical Abstracts Service

e International Pharmaceutical Technology & Product Manufacture
Abstracts, Referativnyi Zhurnal (Institut of Scientific Information, Russian
Academy of Sciences)

« Journal Citation Reports/Science Edition (Clarivate Analytics)

o LATINDEX

e LILACS (Latin American and Caribbean Health Sciences Literature)

e Periodica (Index of Latin American Scientific Journals)

Respecto del Journal Citation Reports, los ultimos datos publicados
indican que la revista ocupa la posicion 263 de 267 revistas en el area de
Farmacologia y Farmacia equivalente a un 4° Cuartil (Q4). El indice de impacto
de la revista en el area es de 0.290. Durante los ultimos 5 afios la revista ha
mantenido una posicion Q4 dentro del area. El indice de impacto a 5 afios de la

revista es de 0.287.
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Contribucion de la doctoranda:

La doctoranda ha participado activamente en el disefio del estudio, la
adquisicién y procesamiento de los datos, en el analisis de los mismos y en la

redaccion del manuscrito.

La doctoranda ocupa la primera posicion en el orden de los autores
compartida con el Dr. Raul Roncero-Martin.

Contribucién de los co-autores
José M. Moran y Raul Roncero-Martin contribuyeron al disefio del estudio.

Ignacio Aliaga, Luis M. Puerto Parejo y Maria Pedrera-Canal

contribuyeron a la adquisicion y procesamiento de los datos.

Sergio Rico, Jesus M. Lavado-Garcia.y José M. Moran participaron en el

analisis de los datos.
José M. Moran escribié el manuscrito.

Todos los co-autores han leido y comentado activamente el manuscrito y

aprobaron la verisién final del mismo.

Fdo. El Director de la Tesis

Dr. José M. Moran Garcia.
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VII. 3. 3. Resumen en castellano.

El osteosarcoma es uno de los tumores 0seos primarios malignos mas
recurrentes. Las células humanas de osteosarcoma MG-63 carentes de p-53,
fueron expuestas a la oleuropeina, un compuesto del aceite oliva comunmente
encontrado en la dieta mediterranea. La actividad de caspasa-3 se midi6

mediante un ensayo colorimétrico.

Ademas, la expresion del mRNA de Bax, Bcl-2 y p-53 fue determinada por
PCR en tiempo real después de 24 horas de exposicion. Tanto la relacion entre
la expresion del mRNA de Bax/Bcl-2 como la actividad de la caspasa-3
aumentaron en las células expuestas a la oleuropeina en comparacion con las
del control no expuesto (P < 0.05). Como se esperaba, no se detectd ningun
MRNA de p-53 en las células MG-63.

Aungue con frecuencia se observa un fallo en la funcién p-53 en pacientes
con osteosarcoma, nuestros resultados muestran que la oleuropeina induce

apoptosis independiente de p-53 en células humanas de osteosarcoma MG-63.
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VII. 3. 4. Copia de la publicacion (In press).

De: Latin American Journal of Pharmacy <info@latamjpharm.org>

Date: dom., 22 dic. 2019 11:18

Subject: Answer to the Presentation of Manuscript

To: Jose M. Moran <jmmorang@unex.es>, Jose M. Moran <jmmorang@unex.es>

December 22nd, 2019

Jose M. Moran
University of Extremadura (Jmmorang@unex.es)

Manuscript Identification Number: LAJP 6468-19

Dear author:

I am glad to inform you that your article 'P-53-independent apoptosis of human
osteosarcoma cells after exposure to oleuropein.' by Olga Leal-Herndndez,
Raul Roncero-Martin, Ignacio Aliaga, Maria Pedrera-Canal, Jose M. Moran, Sergio
Rico, Luis M. Puerto Parejo, Jesus M. Lavado-Garcia has been accepted for publication

in Latin American Journal of Pharmacy. In due moment you will receive the page proof
consigning the issue where your article will be included.

Many thanks for your interest in our journal.

