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Introducción 

El organismo está diseñado para protegerse frente a agentes externos 

mediante un complejo sistema de defensa, el sistema inmunológico. Tras 

su activación, se desencadena una respuesta inflamatoria, que consiste en 

una serie de procesos dirigidos a eliminar cuerpos extraños y reparar el 

daño producido. La respuesta inflamatoria es un mecanismo fisiológico y 

autolimitante, pero en determinadas ocasiones el organismo es incapaz de 

solventar esta situación, y se produce un desequilibrio entre los 

mecanismos efectores y reparadores, que, si se alarga en el tiempo, da lugar 

a una serie de patologías asociadas a la inflamación, como las alergias, la 

artritis reumatoide, la dermatitis atópica o la enfermedad inflamatoria 

intestinal (EII). Este tipo de enfermedades se desencadena debido a la 

confluencia de distintos factores ambientales y genéticos, que junto con un 

desorden de tipo inmunológico induce una inflamación extensa e 

incontrolada, provocando un daño tisular. En el caso de la EII, su origen es 

desconocido, pero la teoría más aceptada es la de la sensibilización del 

sistema inmunológico frente a la microbiota y antígenos intraluminales. 

Esta respuesta resulta en una hiperreactividad linfocitaria y liberación de 

mediadores inflamatorios, que perpetúa la respuesta en el tiempo, 

condicionando el carácter crónico y recurrente de esta enfermedad (Xavier 

y Podoslky, 2007). Las principales manifestaciones de la EII son la 

enfermedad de Crohn (EC), donde puede verse afectada cualquier parte del 

sistema gastrointestinal y la colitis ulcerosa (CU), en la que la lesión se sitúa 

principalmente en el intestino grueso. Además, se ha comprobado que los 

pacientes que sufren CU tienen un mayor riesgo de sufrir cáncer colorrectal 

(CCR), ya que el daño y la inflamación continuada crea un ambiente propicio 

para el desarrollo de neoplasias en el colon (Tang y cols., 2012). De acuerdo 

con recientes estudios, la incidencia anual de CU es de 19,2-24,3 casos por 
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100.000 habitantes en Europa y Estados Unidos, mientras que para EC es 

de 12,7-20 casos por 100.000 habitantes. En el continente asiático los 

valores se reducen, 6,3 por cada 100.000 en CU y 5 casos por 100.000 en 

EC, aunque estas cifras van en aumento (Molodecky y cols., 2012).  

Actualmente se están realizando numerosos avances en la terapia de 

la EII, sin embargo, el desconocimiento de su etiología limita el desarrollo 

de fármacos que reviertan de forma definitiva estas patologías. Los 

tratamientos se centran en paliar los síntomas y mejorar la calidad de vida 

de los pacientes. Entre los fármacos de referencia se encuentran los 

glucocorticoides o los antagonistas de citocinas proinflamatorias para tratar 

los brotes agudos e inducir la remisión, los aminosalicilatos y las tiopurinas 

para mantener el periodo de remisión y evitar la aparición de nuevos brotes 

(Bousoño y Ramos, 2006; Mowat y cols., 2011). Pero muchos pacientes son 

refractarios a los tratamientos y no están exentos de efectos adversos, 

siendo algunos de ellos muy graves. En este contexto, la medicina 

complementaria y alternativa (CAM) ha resurgido en los últimos años, 

principalmente entre aquellas personas con enfermedades crónicas. El 

objetivo es reducir los síntomas asociados a la enfermedad y/o los efectos 

adversos que generan los tratamientos (Humpel y Jones, 2006; Shen y cols., 

2002). Entre las distintas terapias que abarca la CAM, se encuentra el uso 

de productos naturales, bien mediante el empleo de las plantas medicinales 

o de los extractos que los contienen, bien de los principios puros (Biasi y 

cols., 2011; Frontela y cols., 2010; Romier y cols., 2009; Shapiro y cols., 

2007).  

Nuestro grupo de investigación tiene una dilatada experiencia en el 

estudio de la actividad antiinflamatoria de productos naturales (Recio y 

 
4 
 



Introducción 

cols., 1995; Cuéllar y cols., 2001; Sala y cols., 2002; Recio y cols., 2004; 

Hernández y cols., 2005; Escandell y cols., 2007; Prieto y cols., 2008; 

Andújar y cols., 2010; Giner y cols., 2011) habiéndose centrado en los 

últimos años en la búsqueda de compuestos fenólicos como potenciales 

agentes útiles en el tratamiento de la EII (Andújar y cols.,2011; Andújar y 

cols., 2012; Marín y cols., 2013).  

El aceite de oliva virgen es un componente básico de la dieta 

mediterránea. Uno de los productos responsable de sus propiedades 

cardioprotectoras, presente también en los frutos y extractos de las hojas 

del olivo (Olea europeae L., Oleaceae) es la oleuropeina, un secoiridoide 

fenólico con marcada actividad antiinflamatoria y antitumoral. Distintos 

estudios demuestran que una dieta enriquecida en los polifenoles del aceite 

de oliva, entre ellos oleuropeina, protege frente a la colitis crónica inducida 

por DSS (Sánchez-Fidalgo y cols., 2013). Este compuesto también previene 

la inflamación en ratas ovariectomizadas (Puel y cols., 2004) y reduce los 

niveles de interleucina (IL)-1β y factor de necrosis tumoral (TNF)-α en la 

pleuritis inducida por carragenina (Impellizzeri y cols., 2011). Además, se ha 

visto que oleuropeina detiene el crecimiento e incrementa la apoptosis en 

células de cáncer de colon HT-29 mediante la activación de la vía p53 

(Cárdeno y cols., 2013), reduce la fosforilación de Akt en una línea celular 

cancerosa prostática (Acquaviva y cols., 2012), e incrementa la expresión 

de caspasa 3 y Bax, mientras que reduce Bcl-2 y survivina en células de 

cáncer de mama estrógeno-resistentes (Elamin y cols., 2013).  

Aunque no existe un modelo experimental ideal para el estudio de la 

EII, la administración del agente químico dextrano sulfato sódico (DSS) a 

ratones desencadena una inflamación intestinal con características 
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fisiopatológicas similares a la CU en humanos, siendo un método bastante 

recurrido para evaluar nuevos fármacos activos en EII. La administración de 

DSS durante 5-7 días al 3-5% induce una inflamación intestinal aguda, 

mientras que ciclos repetidos de DSS al 1-2% y alternados con periodos de 

agua, provoca una inflamación crónica. Este protocolo puede desencadenar 

de forma esporádica CCR, pero su baja reproducibilidad lleva al empleo del 

agente carcinogénico azoximetano (AOM), con tropismo por el intestino 

que provoca metilaciones en el ADN, que junto con la administración 

repetida de DSS aseguran el 100% de incidencia de CCR en ratones (Clapper 

y cols., 2007).  

El principal objetivo de esta Tesis doctoral es demostrar la 

potencialidad de la oleuropeina como agente antiinflamatorio y protector 

frente a la EII, más concretamente CU. Para ello se procederá al: 

• Estudio de la actividad in vivo de la oleuropeina en un modelo de colitis 

aguda inducida por DSS. 

• Desarrollo de un protocolo experimental de aislamiento de linfocitos T 

de la lamina propria así como el estudio de la actividad moduladora de 

oleuropeina sobre la respuesta Th17.  

• Estudio del efecto antiinflamatorio de oleuropeina en un modelo de 

colitis crónica inducida por DSS. 

• Desarrollo de un modelo de CCR asociado a colitis inducido por AOM y 

DSS y evaluación del efecto quimiopreventivo in vivo de oleuropeina.  

• Evaluación del efecto de oleuropeina sobre cultivos primarios de 

macrófagos y una línea de células epiteliales de intestino de rata.
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 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 

II.1.1. Concepto y generalidades 

La EII se conoce como una disfunción crónica y de carácter 

inflamatorio del aparato digestivo, cuya patología se acompaña de brotes 

agudos alternados con periodos de remisión, y que resulta de la interacción 

de factores genéticos, inmunológicos, ambientales y cambios relacionados 

con la microbiota intestinal. Su etiología es desconocida, pero la hipótesis 

más aceptada es que factores ambientales e infecciones alteran el epitelio 

intestinal y se desencadena una pérdida de tolerancia inmunológica a los 

antígenos de la microbiota. Este fenómeno provoca una activación de las 

células dendríticas, que migran a los nódulos linfáticos y promueven la 

diferenciación de los linfocitos T a células colaboradoras o T helpers (Th)1, 

Th2 y Th17 o linfocitos T reguladores (Treg) (Kaistha y cols., 2014). Las dos 

manifestaciones más importantes de EII son la CU y la EC, patologías con 

rasgos clínicos y patológicos que coinciden pero también otros que los 

diferencian (Podolsky, 1991). La CU consiste en una inflamación continua 

de la mucosa del colon, que aparece generalmente en el recto, y que puede 

limitarse a esa zona, o bien, extenderse a todo el colon, pero siempre 

restringida al intestino grueso. La EC, en cambio, es un desorden 

inflamatorio transmural y segmental, que puede desarrollarse en cualquier 

parte del sistema gastrointestinal (Silverberg y cols., 2005; Sarlos y cols., 

2014). Un estudio sistemático que recopiló información epidemiológica 

sobre la EII a nivel mundial entre los años 1920 a 2010, determinó que la 

incidencia anual de CU era 24,3:100.000 habitantes en Europa; 

19,2:100.000 en Norte América y 6,3:100.000 en el continente asiático. En 
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el caso de la EC, la incidencia anual se cifró 12,7:100.000 en Europa; 

20,2:100.000 en el continente norteamericano, y al igual que en la CU, la 

incidencia en Asia fue más baja, 5,0:100.000, posiblemente debido a los 

diferentes niveles de industrialización (Molodecky y cols., 2012).  

En cuanto a la histopatología y los síntomas clínicos, la CU afecta a la 

mucosa y submucosa del colon, aunque cuando es severa puede verse 

involucrada la parte muscular. En los casos más leves, la membrana de la 

mucosa sufre una pérdida del patrón vascular normal, presentándose 

eritematosa, fina y frágil. Los exudados purulentos con grandes 

ulceraciones corresponden a los casos más graves. Los pacientes se aquejan 

de diarrea sanguinolenta, numerosas deposiciones y dolores abdominales. 

Si el colon proximal se ve afectado, los espasmos intestinales son bastante 

frecuentes, así como heces con sangre y calambre severos (Danese y 

Fiocchi, 2011). La EC, desde un punto de vista histológico, empieza con una 

inflamación en las criptas y abscesos, provocando úlceras que van 

incrementando su tamaño, y que, al asociarse con el edema de la mucosa, 

se desencadena una apariencia adoquinada del intestino. La inflamación 

extensa puede provocar hipertrofia y fibrosis en la capa muscularis 

mucosae, pudiendo generar obstrucción intestinal. Los abscesos son 

comunes y las fístulas pueden penetrar en tejidos adyacentes. Cuando se 

afecta el intestino delgado, los síntomas que aparecen son diarrea no 

sanguinolenta, calambres abdominales, dolor, pérdida de peso y anorexia. 

Si predomina la afectación del colon, dolor abdominal difuso y heces con 

sangre y moco son los principales síntomas, indistinguibles de pacientes con 

CU. Si en cambio, es la parte gastroduodenal la que se ve afectada, se 
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presentan náuseas y vómitos, además de anorexia (Nikolaus y Schreiber, 

2007; Wilkins y cols., 2011).  

II.1.2. Factores implicados en la EII 

Tal y como se ha citado anteriormente, existen diferentes factores que 

predisponen la aparición de esta enfermedad: genéticos, ambientales, 

inmunológicos y aquellos relacionados con la integridad epitelial y la 

microbiota intestinal. A continuación se describen algunos de ellos. 

II.1.2.1. Factores genéticos 

 Es indiscutible la participación de la genética en la EII. El 

descubrimiento de que determinadas variantes génicas de NOD2/CARD5 y 

de IL-23R están implicadas en el desarrollo de la enfermedad (Hugot y cols., 

2001; Duerr y cols., 2006), ha permitido el desarrollo de una línea de 

investigación que relaciona el código genético con la EII. El gen NOD2 

codifica para el dominio de oligomerización por unión de nucleótidos que 

contiene la proteína 2 (NOD2), una proteína intracelular esencial para 

iniciar la respuesta inmunológica innata tras una exposición a 

péptidoglicanos, en concreto a dipéptido muramil, activando numerosas 

vías de señalización celular (Philpott y cols., 2014). Se ha descubierto 

también que, junto con polimorfismos en el gen ATG16L1 (Hampe y cols., 

2007; Rioux y cols., 2007) desempeña un importante papel en la inducción 

de la autofagia (capacidad para eliminar tanto lisosomas de bacterias 

intracelulares como los propios orgánulos celulares). Por tanto, su mutación 

está asociada a una deficiente regulación del sistema inmune innato y un 

desequilibrio en el reconocimiento de bacterias comensales y patógenas. 

Además, se compromete la eliminación de bacterias intracelulares, 
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afectando a la respuesta inmune adaptativa y favoreciendo la cronificación 

de la inflamación intestinal. Mutaciones en NOD2 son específicas de 

pacientes con EC (Corridonia y cols., 2014). La vía IL-23/IL-12 determina la 

diferenciación de linfocitos T a linfocitos efectores Th1 o Th17, y variantes 

en el gen que codifica para el receptor de IL-23 (IL-23R) se relacionan con 

un aumento de la incidencia de EC y CU. (Duerr y cols., 2006). Actualmente 

se conocen unas 163 variantes genéticas, 23 están asociadas a CU, 30 a la 

EC y 110 a ambas. Sin embargo, estas 163 variantes sólo representan un 

25% de los casos de EII, incluso aunque se encuentren nuevas asociaciones, 

este porcentaje no aumenta. Con otras palabras, el factor genético 

protagoniza una importante carga en la patogenia de la EII, pero como 

único elemento no es suficiente para explicar la incidencia de la 

enfermedad. Es por eso, que las interacciones entre gen-gen o gen-

ambiente han de ser estudiadas para comprender la patogénesis de la EII. 

II.1.2.2. Factores ambientales y cambios en la microbiota intestinal  

Entre los factores ambientales, destacan: (1) el tipo de dieta, donde el 

estilo occidental aumenta el riesgo de sufrir EII, (2) medicamentos como 

algunos antibióticos, que modifican la microbiota intestinal, o el daño 

gastrointestinal producido por determinados antiinflamatorios no 

esteroideos (AINEs) incrementan la probabilidad de desarrollar EII, (3) el 

tabaco, con efecto protector sobre la CU y agravante en el caso de la EC, (4) 

estrés y (5) la cantidad y calidad de la microbiota intestinal (Corridonia y 

cols., 2014). Los pacientes con EII presentan una disbiosis en el intestino, 

con una menor diversidad en el microbioma intestinal con respecto a 

individuos sanos. De hecho, en pacientes con EC se observa una reducción 

de la subpoblación de Firmicutes y Bacteroidetes y un incremento en 
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Enterobacteria; el patrón difiere ligeramente en pacientes con CU, donde 

se observa una disminución de Clostridium spp y un aumento de Escherichia 

coli (Frank y cols., 2007; Eckburg y Relman, 2007). Además, se ha 

descubierto la presencia de una cepa de E. coli adherente-invasiva en la 

mucosa del colon e íleon de pacientes con EC, sugiriendo un posible papel 

patogénico también en esta forma de EII (Barnich y Darfeuille-Michaud, 

2007).  

II.1.2.3. Barrera epitelial intestinal 

La barrera epitelial intestinal protege al huésped frente a la entrada de 

sustancias nocivas y organismos patógenos desde el contenido intestinal, y 

a la vez, permite el paso de nutrientes al organismo. El elemento central 

que divide el lumen del ambiente interno es la capa epitelial, integrada 

principalmente por células intestinales epiteliales (IEC) y células secretoras 

de moco o caliciformes. Las IEC forman un perfecto entramado mediante 

uniones específicas intercelulares, e intercaladas entre ellas, se encuentran 

las células caliciformes. Ambas constituyen la primera línea de defensa 

física de la barrera epitelial, y custodian la parte externa de la barrera 

mediante la segregación de moco y liberación al lumen de péptidos 

antimicrobianos e inmunoglobulinas. Sin embargo, las IEC también son 

capaces de modular la respuesta inmunológica, ya que expresan receptores 

de reconocimiento de patrones, por lo que al interaccionar con las 

bacterias, se activan diferentes vías de señalización celular y se expresan y 

liberan numerosos mediadores inflamatorios como ciclooxigenasa (COX)-2, 

citocinas o fosfatasa alcalina, encargada de neutralizar el lipopolisacárido 

(LPS). Así mismo, son capaces de activar la respuesta adaptativa, ya que 

actúan como células presentadoras de antígenos a las células inmunes que 
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se encuentran en la parte interna de la barrera, y que modulan la respuesta 

inflamatoria intestinal (Coskun, 2014).  

Tanto en pacientes con CU como EC se observa una disrupción del 

epitelio y un aumento de la permeabilidad intestinal, pero, no está claro si 

es una causa o una consecuencia de la inflamación crónica (Salim y 

Söderholm, 2011). Se ha descubierto que determinados defectos en la 

barrera epitelial representan un mecanismo primario de patogénesis. 

Específicamente, se ha asociado la susceptibilidad de padecer CU con 

polimorfismos en genes que codifican para proteínas relacionadas con las 

uniones intercelulares, como la E-cadherina o laminina (Anderson y cols., 

2011).  

II.1.2.4. Factores inmunológicos 

La combinación de los factores genéticos, ambientales y/o 

fisiopatológicos hacen que el sistema inmunológico de la mucosa intestinal 

se active de manera descontrolada, creándose un ambiente inflamatorio 

que se perpetúa a lo largo del tiempo, y provoca una inflamación intestinal 

crónica. 

La lamina propria se caracteriza por la presencia de numerosos tipos 

celulares de carácter inmunológico, que mantienen un estado de 

inflamación fisiológico controlado frente a la gran variedad de bacterias y 

sustancias que se encuentran en el lumen, con la finalidad de combatir el 

daño producido por la microbiota, dieta y otros agentes extraños. Entre las 

células inmunológicas se encuentran neutrófilos, macrófagos, mastocitos, 

células innatas linfoides y linfocitos T y B.  
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Tradicionalmente, la EC se asocia con una respuesta inmune atípica de 

carácter Th1, estimulada por la acción de IL-18 e IL-12, y una mayor 

producción de IL-2 e interferón-γ (IFN-γ) con respecto a la mucosa de 

pacientes con CU (Breese y cols., 1993). En cambio, la CU se relaciona con 

una respuesta asociada a Th2, con una excesiva producción de IL-3 e IL-5. 

Sin embargo, en estudios recientes se han observado distintos perfiles de 

citocinas en la mucosa tanto de pacientes con CU como de EC a los 

previamente establecidos, haciendo reconsiderar el paradigma Th1/Th2 en 

la EII (Geremia y cols., 2014). Asimismo, se ha relacionado la participación 

de una nueva estirpe de linfocitos T en la patogénesis de la EII. Estas 

respuestas se conocen como Th17 y Th1/Th17, y se encargan de liberar 

principalmente IL-17A, IL-17F, IL-22 e IFN-γ. Se han encontrado altos niveles 

de IL-17A tanto en tejido intestinal de pacientes con CU como de EC en 

comparación con tejido de individuos sanos. Además, se observa un 

incremento de células Th17 y Th1/Th17 en la mucosa de pacientes con EII 

(Rovedatti y cols., 2009). 

II.1.3. Farmacoterapia de la EII 

Actualmente, la EII no dispone de una cura farmacológica eficaz 

debido a la falta de conocimientos sobre su etiología, por lo que el 

tratamiento está enfocado a reducir los brotes agudos y promover la 

cicatrización de la mucosa intestinal, mejorando así la calidad de vida de los 

pacientes. No obstante, muchos de ellos son refractarios a los 

medicamentos actuales, incluyendo las terapias convencionales y 

biológicas, inconveniente al que se le suma los numerosos efectos adversos 

que presentan, provocando, en algunos casos, la falta de adherencia al 

tratamiento. Las opciones terapéuticas más utilizadas para la EII son los 
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aminosalicilatos, glucocorticoides, tiopurinas, antagonistas del ácido fólico, 

inhibidores de la calcineurina, anticuerpos anti-TNF-α y antagonistas de 

integrinas, como α4β1 y α4β7.  

II.1.3.1. Aminosalicilatos 

Los aminosalicilatos se caracterizan por contener en su estructura el 

ácido 5-aminosalicílico (5-ASA), un potente agente antiinflamatorio con 

numerosos efectos a nivel intestinal. El 5-ASA inhibe importantes vías de 

señalización celular implicadas en la EII, como la proteínas cinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) o el factor de transcripción nuclear (NF)-κB, debido 

en parte a que interfiere en la unión con TNF-α (Kaiser y cols., 1999). 

También activa el receptor gamma activado por el factor proliferador de 

peroxisomas (PPAR-γ), que se encarga de antagonizar los mediadores 

inflamatorios producidos por la activación de las vías del transductor de 

señal y activador de la transcripción (STAT)3 o la proteína activadora (AP)-1 

(Dubuquoy y cols., 2006; Sales-Campos y cols., 2015). Los aminosalicilatos 

más frecuentes por orden de uso son mesalazina (5-ASA), sulfasalazina 

(Figura 1), olsalazina y balsalazida. La mesalazina corresponde a la molécula 

de 5-ASA propiamente, mientras que el resto, son profármacos que, al 

metabolizarse por la microbiota intestinal liberan la molécula de 5-ASA al 

lumen.  
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Figura 1. Estructura química de los aminosalicilatos  
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Los aminosalicilatos son el tratamiento de primera línea para la 

remisión y mantenimiento de la CU activa moderada, sin embargo, pueden 

ser refractarios en muchos casos y poseen numerosos efectos adversos, por 

lo que suponen un retraso en la utilización de estas moléculas como base 

terapéutica. En el caso de la EC, la evidencia de tratamiento no es tan fuerte 

como en la UC, y se necesitan más estudios clínicos para determinar su 

eficacia en esta patología.  

II.1.3.2. Glucocorticoides 

Los corticosteroides son uno de los tratamientos más utilizados para 

el manejo de la EII. Los glucocorticoides son hormonas esteroides liberadas 

de forma natural por el organismo. Estas moléculas se unen a receptores 

citosólicos, que migran al núcleo e interfieren en la transcripción de 

diversos genes, relacionados principalmente con la respuesta inflamatoria 

(por ejemplo, NF-κB). Inhiben la producción de citocinas, moléculas de 

adhesión o enzimas proinflamatorias (óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) 

y COX-2) (Adcock y cols., 2004). Muchos pacientes con CU y EC activa 

responden de manera satisfactoria al tratamiento con glucocorticoides por 

vía oral, reservándose la vía intravenosa para casos más graves. Sin 

embargo, el uso prolongado de estos medicamentos provoca serios efectos 

adversos, tales como osteoporosis, síndrome metabólico, problemas 

cardiovasculares o inmunosupresión y además, algunos pacientes pueden 

presentar resistencia al tratamiento con estos medicamentos, fenómeno 

llamado dependencia esteroide (Kandror y Mayer, 2014). A diferencia de lo 

que se podría suponer, parece que la vía glucocorticoide no está 

involucrada en este proceso, ya que diferentes estudios clínicos relacionan 

este suceso con un agravamiento de la actividad de la enfermedad (Wine y 
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cols., 2013). Asimismo, pacientes con polimorfismos en determinados 

genes son más propensos a desarrollar esta resistencia (De Iudicibus y cols., 

2011). Debido a sus múltiples efectos adversos, se han diseñado 

formulaciones tópicas en forma de enemas y espumas, con una efectividad 

elevada y mínimas complicaciones, pero esta forma de administración es a 

veces limitada, debido a la dificultad de posología, retención y dispersión a 

nivel proximal. Los corticosteroides de segunda generación como 

budesonida son los más utilizados, ya que producen un potente efecto 

antiinflamatorio a nivel intestinal. Además, budesonida presenta un 

metabolismo hepático de primer paso del 90%, por lo que se reducen 

considerablemente los efectos secundarios, y administrada por vía rectal 

presenta una alta eficacia en la inducción de la remisión en CU (Sandborn y 

cols., 2015). Otras alternativas terapéuticas son la combinación de 

glucocorticoides con aminosalicilatos (Mulder y cols., 1996) o con 

inmunosupresores (Markowitz y cols., 2000), demostrando una efectividad 

superior a la monoterapia, además de reducir las dosis de glucocorticoides 

y con ello, sus efectos no deseados. 

II.1.3.3. Tiopurinas 

Este grupo de medicamentos incluye azatioprina y 6-mercaptopurina 

(6-MP), y representa una de las opciones terapéuticas utilizadas en el 

tratamiento de la EII, siendo de elección sobretodo en pacientes con EC 

corticodependiente. La azatioprina se metaboliza en el organismo a 6-MP, 

y ésta finalmente se transforma en 6-tioguanina (6-TG). El mecanismo de 

acción de las tiopurinas no se conoce exactamente, pero sus efectos 

muestran una inhibición de la síntesis de nucleótidos y proteínas y un 

bloqueo de la vía de señalización TcR (receptor para antígenos de los 
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linfocitos), desencadenando la apoptosis en linfocitos T (Sales-Campos y 

cols., 2015). Otras acciones se asocian con una reducción de la inflamación, 

debido a un bloqueo de la expresión de moléculas proinflamatorias, 

generalmente relacionadas con la acción de los metabolitos de 6-TG. Sin 

embargo, la utilización de las tiopurinas en según qué fase de la EII es un 

tema de controversia. Una de las características principales de estos 

medicamentos es que el efecto terapéutico aparece a partir de los 3-6 

meses de tratamiento. Se ha comprobado que la administración de 

tiopurinas durante el periodo de remisión de la enfermedad, es eficaz tanto 

en pacientes con CU como EC protegiendo frente a la aparición de brotes 

agudos (Fraser y cols, 2002; Dassopoulos y cols., 2013), pero los resultados 

no son tan evidentes en la inducción de la remisión de la EII. En el caso de 

la CU, parece no tener ningún efecto positivo sobre los relapsos, pudiendo 

ser debido a que el inicio de acción de este tipo de fármacos es lento 

(Chaparro y Gisbert, 2011); en el caso de la EC activa, necesita de la 

combinación con otros tratamientos, como corticosteroides o agentes anti-

TNF-α, hasta alcanzar la fase de remisión (Chande y cols., 2013). 

Entre las ventajas de las tiopurinas, su uso es seguro durante el 

embarazo y no aumenta el riesgo de complicaciones perioperatorias en EII 

(Martínez-Montiel y cols., 2015). Además, se ha visto que en algunos 

pacientes que no responden bien a azatioprina, generalmente debido a los 

efectos secundarios que posee, se puede considerar el uso de 6-MP, ya que 

la mitad de los pacientes refractarios o intolerantes a azatioprina, no lo son 

a 6-MP (Hindorf y cols., 2009). En cuanto a los efectos adversos, son 

menores que los producidos por los glucocorticoides, pero cabe destacar 

las múltiples infecciones debido a su carácter inmunosupresor y la posible 
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aparición de algunos tipos de linfoma, generalmente asociado a la infección 

del virus de Epstein-Barr en pacientes seropositivos con EII. También se ha 

relacionado un aumento del riesgo de cáncer cutáneo del tipo no-

melanoma en pacientes tratados con tiopurinas (Martínez-Montiel y cols., 

2015). Otras complicaciones relacionadas con los metabolitos de las 

tiopurinas son hepatitis, leucopenia o pancreatitis (Kandror y Mayer, 2014). 

II.1.3.4. Antagonistas del ácido fólico 

El metotrexato es el antagonista del ácido fólico más utilizado para 

tratar las enfermedades autoinmunes. Su mecanismo de acción está 

relacionado con la inhibición de la síntesis de purina y pirimidina, 

aumentando la concentración de adenosina, una molécula con propiedades 

antiinflamatorias (Cronstein y cols., 1993). Reduce también la producción 

de citocinas proinflamatorias y activa la apoptosis de linfocitos (Kandror y 

Mayer, 2014). Representa el tratamiento de segunda línea en el caso de 

pacientes refractarios o intolerantes a las tiopurinas, y generalmente está 

indicado para el tratamiento de la EC. La administración parenteral de 

metotrexato es la más eficaz tanto en la fase activa como en el 

mantenimiento de EC, mientras que la vía oral se restringe a la fase de 

remisión, y siempre a dosis altas (Swaminath y cols., 2014). En el caso de la 

CU, su uso no está completamente establecido, ya que algunos estudios 

clínicos evidencian que no es efectivo, al menos en la fase aguda de la 

enfermedad, aunque puede reducir la dosis de corticoides en pacientes en 

remisión (Bryant y cols., 2015). 

La hepatotoxicidad es un efecto secundario bastante grave asociado al 

metotrexato, además de ser teratogénico, por lo que su uso está 
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contraindicado en el embarazo (Dignass y cols., 2010). No es un 

medicamento adecuado para tratamientos a largo plazo, ya que se reduce 

su eficacia y es necesario un aumento de las dosis. 

II.1.3.5. Inhibidores de calcineurina 

Para el manejo de la EII, destacan dentro de este grupo ciclosporina y 

tacrolimus. Corresponden al tratamiento de segunda línea en el caso de CU 

severa en pacientes que no responden a corticoides. Su mecanismo de 

acción se basa en la inmunosupresión, actuando específicamente sobre los 

linfocitos T. Mediante la formación de un complejo con unas inmunofilinas 

intracelulares llamadas ciclofilinas, inhiben la actividad de la calcineurin-

fosfatasa, una enzima imprescindible para la fosforilación del factor nuclear 

activador de células T (NFAT). Este efecto impide que NFAT pase al núcleo 

y promueva la transcripción de IL-2, citocina relacionada con la activación 

de linfocitos T (Amor y cols., 2010). 

Los estudios demuestran la eficacia de ciclosporina en CU activa 

severa, administrada principalmente por vía intravenosa, a una dosis de 4 

mg/kg/día. Sin embargo, en la práctica clínica se utiliza a 2 mg/kg/día, ya 

que se ha demostrado que ambas dosis tienen el mismo efecto terapéutico 

y además, la mitad de la dosis ofrece la ventaja de reducir los efectos 

adversos (Martínez-Montiel y cols., 2015). Las principales limitaciones de la 

ciclosporina son su estrecho margen terapéutico, que obliga a controlar de 

manera exhaustiva los niveles plasmáticos, y los numerosos efectos 

adversos, que son dosis-dependientes, tales como infecciones 

oportunistas, nefropatías, problemas cardiovasculares, e incluso riesgo de 

muerte. Estos problemas provocan que un porcentaje alto de pacientes se 
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niegue a recibir este tratamiento, por lo que se reduce la evidencia de 

eficacia terapéutica al no poseer suficientes datos clínicos. En cuanto a la 

EC, la incongruencia de los resultados obtenidos en varios ensayos clínicos, 

conlleva a que su uso en la remisión de la enfermedad se encuentre en 

debate, y en principio, no se recomienda el uso de ciclosporina en pacientes 

de EC refractarios a corticoides (Dignass y cols., 2012). 

El mecanismo de acción de tacrolimus es similar a ciclosporina, pero 

sus efectos adversos son más predecibles. Algunos estudios reflejan un 

beneficio significativo con respecto a placebo en CU (Ogata y cols., 2006), 

por lo que se podría considerar su uso en determinados casos de CU 

refractaria (Farkas y cols., 2014). En el tratamiento de EC, la experiencia 

clínica de tacrolimus es muy limitada, y se necesitan muchos más ensayos 

clínicos aleatorizados y controlados para determinar su eficacia (McSharry 

y cols., 2011).  

II.1.3.6. Anticuerpos anti-TNF-α 

Los agentes anti-TNF-α se desarrollan como una nueva alternativa 

terapéutica para aquellos pacientes refractarios o intolerantes a los 

tratamientos anteriores. Mediante el bloqueo de la citocina TNF-α, estos 

fármacos han mostrado resultados prometedores en el mantenimiento de 

la remisión de EC, en sus formas moderada y severa. Los agentes más 

utilizados son infliximab, adalimumab, certolizumab y golimumab. 

Infliximab fue el primer anticuerpo contra TNF-α aprobado para el uso 

en EII. Se administra por vía intravenosa, y su mecanismo de acción consiste 

en el bloqueo tanto de TNF-α soluble como el unido a membrana. 

Numerosos ensayos clínicos han demostrado la eficacia frente a placebo en 
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el mantenimiento de la remisión de la EC, mejorando también la 

cicatrización de fístulas y reduciendo el número de hospitalizaciones. 

Además, en estos mismos estudios se optimizan las dosis y la posología 

(Hanauer y cols., 2002; Sands y cols., 2004). En cuanto a su uso en CU, se ha 

visto que el tratamiento con infliximab mejora la inducción y el 

mantenimiento de la remisión en CU refractaria a los tratamientos estándar 

(Rutgeerts y cols., 2005). Sin embargo, aunque generalmente suele ser 

efectivo, en un porcentaje de pacientes aparece una resistencia al 

infliximab, y podría relacionarse con la producción de anticuerpos anti-

infliximab por los pacientes (Sales-Campos y cols., 2015). Además, sus 

efectos secundarios son numerosos, algunos incluso muy graves, limitando 

su uso. 

El anticuerpo adalimumab tiene la ventaja de administrarse vía 

subcutánea. En diversos ensayos clínicos se ha observado el beneficio de 

adalimumab con respecto a placebo en la remisión de EC activa, 

mantenimiento a largo plazo y respuesta al tratamiento en pacientes no 

sensibles a infliximab (Hanauer y cols., 2006; Sandborn y cols., 2007a; 

Sandborn y cols., 2007b; Colombel y cols., 2007; Rutgeerts y cols., 2012). En 

pacientes con CU refractaria a corticosteroides, el tratamiento con 

adalimumab muestra una eficacia superior en la inducción y 

mantenimiento de la remisión de la enfermedad (Reinisch y cols., 2011; 

Sandborn y cols., 2012).  

La principal característica de certolizumab-pegol es que no es un 

anticuerpo completo, sino que carece de la parte Fc y forma un complejo 

Fab’-pegolizado (Nesbitt y cols., 2007). Distintos estudios controlados con 

certolizumab, demuestran que es activo por vía subcutánea frente a la 
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inducción y mantenimiento de EC moderada a severa y que no ha sido 

controlada con otros agentes anti-TNF-α (Feagan y cols., 2009). 

Golimumab, en cambio, es uno de los anticuerpos aprobado especialmente 

para el tratamiento de la CU severa, con una mejora de la fase activa y del 

mantenimiento de la enfermedad, así como un incremento de la 

cicatrización intestinal con respecto a placebo (Sandborn y cols., 2014). 

En cuanto a la eficacia comparada de estos anticuerpos en la EC, 

infliximab muestra mejores resultados en la remisión, mientras que 

adalimumab parece ser más efectivo en la terapia de mantenimiento. En el 

caso de la CU, no existen diferencias entre los tratamientos, por lo que la 

elección de uno u otro depende de los costes, seguridad, vía de 

administración y preferencias del paciente (Martínez-Montiel y cols., 2015). 

II.1.3.7. Antagonistas de integrinas α4β1 y α4β7 

La terapia biológica ha permitido el desarrollo de nuevas alternativas 

farmacológicas centradas en la inhibición de la infiltración leucocitaria, 

como los antagonistas de las integrinas α4β1 y α4β7, que al unirse a las 

moléculas de adhesión vasculares (VCAM) y vasculares de mucosa 

(MadCAM), median la interacción entre células endoteliales y linfocitos T.  

Natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado contra α4β1 y 

α4β7, y ha dado resultados prometedores en la remisión y mantenimiento 

en EC, sobretodo en pacientes con altos niveles de proteína C reactiva. Sin 

embargo, su uso incrementa el riesgo de padecer una leucoencefalopatía 

múltiple progresiva, debido a la reactivación del poliomavirus (virus JC) en 

pacientes seropositivos, por lo que se utiliza como tratamiento de segunda 
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línea, una vez considerada incluso la terapia anti-TNF-α (Chandar y cols., 

2015).  

Recientemente, la aprobación de un nuevo antagonista específico de 

la integrina α4β7, vedolizumab (MNL0002), ha supuesto un avance en el 

tratamiento tanto de la EC como de la CU, ya que proporciona un efecto 

beneficioso en la inducción de la remisión de ambas enfermedades. Este 

fármaco solamente interactúa con MadCAM-1, por lo que su acción sólo se 

limita al intestino. No obstante, se necesitan estudios a largo plazo para 

examinar la eficacia en la EII (Chandar y cols., 2015).  

II.1.3.8. Otros nuevos tratamientos 

- Terapia celular 

Existen dos tipos de terapias celulares en estudio para el tratamiento 

de la EII: el trasplante de células madre hematopoyéticas autólogas (CMH) 

y de células madre mesenquimales (CMM). Recientemente se ha publicado 

un ensayo clínico que indica que el trasplante de CMH parece ser efectivo 

en EC, induciendo la cicatrización intestinal y cuyo efecto se mantuvo 

durante un año (Hawkey y cols., 2013). Por otra parte, las CMM poseen 

características regeneradoras e inmunomoduladoras, propiedades 

potencialmente beneficiosas para el tratamiento de la EII. Estudios en 

humanos han demostrado que la inyección de CMM en fístulas secundarias 

a la EC estimula el proceso de cicatrización de heridas (Ciccocioppo y cols., 

2011) y presenta una tendencia a reducir la población total de CD4+ y 

aumentar la de los CD4+ CD27+ reguladores (Duijvestein y cols., 2010). Estas 

terapias parecen ser prometedoras, pero se necesitan un número más 

elevado de ensayos clínicos para establecer su eficacia y su seguridad.  
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- Ustekinumab 

El ustekinumab es un anticuerpo monoclonal que bloquea la actividad 

de IL-12 e IL-23. Actualmente se encuentra en fase de ensayo clínico III, y 

en anteriores estudios ha demostrado una mejora en la inducción de la 

remisión de la EII, y la seguridad parece ser similar a los demás agentes 

biológicos (Benson y cols., 2011).  

 CCR ASOCIADO A CU 

El descubrimiento de Crohn y Rosenberg en 1925 (Crohn, 1925) del 

primer caso de adenocarcinoma asociado a CU conlleva a la aceptación 

actual de que los pacientes con EII a largo plazo tienen un mayor riesgo de 

sufrir CCR (Grivennikov, 2013). Aunque el porcentaje de CCR asociado a CU 

representa una pequeña proporción respecto a los casos totales de CCR, 

este tipo de cáncer es muy agresivo, con una alta morbilidad y mortalidad. 

La inflamación crónica juega un importante papel en algunos tumores, 

siendo un factor clave en el CCR asociado a colitis, el cual aparece tras una 

progresión del epitelio inflamado no neoplásico a displasia y finalmente se 

convierte a carcinoma. 

II.2.1. Factores de riesgo 

El conocimiento de los factores de riesgo para CCR asociado a CU es 

importante para seleccionar aquellos pacientes con EII que necesitan un 

especial control. A continuación se citan los más relevantes: 

• Duración de la enfermedad. El aumento de la probabilidad de padecer 

CCR y el tiempo que transcurre desde el comienzo de la CU es 

directamente proporcional (Eaden y cols., 2001). Sin embargo, estudios 
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más recientes en diferentes países europeos (Rutter y cols., 2006; 

Söderlund y cols., 2009), muestran que la incidencia de CCR está 

decreciendo en los últimos años debido a un mejor control de la 

enfermedad, con tratamientos más efectivos, un mayor número de 

colonoscopias de seguimiento e incluso cirugías en casos necesarios. 

• Extensión y localización de la enfermedad. La incidencia de CCR en 

pacientes con pancolitis, una colitis de carácter extenso, es superior al 

total de pacientes con CU. Además, se ha observado que la colitis 

localizada en la parte izquierda presenta un riesgo moderado, y los 

pacientes con proctitis y sigmoiditis tienen un riesgo similar a los 

pacientes sanos (Eaden y cols., 2001; Söderlund y cols., 2009; Jess y cols., 

2012). 

• Colangitis esclerosante primaria (CEP). En pacientes con EII que sufren 

CEP, una enfermedad hepática colestática crónica, el riesgo de sufrir CCR 

es 4,8 veces superior a los pacientes con CU sin CEP (Soetikno y cols., 

2002). 