Reviewer's comments:

“P-53-Independent Apoptosis of Human Osteosarcoma Cells After Exposure to Oleuropein”
by Olga Leal-Hernandez, Raul Roncero-Martin, Ignacio Aliaga, Maria Pedrera-Canal, Jos e M.
Moran, Sergio Rico, Luis M. Puerto Parejo & JesUs M. Lavado-Garcia, is a very good
contribution where p-53-null MG-63 human osteosarcoma cells were exposed to oleuropein,
observed that oleuropein induces p-53-independent apoptosis in MG-63 human
osteosarcoma cells. The objective falls within the scope of the journal an can be accepted
as it is.

Yours sincerely,

Prof. Néstor O. Caffini, Editor
Latin American Journal of Pharmacy
E-mail: caffini@biol.unlp.edu.ar
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DISCUSION

Capitulo VIII. DISCUSION INTEGRADORA.

VIII. 1. Discusion sobre la citotoxicidad de la oleuropeina en cultivos

celulares de osteosarcoma.

Con respecto a la metodologia utilizada para realizar los cultivos celulares
para los posteriores experimentos en la linea celular MG-63, se ha encontrado
correspondencia, entre otros, con el estudio de Garcia-Martinez (Garcia-Marti-
nez et al., 2014) en el que ademas de utilizar la misma linea celular, estudia
como intervienen los diferentes componentes fendlicos del aceite de oliva virgen
en la proliferacion celular. Sus resultados, sin embargo, no son comparables al

no realizar estudios individuales con oleuropeina.

Uno de los principales factores de riesgo para la aparicion de diferentes
patologias como el cancer, es el aumento de la esperanza de vida. Con el
objetivo de buscar un envejecimiento saludable y debido a la alta asociacion de
este aspecto con la dieta mediterranea, existe una revision que analiza la ingesta
de aceite de oliva con respecto a diferentes patologias. Pese a que se necesitan
mas estudios, los resultados obtenidos en los mecanismos moleculares de
modelos humanos y animales muestran efectos beneficiosos y de proteccion por

sus propiedades antioxidantes (de Pablos et al., 2019).

La oleuropeina ha sido sefialada como la responsable principal de la
actividad antitumoral atribuida al aceite de oliva virgen en diferentes lineas
celulares estudiadas (Barbaro et al.,, 2014). Esta propiedad parece ser el
resultado del efecto antiproliferativo e inductor de la apoptosis de este polifenol,
coincidiendo con los resultados obtenidos en esta tesis.

Una revision reciente (Celano et al., 2019) apoya dichos resultados en los
cuales se estudian diferentes secoiridoides fendlicos de la aceituna, dentro de
los que se encuentra la oleuropeina. Aunque no hay evidencia de la accién
terapéutica directa en cancer humano debido a la falta de validacion de estudios,

las dianas moleculares analizadas sugieren que son un gran potencial

Olga Leal 97



DISCUSION

coadyuvante con tratamientos anticancerigenos en los estudios in vitro

analizados, dentro de los que se encuentra nuestro resultado en osteosarcoma.

Todos estos mecanismos de actuacion sobre el aumento de la apoptosis
y la disminucion de la proliferacion y la viabilidad, han sido ampliamente
analizados (Gorzynik-Debicka et al., 2018) y ademé&s de mostrar los beneficios
del aceite de oliva y de sus diferentes componentes, destacan el papel
antitumoral de la oleuropeina, al igual que en los resultados obtenidos en

nuestros estudios.

También se han analizado los mecanismos sobre los que actua tanto la
oleuropeina como el hidroxitirosol en diferentes tipos de cancer. Entre ellos, al
igual que en la presente tesis, se analizo la via de Bcl-2 en cancer colorrectal al
ser un modulador de la apoptosis (inhibidor) a tener en cuenta en este tipo de

procesos (Imran et al., 2018).

Nuestra eleccion para determinar el mecanismo por el que se produce la
muerte celular corresponde con el utilizado en el trabajo de Sherif (Sherif & Al-
Gayyar, 2018), que también se decantod por la evaluacion de la caspasa-3 con

una PCR en tiempo real, entre otros.