• Otros factores. La inflamación continua y repetida provoca cambios en la 

mucosa intestinal, que pueden derivar en lesiones cancerosas. El estrés 

oxidativo, o las variaciones en la composición de la microbiota intestinal, 

también incrementan el riesgo de sufrir a la larga CCR (Hussain y cols., 

2003; Hofseth y cols., 2003; Westbrook y cols., 2009). Otros estudios 

poblacionales han relacionado el riesgo de CCR con el estilo de vida 

(Poullis y cols., 2004; Mawdsley y Rampton, 2005; Huxley y cols., 2009). 

II.2.2. Tratamiento 

El tratamiento del CCR asociado a CU sigue el mismo protocolo que el 

CCR asociado a otras causas. La cirugía es siempre la primera opción. 
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Dependiendo del estadio, se realiza una escisión simple en el caso de un 

estadio 0, o ya una resección y anastomosis a partir de los estadios I al IV 

(Nagtegaal, 2015). En el estadio II se considera la introducción de la 

quimioterapia. Los fármacos antineoplásicos utilizados son 5-fluorouracilo 

(5-FU), leucovorina, irinotecan, capecitabina y oxiplatino, administrados 

solos o en combinación (FOLFOX CAPOX), además de terapia biológica 

(Stintzing, 2014). Actualmente se está planteando el uso de tratamiento 

neoadyuvante anterior a la cirugía (Nussbaum y Altomare, 2015). En todos 

los casos se utiliza terapia paliativa para mejorar la calidad de vida de los 

pacientes.  

II.2.2.1. Quimioprevención 

Las terapias que pueden ser usadas para la prevención de CCR son 

medicamentos que inhiben la inflamación. De esta manera, el uso de 

fármacos antiinflamatorios en pacientes con EII no solo trata la enfermedad 

en su forma crónica, sino que también podría prevenir el desarrollo de CCR 

asociado a colitis. Sin embargo, aunque algunos estudios apoyan este 

concepto, la evidencia es contradictoria, debido a las diferentes formas de 

diseño de los estudios. 

- Aminosalicilatos 

El uso de los aminosalicilatos es una parte integral de la terapia 

farmacológica de la EII, puesto que es un tratamiento barato y seguro. 

Además, distintos estudios han demostrado que el uso de mesalazina o 

sulfasalazina reduce la aparición de CCR en pacientes con EII tras años de 

tratamiento (Eaden, 2003), resultados apoyados con estudios con animales, 

donde la administración de 5-ASA inhibe el desarrollo de tumores 
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intestinales (Clapper y cols., 2008). Aunque algunos trabajos no son capaces 

de reproducir estos efectos, la mayoría de los estudios encuentran que al 

menos, mesalazina, presenta este efecto protector, lo que podría indicar un 

posible tratamiento para la prevención del CCR asociado a CU. 

- Ácido ursodesoxicólico 

Este fármaco se utiliza para el tratamiento de las manifestaciones 

hepáticas en la CEP, pero se ha visto que en pacientes con CU podría 

prevenir la aparición de CCR asociado a colitis, al compararse con pacientes 

que no están siendo tratados con ácido ursodesoxicólico. El mecanismo por 

el cual presenta este efecto es desconocido, pero parece ser que actúa 

como un agente antioxidante (Pardi y cols., 2003; Ikegami y Matsuzaki, 

2008). Aun así, son necesarios más estudios para determinar el efecto 

beneficioso de este fármaco (Eaton y cols., 2011). 

- Glucocorticoides 

El uso de corticoides como tratamiento preventivo de CCR asociado a 

colitis está muy poco estudiado, debido a que el uso prolongado de éstos 

se asocia a la aparición de numerosos efectos adversos. Algunos autores 

demuestran que el uso combinado de corticoides e inmunosupresores 

reduce la aparición de CCR en pacientes con CU, pero se necesita nuevos 

estudios para evaluar su efecto protector. 

- Agentes biológicos 

Desafortunadamente, no existen datos sólidos sobre las propiedades 

preventivas de los anticuerpos neutralizantes frente a CCR asociado a 

colitis. Algunos estudios en animales muestran que infliximab reduce la 
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aparición de tumores en un modelo de ciclos repetidos de DSS (Lopetuso y 

cols., 2013), y observan en un estudio retrospectivo, que el número de 

pacientes con EII tratados con infliximab que desarrollaron CCR fue menor 

al que se esperaba (Biancone y cols., 2007). Otros posibles candidatos, 

tocilizumab o bevacizumab, se han incorporado recientemente al mercado 

para el tratamiento de EII, lo que hace imposible disponer de datos 

epidemiológicos que avalen este efecto protector. 

 TERAPIAS ALTERNATIVAS PARA EL MANEJO DE LA EII Y CCR 

Tal y como se ha explicado anteriormente, existe una gran variedad de 

tratamientos para el manejo de la EII, pero en muchas ocasiones los 

pacientes son refractarios o sufren efectos adversos asociados a estos 

fármacos. Este hecho ha provocado un incremento en el uso de opciones 

terapéuticas alternativas o coadyuvantes. Los tratamientos basados en 

productos naturales representan una parte de estas terapias, y han cobrado 

especial relevancia en los últimos años debido a su alta seguridad y su 

eficacia comprobada en un gran número de ensayos clínicos.  

II.3.1. Productos de origen natural  

Existe un gran número de artículos enfocados a la recopilación del uso 

de los productos de origen natural en el tratamiento de la EII y CCR (Recio 

y cols., 2012; Triantafyllidi y cols., 2015; Langhorst y cols., 2015). En la 

presente revisión se detallarán los últimos estudios clínicos en los que se 

determina el efecto antiinflamatorio y antitumoral de los compuestos más 

utilizados como terapia alternativa en estas patologías. 

 
30 
 



 Revisión Bibliográfica 

II.3.1.1. Curcumina 

Curcumina es un compuesto polifenólico (diferuloilmetano) presente 

en las raíces de Curcuma longa L. (Zingiberaceae), responsable de la 

coloración amarillenta de la cúrcuma, especie ampliamente utilizada como 

colorante y para la preparación de especias. Este compuesto ha cobrado 

especial importancia en los últimos años debido a sus beneficiosas 

propiedades. El efecto antiinflamatorio de curcumina se ha demostrado en 

numerosos estudios tanto in vitro como in vivo (Jian y cols., 2005; Camacho-

Barquero y cols., 2007; Sánchez-Muñoz y cols., 2008; Larmonier y cols., 

2008; Epstein y cols., 2010; Liu y cols., 2013), actuando sobre diversos 

mecanismos implicados en la respuesta inflamatoria, por lo que se ha 

propuesto como un agente terapéutico en numerosas enfermedades 

inflamatorias, como la EII. Actualmente, se están llevando a cabo 

numerosos ensayos clínicos con curcumina (Vecchi Brumatti y cols., 2014), 

y se ha publicado un reciente ensayo multicéntrico, doble ciego, 

aleatorizado y controlado con placebo donde se ha investigado la eficacia 

de curcumina en la inducción de remisión en pacientes con CU activa 

moderada. Se eligieron 50 pacientes que no respondieron a dos semanas 

de tratamiento a la dosis máxima de mesalazina o terapia biológica. Los 

tratamientos consistieron en placebo o una dosis diaria de 3 g de curcumina 

encapsulada durante un mes, más el tratamiento continuado de 

mesalazina. El objetivo primario fue la remisión a nivel endoscópico y una 

reducción de los síntomas en cuatro semanas. De los pacientes tratados con 

curcumina, 14 (56%) mostraron una remisión clínica en la cuarta semana, 

en comparación con ninguno de los pacientes que recibieron placebo. La 

respuesta clínica se observó en 17 pacientes tratados con curcumina, frente 
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a tres de los tratados con placebo. La remisión endoscópica se identificó en 

ocho de los 22 pacientes tratados con curcumina, mientras que los tratados 

con placebo no presentaron ninguna mejora. Los efectos adversos fueron 

poco frecuentes y comparables entre ambos grupos. Por tanto, los 

investigadores concluyeron que la adición de curcumina junto con el 

tratamiento con mesalazina mejora la remisión en pacientes con CU activa 

moderada, y se presenta como una opción terapéutica segura y efectiva en 

el tratamiento de la CU (Lang y cols., 2015). 

 La actividad antitumoral de curcumina está perfectamente 

establecida en modelos animales de distintos tipos de cáncer: CCR, 

pancreático, de pulmón, entre muchos otros. Además, curcumina se 

presenta como un potencial compuesto para el tratamiento antineoplásico 

debido a la habilidad que posee de eliminar las células cancerígenas de 

forma selectiva, sin apenas toxicidad para el resto de células (Ravindran y 

cols., 2009), y sus efectos adversos son mínimos tanto en animales como 

en humanos. De hecho, se han realizado distintos estudios piloto a 

diferentes dosis de curcumina, determinando tanto las características 

farmacocinéticas y farmacodinámicas de este compuesto, así como su 

carácter protector en el desarrollo de CCR. (Sharma y cols., 2001, 2004; 

Garcea y cols., 2005; Cruz-Correa y cols., 2006). Estudios clínicos más 

recientes han observado que en pacientes fumadores, curcumina reduce la 

aparición de focos de criptas aberrantes, (FCA) precursores de pólipos 

colorrectales. En este ensayo, 44 pacientes fumadores tomaron curcumina 

2 y 4 g/día durante 30 días. La dosis superior del tratamiento redujo la 

formación de FCA, sin embargo, el mecanismo por el cual curcumina ejerce 

este efecto es desconocido, por lo que se necesitan más estudios para 
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evidenciar la actividad anticancerígena a este nivel (Carroll y cols., 2011). Se 

ha publicado otro ensayo donde curcumina se administró a pacientes con 

CCR diagnosticado pero antes de la cirugía. La dosis elegida fue 360 mg en 

cápsula tomada tres veces al día durante 10-30 días. Curcumina incrementó 

el peso, redujo los niveles de TNF-α en suero y aumentó el número de 

células apoptóticas así como la expresión de p53 en el tejido. Los autores 

de este estudio concluyeron que curcumina puede mejorar la salud en 

general de los pacientes con CCR vía la activación de p53 (He y cols., 2011). 

Actualmente se está llevando a cabo un nuevo estudio en que se combina 

el tratamiento de curcumina con quimioterapia (5-FU, oxiplatino y ácido 

folínico) en pacientes con CCR que presentan una metástasis hepática 

inoperable. Este ensayo clínico se divide en dos fases, la fase I, donde se 

determina la dosis aceptable de curcumina, seguido por la fase II, donde se 

realizará un estudio abierto controlado y aleatorizado para determinar la 

eficacia de la combinación en este tipo de cáncer metastásico (Irving y cols., 

2015). 

II.3.1.2. Resveratrol 

A la fitoalexina polifenólica resveratrol (3,5,4’-trihidroxi-trans-

estilbeno), presente en los cacahuetes, uvas y vino tinto, se le atribuyen 

numerosas propiedades farmacológicas. Resveratrol actúa como agente 

antiinflamatorio en numerosos estudios in vitro e in vivo (Jang y cols., 1997; 

De la Lastra y Villegas, 2005; Birrell y cols., 2005; Martín y cols., 2006). Se 

ha comprobado el efecto protector de resveratrol sobre la mucosa 

intestinal, a través de numerosos estudios en cultivos celulares 

relacionados directamente con la respuesta inflamatoria y el epitelio 

intestinal y en diferentes modelos de inflamación intestinal, convirtiéndolo 
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en un prometedor candidato en el tratamiento de la EII en humanos (Singh 

y cols., 2012). Sin embargo, hasta el momento sólo se ha realizado un 

ensayo clínico doble ciego, controlado con placebo y aleatorizado, donde 

se ha determinado el efecto de resveratrol en pacientes con CU activa leve 

a moderada. Para ello, 50 pacientes se distribuyeron en dos grupos, unos 

se suplementaron con una cápsula al día de 500 mg de resveratrol por vía 

oral, otros con placebo, durante seis semanas. Tanto al inicio como al final 

del experimento, se registraron marcadores séricos inflamatorios, la 

activación de NF-κB en células polimorfonucleares de sangre periférica 

(CPSP) y la calidad de vida de los pacientes sujetos al estudio. Los resultados 

mostraron que resveratrol reduce los niveles de TNF-α y proteína C reactiva 

de alta sensibilidad de forma significativa e inhibe la vía NF-κB en CPSP, 

mientras que estos cambios no se han observado en el grupo placebo. A su 

vez, el IAE en el grupo tratado con resveratrol disminuye con respecto al 

placebo, concluyendo que el suplemento con resveratrol aumenta la 

calidad de vida y reduce la inflamación en pacientes con CU (Samsami-Kor 

y cols., 2015). 

Resveratrol ha demostrado también efectos anticancerígenos en 

estudios in vitro e in vivo (Núñez-Sánchez y cols., 2015). El mecanismo por 

el cual resveratrol tiene actividad anticancerígena in vivo incluye la 

regulación de la señalización apoptótica, del ciclo celular, marcadores 

inflamatorios y vías de señalización. Sin embargo, se han llevado a cabo muy 

pocos ensayos que demuestren el efecto de resveratrol en humanos, 

algunos de ellos, además, no son estudios aleatorizados y/o controlados 

(Nguyen y cols., 2009; Patel y cols., 2010). Hay un ensayo clínico donde se 

observó el efecto de una formulación micronizada de resveratrol en 
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pacientes con metástasis hepática de CCR. Este estudio sí fue aleatorizado 

y controlado con placebo. Previamente a la operación, se administró a 52 

pacientes 5 g de esta formulación o placebo. Se observó un aumento de 

caspasa-3 activa en tejido tumoral hepático, pero sin cambios en otros 

marcadores como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), 

prostaglandina (PG)E2, survivina, Bcl-2 o Bax, entre otros. Tampoco se 

observaron efectos adversos (Howells y cols., 2011). 

II.3.1.3. Polifenoles del té verde 

El té verde o Camellia sinensis (L. Kuntze) (Theaceae) es una planta de 

origen asiático cuya hoja se utiliza desde la antigüedad por sus efectos 

beneficiosos para la salud, generalmente en forma de infusión. El extracto 

de la hoja de té verde contiene una gran cantidad de compuestos fenólicos, 

que incluyen flavonoles, flavandioles y ácidos fenólicos. Las catequinas son 

las responsables de las numerosas propiedades que se le atribuyen a la hoja 

de té, siendo las cuatro principales epicatequina, epigalocatequina, galato 

de 3-epicatequina y galato de 3-epigalocatequina (EGCG) (Singh y cols., 

2010). Esta última es la más abundante, y ha demostrado actividad 

antiinflamatoria y anticancerígena en numerosos modelos celulares y 

animales (Singh y cols., 2010; Jin y cols., 2013; Oh y cols., 2014). 

El efecto antiinflamatorio tanto del extracto de té verde, como de 

EGCG ha sido comprobado en modelos animales de inflamación intestinal. 

Sin embargo, se postula que este efecto protector sólo se presenta en dosis 

bajas, ya que a dosis altas, ambos pueden agravar la situación y exacerbar 

la colitis en animales (Martin y Bolling, 2015). Además, los ensayos clínicos 

llevados a cabo con el objetivo de extrapolar estos resultados a humanos 
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son escasos. Se realizó un estudio caso-control multicéntrico en China con 

1308 pacientes con CU, en el que se observó que el consumo de té protegía 

frente a la inflamación intestinal (Wang y cols., 2013). Recientemente se ha 

publicado un estudio piloto doble ciego controlado con placebo, en el que 

durante 56 días, 20 pacientes con CU moderada tomaron diariamente en 

varias dosis Polyphenon E, correspondiente a 400 o 800 mg de EGCG, o 

placebo. Al final del tratamiento, la remisión de los síntomas de la CU activa 

fue del 53% en el grupo tratado respecto al grupo placebo, indicando un 

beneficio terapéutico de Polyphenon E en pacientes refractarios a 5-ASA o 

azatioprina (Dryden y cols., 2013). 

El efecto antitumoral de EGCG se ha descrito en varios trabajos (Khan 

y Mukhtar, 2010), sin embargo, en estudios clínicos no hay una evidencia 

epidemiológica demostrada entre el hábito de tomar té y la prevención de 

cáncer en humanos. Algunos estudios señalan que no existe una relación 

estadísticamente significativa entre ambos (Lee y cols., 2007; Suzuki y cols., 

2009), de hecho, un estudio clínico asocia un incremento del riesgo de CCR 

con el consumo de té en varones (Sun y cols., 2007), pero por otra parte, 

otras publicaciones confirman la reducción del riesgo de CCR mediante el 

consumo de té. Entre estos últimos, se encuentra un reciente estudio 

cohorte que investigó la asociación de consumo de té con la incidencia de 

cánceres a nivel digestivo en 69.310 mujeres chinas no fumadoras, no 

bebedoras y de mediana-alta edad. Se observó una relación inversa en CCR, 

de estómago y de esófago (Nechuta y cols., 2012).  

La inconsistencia de resultados en el tratamiento con EGCG es debida 

probablemente a varios factores que inducen a confusión, como el tiempo, 

la calidad y cantidad de té consumido, la presencia de otros compuestos 
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como la cafeína que pueden enmascarar resultados, y la pobre 

biodisponibilidad de EGCG, ya que la concentración alcanzada en plasma es 

muy inferior a la utilizada en cultivos celulares (Nagle y cols., 2006). Por eso, 

una manera de minimizar todas estas limitaciones es mediante el uso de 

estudios de intervención clínica más controlados, así como la utilización de 

un extracto de té verde mejorado y completamente estandarizado. Es el 

caso de un estudio clínico llevado a cabo por Stingl y cols. (2011) de carácter 

multicéntrico, controlado por placebo, aleatorizado y de una duración de 

tres años. En este, 2.534 pacientes de CCR a los que se les iba a realizar una 

polipectomía recibieron un extracto descafeinado de té verde que contiene 

exactamente 150 mg de EGCG dos veces al día, o placebo. El tratamiento 

empezó un mes antes de la intervención, y al final del experimento se 

compararon las diferencias entre ambos grupos en cuanto a la incidencia, 

el número y la histología de los adenomas. Hasta el momento, no hay 

constancia de la publicación de los resultados obtenidos en este ensayo.  

II.3.1.4. Otros productos y extractos de plantas 

Además de productos aislados, extractos de plantas han sido también 

estudiados en el tratamiento de la EII y CCR. Algunos de ellos se recogen en 

distintas revisiones (Recio y cols., 2012; Triantafyllidi y cols., 2015; 

Langhorst y cols., 2015). En las siguientes tablas se resumen los estudios en 

humanos más recientes llevados a cabo con algunos de productos 

derivados de plantas para el tratamiento de estas patologías:  
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Tabla 1. Ensayos clínicos de extractos y productos derivados de plantas en el tratamiento de 
la EII 

PLANTA PRODUCTO ENSAYO CLÍNICO RESULTADOS 
Artemisia 

absinthium L. 
(Asteraceae) 

Extracto seco 
estandarizado 

de hojas y 
tallos 

Grupo controlado con 
placebo y aleatorizado 

con 20 pacientes con EC 
tomaron 750 mg de 

extracto tres veces al 
día durante 6 semanas 

(Krebs y cols., 2010) 

Reducción de los niveles de 
TNF-α, remisión de los 

síntomas y mejora de la 
calidad de vida de los 

pacientes 

Boswellia serrata 
Roxb. ex Colebr. 

(Burseraceae) 

Extracto 
PS0201Bo 

Doble ciego, controlado 
con placebo, 

aleatorizado y paralelo 
en 22 centros de 

Alemania. 108 
pacientes con EC, la 

mitad de ellos 
recibieron 400 mg tres 
veces al día durante 52 
semanas (Holtmeier y 

cols., 2011) 

Sin diferencias significativas 
entre los dos grupos 

Pistacia  
lenticus L. 

(Anacardiaceae) 

Resina Estudio con 10 
pacientes con EC y 8 

controles que tomaron 
6 capsulas al día (0,67 
g/capsula) (Kaliora y 

cols., 2007a) 

Reducción de IAE y los 
niveles de IL-6 y proteína C 

reactiva en plasma  
 

  Estudio con 10 
pacientes con EC y 8 

controles que tomaron 
6 capsulas al día (0,67 
g/capsula) (Kaliora y 

cols., 2007b) 

Reducción de TNF-α y 
aumento del factor de 

inhibición de migración de 
macrófagos  en plasma 

Tripterygium 
wilfordii H. 

(Celastraceae) 

Extracto 
poliglicósido 

Estudio con 45 
pacientes con EC 
controlado con 

mesalazina y 
aleatorizado durante 12 

meses 
(Tao y cols., 2009) 

No se observaron 
diferencias en cuanto a la 

aparición de relapsos entre 
ambos grupos 

 

  Estudio con 39 
pacientes con EC 

enterocolostomizados, 
controlado con 
sulfasalazina y 

aleatorizado durante 52 
semanas 

(Liao y cols., 2009) 

Prevención de recurrencias 
en pacientes con EC 

postoperados 
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Tabla 2. Ensayos clínicos de extractos y productos derivados de plantas en el tratamiento del 
CCR 

PLANTA PRODUCTO ENSAYO CLÍNICO RESULTADOS 
Bayas de  

Rubus idaeus L. 
(Rosaceae) 

 

Extracto rico en 
antocianidinas de 

frambuesas negras 

Estudio con 20 
pacientes con CCR 

tomaron 60 g/día de un 
extracto de frambuesas 

durante 9 semanas 
(Wang y cols., 2011) 

Desmetilación de 
genes y reducción de 

otros marcadores 
tumorales 

  Estudio aleatorizado 
donde 24 pacientes con 
CCR recibieron 20 g de 
extracto tres veces al 

día durante 9 semanas 
(Mentor-Marcel y cols., 

2012) 

Reducción de IL-8, GM-
CSF y de marcadores 

de proliferación. 

 Preparado oral y 
supositorio de 

extracto de 
frambuesa negrass 

Estudio aleatorizado 
controlado con placebo. 

Durante 9 meses, 14 
pacientes tomaron el 
extracto: vía rectal, y 

vía oral y rectal 
(Wang y cols., 2014) 

Reducen los pólipos en 
pacientes con poliposis 
adenomatosa familiar 

Zingiber 
officinale Rosc. 
(Zingiberaceae) 

Extracto del 
rizoma 

Estudio aleatorizado, 
controlado con placebo 
de 20 voluntarios sanos 
con riesgo normal y alto 
de CCR. Tratamiento: 2 
g de extracto durante 
28 días (Jiang y cols., 

2013) 

Reducción de la 
expresión de COX-1 en 

pacientes con alto 
riesgo 

  Estudio aleatorizado, 
controlado con placebo 
de 20 voluntarios sanos 
con riesgo normal y alto 
de CCR. Tratamiento: 2 
g de extracto durante 
28 días (Citronberg y 

cols., 2013) 

Reducción de la 
telomerasa 

transcriptasa inversa 
humana en pacientes 

tratados 

 

 
39 

 



Revisión Bibliográfica 

 OLEUROPEINA 

II.4.1. Generalidades 

Oleuropeina es un secoiridoide fenólico glucosilado del éster del ácido 

elenólico con 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol). Es el compuesto 

fenólico más abundante en las hojas del olivo y, aunque se encuentra 

también en sus frutos, su concentración varía según la fase de maduración. 

Se distinguen tres fases de maduración del fruto: la fase de crecimiento, en 

la que la concentración de oleuropeina puede ser máxima, alcanzando el 

14% de materia seca; la fase de maduración verde, donde la cantidad de 

clorofila y oleuropeina va disminuyendo; y finalmente, la fase de 

maduración negra, que se caracteriza por la aparición de antocianinas y 

donde oleuropeina decae hasta valores muy bajos y aumentan sus 

derivados, debido a su hidrólisis enzimática, junto con la acción de las 

glucosidasas y esterasas (Gariboldi y cols., 1986; Amiot y cols., 1989; Malik 

y Bradford, 2006; Ryan y cols., 1999). Fue descrito en 1908 por Bourquelot 

y Vintilesco, e investigado por primera vez por Panizzi y cols., en 1960, que 

demostraron el efecto antihipertensivo del producto aislado de las hojas 

del olivo (El y Karakaya, 2009).  

 

Figura 2. Estructura química de oleuropeina 

 

 
40 
 



 Revisión Bibliográfica 

II.4.2. Absorción y metabolismo  

Aunque el metabolismo y la biodisponibilidad de oleuropeina no se 

han elucidado completamente, diferentes estudios han demostrado que 

oleuropeina llega intacta hasta el intestino grueso, ya que la parte 

glucosídica protege a la molécula de la degradación en el medio ácido del 

estómago (Vissers y cols., 2002; Corona y cols., 2006). Oleuropeina es 

degradada en el colon por la microflora y se libera hidroxitirosol como 

producto final mayoritario (Corona y cols., 2006, 2009). Mosele y cols. 

(2014) han confirmado la rotura del enlace con el azúcar y la posterior 

hidrólisis a hidroxitirosol y derivados, y Santos y cols. (2012) postularon que 

bacterias comunes en el colon humano, como Enterococcus o 

Bifidobacterium, son capaces de hidrolizar oleuropeina a hidroxitirosol.  

II.4.3. Propiedades farmacológicas 

El extracto de la hoja de olivo se ha utilizado en la medicina tradicional 

en múltiples afecciones, e incluso existen preparaciones comercializadas. 

Es por eso, que el estudio del efecto farmacológico de oleuropeina en 

diferentes modelos animales y celulares se ha incrementado en los últimos 

años. Muchas de sus propiedades son debidas en parte, a su elevada 

capacidad antioxidante y antiinflamatoria, aunque también se le atribuyen 

otros efectos que cabe destacar. A continuación se recogen los estudios 

realizados con oleuropeina, en algunos casos con su genina, y con extractos 

del fruto y la hoja de olivo. 

II.4.3.1. Actividad antioxidante 

Las especies reactivas de oxígeno (EROs) se producen de manera 

fisiológica en los procesos metabólicos. Por definición, el estrés oxidativo 
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surge de un desequilibrio entre la producción de EROs y la capacidad del 

organismo para eliminar estas especies o reparar el daño producido por 

ellas. Estas especies pueden reaccionar con componentes celulares como 

ADN, lípidos o proteínas y producir el llamado daño oxidativo, que si 

persiste, puede desencadenar un proceso inflamatorio y provocar la 

pérdida de la función celular. Los lípidos son especialmente sensibles al 

daño oxidativo, y tras reaccionar con las EROs, promueven la oxidación de 

los lípidos adyacentes hasta que un compuesto antioxidante detenga este 

ciclo (Charoenprasert y Mitchell, 2012). Los compuestos fenólicos actúan 

como agentes antioxidantes al donar un radical hidrógeno a los radicales 

alquilperóxidos generados por la oxidación lipídica y formar especies 

estables durante esta reacción. De hecho, la habilidad para ceder este 

radical se incrementa con el número de grupos hidroxilos presentes en el 

anillo fenólico, e incluso esta capacidad antioxidante es mayor cuando los 

sustituyentes donantes de electrones se encuentran en posición orto (o-

difenoles), ya que tienden a debilitar la unión del hidroxilo fenólico y 

proporcionan mayor estabilidad al radical fenoxilo (Servili y cols., 2009). 

Tanto oleuropeina como su derivado, hidroxitirosol, presentan estos 

grupos, confiriéndoles una alta capacidad para captar radicales libres. El 

poder antioxidante de oleuropeina se ensayó in vitro mediante el test del 

radical 2,2-difenilo-1-picrilhidracilo (DPPH), y es similar al ejercido por el 

ácido ascórbico (vitamina C) y α-tocoferol (vitamina E) (Visioli y cols., 1998). 

Además, oleuropeina actúa como un potente inhibidor de la oxidación de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) inducida por sulfato de cobre (Visioli y 

Galli, 1994). En estudios en conejos alimentados con una dieta 

suplementada con oleuropeina, se observó que este compuesto reduce los 

niveles plasmáticos de colesterol total, libre y esterificado e incrementa la 
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resistencia a la oxidación de las LDL (Coni y cols., 2000). Por otra parte, se 

demostró que oleuropeina inhibe la peroxidación lipídica (Visioli y cols., 

1995). También reduce la liberación de ácido hipocloroso (HClO) (Visioli y 

cols., 1998) y óxido nítrico (NO) (De la Puerta y cols., 2001). Por último, 

estudios en humanos realizados por Visioli y cols. (2000) demostraron que 

la administración de oleuropeina en voluntarios sanos disminuye la 

eliminación en orina de 8-iso-PGF2α, un producto derivado de la oxidación 

lipídica. 

II.4.3.2. Actividad antiinflamatoria 

El efecto sobre mediadores proinflamatorios de oleuropeina ha sido 

evaluado en diferentes procedimientos experimentales, tanto in vitro como 

in vivo. De la puerta y cols. (1999) demostraron que oleuropeina inhibe las 

enzimas 5-lipooxigenasa (5-LO) y COX-2, además de presentar propiedades 

antioxidantes en leucocitos estimulados con acetato de forbol miristato 

(PMA). Similares resultados han encontrado Ryu y cols. (2015), observando 

que al tratar con oleuropeina los macrófagos RAW 267.4 estimulados con 

LPS, se reduce la activación de numerosas vías de señalización implicadas 

en la respuesta inflamatoria, así como la liberación de citocinas y la 

expresión de COX-2 o iNOS. 

Los estudios in vivo utilizados para determinar el efecto 

antiinflamatorio de oleuropeina son muy variados, y van desde procesos 

agudos a crónicos. En un modelo de pleuritis aguda inducida por 

carragenina, oleuropeina reduce la infiltración celular y la expresión de 

moléculas de adhesión como P-selectina o intercelulares (ICAM-1), inhibe 

la producción de las citocinas proinflamatorias TNF-α e IL-1β y disminuye 
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los niveles de nitritos en los exudados pulmonares. Además, atenúa la 

peroxidación lipídica y la activación de la polimerasa Poli-ADP ribosa (PARP) 

(Impellizzeri y cols., 2011a).  

Oleuropeina también ha demostrado actividad protectora en un 

modelo de osteoporosis inducida por inflamación. El fallo gonadal debido 

al periodo menopáusico causa osteopenia en mujeres, y con la edad, las 

condiciones inflamatorias y oxidantes empeoran, provocando que el cuerpo 

sea incapaz de eliminar los radicales libres y prevenir la inflamación. Puel y 

cols. (2004) demostraron que oleuropeina reduce los signos de inflamación 

en un modelo de inflamación crónica inducida por inyecciones subcutáneas 

de talco en ratas ovariectomizadas, y a su vez, ofrece protección frente a la 

pérdida de masa ósea. 

La artritis inducida por colágeno tipo II reproduce de manera similar la 

artritis reumatoide en humanos, una enfermedad autoinmune de carácter 

crónico, con activación inmunológica tanto humoral como celular. La 

administración intraperitoneal de la genina de oleuropeina reduce el 

edema, la infiltración celular y la erosión del hueso y del cartílago en la 

articulación tibiotarsal. Además, inhibe la expresión de marcadores 

proinflamatorios como citocinas, quimiocinas, COX-2 o iNOS entre otros, y 

es capaz de retrasar el desarrollo de la artritis al administrarse como post-

tratamiento (Impellizzeri y cols., 2011b). También se determinó su efecto 

frente al daño medular traumático en ratones. En este tipo de patologías, 

la muerte neuronal no sólo se produce durante el momento del trauma, 

sino que puede continuar hasta 24 h después. Este proceso se conoce como 

daño secundario, que se amplifica en parte, debido a la presencia de una 

fuerte respuesta inflamatoria local (Profyris y cols., 2004). La genina reduce 
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la activación de distintas vías de señalización implicadas en la inflamación 

y, por tanto, inhibe la expresión de numerosos mediadores, como iNOS o 

citocinas, restaura los niveles de la proteína cinasa A, un conocido inhibidor 

de la vía NF-κB, y modula la muerte celular debida al daño, reestableciendo 

los mecanismos implicados en la apoptosis a sus niveles basales. Además, 

incrementa los niveles del factor neurotrópico derivado de las células 

gliales, que promueve la supervivencia de distintas poblaciones neuronales, 

por lo que además de su efecto antiinflamatorio, deja entrever un efecto 

neuroprotector del que se tratará más adelante (Impellizzeri y cols., 2012).  

Por otra parte, extractos que contienen oleuropeina han sido 

probados en modelos inflamatorios. Existen diferentes estudios que avalan 

el efecto protector de los polifenoles presentes en el aceite de oliva en 

diferentes modelos de inflamación intestinal. Entre ellos, se ha 

determinado la actividad antiinflamatoria de una fracción polifenólica 

modificada del aceite de oliva en un modelo de colitis crónica inducida por 

DSS en ratones, siendo la genina de oleuropeina uno de los componentes 

representativos del extracto. La inhibición de las vías NF-κB y MAPK parece 

ser el punto clave en la protección frente a la inflamación intestinal inducida 

por DSS (Sánchez-Fidalgo y cols., 2013). 

II.4.3.3. Actividad antitumoral 

El ensayo de compuestos fenólicos como coadyuvantes en el 

tratamiento contra el cáncer ha experimentado un aumento notable en los 

últimos años, debido a su habilidad para modular distintas vías de 

señalización implicadas en la carcinogénesis (Ding y cols., 2013; Lall y cols., 

2015). Oleuropeina ha demostrado un potente poder antitumoral en 
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numerosas líneas celulares. Se observó que este compuesto es capaz de 

inhibir el crecimiento celular inducido por 17-β-estradiol en la línea celular 

de cáncer de mama MCF-7, mediante la inactivación de la vía de las 

proteínas cinasas reguladoras de señales extracelulares (ERK1/2) (Sirianni y 

cols., 2010). Otros estudios han demostrado que el tratamiento con 

oleuropeina produce una activación de p53 y reduce la expresión de la 

subunidad 1α del factor inducible por hipoxia (HIF-1α) en células HT-29. El 

factor p53 está implicado en la inducción de la apoptosis y en el control de 

la angiogénesis, posiblemente mediante la represión de HIF-1α, un 

activador de la transcripción génica encargado de estimular la angiogénesis 

en procesos cancerosos (Cárdeno y cols., 2013). El tratamiento de células 

HeLa (línea celular cancerígena de ovario proveniente de Henrietta Lacks) 

con oleuropeina detiene el ciclo celular en la fase G2/M y una apoptosis 

celular dosis-dependiente. Adicionalmente, la activación de la vía de las 

proteínas cinasas c-Jun N-terminal (JNK) parece ser crucial para la inducción 

de la apoptosis en este tipo celular (Yao y cols., 2014).  

El efecto proapoptótico y antiproliferativo de oleuropeina se ha 

determinado también en células leucémicas humanas HL60, donde ejerce 

protección frente al daño de ADN inducido por H2O2 (Anter y cols., 2011). 

Acquaviva y cols. (2012) demostraron que oleuropeina puede inducir la 

apoptosis de células tumorales mediante la inhibición de fosfatidilinositol-

3-cinasa (PI3K)/Akt, una vía de señalización celular implicada en la 

supervivencia y crecimiento celular y sobreactivada en células cancerígenas 

prostáticas andrógeno-independientes; por otra parte, oleuropeina 

también provoca necrosis en células tumorales de próstata y su 

citotoxicidad se debe, en parte, al incremento del estrés oxidativo en las 
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células, ya que induce la producción de EROs en la línea celular tumoral 

prostática DU145. En el mismo estudio se observó que oleuropeina también 

actúa como agente antioxidante en células epiteliales de hiperplasia 

benigna de próstata BPH-1, indicando una actividad dual relacionada con 

los factores intracelulares inducibles presentes en las células benignas. Esta 

característica se ha reproducido en un trabajo realizado por Elamin y cols. 

(2013), donde oleuropeina desencadena la muerte celular programada a 

través de la vía mitocondrial en la línea celular de adenocarcinoma mamario 

MDA-MB-231, incrementando la expresión de caspasa-3 y de Bax, así como 

disminuyendo Bcl-2 y survivina, pero no se vio afectada la línea celular 

epitelial no tumoral MCF-10A. Además, se observa un retraso de la fase S 

del ciclo celular. Recientemente se ha visto que oleuropeina puede unirse 

al receptor acoplado a proteína G (GPR30), activarse y desencadenar la 

apoptosis en células SKBR3 ER-negativas, y evitar así la resistencia al 

tamoxifeno, frecuente en este tipo de cánceres. Este efecto se relaciona con 

una activación sustancial de la vía ERK1/2 y una acumulación de la forma 

activada en el núcleo, que transmite señales antiproliferativas y apoptóticas 

(Chimento y cols., 2014).  

El efecto antitumoral de oleuropeina se ha evaluado también en 

distintos modelos in vivo. Hamdi y Castellón (2005) observaron que la 

administración de oleuropeina reduce el crecimiento, la movilidad y la 

invasión tumoral. Además, debido al efecto disruptor que ejerce sobre el 

citoesqueleto de las células tumorales, reduce la aparición de sarcomas en 

ratones Swiss. Kimura y Sumoyoshi (2009) demostraron en un modelo de 

fotoenvejecimiento por radiación ultravioleta (UV)-B, que tanto 
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oleuropeina como el extracto de hoja de olivo previenen el daño y la 

aparición de tumores en ratones. 

Además, cabe mencionar que el extracto de hoja de olivo inhibe la 

proliferación de una gran variedad de líneas celulares cancerígenas, como 

línea celular de cáncer de mama MCF-7 (Han y cols., 2009), células de 

melanoma B16 (Mijatovic y cols., 2011), células Jurkat (Fares y cols., 2011) 

o células de glioblastoma humano T98G (Tunca y cols., 2012). 

II.4.3.4. Efecto cardioprotector 

Las enfermedades cardiovasculares incluyen una serie de patologías 

del corazón o los vasos sanguíneos, y están íntimamente relacionadas con 

el estrés oxidativo. De hecho, el elemento más común en estas condiciones 

fisiopatológicas es la formación de radicales libres por la mitocondria de las 

células endoteliales y miocárdicas, debido a un aumento de la expresión de 

la iNOS y un incremento excesivo de la producción de NO que reacciona con 

moléculas adyacentes. En el caso de isquemia coronaria, el daño producido 

depende de la severidad, la duración de la isquemia y del mismo proceso 

de reperfusión, ya que se ha observado que durante los primeros minutos 

de recuperación del flujo sanguíneo, la reoxigenación provoca el 

incremento de EROs y las especies reactivas de nitrógeno (ERNs), 

aumentando la muerte de cardiomiocitos por necrosis, apoptosis o ambas 

(Ruiz-Meana y García-Dorado, 2009). El 4-hidroxinonenal (4-HNE) es un 

forma aldehídica obtenida a partir de la oxidación lipídica que puede 

producir daños irreversibles en los cardiomiocitos, y que en cultivo celular, 

induce un daño similar al provocado por el proceso de 

isquemia/reperfusión, activando además la señal apoptótica. En estas 
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condiciones, se ha demostrado que oleuropeina protege frente a la 

toxicidad inducida por 4-HNE en células de miocardio de embrión de rata 

H9c2, inhibiendo las vías proapoptóticas y reduciendo el estrés oxidativo 

(Bali y cols., 2014). Por otra parte, Manna y cols. (2004) observaron que el 

tratamiento con oleuropeina protege frente al daño cardiaco inducido por 

un proceso de isquemia/reperfusión in vivo, reduciendo los niveles 

plasmáticos de diferentes marcadores de fallo cardiaco debido al estrés 

oxidativo. Similares resultados han obtenido Andreadou y cols. (2006, 

2015), indicando que la administración oleuropeina de manera nutricional 

ejerce un efecto cardioprotector mediante la activación de vías de 

señalización implicadas en la recuperación celular ante una situación 

isquémica, y la inhibición del estrés oxidativo durante la reperfusión, 

además de reducir los niveles plasmáticos de LDL en animales 

sobrealimentados con colesterol, e incrementar el contenido miocárdico de 

ATP. Se ha visto que en pacientes con enfermedades cardiovasculares, la 

actividad de diferentes enzimas encargadas de proteger frente al estrés 

oxidativo en el miocardio se ve reducida. En un modelo animal de infarto 

agudo de miocardio inducido por el ligamiento de la arteria coronaria 

izquierda, se observa un descenso en la expresión de superóxido dismutasa 

y glutatión peroxidasa, y un aumento de los niveles plasmáticos de 

malondialdehido. Tal y como se confirmó en otros estudios (Jemai y cols., 

2008), se sugiere que el efecto cardioprotector de este compuesto se debe 

en parte, a sus propiedades antioxidantes. Además, oleuropeina mejora la 

función cardíaca, reduce la extensión de la zona infartada y disminuye los 

niveles de marcadores séricos de lesión cardíaca como lactato 

deshidrogenasa o troponina I (Janahmadi y cols., 2015). 
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Otros estudios realizados por Andreadou y cols. (2007) demostraron 

también el efecto protector de oleuropeina en un modelo de 

cardiotoxicidad aguda inducida por doxorubicina, donde el estrés oxidativo 

también juega un importante papel. El tratamiento con oleuropeina reduce 

los niveles de marcadores de lipoperoxidación y oxidación proteica del 

tejido cardíaco tras la administración de doxorubicina, inhibe la expresión 

de iNOS, y por consiguiente la liberación de NO, y reduce la producción de 

nitrotirosina. Estos mismos autores han descrito que oleuropeina previene 

la aparición de cardiomiopatía inducida por la administración crónica de 

doxorubicina, atenuando las lesiones miocárdicas degenerativas e 

inflamatorias, reduciendo la inducción de estrés nitro-oxidativo y 

restaurando la homeostasis de NO. Además, regula la expresión de 

mediadores proapoptóticos mediante el control de distintas vías de 

señalización implicadas en la apoptosis, como por ejemplo la vía PI3K/Akt, 

así como el metabolismo miocárdico (Andreadou y cols., 2014).  