Los datos obtenidos en nuestro primer estudio muestran por primera vez
un potencial efecto anticancerigeno en lineas celulares humanas de
osteosarcoma (MG-63 y Saos-2). Posteriormente se han publicado resultados
con otra linea celular humana de osteosarcoma (143B OS) en los que la
oleuropeina, tanto de forma aislada como es combinacion con un agente
quimioterapéutico, sigue teniendo ese efecto anticancerigeno (Przychodzen et
al., 2019). De esta forma, se apoyan los resultados ya obtenidos en cancer de
hueso, debido a que hasta la fecha no habia bibliografia con la que poder

compararla.
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VIII. 2. Discusion sobre los mecanismos de apoptosis.

Con respecto a los datos obtenidos en el ultimo articulo de la presente
tesis, observamos que a una concentracién de oleuropeina de 200 uM se detuvo
la proliferacion de células humanas de osteosarcoma (MG-63). También
caracterizamos los cambios observados en los cultivos de células humanas de
osteosarcoma que son compatibles con la apoptosis celular, no solo
morfoldégicamente sino también con el aumento de la actividad de la proteina

apoptética celular y un aumento de la relacién Bax/Bcl-2.

La apoptosis es un proceso complejo que conduce a la destruccion de una
célula (Hengartner, 2000) y un elemento necesario en la investigacion de
farmacos contra el cancer (Leon et al., 2013; Leon et al., 2014). La caspasa-3 es
importante para procesos particulares relacionados con la apoptosis de la célula
y la formacion de cuerpos apoptoéticos. La activacion de la caspasa-3 puede
conducir a la apoptosis celular a través de varias vias de sefializacion.
Observamos que la exposicion de células MG-63 a la oleuropeina aumento la
actividad de caspasa-3, que es compatible con la apoptosis celular (Porter &
Janicke, 1999). La activacion de caspasa-3 por oleuropeina se ha descrito
previamente en varios modelos in vitro de investigacion contra el cancer (Boukes
& van de Venter, 2016; Cao et al., 2017; Goldsmith et al., 2018; Secme et al.,
2016; Sherif & Al-Gayyar, 2018; W. Wang et al., 2019).

Ademas, la familia de genes Bcl-2 desempefia un papel importante en la
regulacion de la apoptosis celular, principalmente estimulando la apoptosis
celular, pero también suprimiéndola. Las proteinas de la familia Bcl-2 regulan sus
caracteristicas antiapoptoticas y pro-apoptoticas mediante la regulacion de la
liberacion de factores proapoptéticos de las mitocondrias (Tsujimoto, 1998).
Bcl-2 y Bax son las proteinas clasicas para prevenir la apoptosis celular (Bcl-2)
y mejorar la apoptosis celular (Bax) promoviendo la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y desencadenando la apoptosis (Brady & Gil-Gomez,
1998; Yip & Reed, 2008).

En nuestro estudio, observamos que después de la exposicion a la

oleuropeina, la expresion del mRNA de Bcl-2 fue regulada en comparacion con
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la de las células del control, mientras que la expresion del mRNA de Bax fue
regulada después de 200 uM de exposicion a oleuropeina. En general, la
proporcién de Bax/Bcl-2 aumentd, lo que inhibid la proliferacion de células de
osteosarcoma, de manera similar a la observada en otras lineas celulares de
osteosarcoma (Hu & Xiao, 2015). La apoptosis inducida por agonistas puede
surtir efecto a través de vias mediadas por receptores (extrinsecas) o de vias
mitocondriales (intrinsecas), que desencadenan la activacién de una cascada de

caspasas (Nunez et al., 1998).

Por lo tanto, llegamos a la conclusién de que la oleuropeina induce una
via compatible con la apoptosis en las células humanas de osteosarcoma a

través del mecanismo intrinseco.

La linea celular MG-63 es una linea celular de osteosarcoma humano que
conlleva mutaciones de p-53. Se sabe que el supresor tumoral p-53
desencadena la apoptosis a través de multiples vias, una de las cuales requiere
la modulacion de la expresién de proteinas de la familia de proteinas Bcl-2
(Roepke et al., 2007). Las células MG-63 fueron descritas inicialmente como
carentes de p-53 (Billiau et al., 1977) y fue corroborado en la literatura posterior
cuando no se detect6 ninguna expresion de p-53 en las células MG-63 (Chandar
et al., 1992).