Por otra parte, la aterosclerosis es una enfermedad multifactorial, 

donde la oxidación de LDL y la respuesta inflamatoria juegan un papel muy 

importante, ya que contribuyen a la formación y el acúmulo de las placas 

ateroscleróticas o ateromas, que con el tiempo, pueden obstruir las arterias 

y provocar trastornos circulatorios o cardíacos. Puesto que oleuropeina 

tiene propiedades tanto antiinflamatorias como antioxidantes, son diversos 

los estudios llevados a cabo para avalar su efecto antiaterosclerótico. 

Oleuropeina actúa reduciendo la expresión de VCAM-1 y la activación de las 

vías de señalización de NF-κB y AP-1 en células endoteliales de cordón 

umbilical humanas (Carluccio y cols., 2003). Además, ha demostrado un 

efecto antiproliferativo en células del músculo liso de aorta, bloqueando el 
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ciclo celular entre la fase G1 y S mediante la inhibición de la vía ERK1/2 (Abe 

y cols., 2011). 

La comercialización de extractos de hoja de olivo como tratamiento 

coadyuvante para la hipertensión no es un hecho casual. La administración 

de un extracto rico en oleuropeina es capaz de reducir los niveles de lípidos 

y suprimir el desarrollo de la aterosclerosis, reduciendo la expresión de 

TNF-α, que, a su vez, reduce la expresión de la proteína quimiotáctica 

monocítica-1 y VCAM (Wang y cols., 2008). Estudios in vitro demuestran 

que un extracto rico en la genina de oleuropeina inhibe la vía de 

señalización de la fosfodiesterasa en plaquetas humanas aisladas (Dell'Agli 

y cols., 2008). Distintos estudios en animales revelaron que el tratamiento 

con extractos de hoja de olivo en ratas hipertensas previene el aumento de 

la tensión arterial, (Osim y cols., 1999; Khayyal y cols., 2002) la 

aterosclerosis y además, mejora la resistencia a la insulina (Somova y cols., 

2003). Perrinjaquet-Moccetti y cols. (2008) observaron que tras la 

administración de un extracto etanólico de hoja de olivo en pacientes 

gemelos con unos niveles límite de hipertensión, se reducía la presión 

arterial así como el colesterol en sangre de manera significativa. 

II.4.3.5. Efectos neuroprotectores 

El cerebro es altamente vulnerable al daño provocado por el estrés 

oxidativo, puesto que consume el 20% del oxígeno total del cuerpo, 

contiene una alta cantidad de ácidos grasos poliinsaturados y presenta 

niveles de enzimas antioxidantes más bajos con respecto a otros órganos 

(Floyd y Hensley 2002; Shulman y cols., 2004). La acumulación de EROs 

puede provocar el daño o la muerte celular, y desencadenar enfermedades 
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neurodegenerativas, como es el caso de la enfermedad de Parkinson, que 

consiste en la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la 

sustancia nigra. Sarbishegi y cols. (2014) han demostrado que la 

administración intraperitoneal diaria de oleuropeina durante seis meses 

aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes en el mesencéfalo de 

ratas viejas, además de proteger frente a la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas en la sustancia nigra, mostrando un posible efecto 

protector en la prevención y atenuación de la enfermedad de Parkinson. 

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por el acúmulo de placas 

neuríticas extracelulares (formadas por el péptido-β-amiloide) y nudos 

neurofibrilares intracelulares (cuyo mayor componente es la proteína tau 

hiperfosforilada). Las placas amiloides (Aβ) tienden a agregarse formando 

oligómeros neurotóxicos, que desencadenan una serie de eventos 

patológicos induciendo la muerte neuronal. Recientes estudios han 

demostrado los posibles efectos terapéuticos de oleuropeina contra la 

enfermedad de Alzheimer. Tras haberse demostrado in vitro la capacidad 

para obstaculizar la aparición de agregados prefibrilares oligoméricos, 

protegiendo las células expuestas al daño por Aβ (Daccache y cols., 2011), 

Diomede y cols. (2013) han confirmado in vivo que la genina de oleuropeina 

reduce la agregación amiloide en un modelo de enfermedad de Alzheimer 

en Caenorhabditis elegans; además, sugieren que este efecto es 

independiente de la capacidad antioxidante de la molécula, interfiriendo 

directamente en el proceso de agregación, al inhibir la formación de 

oligómeros tóxicos solubles y fibras amiloides. En otros trabajos se ha 

observado que la administración de la genina aumenta el proceso de 

autofagia y reduce la inflamación asociada en distintos modelos animales 
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de Alzheimer. La autofagia permite la eliminación de Aβ que se encuentra 

reducida en esta patología y que junto a un componente inflamatorio, 

contribuyen a un empeoramiento de las facultades cognitivas en la 

enfermedad de Alzheimer (Grossi y cols., 2013; Luccarini y cols., 2014). 

Finalmente, en un reciente estudio se ha demostrado que oleuropeina 

aumenta la acetilación de histonas 3 y 4, activando la transcripción génica 

y mejorando los procesos de aprendizaje y de memoria (Luccarini y cols., 

2015).  

II.4.3.6. Efecto hepatoprotector 

A oleuropeina también se le atribuyen efectos hepatoprotectores. 

Domitrović y cols. (2012) demostraron que este compuesto protege frente 

a la inflamación y el estrés oxidativo en un modelo de daño hepático 

inducido por tetracloruro de carbono. La administración de oleuropeina 

mejora los cambios histopatológicos en el hígado, reduce la activación de 

NF-κB, así como la expresión de proteínas implicadas en la inflamación, 

como COX-2, iNOS o distintas citocinas. Se observó además, un aumento de 

la activación de mecanismos antioxidantes celulares como la vía del factor 

nuclear eritrocítico (Nrf)-2, que modula el estado redox de la célula 

mediante la expresión de múltiples proteínas implicadas en la defensa 

celular, como es el caso de la hemooxigenasa (HO)-1 (Yang y cols., 2011). 

Así, oleuropeina aumenta la activación de Nrf-2, y por consiguiente, la 

expresión de HO-1 en el hígado. Por otra parte, en un modelo de esteatosis 

hepática, oleuropeina reduce el incremento hepático de colesterol, 

triglicéridos y ácidos grasos libres. Reduce la activación de la vía ERK1/2 

hepática y restaura la vía Wnt/β-catenina a los niveles del grupo control. 

Oleuropeina inhibe también la expresión de los receptores toll like (TLR)-2 
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y TLR-4 y la transcripción génica de TNF-α, IL-1β e IFN-γ en el hígado (Park 

y cols., 2011).  

II.4.3.7. Actividad hipoglucemiante 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónica caracterizada por la 

ausencia relativa o absoluta de insulina, o bien, por una reducida actividad 

de la misma. La diabetes produce una hiperglucemia mantenida en el 

tiempo que causa complicaciones en otros órganos como ojos, riñones, piel 

o nervios. Es conocido que uno de los mecanismos implicados en la 

patología de la diabetes es el estrés oxidativo, por lo que una manera de 

prevenir o aliviar este daño es la utilización de antioxidantes. Al-Azzawie y 

Alhamdani (2006) observaron una reducción de la glucemia en conejos 

diabéticos tratados con oleuropeina. En otro estudio, Jemai y cols. (2009) 

demostraron que oleuropeina reduce los niveles plasmáticos de colesterol 

total en ratas diabéticas por aloxano. 

No obstante, aunque actualmente se acepta que oleuropeina posee 

actividad hipoglucemiante, el estudio de este efecto con extractos de la 

hoja de olivo se remonta a la década de los 90 (Gonzalez y cols., 1992), y 

parece que en los últimos años se está contemplando la posibilidad de 

introducirlo en clínica. Se ha publicado un estudio clínico donde se 

demuestra que la administración diaria del extracto polifenólico de la hoja 

de olivo en hombres de mediana edad con sobrepeso, mejora la 

sensibilidad a insulina y produce un aumento de la actividad secretora de 

las células β-pancreáticas (De Bock y cols., 2013). 
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II.4.3.8. Otras propiedades farmacológicas 

Otros efectos que se le atribuyen a oleuropeina son antimicrobiana 

(Bisignano y cols., 1999), antivírica (Zhao y cols., 2009), dermoprotectora 

frente a rayos UV (Sumiyoshi y Kimura, 2010), o efectos cicatrizantes 

(Mehraein y cols., 2014a, 2014b). 
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 EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE OLEUROPEINA A PARTIR DE 

HOJAS DE OLIVO 

Se obtiene oleuropeina a partir de las hojas de olivo, siguiendo el 

esquema de extracción (Figura 3) descrito por Andreadou y cols. (2006). Así, 

se procede a una extracción sólido/líquido de 1 kg de hojas de olivo 

desecadas con acetona durante 72 h. El extracto obtenido se concentra y 

se lava con una mezcla de CH2Cl2:CH3OH (98:2). El material insoluble 

separado, se redisuelve y se purifica mediante una cromatografía líquida de 

vacío, utilizando como fase móvil mezclas CH2Cl2-EtOAc (9:1-8:2). La 

oleuropeina se identifica en base a los datos espectrales de acuerdo con los 

descritos por Gariboldi y cols. (1986).  

 

Figura  3. Esquema de extracción de oleuropeina. 

1 kg Hojas de Olea europaea 

Marco Extracto 

Residuo 
Silicagel  

Cl2CH2-EtOAc (9:1-8:2) 
VLC 

OLEUROPEINA (3,25 g) 

Acetona (72 h) S/L 

Cl2CH2-MeOH (98:2) 

Concentración 
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Además, de este método de obtención, oleuropeina también se 

adquiere a través de Sigma y Extrasynthese. 

 PRUEBAS FARMACOLÓGICAS IN VIVO 

III.2.1. Animales de experimentación 

Los animales empleados son ratones hembras de las cepas Balb/C y 

C57BL/6. 

Balb/C: Son una cepa de ratones inmunodeficientes innatos, de 

carácter albino, de ahí su pelaje blanco y pupilas rojas. Se obtuvieron por 

primera vez a partir de ratones silvestres en el año 1913. Son ratones 

manejables y de fácil mantenimiento y cría, puesto que suelen ser fértiles 

durante mucho tiempo. Se utilizan en el campo del cáncer y de la 

inmunología, y también se usan para la producción de anticuerpos 

monoclonales debido a la facilidad de producir plasmocitomas en respuesta 

a una inyección de aceite mineral.  

C57BL/6: Esta cepa tiene un pelaje oscuro y son fácilmente irritables. 

Se utilizan en modelos fisiológicos y patológicos in vivo, y como cepa 

background para animales modificados genéticamente, puesto que es el 

primer ratón que se secuenció su genoma al completo. 

Los animales son proporcionados por Harlan Interfauna Ibérica 

(Barcelona, España), con una edad comprendida entre 6-8 semanas y un 

peso de 18-20 g. Los ratones se reciben y se mantienen en el estabulario de 

la Sección de Producción Animal (SCSIE) de Burjassot de la Universitat de 

València. El periodo de aclimatación dura siete días, bajo condiciones de 12 

h de luz/oscuridad, a 22 °C, 60% de humedad, con una dieta estandarizada 
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de ratón de experimentación y agua ad libitum. Todos los protocolos tienen 

la autorización de la Generalitat Valenciana (108 A1233134999884, 28-01-

2009, A1328853373111, 2012, ver Anexo IV) de acuerdo a la legislación 

vigente. 

III.2.2. Incorporación de oeluropein al 1% en la dieta estándar del 

ratón. 

La dieta se prepara como describe Billerey-Larmonier y cols. (2008). Se 

considera un consumo de 4 g de materia seca diarios por ratón. El pienso 

utilizado se adquiere de Panlab. Para ello, se mezcla en seco, el pienso 

pulverizado con el producto a la concentración establecida (1% de 

oleuropeina respecto al contenido final). Se homogeneiza y se le añade 

agua (0,65 mL/g de dieta) y agar previamente disuelto en microondas 

(contenido final de 0,2%). Se dispersa el agar y el agua homogéneamente 

por toda la masa, se divide en pequeñas porciones y se deja secar durante 

24 h a una temperatura inferior a 37 °C. Una vez seco, se pesa la cantidad 

correspondiente diaria y se les proporciona a los ratones. Al día siguiente, 

se le resta el remanente a la cantidad inicial y se calcula los gramos de 

producto ingeridos por ratón diariamente y su equivalencia en humanos, 

según la fórmula descrita por Reagan Shaw y cols. (2008):  

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 (𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑘𝑘𝑚𝑚) = 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑑𝑑𝑚𝑚𝑎𝑎𝑎𝑎 (𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑘𝑘𝑚𝑚) ×
𝐾𝐾𝑚𝑚 𝑎𝑎𝑎𝑎𝑑𝑑𝑚𝑚𝑎𝑎𝑎𝑎
𝐾𝐾𝑚𝑚 ℎ𝑢𝑢𝑚𝑚𝑎𝑎𝑎𝑎𝑑𝑑

 

 

Siendo, Km un valor calculado a partir de las medias de albúmina sérica 

de las diferentes especies en estudio, entre ellas la humana. 
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III.2.3. Protocolos experimentales 

III.2.3.1. Inflamación intestinal aguda inducida por DSS al 5%  

El modelo de colitis aguda inducida por DSS fue descrito por primera 

vez en 1985 por Ohkusa, al publicar sus primeras investigaciones en 

hámster. Con el tiempo, este modelo se fue adaptando hasta poder ser 

utilizado en ratón y además, se establecieron condiciones para la inducción 

de colitis crónica mediante DSS (Okayasu  y cols., 1990).  

La colitis aguda se induce mediante el suplemento del agua del grifo 

con DSS al 5% durante 7 días. Los ratones Balb/C se asignan aleatoriamente 

en 3 grupos de tratamiento de 10 animales: grupo control (reciben agua y 

dieta estándar); grupo DSS (reciben DSS al 5% y dieta estándar); grupo 

DSS+O (reciben DSS al 5% y dieta suplementada con un 1% de oleuropeina). 

Cada día se pesan los animales así como la dieta remanente y el día 8 se 

sacrifican por dislocación cervical (Figura 4). Se extrae el colon de los 

animales, destinándose tres para el estudio histológico de las muestras, tres 

para el cultivo de tejido, y el resto, se lavan con tampón fosfato salino (PBS) 

frío, se abren longitudinalmente, se miden, se pesan y se determina el 

parámetro mg/cm, como medida indirecta del edema. Estas muestras son 

congeladas inmediatamente en nitrógeno líquido y conservadas a – 80 °C 

hasta su uso posterior.  
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Figura  4. Esquema del protocolo de colitis aguda inducida por DSS al 5%. 

- Cultivo primario de tejido de colon  

El objetivo de esta prueba es determinar ex vivo la liberación de 

mediadores inflamatorios por el tejido intestinal. Una vez sacrificados los 

animales, se selecciona aleatoriamente el colon de tres animales, se limpian 

con medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640, suplementado con 

SFB al 10% y 1% de antibiótico. Después, el tejido se corta en 4 partes, la 

parte proximal, media superior, media inferior y distal, que se siembran en 

una placa de 24 pocillos con medio RPMI-1640 conteniendo SFB al 10% y 

antibióticos, y se incuban durante 24 h a 37 °C y en atmósfera humidificada 

con CO2 al 5% (Kim y cols., 2008). Pasado este tiempo, se pesan los trozos 

de colon y se recoge el sobrenadante. Sobre éste, se determina la 

concentración de TNF-α mediante ELISA y la liberación de NO mediante el 

reactivo Griess. 

- Determinación de NO  

El NO es un radical libre producido por las diferentes isoformas de la 

enzima óxido NOS con un papel muy importante a nivel fisiológico, pero 

                                H2O 

                            DSS 

Dieta estándar 

Dieta estándar 

Dieta suplementada con oleuropeina al 1% 

Día 0 Día 8 

Sacrificio 

CONTROL 

 

DSS+O 

DSS 5% 
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que a altas concentraciones puede producir efectos perjudiciales en el 

organismo. En un proceso inflamatorio, la isoforma iNOS es la encargada de 

producir NO. Este NO puede actuar de manera directa con actividad 

citostática, ya que promueve la destrucción de microorganismos y parásitos 

por el reclutamiento de otras células inflamatorias, o de manera indirecta, 

ejerciendo una actividad citotóxica al reaccionar con otras sustancias 

proinflamatorias como las EROs. Sin embargo, una producción incontrolada 

de NO puede aumentar los niveles de EROs, produciendo estrés oxidativo y 

dañando los tejidos adyacentes.  

El NO tiene una vida media muy corta, transformándose casi 

instantáneamente en sus formas más estables, nitritos y nitratos. Los 

nitratos provienen de la reacción del NO con la oxihemoglobina, siendo más 

común en sangre y plasma. Los nitritos, en cambio, son el único producto 

estable de la auto-oxidación del NO en soluciones acuosas. Es por eso, que 

para la determinación indirecta de NO se utiliza el reactivo de Griess. El 

ácido sulfanílico reacciona con los nitritos formando sales de diazonio, que 

al entrar en contacto con α-naftilamina desarrolla un color rosa-violáceo.  

Para ello, 100 µL de sobrenadante del cultivo de tejido se hacen 

reaccionar en una placa de 96 pocillos con 100 µL de reactivo de Griess. El 

resultado se mide por espectrometría a 570 nm utilizando el 

espectofotómetro victor X3. Para poder calcular la concentración de nitritos 

de cada muestra, se prepara una curva patrón de concentraciones 

conocidas de nitrito sódico (NaNO2), a partir de la cual se interpolan los 

valores de absorbancia obtenidos en cada muestra problema, siguiendo la 

ecuación de la recta: 
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𝑥𝑥 =
𝑦𝑦 − 𝑎𝑎
𝑚𝑚  

Donde: 

x = concentración desconocida 

y = absorbancia conocida 

a= ordenada en el origen 

m = pendiente 

El porcentaje de inhibición de la producción de NO se obtiene según la 

siguiente expresión matemática:  

𝐼𝐼% = �
(Δ(A mg⁄ )e − Δ(A/mg)p

Δ � A
mg� e 

� × 100 

 

Siendo: 

Δ(A/mg)e = media de absorbancia por mg del grupo enfermo 

Δ(A/mg)p = media de absorbancia por mg grupo problema 

 

III.2.3.2. Inflamación intestinal aguda inducida por DSS al 3%  

La colitis aguda se induce tras administrar durante 7 días DSS al 3% en 

agua de bebida en ratones C57BL/6. Los animales se distribuyen 

aleatoriamente en grupos de 3 ratones: grupo control (reciben agua de 

bebida); grupo DSS (reciben DSS en el agua de bebida); grupo DSS+O 

(reciben diariamente desde el día -7, 100 mg/kg de oleuropeina disuelta en 
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el agua de bebida y a partir del día 0 se añade DSS al 3% al agua de bebida); 

grupo DSS+Dx (reciben 6 dosis de dexametasona 2,5 mg/kg desde el día -7 

por vía oral y desde el día 0 se añade DSS al 3%). Tres veces por semana se 

pesan los animales, se calcula el volumen de líquido bebido y el día 8 se 

sacrifican los animales por dislocación cervical (Figura  5).  