Estos resultados confirman nuestros hallazgos, ya que no observamos la
expresion de p-53 en nuestro modelo de células humanas de osteosarcoma MG-
63. Sin embargo, otros investigadores han reportado expresiéon mutada (J. Wang
et al., 2017) o incluso expresion funcional (Xia et al., 2015) de p-53 en el mismo
modelo de células osteosarcoma. Esta variabilidad inesperada en lo que deberia
ser un modelo biolégico Unico ha aumentado la atencién sobre la necesidad de
la autentificacion celular, ya que el numero de lineas celulares mal

identificadas/contaminadas ha aumentado (Cosme et al., 2017).

Nuestros resultados son consistentes con el fenotipo inicial de las células
MG-63 descritos en la literatura y por lo tanto son compatibles con la induccién
de la apoptosis después de la exposicidbn a la oleuropeina en células con
carencia de p-53. Esta observacion sugiere que la oleuropeina podria inducir

apoptosis independiente de p-53 en células MG-63 mediante la activacion de la
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via intrinseca. La relacion Bax/Bcl-2 es un determinante decisivo del umbral de

una célula para someterse a apoptosis (Roepke et al., 2007).

Estos cambios hacen que la oligomerizacion de Bax, que conduce a la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial liberando el citocromo c (que
activa dianas sucesivas, como la caspasa-3), desencadene la apoptosis (Roepke
et al., 2007; Sharpe et al., 2004).

Del mismo modo, como se describié anteriormente en el modelo MG-63
(Roepke et al., 2007), observamos que la exposicién a oleuropeina caus6 un
aumento significativo en la relacion Bax/Bcl-2 en las células de osteosarcoma
humano MG-63, lo que sugiere que la apoptosis inducida por la oleuropeina no
se debié Unicamente a la regulacion de la expresion de las proteinas pro-
apoptéticas (Bax) y antiapoptéticas (Bcl-2).

Se ha propuesto que la respuesta apoptética mas fuerte en las células
humanas de osteosarcomas MG-63 carentes de p53 puede ser una
consecuencia secundaria de la falta de induccion de la detencion del ciclo celular
dependiente de p-53/p-21WAF1 (Roepke et al., 2007).

VIIl. 4. Fortalezas.

Durante la revision bibliografica de los estudios publicados sobre la
citotoxicidad de la oleuropeina en lineas celulares cancerigenas, se observé que

no existen publicaciones sobre osteosarcoma.

En los diferentes tipos de cancer en los que si se ha estudiado en
profundidad como afecta este polifenol, se ha observado su importante papel
como regulador de la proliferacion de estas células malignas y altamente

invasoras.

La citotoxicidad de la oleuropeina en los diferentes tipos de cancer
estudiados, sugiere la necesidad de investigar en lineas celulares de
osteosarcoma. Debido al hecho de que exista una gran prevalencia en edades

tempranas, el control de esta enfermedad podria evitar las graves consecuencias
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fisicas que se pudieran producir derivadas de mutilaciones o largos periodos de

rehabilitacion en las personas que lo padecen.

La elaboracion de esta tesis supone abrir nuevas lineas de investigacion

en dicho campo.

VIII. 5. Limitaciones.

Al tratarse de un estudio experimental in vitro, no es posible extrapolar los
resultados obtenidos de ensayos en laboratorio con lineas celulares humanas de

osteosarcoma a pacientes con cancer.

Por tanto, debemos ser cautelosos para evitar la mala interpretacion de
los resultados, que a veces puede llevar a conclusiones erroneas acerca de

tratamientos a pacientes que padecen esta enfermedad.

Para poder realizar esas afirmaciones, seria necesario realizar ensayos
clinicos con oleuropeina a pacientes con osteosarcoma, como ya se ha realizado

con pacientes con otros tipos de cancer.

Reconocemos una limitacion importante en nuestro estudio con respecto
a la falta de datos de expresion de proteinas o de citometria de flujo, pero
creemos que nuestros resultados son suficientes para concluir que la
oleuropeina tiene potentes propiedades contra el cancer en las células del
osteosarcoma humano y por lo tanto justifica mas investigacion por su posible

usSo como agente quimioterapéutico contra el osteosarcoma.
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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Los
productos naturales han sido considerados como importantes fuentes potenciales
de agentes quimioterapéuticos. Las propiedades antioxidantes y antiproliferativas
de estos compuestos, y en concreto de la oleuropeina, han sido ampliamente
estudiadas en diferentes tipos de cancer con importantes resultados anticancerosos.
En este estudio, se evalud la actividad antiproliferativa de la oleuropeina, un
compuesto del aceite de oliva que se encuentra tradicionalmente en la dieta
mediterrdnea, en dos lineas celulares humanas de osteosarcoma (MG-63 y Saocs-2).
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Investigar el
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efecto
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran por primera vez la citotoxicidad de la oleuropeina en lineas
celulares de ostecsarcoma. Estos resultados son relevantes para futuras aplicaciones de la
oleuropeina en el suministro de medicamentos y en la realizacion de ensayos controlados.
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The Rho GTPases RhoA and CDC42 mediate apoptosis by a
combination of statins and zoledronic acid in human bone-seeking
breast cancer cells
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Lorenz C Hofbauer'? & Tilman D Rachner'

'Division of Endocrinology, Diabetes, and Bone Diseases, Department of
Medicine III, Technische Universitit Dresden, Dresden, Germanys; 2German
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Breast cancer is the most frequent malignancy in women and frequently results
in osteolytic bone metastases. Amino-bisphosphonates are a standard bone
protective therapy and, similarly to statins, inhibit the mevalonate pathway that is
crucial for posttranslational protein modifications (farnesylation and geranyla-
tion). Direct anti-tumor effects of amino-bisphosphonates and statins have been
suggested but high concentrations are necessary to achieve meaningful effects.
Our study aimed to assess the potential of combining amino-bisphosphonates with
statins to reach anti-tumor effects at lower doses.

We demonstrate that the expression levels of both targets of statins and amino-
bisphosphonates, the 3-hydroxy-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMGCR) and
the farnesyl diphosphate synthase (FDPS), show a positive correlation in clinical
samples of breast cancer (P<0.0001) pointing to a potential benefit of
simultaneously targeting both enzymes. Treating different osteotropic human
cancer cell lines (MDA-MB-231, MDA-BONE, MDA-MET, MDA-453s, and
PC3) with a combination of low concentrated statins (atorvastatin, simvastatin
and rosuvastatin) and zoledronic acid resulted in significant anti-tumor-effects
(50% reduction of cell vitality and fourfold induction of apoptosis; P <0.05).
Apoptosis was the result of blocked geranylation rather than farnesylation. Rho
GTPases like RhoA, Racl, and CDC42 represent a major class of geranylated
proteins. Surprisingly, the treatments with mevalonate pathway inhibitors,
individually or in combination, caused an accumulation of GTP-bound RhoA
and CDC42 but not of Racl. Importantly the knockdown of RhoA and CDC42
prior to the treatment with simvastatin and zoledronic acid reduced the caspase
3/7 activation by up to 60% and the cleaved PARP accumulation by up to 80% in
MDA-MB-231 human breast cancer cells (P <0.01). The observations point to a
contribution of these Rho GTPases in the anti-tumor effects by statins and
zoledronic acid.