 

Figura  5. Esquema de protocolo de colitis aguda inducida por DSS al 3%. 

- Protocolo de aislamiento de linfocitos de la lamina propria 

Una vez sacrificados los animales, se retira el colon, se lava con PBS, se 

abre longitudinalmente y se corta en pequeños trozos, de 

aproximadamente 1 cm.  A continuación, se siguen los pasos siguientes: 

• Etapa de lavado: La finalidad de esta etapa es eliminar la mucosa y el 

epitelio intestinal para facilitar el acceso a la lamina propria. Las 

muestras de colon previamente cortadas se incuban durante 20 min, 

a 37 °C y en agitación (90 rpm), con 5 mL de Ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 5% disuelto en HBSS modificado (sin 

6 dosis de Dx (2,5 mg/kg) 
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Ca2+ ni Mg2+). Seguidamente, se hace pasar por un filtro tipo Falcon® 

Cell Strainer de diámetro de poro de 100 µm, se recupera el intestino 

y se descarta el líquido de lavado. Este proceso se repite dos veces. 

 
 

• Etapa de disgregación: Mediante la digestión de la lamina propria se 

consigue liberar las células presentes en ella. Para ello, el intestino se 

corta en trozos más pequeños aún, del orden de 0,5 cm, y se incuban 

durante 20 min, a 37 °C y a una velocidad de agitación de 100 rpm con 

0,5 mg/mL de colagenasa D, 0,25 mg/mL de DNAsa I, 3 U/mL de 

dispasa II y 5% de suero fetal bovino (SFB) disuelto en HBSS modificado 

(sin Ca2+ ni Mg2). Se pasa la solución por un filtro tipo Falcon® Cell 

Strainer de 40 µm, y en este caso, se recoge tanto el intestino como el 

líquido, ya que contiene las células de la lamina propria. Se repite el 

proceso tres veces, y las células se mantienen en hielo durante los 

periodos de incubación. 

 

 
 

90 rpm   20 min 

37 °C 
Tejido 

Solución 
de lavado 

Descartar eluido  

Tejido: lavado  

100 rpm  20 min 

37 °C 

Solución 
de 

digestión 

Tejido 
Células: Guardar en hielo  

Tejido: digestión  
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El tejido se descarta, y el sobrenadante de la digestión (15 mL), se 

centrifuga a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C.  Se descarta el 

sobrenadante, se resuspende el pellet con medio RPMI 1640 

GlutaMAXTM suplementado con 10% de SFB y 1% de antibiótico (100 

U/mL penicilina y 100 µg/mL estreptomicina) y se vuelve a centrifugar 

en las mismas condiciones. 

• Aislamiento de linfocitos mediante gradiente percoll: En este paso, 

se aíslan los linfocitos obtenidos del proceso de digestión usando el 

gradiente percoll. El percoll se compone de una suspensión de 

partículas de ácido silícico revestidas de polivinilpirrolidona, que 

presenta baja viscosidad a densidades altas, no afecta a la presión 

osmótica del medio y es estable a pH comprendido entre 5 y 10. Es 

soluble en soluciones acuosas. Su utilización permite una separación 

de las poblaciones en bandas, facilitando su aislamiento. Para ello, se 

preparan soluciones de percoll al 80% y al 40% en PBS. Se rellena un 

tubo de polipropileno de 15 mL con 5 mL de solución al 80% de percoll, 

y por otra parte, se resuspende el pellet resultante de la centrifugación 

anterior con 10 mL de percoll al 40%. Muy cuidadosamente, y de forma 

constante, se añade poco a poco por la pared del tubo de polipropileno 

la suspensión celular a los 5 mL de percoll al 80%, formando una 

interfase entre ambas soluciones.  

Se centrifugan los tubos de polipropileno a 2500 rpm durante 20 min, 

a 25 °C sin freno. Al terminar el proceso, los linfocitos se habrán 

separado y quedarán en forma de anillo blanquecino en la interfase: 
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Se elimina el resto que se encuentra en la parte superior, se descartan 

unos 7 mL, y se aspira el anillo de células. Se recogen hasta 3 mL. El 

resto se descarta. Estos 3 mL se centrifugan a 1500 rpm, durante 5 min 

a 4 °C, se descarta el sobrenadante, se resuspenden las células en 1-2 

mL de medio RPMI con 10% de SFB y se recuentan con la cámara de 

Neubauer. 

- Estudio poblacional linfocitario por citometría de flujo 

Entre las múltiples aplicaciones de la citometría de flujo, se encuentra 

la posibilidad de separar poblaciones celulares o determinar las 

características de una población determinada. Así, una vez aisladas las 

células polimorfonucleares de la lamina propria, se procede a la 

caracterización de los tipos celulares y subcelulares de interés.  

• Estimulación: Tras el recuento de células, se siembran 5 x 105 

células/mL en una placa de 24 pocillos, y se estimulan con PMA (5 

ng/mL) e ionomicina  (500 ng/mL) durante 4 h a 37 °C y en una 

atmósfera humidificada 5% de CO2. Transcurrido el tiempo, se recogen 

las células, se transfieren a tubos cónicos, se centrifugan a 1500 rpm 

durante 5 min a 4 °C, se elimina el sobrenadante y se resuspende el 

pellet con PBS suplementado con 10% de SFB.  

Células 
polimorfonucleares 

centrífugación 

Percoll 80% 

Percoll 40% 

 
69 

 



Material y Métodos  

• Tinción de marcadores extracelulares: Se lavan dos veces por 

centrifugación y se incuban con el anticuerpo anti mouse-CD4 durante 

30 min a 4 °C.  

• Fijación y permeabilización: Las células se lavan, se fijan con p-

formaldehido al 4% en PBS, durante 20 min a 4 °C. Éste se elimina por 

centrifugación, y se mantienen las células con PBS y SFB al 10% durante 

toda la noche. Al día siguiente, se permeabilizan con “Permeabilization 

buffer” durante 15 min a temperatura ambiente. 

• Tinción de marcadores intracelulares: se incuban las células con los 

anticuerpos anti mouse RAR-related Orphan Receptor (ROR)γt, anti 

mouse IL-17 y anti mouse IFN-γ  a 4 °C. Tras 30 min, las células se lavan 

por centrifugación, y se pasan las muestras por el citómetro.  

III.2.3.3. Inflamación intestinal crónica inducida por DSS 

La colitis crónica es inducida mediante la administración de cuatro 

ciclos de DSS (DSS al 1% durante el primer y el segundo ciclo, seguido de  

DSS al 2% en el tercer y cuarto ciclo). Cada ciclo consiste en 7 días de DSS 

disuelto en el agua de bebida seguidos de 7 días de agua sin DSS. Los 

ratones C57BL/6 son distribuidos aleatoriamente en tres grupos de 

tratamiento de 10 animales: grupo control (reciben dieta estándar y agua), 

grupo DSS (reciben dieta estándar y DSS en agua) y grupo DSS+O  (reciben 

dieta suplementada con oleuropeina al 0,25% y DSS en agua). Tanto los 

animales como la dieta remanente se pesan tres veces por semana y los 

animales son sacrificados el día 56 por dislocación cervical (Figura  6). Se 

extrae el colon de los animales, destinándose tres para el estudio 

histológico y el resto se lavan con PBS frío, se cortan longitudinalmente, se 
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miden, se pesan, se congelan con nitrógeno líquido y se conservan a – 80 °C 

hasta su uso posterior.  

 

Figura  6. Esquema de protocolo de colitis crónica inducida por DSS. 

III.2.3.4. CCR asociado a CU inducido por AOM y DSS  

Este método fue descrito por primera vez en 1996 por Okayasu y cols., 

donde demostraban que la administración de AOM seguido del tratamiento 

con DSS producía un daño crónico con necrosis y regeneración en la mucosa 

intestinal, siendo crítico para el desarrollo de tumores. 

El CCR asociado a colitis se induce mediante la inyección 

intraperitoneal de AOM (7,5 mg/kg, 0,2 mL) disuelto en PBS el día -7, y la 

administración posterior de 3 ciclos de DSS a partir del día 0. Cada ciclo 

consta de 7 días de agua suplementada con DSS al 1,5%, seguidos de 14 días 

de agua del grifo. Los animales se reparten aleatoriamente en 8 grupos de 

10 animales: grupo control (reciben agua durante todo el experimento); 

grupo DSS (reciben sólo los 3 ciclos de DSS); grupo AOM (reciben agua y la 

inyección de AOM); los siguientes grupos, llamados AOM/DSS, reciben 

tanto la inyección de AOM como los 3 ciclos de DSS, y con excepción del 

grupo AOM/DSS, el resto son tratados por vía oral con el fármaco de 

  H2O                     H2O                     H2O                    H2O      DSS DSS DSS DSS 

                             H2O  

Dieta estándar 
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referencia, el 5-ASA (75 mg/kg), grupo AOM/DSS+ASA (Clapper y cols., 

2008); con oleuropeina 50 mg/kg, grupo AOM/DSS+O50; y con oleuropeina 

100 mg/kg, grupo AOM/DSS+O100. Todos los tratamientos se disuelven y 

administran en el agua de bebida. Tres veces por semana se pesan los 

animales, se mide el volumen de líquido remanente y se observa la 

presencia de diarrea o sangre en heces durante todo el experimento. El día 

63, los animales se sacrifican por dislocación cervical y se extrae el colon. 

Para el estudio histológico, se corta un trozo de la parte distal del colon, de 

aproximadamente 0,5 cm, y se fija en p-formaldehido al 4% disuelto en PBS. 

Se deja toda la noche a temperatura ambiente y se guarda al día siguiente 

a 4 °C para su posterior análisis. El resto de los intestinos se lavan con PBS 

frío,  se cortan longitudinalmente y se observa macroscópicamente la 

presencia de tumores, se miden, se pesan, se congelan con nitrógeno 

líquido y se guardan a –80 °C.  
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Figura  7. Esquema del protocolo de inducción de CCR inducido por AOM/DSS. 

III.2.4. Índice de actividad de la enfermedad (IAE) 

Una de las herramientas más frecuentemente usada para determinar 

la severidad de la EII es el IAE. Es un factor acumulativo que cuantifica la 

pérdida de peso, diarrea y sangrado en heces en la CU, inducida en animales 

de experimentación, según la Tabla 3: 
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Agua suplementada con DSS 1,5% y oleuropeina (100 mg/kg) 
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Tabla 3. Evaluación del IAE. 

 

Al final del experimento, se calcula la diferencia del peso al inicio y al 

final del experimento, y se examina la presencia de diarrea y el sangrado 

rectal, medido por sangre fecal visible macroscópicamente. Tras obtener 

los resultados de cada uno de los animales, se aplica la fórmula 

correspondiente a IAE: 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐷𝐷 =
(𝑃𝑃(𝑃𝑃𝑃𝑃) + 𝑃𝑃(𝑆𝑆𝐷𝐷) + 𝑃𝑃(𝐷𝐷))

3
 

Siendo:  

P(PP)= Puntuación correspondiente a la pérdida de peso 

P(SH)=Puntuación correspondiente a la presencia de sangre en heces 

P(D)= Puntuación correspondiente al grado de diarrea 

El IAE se expresa con valores comprendidos entre 1-4. 

En el modelo de CCR, el IAE también informa de la severidad y del 

progreso del CCR. Se utilizan los mismos parámetros que en la Tabla 3, sin 

embargo, en este caso se hace también una evaluación del estado de los 

 IAE 

Puntuación Pérdida de peso (PP) Sangre en heces (SH) Diarrea (D) 

0 No existe No existe No existe 

1 1-5%   

2 6-10% Leve sangrado Semidura 

3 10-20%   

4 >20% Alto sangrado Diarrea 
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animales al terminar cada ciclo, para así controlar la evolución de la 

enfermedad. 

III.2.5. Análisis histológico e inmunohistoquímico 

III.2.5.1.  Tinción hematoxilina-eosina  

Para facilitar el estudio histopatológico del intestino grueso, con una 

visión global de la muestra y la posibilidad de profundizar más en una 

determinada zona del colon, se utilizó la técnica de swiss roll en las 

muestras de colitis aguda y colitis crónica. Se abre longitudinalmente el 

colon, por el axis vertical, se enrolla en espiral desde la parte distal hasta la 

parte proximal del colon, sujetos con una aguja de un diámetro 25G x 5/8” 

y se fijan en p-formaldehido al 4% en PBS. Se dejan a temperatura ambiente 

durante la noche y se guardan a 4 °C hasta su uso. Se incluyen en parafina, 

se cortan en secciones de 8 µm y se tiñen con hematoxilina y eosina. Se 

seleccionan aleatoriamente 8 campos distintos de cada sección, y son 

analizados por un patólogo experto (magnificación 10x).  

 

 

Figura  8. Intestino enrollado o rollo "swiss". 

Para el estudio histopatológico del CCR, se corta una muestra de la 

parte distal del colon de aproximadamente 0,5 cm. Se fija con p-
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formaldehido al 4% en PBS, durante toda la noche a temperatura ambiente, 

y después se incluye en parafina. Los bloques se cortan en  secciones de 8 

µm y se tiñen con hematoxilina y eosina. Se seleccionan 8 campos 

aleatoriamente y se evalúa de forma ciega por un patólogo experto 

(magnificación a 10x). Se identifica la pérdida de epitelio, infiltración 

celular, la ulceración y la presencia de regiones displásicas en los diferentes 

grupos. 

III.2.5.2.  Inmunohistoquímica de Ki-67 

Las muestras de parafina se cortan en secciones micrométricas, se 

calientan a 65 °C, se desparafinan y se rehidratan con alcohol de diferentes 

grados. Tras esto, las secciones se hierven con tampón citrato para 

recuperar los antígenos. La actividad peroxidasa endógena se inhibe tras el 

tratamiento con H2O2 al 0,6% durante 20 min y la incubación posterior con 

avidina y biotina durante 15 min más para reducir la reactividad de biotina. 

Después, las secciones son permeabilizadas y las proteínas se bloquean con  

BSA al 2% con PBS-Tween 20 al 0,05%. El anticuerpo primario Ki-67 se 

incuba a una concentración de 1/50 a 4 °C en una cámara húmeda, durante 

toda la noche. Tras 3 lavados, los cortes son tratados con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de conejo  y con el complejo estreptavidina-peroxidasa, 

ambos 30 min a temperatura ambiente. La actividad enzimática se 

determina mediante el tratamiento de H2O2 y 3,3’-diaminobencidina (DAB) 

durante 5 min.  En el último paso, las secciones se co-tiñen con hematoxilina 

Mayer. La tinción de Ki-67 se evalúa por un patólogo experto, y se cuantifica 

por densitometría mediante el uso del programa Image J. 

 
76 
 



    Material y Métodos 

III.2.6. Determinaciones bioquímicas y moleculares 

Para las determinaciones bioquímicas y moleculares,  las muestras de 

colon previamente congeladas a – 80 °C se pulverizan con un pilón y un 

mortero de porcelana, enfriados con nitrógeno líquido, quedando la 

muestra en forma de polvo perfectamente homogeneizado. 

III.2.6.1. Determinación de la infiltración celular en colon: 

infiltración neutrofílica, eosinofílica y de macrófagos 

En todos los casos, se toma una pequeña porción de tejido pulverizado 

previamente y se homogeneiza con tampón fosfato sódico 80 mM (pH=5,4) 

que contiene 0,5% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Se sonican las 

muestras y se centrifugan a 10.300 rpm durante 20 min a 4 °C, se recogen 

los sobrenadantes resultantes y se guardan a – 80 °C hasta su uso. 

- Medida de la actividad mieloperoxidasa  

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima ampliamente distribuida en 

el organismo, aunque se encuentra principalmente en los neutrófilos, a 

nivel lisosomal, en los gránulos azurófilos. Es la única peroxidasa que 

cataliza la conversión de cloruro y H2O2 a HClO. Éste es un potente agente 

oxidante, que contribuye al mecanismo de primera línea de defensa contra 

agentes infecciosos, sin embargo, una activación excesiva puede conducir a 

una situación perjudicial para el huésped. El HClO desestabiliza las 

membranas celulares, ya que reacciona con proteínas y ácidos grasos 

insaturados, y se convierte en una de las EROs más dañinas en las 

enfermedades inflamatorias (García Morales y cols., 1998). 
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La medida de la actividad MPO es directamente proporcional al 

número de neutrófilos infiltrados. Puesto que la acumulación leucocitaria 

en la mucosa intestinal es una de las características de la CU, la valoración 

de esta enzima permite obtener una estimación semicuantitativa de la 

infiltración neutrofílica en el tejido. El experimento se basa en el método de 

Suzuki y cols. (1983), modificado por De Young  y cols. (1989). 

El procedimiento se lleva a cabo en una placa de 96 pocillos. Se añade 

en cada pocillo, 30 µL de sobrenadante, 100 µL de PBS, 85 µL de tampón 

fosfato sódico 0,22 M (pH= 5,4) y 15 µL H2O2 al 0,017%.  La reacción empieza 

al añadir 20 µL de cloruro de tetrametilbenzidina (Cl-TMB) 18,4 mM 

disuelto con dimetilformamida al 8%. El periodo de incubación dura 3 min 

a 37 °C. La reacción se paraliza con la adición de 30 µL de tampón citrato 

sódico 1,46 M (pH=3) en hielo. La actividad de la MPO se determina 

midiendo la absorbancia a 630 nm. 

 La TMB es oxidada por la MPO en presencia de H2O2 y toma un color 

azulado. Al añadir el ácido se reduce la actividad MPO (Figura  9). 

 

 

Figura  9. Ilustración del mecanismo de la reacción MPO. 
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- Medida de la actividad eosinofilperoxidasa 

Los eosinófilos son leucocitos que poseen la capacidad de iniciar o 

potenciar las reacciones inflamatorias a través de la liberación de citocinas, 

quimiocinas u otros mediadores inflamatorios, como por ejemplo la 

eosinofilperoxidasa (EPO). La EPO cataliza la reacción de haluros y 

pseudohaluros con productos de la explosión respiratoria (H2O2 y O2), 

formando compuestos oxidantes citotóxicos que causan daño y muerte 

celular. 

Forbes y cols. (2004) observaron una alta infiltración de eosinófilos en 

colitis inducida por DSS. Además, la liberación de proteínas eosinofílicas por 

desgranulación podría estar implicada en la patogénesis de la colitis. En 

concreto, observaron que la colitis era mucho menos severa tanto en 

ratones EPO-/-, como en ratones de cepa natural tratados con un inhibidor 

de EPO, demostrando el importante papel de esta enzima en las 

manifestaciones de la colitis experimental. 

Una forma de determinar el grado de infiltración eosinofílica en la 

colitis es mediante la medida de la actividad enzimática EPO.  

En una placa de 96 pocillos, se añaden 50 µL de sobrenadante, 30 µL 

de H2O2 6,6 mM disuelta en Tris-HCl (pH=8) y 100 µL de o-fenilendiamina 

(OPD) 1,5 mM. Tras 2 min a temperatura ambiente, la reacción se detiene 

al añadir 75 µL de ácido cítrico 50 mM (pH=4,5). La absorbancia se mide a 

490 nm. 

La OPD pasa a su forma oxidada, dando una coloración amarillenta. La 

enzima detiene su actividad debido a la reducción del pH al añadir el ácido 

(Figura 10). 
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Figura 10. Ilustración del mecanismo de la reacción EPO. 

- Medida de la actividad N-acetil-glucosaminidasa 

Los macrófagos representan, junto con los neutrófilos, eosinófilos, 

mastocitos, basófilos, linfocitos NK, células dendríticas y células linfoides 

innatas,  al grupo celular perteneciente a la respuesta inmunológica innata. 

En su estado basal, los macrófagos circulan por el torrente sanguíneo en 

forma de monocitos y se diferencian y se activan al llegar al tejido dañado 

o al lugar de la inflamación. A parte de sintetizar y liberar mediadores 

inflamatorios, los macrófagos son capaces de fagocitar cuerpos extraños y 

eliminarlos con ayuda de unas partículas citoplasmáticas llamadas 

lisosomas. Estos lisosomas contienen enzimas hidrolíticas que degradan 

macromoléculas, como proteínas, azúcares o ácidos nucleicos. Una de ellas 

es la N-acetilglucosaminidasa (NAG), encargada de digerir compuestos N-

acetilglucosaminados. Aunque existan macrófagos residentes en la lamina 

propria con la capacidad de modular su respuesta en función de la agresión 

producida, su presencia y activación en el proceso inflamatorio en la EII ha 

tomado especial relevancia en los últimos años (Steinbach y cols., 2014). 

La mayoría de células del sistema inmune segregan mediadores 

inflamatorios, como citocinas, COX-2 o iNOS, por lo que sería difícil 
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discriminar el tipo celular al detectar este tipo de proteínas. Por esto, una 

manera de detectar el grado de infiltración de macrófagos en el proceso 

inflamatorio es mediante la medida de la actividad de la enzima NAG. 

Para la detección de la actividad NAG, en una placa de 96 pocillos se 

añade 50 µL de sobrenadante y 100 µL de 4-nitrofenil N-acetil-β-D-

glucosamina 2,25 mM disuelta en tampón acetato sódico 50 mM. El ensayo 

se mantiene a 37 °C durante 5 min, y se añaden 50 µL de Na2CO3 0,2 M para 

parar la reacción.  

La enzima hidroliza el sustrato liberando el p-nitrofenol, que en 

contacto con una base, en este caso el carbonato sódico, se transforma en 

nitrofenolato dando una coloración amarilla intensa que es medida 

espectrofotométricamente a 405 nm (Figura 11). 

 

Figura 11. Ilustración del mecanismo de la reacción NAG. 

- Tratamiento de los datos 

Las absorbancias obtenidas se dividen por la concentración de 

proteínas expresadas en mg/mL utilizadas para el ensayo, con la finalidad 

de unificar resultados. La actividad enzimática se expresa como la cantidad 

de enzima necesaria para producir un cambio de absorbancia por 1 

unidad/mg de proteína. 
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El porcentaje de inhibición de las actividades enzimáticas se obtiene 

según la siguiente expresión matemática:  

𝐼𝐼% = �
(Δ(A mg⁄ )e − Δ(A/mg)p

Δ � A
mg� e 

� × 100 

 

Siendo: 

Δ(A/mg)e = media de absorbancia por mg del grupo enfermo 

Δ(A/mg)p = media de absorbancia por mg del grupo problema 

III.2.6.2. Determinación de citocinas mediante inmunoensayo 

La técnica ELISA se utiliza para determinar la concentración de 

moléculas específicas en una muestra. Generalmente, el ELISA más 

utilizado es el tipo sándwich. El anticuerpo de captura se une a la base del 

pocillo y capta al antígeno presente en la muestra. Las moléculas que no se 

hayan unido se eliminan con los lavados. Se añade el anticuerpo de 

detección asociado a una enzima, que se une al antígeno y mediante una 

reacción enzimática, convierte un sustrato incoloro en un compuesto 

azulado. Existe la posibilidad de realizar una recta patrón con 

concentraciones conocidas de antígeno, y así, mediante la medida de la 

absorbancia, determinar la concentración de la molécula de interés. 

Se toma una pequeña porción de tejido pulverizado de todas las 

muestras a analizar (colitis aguda, crónica y CCR) y se homogeneiza con 

Nonidet NP-40 1% en PBS. Las muestras se sonican 3 veces durante 10 s y 

se centrifugan a  14000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se recoge el 
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sobrenadante y se determinan  los niveles de TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-6, 

IL-4, IL-10 e IL-17A, utilizando un kit de ELISA específico para cada una de 

ellas. A continuación se detalla el procedimiento experimental según las 

instrucciones del kit: 

Tabla 4. Instrucciones del kit ELISA. 

 RECTA PATRÓN PROBLEMA 

Anticuerpo de captura 100 µL 100 µL 

 Incubar toda la noche a 4 °C 

Diluyente del ensayo 200 µL 200 µL 

 Incubar 1 h a T ambiente 

Estándar 100 µL - 

Muestra - 100 µL 

 Incubar toda la noche a 4 °C 

Anticuerpo de detección 100 µL 100 µL 

 Incubar 1 h a T ambiente 

Avidin-HRP (enzima) 100 µL 100 µL 

 Incubar 30 min a T ambiente 

TMB (sustrato) 100 µL 100 µL 

 Incubar 15 min a T ambiente 

H2SO4 2N 50 µL 50 µL 

 Leer absorbancia a 450 nm y 570 nm 

 

Los valores de absorbancia total de cada una de las muestras se 

obtienen restando los valores de absorbancia obtenidos a 570 nm a los 

obtenidos a 450 nm. 

Una vez realizada la curva patrón, se interpolan los valores de 

absorbancias totales de las muestras y se obtienen las concentraciones 

existentes de citocinas en cada una de ellas, que, una vez dividido el valor 
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por los mg de proteína presentes en la muestra, se calcula el promedio de 

las concentraciones totales. 

Los porcentajes de inhibición de la producción de citocinas se calculan 

según la siguiente fórmula: 

𝐼𝐼% = �
[C]e − [C]p

[C]e � × 100 

Siendo: 

[C]e = media aritmética de la concentración de citocina en el grupo 

enfermo 

[C]p = media aritmética de la concentración de citocina en el grupo 

problema 

III.2.6.3. Extracción proteica citosólica y nuclear 

Para determinar proteínas de interés utilizando la técnica de western 

blot, es necesario separar las proteínas de una muestra de tejido. Para ello, 

se toma una pequeña porción de tejido pulverizado de todas las muestras 

y se homogeneiza con tampón A (Anexo III.2). Se sonican tres veces durante 

10 s, se añade Nonidet NP-40 0,5% y se agitan durante 45 min en hielo. Los 

lisados se centrifugan a 1500 rpm durante 10 min a 4 °C, se recoge el 

sobrenadante, que se corresponde con la fracción citosólica, y se guarda a 

– 80 °C hasta su uso posterior. Los pellets resultantes se resuspenden con 

500 µL del tampón B (Anexo III.2) y se incuban durante 30 min en hielo y 

agitación. Después de esto, las muestras se centrifugan a 14000 rpm 

durante 15 min a 4 °C y los sobrenadantes, correspondientes a la fracción 

nuclear, se recogen y se guardan a – 80 °C. 
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III.2.6.4. Cuantificación de proteínas 

Las proteínas se cuantifican usando el método de Bradford. El reactivo 

de Bradford contiene un colorante hidrofóbico, el azul de Commassie, cuyas 

disoluciones acuosas, en presencia de ácido fosfórico, poseen un color 

pardo que se convierten en azul intenso al entrar en contacto con la parte 

hidrofóbica de una proteína. La intensidad de este color azulado, medida 

por absorbancia, será proporcional a la concentración de proteínas en una 

muestra.  

Una alícuota de la muestra se diluye 1:5 y 5 µL de la misma (por 

duplicado) se añaden a una placa de 96 pocillos. Posteriormente, se 

adicionan 250 µL de reactivo de Bradford y tras 15 min de reposo se mide 

la absorbancia a 570 nm. Para calcular la concentración de proteínas de 

cada muestra, se realiza una curva estándar de concentraciones conocidas 

de albúmina sérica bovina (BSA), sobre la que se interpolan los valores 

obtenidos para cada muestra problema, según la ecuación de la recta: 

𝑥𝑥 =
𝑦𝑦 − 𝑎𝑎
𝑚𝑚  

Donde: 

x = concentración desconocida 

y = absorbancia conocida 

a= ordenada en el origen 

m = pendiente 
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III.2.6.5. Determinación de la expresión proteica mediante western 

blot 

- Reducción y desnaturalización de las proteínas 

Una vez cuantificada la concentración de proteínas, se alícuota los 

volúmenes correspondientes a la misma cantidad de muestra de proteínas, 

se completan con agua destilada para que todas tengan el mismo volumen, 

y se hierven a 100 °C con un tampón desnaturalizante (Reducing Buffer) que 

contiene ditiotreitol (DTT) y dodecil sulfato sódico (SDS) (5:1 v/v). 

- Western blot 

Cantidades iguales de proteína se cargan en el gel de poliacrilamida 

(Anexo III.3) y se separan con tampón de electroforesis (Anexo III.4) durante 

50 min a 150 V. Posteriormente se transfiere a una membrana de 

nitrocelulosa mediante el método de transferencia húmeda, usando un 

tampón de transferencia (Anexo III.4) durante 120 min a 120 mA. La 

membrana se bloquea con leche desnatada en polvo al 5% disuelta en PBS-

Tween 20 al 0,05% durante 90 min. A continuación, se incuba con el 

anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C y agitación suave. Al día 

siguiente, la membrana se lava tres veces con PBS-Tween 20 al 0,05% y se 

incuba con el anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo, cabra o ratón 

1:12000) durante 1 h a T ambiente con ligera agitación. Después de lavar 

tres veces la membrana, se hace reaccionar con el reactivo de 

quimioluminiscencia, se deja actuar 3-5 min y se visualizan las proteínas 

separadas con ayuda de un transiluminador LAS-3000 mini. 
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Generalmente se usa el protocolo descrito anteriormente, sin 

embargo, para determinados anticuerpos primarios es necesario seguir las 

especificaciones del fabricante, o bien cuando el objetivo es determinar 

proteínas fosforiladas, se sustituye la leche por BSA al 3% para el bloqueo y 

la incubación con el anticuerpo secundario, y BSA al 1,5% para la incubación 

con el anticuerpo primario. Esto es debido a que la leche puede contener 

enzimas fosfatasas, que pueden liberar el grupo fosfato y dificultar la 

detección de este tipo de proteínas. Los anticuerpos primarios utilizados, y 

sus condiciones se muestran en el anexo II.2. 

La detección de β-actina (anti-β-actina 1:10000) se usa como control 

interno de carga, y por tanto, para normalizar las diferencias en las 

cantidades de proteínas entre las diferentes muestras. 

La intensidad de las bandas se cuantifica densitométricamente 

utilizando el programa Scion Image. El valor de la densidad de cada mancha 

se refiere al valor obtenido para la β-actina correspondiente. 

Se calcula el porcentaje de inhibición de la expresión de las proteínas 

mediante la siguiente fórmula matemática: 

𝐼𝐼% = �
[D]e − [D]p

[D]e � × 100 

Siendo: 

[D]e = media aritmética de los valores densitométricos de la proteína 

en cuestión en el grupo enfermo 

[D]p = media aritmética de los valores densitométricos de la proteína 

en cuestión en el grupo problema 
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III.2.6.6. Estudio de la expresión génica: extracción de ARN y RT-PCR 

semicuantitativa 

La técnica de la reacción en cadena de la polimerasa, conocida como 

PCR (siglas de su nombre en inglés polymerase chain reaction), consiste en 

la amplificación in vitro de un fragmento de ADN específico para determinar 

la expresión génica de una determinada proteína. En este caso, la expresión 

génica se cuantifica a partir de la cadena de ARN, sin embargo, su 

inestabilidad hace difícil su manipulación, así que se transforma en ADN 

complementario (ADNc). A este tipo de PCR se le denomina “reverse 

transcriptase-PCR” (RT-PCR). 

- Extracción de ARN  

Para extraer el ARN de la muestra se utiliza el kit específico Quiagen 

RNAeasy mini Kit. Se recoge una pequeña porción de tejido pulverizado y 

se homogeneiza con 350 µL de β-mercaptoetanol al 1% disuelto con el 

tampón RLT. Se sonica tres veces durante 10 s, se hace pasar la muestra por 

agujas de calibre decreciente hasta que pase por una aguja de diámetro 

30G x ½”, se centrifuga a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C y se recoge el 

sobrenadante.  

A continuación, se utilizan las columnas RNAeasy mini spin, siguiendo 

el protocolo descrito a continuación:  
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Tabla 5. Pasos a seguir para la extracción de ARNm. 

Pasos EXTRACCIÓN ARN  

1 Añadir 350 µL de etanol 70% a la muestra 

2 Transferir a la columna 

3 Centrifugar a 12000 rpm durante 1 min 

4 Descartar el líquido eluido 

5 Añadir 350 µL de tampón RW1 a la columna 

6 Repetir paso 3 

7 Descartar líquido eluido 

8 Mezclar 10 µL de ADNasa con 70 µL  de tampón RDD y añadir 80 µL a la 

columna 

9 Incubar 15 min a T ambiente  

10 Añadir 350 µL de tampón RW1 

11 Repetir paso 3 

12 Cambiar la columna a un tubo colector nuevo 

13 Añadir 500 µL de tampón RPE 

14 Repetir paso 3 

15 Descartar líquido eluido 

16 Añadir 500 µL de etanol 80% 

17 Centrifugar 12000 rpm durante 2 min 

18 Cambiar la columna a un tubo colector nuevo 

19 Abrir la columna y centrifugar 12000 rpm durante 5 min 

20 Cambiar la columna a un eppendorf libre de ARNasas 

21 Añadir 14 µL de agua destilada libre de ARNasas del kit 

22 Repetir paso 3 

23 Descartar la columna 

 

Se toman 2,5 µL de la muestra para determinar la absorbancia a 260 y 

280 nm y calcular la concentración de ARN mediante Nanodrop. El ratio de 
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la densidad óptica entre 260/280 debe ser siempre superior a 1,8.  Las 

muestras de ARN se congelan a – 80 °C hasta su uso. 

- Conversión a ADNc 

Para asegurar una cantidad adecuada de ADNc, se necesita una 

cantidad específica de ARN, aproximadamente, 500 ng. Se alicuotan los 

volúmenes correspondientes a 500 ng y se completa hasta 12 µL con agua 

destilada libre de ARNasas. A cada muestra se añade: 

• 1 µL de Oligo dT 

• 1 µL de Random primer 

Se mantienen a 65 °C durante 5 min. 

Se añade: 

• 2 µL de Affinity Script RT buffer 

• 2 µL de DTT 

• 1 µL de dNTP mix 

• 0,5 µL de Affinity Script multi-temp RT 

• 0,5 µL de agua destilada libre de ARNasas. 

Se introducen en el termociclador y se programa a 42 °C durante 1 h y  

luego, a 75 °C durante 5 min. 

- Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Tras obtener el ADNc, se mezcla 1 µL de este ADNc con 12,5 µL de mix 

Red Taq y 1 µL de los primers en estudio y se diluye hasta 25 µL con agua 

destilada libre de ARNasas. Las condiciones del termociclador van a variar 
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según el primer que se vaya a utilizar. Los cebadores utilizados y las 

condiciones son los siguientes: 

Tabla 6. Lista de cebadores para RT-PCR. 

Primer Secuencia Condiciones termociclador 

Anexina A1 5’-CCCTGGATGAAACCTTGAAA-3’ 

5’-CATTCACGTCTGTCCCCTTT-3’ 

94 °C 1 min; (60 °C 1 min, 72 °C 

1 min)x25; 72 °C 10 min 

IL-6 5’-ATGCTGGTGACAACCACGGCC-3’ 

5’-GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA-3’ 

94 °C 1 min; (60 °C 1 min, 72 °C 

1 min)x30; 72 °C 10 min 

TNF-α 5’-AGCCCACGTCGTAGCAAACCAC-3’ 

5’-TAGACGTGCCCGGACTCCGC-3’ 

94 °C 1 min; (60 °C 1 min, 72 °C 

1 min)x30; 72 °C 10 min 

IL-1β 5’-GCTGGAGAGTGTGGATCCCAAGCA-3’ 

5’-AGCGACCTGTCTTGGCCGAGG-3’ 

94 °C 1 min; (60 °C 1 min, 72 °C 

1 min)x30; 72 °C 10 min 

β-actina 5’-GCAGAGCAAGAGAGGCATCC-3’ 

5’-CTGTGGTGGTGAAGCTGTAG-3’ 

94 °C 1 min; (60 °C 1 min, 72°C 1 

min)x30; 72°C 10 min 

 

Una vez completada la reacción, el producto amplificado se separa por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio al 0,03% en 

tampón TAE (Anexo III.5). El gel es revelado mediante un transiluminador 

LAS-3000 mini fujifilm. 

La intensidad de las bandas se cuantifica densitométricamente 

utilizando el programa Scion Image. El valor de la densidad de cada mancha 

se refiere al valor obtenido para la β-actina correspondiente.  

Se calcula el número de veces aumentado o disminuido con respecto 

al grupo enfermo, según la siguiente fórmula: 

𝑁𝑁º 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑣𝑣𝑑𝑑𝑣𝑣𝑑𝑑𝑑𝑑 = �
[D]p
[D]e �
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Siendo: 

[D]e = media aritmética de los valores densitométricos del ADNc en 

cuestion en el grupo enfermo 

[D]p = media aritmética de los valores densitométricos del ADNc en 

cuestion en el grupo problema 

 

 PRUEBAS FARMACOLÓGICAS IN VITRO 

III.3.1. Tipos celulares utilizados 

III.3.1.1.  Obtención de macrófagos peritoneales de ratón Balb/C  

Los macrófagos de ratón son uno de los tipos celulares más utilizados 

para determinar el efecto antiinflamatorio de un determinado producto. 

Estas células pertenecen a la primera línea de defensa en un proceso 

inflamatorio, la respuesta innata. Por eso, son muy fáciles de activar tras un 

estímulo y generan una respuesta inmunológica potente, con activación de 

numerosas vías de señalización y liberación al medio de gran cantidad de 

mediadores. 

Los macrófagos son células adherentes, que crecen y se mantienen 

fijadas a un soporte sólido mediante la formación de pseudópodos (Figura  

12). Se pueden obtener a través de líneas celulares modificadas, como los 

macrófagos RAW 264.7, o bien mediante el aislamiento y cultivo primario. 

A diferencia de las líneas celulares, la vida media de los macrófagos 

primarios no supera las 48 h, pero ofrecen  información mucho más real, 

puesto que provienen directamente del animal, y se comportan de manera 
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similar a como lo harían ante una agresión. En este caso se trata de 

macrófagos residentes en el peritoneo, ya que juegan un papel muy 

importante en la inflamación intestinal al migrar hasta el colon ante un 

proceso inflamatorio. 

 

 

Figura  12. Macrófagos primarios peritoneales de ratón tras 24 h de cultivo. 

- Preparación de tioglicolato al 3% 

Una manera sencilla de inducir la migración de este tipo celular hacia 

la cavidad abdominal es mediante la inyección intraperitoneal de 

tioglicolato, un agente irritante que atrae gran cantidad de macrófagos y 

monocitos a la cavidad peritoneal. Por razones poco conocidas, este efecto 

proinflamatorio aumenta cuanto más tiempo ha estado preparado el 

tioglicolato. La solución tiene un color verdoso en el momento de la 

preparación, que va cambiando a marrón conforme pasa el tiempo.  

La preparación y dosificación del tioglicolato se debe realizar en un 

ambiente estéril, puesto que su contaminación puede producir la muerte 

del ratón. 
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- Inyección de tioglicolato y aislamiento de los macrófagos 

peritoneales 

Los macrófagos primarios se aíslan a partir del exudado peritoneal de 

ratones hembra Balb/C proveídos de Harlan Interfauna Iberica S.L. Se 

inyecta por vía intraperitoneal 2 mL de tioglicolato al 3% (Anexo III.6). 

Además de trabajar en condiciones de esterilidad, todo el material debe 

estar frío. A los 4 días, cuando la mayor parte de las células de peritoneo 

son macrófagos (Melnicoff y cols., 1989), se sacrifican los animales con CO2, 

y en cabina de flujo laminar,  se procede al aislamiento de los mismos: 

• Se limpia el abdomen con etanol 70% 

• Se inyecta 5 mL de PBS en el abdomen.  

• Se masajea el abdomen del ratón durante unos 5 min, para que el PBS 

se reparta de manera uniforme por el interior del peritoneo y se 

puedan recoger las células más fácilmente.  

• Se abre el ratón mediante un pequeño corte en la línea alba, con 

atención de rasgar sólo la piel, y se retira cuidadosamente, evitando 

que se rompa la bolsa peritoneal. En su interior se encuentra el PBS 

que se ha inyectado previamente. 