Our results suggest the combination of statins and zoledronic acid as an effective
approach for the adjuvant treatment of breast cancer.
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Background

Cabozantinib (CBZ) is a receptor tyrosine kinase inhibitor with activity against
MET, VEGFR2, FLT3, ¢-KIT, and RET. Pre-clinical studies in models of prostate
cancer bone metastasis demonstrated that CBZ treatment induced both a
suppression of tumour growth and an alteration in bone remodelling, suggesting
that both tumour and bone microenvironment represented potential CBZ targets.
This is the first study exploring the potential direct activity of CBZ in bone using a
totally human model of primary osteoclasts (OCLs) and osteoblasts (OBLs).
Methods

Primary OCLs were differentiated from CD14 + monocytes; primary OBLs were
obtained from mesenchymal stem cells. OCL differentiation and activity were
evaluated by TRAP and Bone Resorption assays; OBL differentiation was
analysed by ALP and Alizarin Red assays. Gene expression analyses was
performed by Real Time PCR and OPG and RANKL protein secretion measured
by ELISA.

Results

Our results showed that non-cytotoxic doses of CBZ had a statistically significant
inhibitory effect on OCL differentiation (P =0.0145) and bone resorption activity
(P=0.0252). Moreover, we found that CBZ down-modulated the expression of
OCL marker genes: TRAP (P=0.006) and CATHEPSIN K (P=0.004). On the
other hand CBZ treatment had no a significant impact on OBLs vitality,
differentiation and activity. Intriguingly we found that CBZ induced in OBLs an
alteration of RANKL/OPG balance increasing OPG mRNA levels (P=0.015)
and down-modulating RANKL expression (P<0.001). A significant drop in
RANKL secretion (P=0.043) and an increase of OPG production (P=0.004)
was confirmed by ELISA.

Bone Abstracts (2016) Vol 5

108

Conclusion
Overall, this is the first evidence in human of the ‘direct’ effect of CBZ on OCLs
and ‘indirect’ osteoblast-mediated through a modulation of RANKL/OPG
balance. These multiple effects of CBZ on the cells of bone microenvironment
are consistent with its effectiveness in reducing lesions from prostate cancer
metastases.
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Clinical and experimental evidence suggest a protective effect of Paget’s
disease of bone against skeletal metastasization from solid tumors
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Paget’s disease of bone (PDB) is a common disorder of bone metabolism
characterized by focal areas of excessive and rapid bone resorption and formation,
leading to bone pain, deformity and fractures. Despite the well documented
increase in the risk of primary bone tumors due to neoplastic degeneration of
pagetic tissue, a large retrospective analysis suggested that patients with prostate
cancer and PDB have delayed time to bone metastases and improved overall
survival than do patients with prostate cancer alone (BrJ Cancer 2012;107:646-51).
This association is unexpected since metastatic cells seed in skeletal sites under
active turnover containing dense marrow cellularity and high bone turnover
markers (as typically observed in PDB) have been consistently related with
negative clinical outcomes and increased skeletal metastasization from prostate
cancer or other solid tumors. Based on this observation, we performed a survey of
retrospective clinical databases in 893 patients from the Italian PDB Registry
(of whom 79 with documented prostate or breast cancer) and we observed a
significantly decreased prevalence of skeletal metastases from both tumors with
respect to the estimates from the general population, with a total absence of
metastases in the 43 cases with the occurrence of cancer after the diagnosis of
PDB, despite a mean observation period of 10.5+4.3 years. Consistent with this
observation, in a preliminary in vitro analysis, the conditioned media (CM) from
osteoclasts derived from peripheral blood leucocytes of patients with active PDB
was able to decrease the proliferation of the osteotropic breast cancer cell line
MDA-MB-231, as assessed by the MTT test, with respect to CM of controls.
Taken together, these results indicate that PDB patients have a distinct bone
condition or a unique bone microenvironment that protects them from bone
metastasis and strongly encourage further analyses in order to identify the
underlying molecular mechanisms.
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Antiproliferative properties of oleuropein in human osteosarcoma cells
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Background

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Natural products have
been regarded as important sources of potential chemotherapeutic agents. In this
study, we evaluated the antiproliferative activity of oleuropein, an olive oil
compound traditionally found in the Mediterranean diet.

Design and Methods

The antiproliferative activity on two human osteosarcoma cell lines (MG-63 and
Saos2) was evaluated in vitro using the MTT colorimetric methods. The median
inhibitory concentration values (ICso) and 95% confidence interval (CI) for
oleuropein were established by the weighted Probit method for both cell lines at
24, 48 and 72 h of exposure.
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Results

Oleuropein exhibited obvious cytotoxic effects on human osteosarcoma cells in a
concentration- and time-dependent manner. Statistical analysis of ICsy by the
Probit regression method suggested that oleuropein had similar toxic effects on
both cell lines tested (ICso range from 247.41 to 474.97 uM for MG63 cells and
IC50 range from 798.69 to 359.91 uM for Saos2 cells).

Conclusion

This is the first study showing an antiproliferative activity of oleuropein in human
osteosarcoma cell lines.
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effects of WNTSA on prostate cancer cells
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Consortium (DKTK), partner site Dresden and German Cancer Research
Center (DKFZ), Heidelberg, Germany.

Whnt proteins and their cognate receptors play a significant role in malignant
diseases, in particular in prostate cancer (PCa). We previously showed that
WNTS5A inhibits PCa cell proliferation and induces apoptosis in vitro, leading to
reduced PCa growth in vivo. However, the involved receptors remain unknown.
Here, we determine the role of two Wnt receptors (FZD8, RYK) and their
influence on the WNT5A-induced effects on PCa cells.

The expression of the Wnt receptors Frizzled (FZD) 8 and RYK was analyzed in
three human (PC3, C42B, MDA-PCa-2b) and two mouse (RM1, TRAMP-C2)
PCa cell lines. RYK (CT-value 18-23) is higher expressed in all prostate cancer
cell lines than FZD8 (CT-value 24-33). Further, FZD8 showed the lowest
expression levels in the osteoblastic PCa cell line MDA-PCa-2b (CT-value 33).
To determine which receptor mediates the pro-apoptotic and anti-proliferative
effects of WNT5A in PCa, we knocked down RYK and FZD8 with specific
siRNA in PC3 cells 24 h before the induction of WNT5A overexpression. Knock-
down of FZDS8 induced a further increase of apoptosis after WNTSA
overexpression (2.2-fold, P<0.01). In contrast, knock-down of RYK fully
reversed the induction of apoptosis after WNTSA overexpression (P <0.05).
Interestingly, the decrease of proliferation after WNTSA overexpression was not
reversed by neither knock-down of RYK nor FZD8, suggesting another receptor
involved in this process. After knock-down of RYK, WNTSA was still able to
suppress proliferation by 28%. Of note, FZD8 knock-down even further
decreased (from 27 to 55%) proliferation after WNTSA overexpression. To
validate our findings in vivo, a cDNA array containing samples from nine healthy
and 39 patients with prostate cancer was evaluated for WNT5A and RYK
expression. RYK mRNA expression correlated highly positively with WNTSA
expression (2=0.9309, P<0.001).

These data suggest that RYK, but not FZD8, mediates the pro-apoptotic effects of
WNTS5A on prostate cancer cells.
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Osteonecrosis of the jaws (ONJ) is a relatively new adverse effect associated with
bisphosphonate therapy, but no causal association has been established. By
definition, a patient is considered to suffer from ONJ if he has current or previous
treatment with a bisphosphonate, exposed bone in the maxillofacial region that
has persisted for more than 8 weeks and no history of radiation therapy to the
jaws. It has been proposed that ONJ could be linked with impaired topical
immune response due to the toxicity exerted by bisphosphonates on macrophages,
further to their toxicity in osteoclasts. The aim of the present study was to test this
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theory and examine the effect of zolendronate administration in peripheral blood
monocyte and NK-like cell populations.

Methods

In this pilot study, we included six breast cancer patients, on hormone therapy,
who were treated with zolendronic acid for a period of at least 6 months and who
did not receive chemotherapy for a period of at least 1 year. Monocytes (CD45 +,
CD14+CD23+, CD14+CD23—, CD14—CD23+, CD14+CDI123+,
CD14+CD123— and CD14—CDI123+) and NK-like cells populations
(CD45+CD3+, CD45+CD3-, CD45+CD16+CD56+, CD3+CD16+
CD56+, CD3—-CDI16+CD56+, CD3+CD16+CD56— and CDI19+
CD45+) were examined (immune phenotype quantified sampling profile —
IPQSP via flow cytometry and antibody-based fluorescence). The IPQSP was
conducted prior to zolendronic acid infusion and 48 h after, on peripheral blood
samples.

Results

In this preliminary clinical sample, we were able to detect a significant increase in
CD14—CDI123+ (Pearson’s x2, P=0.042), CD45+CD3— (P=0.004), CD3 +
CD16+CD56+ (P=0.036) and CD3-CD16+CD56+ (P=0.026) populations.
We were also able to detect a significant decrease in the CD45 +CD16+CD56+
population (P <0.0001).

Conclusions

‘We demonstrate changes in the monocyte and NK-like cell populations, following
zolendronic acid administration in patients with breast cancer on hormone
therapy. The effects of bisphosphonates in those cells may be causatively linked
with the development of ONJ.
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Advanced-stage prostate and breast cancer patients commonly develop bone
metastases, accounting for significant clinical problems such as pain, fracture,
immobility and death. Bone is comprised of diverse cell types that are potentially
involved in metastatic progression. However, how cancer cells interact with these
cells within the bone microenvironment to support their expansion and activity
remains unclear. Recent data from our laboratory highlighted a novel feed-
forward mechanism underlying the interactions between prostate cancer cells and
a pro-tumorigenic subset of immature myeloid cells in the bone marrow. Briefly,
levels of tumor derived parathyroid hormone-related protein (PTHrP) correlated
with myeloid-derived suppressor cell (MDSC) recruitment in the tumor tissue,
with further evidence for tumor-derived PTHrP potentiates MDSC activity and
function within the bone marrow of tumor hosts. Mechanistic investigations
in vivo revealed that PTHrP elevated Y418 phosphorylation levels in Src family
kinases in MDSC via osteoblast-derived interleukin-6 and VEGF-A, thereby
upregulating MMP-9. Taken together, our results showed that prostate cancer—
derived PTHrP acts in the bone marrow to potentiate MDSCs, which are recruited
to tumor tissue where they contribute to tumor angiogenesis and growth.
Furthermore, we demonstrated that osteal macrophages mediate anabolic actions
of parathyroid hormone. Collectively, this presentation will describe the distinct
roles of myeloid-lineage bone marrow cells in bone during the progression of
bone metastasis, and will discuss the potential therapeutic approaches.
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Calcium phosphate cements (CPC) are used as bone graft substitute, e.g. in the
treatment of lytic bone lesions in multiple myeloma. CPC provide crucial
advantages, such as osteoconductivity, biodegradability and the potential drug
loading. Though, it lacks retarded drug release for short-/long-term treatment due
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CONCLUSIONES

Capitulo X. CONCLUSIONES.

1. La exposicion de las lineas celulares de osteosarcoma MG-63 y Saos-2 a

oleuropeina disminuye la viabilidad de las mismas.

2. La citotoxicidad de la oleuropeina en las células humanas de

osteosarcoma parece ser compatible con un proceso de apoptosis.

3. Al carecer la linea de células humanas de osteosarcoma MG-63 de un
gen p-53 funcional, este aparente proceso de apoptosis inducido por

oleuropeina es independiente de esta proteina supresora de tumores.

4. Se evidencia que la exposicion a oleuropeina de las células humanas de
osteosarcoma MG-63 provoca cambios en los niveles de expresion génica
de la proteina pro-apoptética Bax y la proteina antiapoptética Bcl-2,
cambios que desempefian un papel decisivo en la regulacién de la via

intrinseca de la apoptosis.

5. Es necesario confirmar los resultados obtenidos mediante la
cumplimentacion de estudios que evidencien la presencia de apoptosis
mediante citometria de flujo para valorar de forma mas precisa los

mecanismos reguladores de ésta en el modelo biolégico estudiado.

6. Dado que la oleuropeina es un componente fundamental del aceite de
oliva y éste lo es de la dieta mediterrdnea, las evidencias aportadas
apoyan el continuar investigando las potencialidades de este compuesto

como un posible agente antitumoral.
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