• Con una aguja del calibre 21G x 1 ½” y una jeringuilla de 10 mL se aspira 

el líquido del interior del peritoneo. Este líquido ha de ser turbio, pero 

blanco. Una coloración rosada o roja indica la presencia de sangre en 

el peritoneo, lo que significa que durante el proceso se ha dañado 

algún tejido, vena o arteria. Si presenta la apariencia adecuada, se 

recoge en un tubo de polipropileno de 50 mL previamente enfriado. Si 

el líquido aparece contaminado de sangre, se separa a un tubo de 
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polipropileno distinto. Cuando se haya recogido toda la suspensión de 

células posible, se vuelve a añadir 5 mL de PBS. En este caso, sólo es 

necesario un breve masaje de unos 30 s, y se vuelve a aspirar con la  

jeringuilla. Este proceso se repite hasta que el líquido sea 

transparente. Finalmente, se abre la cavidad peritoneal por completo, 

y se recoge todo el PBS remanente. Durante todo este proceso, las 

células deben estar en hielo. 

Al terminar, los tubos de polipropileno se rellenan hasta 50 mL con 

medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) glutaMAXTM 1 g/L de 

glucosa, suplementado con 10% de SFB y 1% antibiótico. Se centrifugan a 

1500 rpm durante 5 min a 4 °C, se retira el sobrenadante por decantación y 

se disgrega el pellet. Para la lisis de eritrocitos, se añaden 5 mL de NaCl al 

0,2% estéril, 5 mL de NaCl al 1,6% estéril, y 10 mL de medio. Es importante 

mezclar bien en el momento que se añade cada reactivo. Los tubos de 

polipropileno se centrifugan a 1500 rpm durante 5 min a 4 °C, se descarta 

el sobrenadante y se resuspende el pellet con medio DMEM glutaMAXTM 1 

g/L de glucosa, suplementado con 10% de SFB y 1% antibiótico. Se procede 

al contaje celular mediante el contador ZMTM Coulter Counter®,  y se 

siembran en una placa a una densidad de acuerdo con el experimento a 

realizar (6, 12, 24 o 96 pocillos).  
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Figura  13. Esquema del protocolo de extracción de macrófagos peritoneales 

III.3.1.2. Línea celular IEC-18 

Las IEC-18 es una línea celular que proviene del íleon del intestino de 

rata (Rattus norvegicus).  Estas células proceden de la Colección Americana 

de Cultivos Celulares (American Type culture collection, ATCC, Manassas, 

VA, USA) y fueron proporcionadas por la unidad de cultivos del SCSIE de la 

Universitat de València.  

Las IEC-18 son adherentes y crecen fijadas en la base del frasco 

formando islas, sin llegar al 100% de confluencia. Para su mantenimiento, 

las células se siembran en frascos de una superficie de 75 m2, en medio 

DMEM glutaMAXTM 4,5g/L de glucosa, suplementado con 20% SFB y 1%  de 

antibiótico y se mantienen a 37 °C y en una atmósfera controlada al 5% CO2 

y 95% de humedad  en un incubador celular.  

Cuando la confluencia es entre 70-80%, se realiza el pase celular a un 

frasco nuevo. Para ello, las células se lavan dos veces con PBS, se añade 2,5 

 
Inyección intraperitoneal  

2 mL tioglicolato 3% 
1500 rpm, 
4 °C 5 min 

Lisis eritrocitaria 
con NaCl 

Recuento  celular Sembrado celular y posterior 
tratamiento 

Recolección de 
macrófagos 
peritoneales 

1500 rpm, 
4 °C 5 min 
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mL de 0,25% tripsina – 0,53 mM de EDTA y se incuban a 37 °C durante 5 

min. Tras comprobar que las células están despegadas de la base del frasco, 

se añade 8 mL de medio completo para inactivar la tripsina, se toma 1 mL y 

se pasa a un frasco nuevo o se procede al contaje mediante el contador 

ZMTM Coulter Counter®. Para los estudios llevados a cabo en este 

experimento, las células deben encontrarse entre los pases 18-22.  

 

Figura  14. Cultivo celular IEC-18. 

III.3.2. Procedimientos experimentales 

III.3.2.1. Macrófagos peritoneales de ratón Balb/C 

- Ensayo de citotoxicidad por MTT  

Este método fue descrito por primera vez por Mosmann (1983) y es 

ampliamente utilizado en estudios de viabilidad celular. Este ensayo 

colorimétrico se basa en la reducción metabólica de bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), a través de la enzima 

mitocondrial succinato-deshidrogenasa, a formazán, un compuesto 

azulado cuya concentración cuantificada espectrofotométricamente es 

directamente proporcional al número de células vivas. En este caso, se mide 

la toxicidad de los productos de interés a las 24 h. Es una de las primeras 
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pruebas que se deben realizar, ya que si los productos son citotóxicos, los 

resultados obtenidos pueden estar falseados.  

Una vez hecho el recuento, en una placa de 96 pocillos se siembran 

200 µL de suspensión celular a una concentración de 3 x 105 células/mL y 

se tratan con oleuropeina o hidroxitirosol (10, 25, 50 y 100 µM). A las 24 h, 

se retira el medio, y se añade al pocillo 100 µL de 0,5 mg/mL de MTT 

disuelto en medio DMEM o PBS. Se incuba la placa a 37 °C durante 1 h 

aproximadamente, se elimina el sobrenadante y se añaden 200 µL de DMSO 

para disolver los cristales de formazán. La placa se deja unos 10 min en el 

baño de ultrasonidos para facilitar la disolución de los cristales y se lee la 

absorbancia a 490 nm. Se seleccionan aquellas concentraciones cuya 

viabilidad celular sea superior al 95%, siguiendo la siguiente fórmula: 

𝑉𝑉𝑑𝑑𝑎𝑎𝑉𝑉𝑑𝑑𝑎𝑎𝑑𝑑𝑑𝑑𝑎𝑎𝑑𝑑 𝑣𝑣𝑑𝑑𝑎𝑎𝑢𝑢𝑎𝑎𝑎𝑎𝑟𝑟 (%)  = � 
(𝐼𝐼𝑉𝑉 − 𝐼𝐼𝐴𝐴)

𝐼𝐼𝑉𝑉 � × 100 

Siendo, 

Ab = absorbancia del blanco 

Ap =  absorbancia del problema 

 

 

Figura  15. Esquema del protocolo de MTT. 

Tratamiento con los 
Productos 

24 h a 37 °C 

5% CO2 

1 h a 37 °C 

5% CO2 

Retirar el sobrenadante 

Adición de 100 µL de 
MTT 0,5 mg/mL  

Retirar el sobrenadante 

Adición de 200 µL de DMSO 

Leer a 490 nm 
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- Tratamiento celular 

Tanto oleuropeina como su metabolito, hidroxitirosol, son solubles en 

el medio de cultivo a las concentraciones utilizadas (rango entre 10-100 

µM). Para estimular las células se utiliza el LPS, un componente de la pared 

de las bacterias Gram negativas que estimula diferentes tipos celulares, 

activando distintas vías de señalización, como NF-κB o MAPK. Los 

macrófagos aislados se siembran en placas de cultivo a una densidad 

específica para cada experimento y se sigue el procedimiento descrito en la 

siguiente tabla: 

 

Tabla 7. Protocolo de tratamiento celular de los macrófagos peritoneales de ratones Balb/C. 

Etapas Tiempo  

Incubación con medio DMEM glutaMAXTM 1 g/L de glucosa, 

suplementado con 10% de SFB y 1% antibiótico, a 37 °C en 

atmósfera humidificada con CO2 al 5%. 

2 h 

Sustitución del medio por DMEM glutaMAXTM  1 g/L de glucosa, 

suplementado con 0,5% de SFB y 1% antibiótico.  

2 h 

Tratamiento celular con oleuropeina (10, 25, 50 y 100 µM) o 

hidroxitirosol (10, 25, 50 y 100 µM) disueltos en medio DMEM 

glutaMAXTM 1 g/L de glucosa, suplementado con 0,5% de SFB y 1% 

antibiótico. 

1 h 

Estimulación con LPS 1 µg/mL en DMEM glutaMAXTM 1 g/L de 

glucosa, suplementado con 0,5% de SFB y 1% antibiótico. 

30 min - 24 h 
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- Determinación de NO 

Como se ha explicado en el apartado III.2.3.1, la medida de los niveles 

de nitritos mediante el reactivo Griess es una forma sencilla e indirecta de 

determinar NO. Si no existen nitritos en el medio, el sobrenadante pasa de 

un color rosáceo a un color amarillento. En cambio, el color permanece 

rosado si se detectan nitritos. 

En una placa de 96 pocillos, se siembran 200 µL de suspensión celular 

a una concentración de 3 x 105 células/mL, se tratan con oleuropeina o 

hidroxitirosol  a 10, 25, 50, 100 µM, y tras 1 h se estimulan con LPS (1 µg/mL 

concentración final) durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se recogen 100 

µL de sobrenadante, se hacen reaccionar con 100 µL de reactivo Griess y se 

mide la absorbancia a 570 nm, siguiendo el protocolo descrito en el 

apartado III.2.3.1. 

- Determinación de la expresión génica de citocinas por RT-PCR 

La PCR permite detectar fragmentos de ADN en la célula, cuantificar el 

grado de expresión génica ante un estímulo, y si se ve afectada por la 

adición de un producto. Así pues, se puede determinar si éste actúa sólo 

sobre el proceso final de la traducción de proteínas y su posible difusión al 

exterior, o bien, su mecanismo de acción se sitúa en un eslabón anterior en 

el proceso de activación de la célula, afectando a la transcripción génica. 

Se siembran 1 mL de una suspensión 1 X 106 células/mL en una placa 

de 12 pocillos, las células se tratan con 100 µM de oleuropeina o 50 y 100 

µM de hidroxitirosol, y tras 1 h se estimulan con LPS (1 µg/mL). 

Transcurridas 3 h, se elimina el sobrenadante y se añaden 350 µL de tampón 

RLT (Kit Quiagen) con β-mercaptoetanol al 1% al pocillo. Este producto 
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desnaturaliza las proteínas, haciendo que las células se despeguen de la 

base de la placa. Se recoge la muestra en un eppendorf y se guarda a – 80 

°C.   

Para la extracción de ARN, conversión a ADNc, amplificación, y 

separación de fragmentos de ADN se sigue el protocolo descrito en el 

apartado III.2.6.6. 

- Determinación de la producción de citocinas por inmunoensayo 

Los macrófagos, tras el estímulo, sintetizan mediadores extracelulares 

que son liberados al medio y cuya función es, principalmente, modular la 

respuesta inmunológica. Entre estos, se encuentran las citocinas, un grupo 

de proteínas encargadas de activar otros tipos celulares involucrados en un 

proceso inflamatorio, y cuya concentración en el medio se puede utilizar 

para determinar si un producto posee actividad antiinflamatoria. La técnica 

ELISA es un método muy utilizado para detectar proteínas específicas en 

una muestra.  

Se siembra 1 mL de una suspensión celular de 1 x 106 células/mL en 

una placa de 12 pocillos, se tratan las células con 100 µM de oleuropeina o 

50 y 100 µM de hidroxitirosol durante 1 h, y se estimulan con LPS (1 µg/mL). 

A las 24 h, se recogen los sobrenadantes, se centrifugan a 1500 rpm durante 

5 min a 4 °C, y se guardan a – 80 °C. El ensayo de ELISA de las citocinas IL-6, 

IL-1β, IFN-γ y TNF-α se realiza según el esquema del apartado III.2.6.2. Sin 

embargo, en el caso de los macrófagos peritoneales, existen algunas 

modificaciones con respecto al protocolo: 

• Para IL-1β e IFN-γ, las muestras se utilizan directamente, sin diluir, y el 

periodo de incubación es toda la noche a 4 °C. 
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• Para IL-6 y TNF-α, las muestras se diluyen 1/100 y la incubación es 2 h 

a temperatura ambiente. 

- Determinación de proteínas por western blot  

Mediante la técnica de western blot se puede detectar la presencia o 

ausencia de una determinada proteína en la célula, la expresión de la misma 

de forma semicuantitativa,  e incluso cambios estructurales, como pueda 

ser dimerizaciones o fosforilaciones.  

Se siembran 2 mL de una suspensión celular con 1 x 106 células/mL en 

una placa de 12 pocillos, las células se tratan con 100 µM de oleuropeina, 

50 y 100 µM de hidroxitirosol, y tras 1 h se estimulan con LPS (1 µg/mL). 

Según la vía de activación o la proteína objeto de estudio, los tiempos y las 

fracciones celulares para la obtención de las muestras varían: 

Tabla 8. Proteínas detectadas mediante western blot en macrófagos peritoneales de Balb/C. 

Proteína Tiempo de estímulo Fracción 

COX-2 24 h Citosólica 

iNOS 24 h Citosólica 

STAT3/p-STAT3 30 min Citosólica 

p65 NF-κB 1 h Nuclear 

 

En todos los casos, las células se recogen con 1 mL de PBS y con la 

ayuda de un raspador celular, se centrifugan a 1500 rpm 5 min a 4 °C, se 

retira el sobrenadante, y con el pellet se siguen dos métodos para la 

extracción de proteínas: 
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• Para la detección de p65 en el núcleo y la fosforilación de STAT3 en el 

citoplasma, se necesitan fracciones celulares separadas, por lo tanto 

se utiliza un kit de extracción diferencial (Proteojet) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El pellet resultante de células se 

resuspende con 80 µL de Cell lysis Buffer suplementado con DTT 1 mM, 

un coctel de inhibidor de proteasas (Complete®), NaF 25 mM y Na2VO4 

2 mM. Tras 10 min de incubación en hielo, se centrifugan las muestras 

2500 rpm durante 7 min a 4 °C,  y se recoge el sobrenadante, que 

corresponde a la fracción citoplasmática. El pellet resultante se 

resuspende con Nuclei Washing buffer, se centrifuga (2500 rpm 

durante 7 min a 4 °C), se elimina el sobrenadante y se añade Nuclei 

storage buffer suplementado igualmente con inhibidores de proteasas 

y fosfatasas. Finalmente, se añade un volumen de 1:10 de Nuclei lysis 

reagent y se mantiene en agitación durante 15 min a 4 °C. Tras 

centrifugar a la máxima velocidad durante 5 min a 4 °C, el 

sobrenadante resultante corresponde a la fracción nuclear. 

• Para la determinación de COX-2 o iNOS, no es necesaria una extracción 

diferencial, por lo que utilizaremos el tampón Laemmli (Anexo III.1): se 

añaden 100 µL de tampón por 1 x 106 células/mL. Se sonican 3 veces 

durante 10 s, se hierven 5 min, se centrifugan a 14000 rpm durante 10 

min, y se recogen el sobrenadante. Se guarda a – 80 °C. A diferencia 

del resto de extracciones, el paso de desnaturalización de las muestras 

tratadas con Laemmli no es necesario para western blot, ya que 

contiene β-mercaptoetanol. 

A partir de la extracción proteica, se siguen los apartados III.2.6.4 y 

III.2.6.5 para el tratamiento de las muestras y la técnica de western blot. 
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- Activación de la subunidad p65 NF-κB por inmunofluorescencia 

La técnica de inmunoflurosencencia permite visualizar los cambios 

producidos en la célula mediante la adición de anticuerpos acoplados a 

fluorocromos. En este caso, se intenta determinar la activación y la 

localización de la subunidad p65 NF-κB en los macrófagos tras la adición de 

un estímulo, LPS, y el efecto que tiene al añadir hidroxitirosol.  Oleuropeina 

no se ensaya porque se observa mediante WB que no inhibe el p65.  

Se siembran 5 x 105 células/pocillo en microcámaras tipo Lab-TekTM 

Chamber SlideTM, las células se tratan con 100 µM de hidroxitirosol, y se 

estimulan con LPS (1 µg/mL) durante 1 h. A continuación, se elimina el 

medio y se fijan las células con una mezcla de metanol y ácido acético (95:5) 

durante 20 min a  – 20 °C. Tras esta incubación, las células se lavan dos 

veces con PBS y se incuban 18 h con tampón permeabilizante PBS-Tritón X-

100  al 0,3%. Transcurrido este tiempo, las células se bloquean mediante 

BSA 0,5% disuelto en agua con 0,1% de Tritón X-100 durante 15 min a T 

ambiente, y se incuba con el anticuerpo primario anti-p65,  a una dilución 

de 1/500 en BSA 1% con 0,1% de Tritón X-100, durante 2 h en una cámara 

de humectación y a 37 °C.  Se lavan tres veces con Tritón X-100 al 0,1% en 

PBS durante 5 min, y se incuba con el anticuerpo secundario, Alexa fluor® 

anti-IgG mouse a una dilución de 1/1000 en BSA 1% con Tritón X-100 al 0,1% 

en PBS durante 40 min  a 37 °C  en cámara oscura de humectación. Tras 

repetir los lavados, los núcleos de las células se co-tiñen con DAPI  a una 

concentración de 1 µg/mL durante 10 min en oscuridad. Transcurrido este 

tiempo, las células se lavan con PBS-Tritón X-100 al 0,1%, se añade el medio 

de montaje Vectashield® y se tapa con un cubreobjetos. Las imágenes se 

obtienen a través de un microscópico (Eclipse E800, Nikon Instruments 
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Europe), conectado a una fuente de luz UV, una cámara fotográfica y el 

programa ACT-1 (Nikon Instruments Europe).  

III.3.2.2. Línea celular IEC-18 

La principal función del epitelio intestinal es actuar como barrera 

frente a la entrada de sustancias nocivas para el organismo. Sin embargo, 

debido a algunas enfermedades, interacciones con la microbiota o incluso 

la propia digestión normal,  se producen daños que afectan a la estructura 

epitelial y se produce la penetración de factores tóxicos e inmunogénicos, 

desencadenando un proceso inflamatorio y provocando un desequilibrio en 

la homeostasis del huésped. Todo esto implica la necesidad de activar 

procesos de regeneración para reestablecer el epitelio, cuyos mecanismos 

dependen de un preciso balance entre migración, proliferación y 

diferenciación de las células adyacentes a la zona afectada. El proceso de 

cicatrización se puede dividir en tres fases: restitución, proliferación y 

diferenciación epitelial. Tras la aparición del daño, las células epiteliales que 

rodean la herida migran rápidamente para cubrir el área dañada. Durante 

este proceso, llamado restitución epitelial, estas células se  vuelven a 

diferenciar, presentando estructuras en forma de pseudópodos y 

reorganizando su citoesqueleto. Estos cambios desaparecen al cerrar la 

herida. La restitución comienza tras unos minutos hasta unas horas después 

del daño, y la proliferación celular no se requiere durante esta fase, pero sí 

en el paso siguiente. Tras recubrir la herida, se ponen en marcha 

mecanismos de proliferación para recuperar el pool de células perdidas tras 

el daño. Por último, se necesita la maduración y diferenciación celular para 

reestablecer la correcta función de la barrera epitelial intestinal. Si bien, 

aunque la cicatrización in vivo es mucho más compleja, ya que participan 
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un amplio espectro de factores reguladores, como citocinas, moléculas de 

adhesión o neuropéptidos, este proceso descrito ofrece una visión 

simplificada y esquemática de la cicatrización para su posterior estudio.  

Para determinar el efecto migratorio y cicatrizante de oleuropeina se 

utiliza el método in vitro de herida en placa. Para ello, se siembran las 

células IEC-18, con una densidad de 2,5 x 105 células/mL en placas tipo TC 

DISH 60x15 SI con medio DMEM GlutaMAXTM 4,5 g/L de glucosa, 

suplementado con 20% de SFB y 1%  antibiótico, a 37 °C  y en una atmósfera 

humidificada con 5% de CO2. Tras 24 h, y sobre las células ya confluentes, 

se realiza una herida con un raspador celular, se lavan dos veces con PBS 

para eliminar las células despegadas, y se añade 1 mL de medio DMEM 

suplementado con 0,5% de SFB y 1% antibiótico. A continuación, se tratan 

las células con oleuropeina 10 y 100 µM, y como control, se usa la 

dexametasona 10 µM, ya que los glucocorticoides dificultan el proceso de 

cicatrización. La migración se determina mediante el recuento de células 

IEC-18 que cruzan el borde de la herida desde el tiempo inicial (0 h) hasta 

las 24 h en un área definida tomando fotografías a 200x de magnificación 

con el microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-S acoplado a una cámara 

Nikon F-601. La cuantificación de células se determina mediante el 

programa informático Image J.  
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Figura 16. Esquema del protocolo de cicatrización celular. 

 

- Ensayo de proliferación celular 

Como ya se ha comentado anteriormente, durante el proceso de 

migración no hay proliferación. Es por ello, que para observar el efecto 

cicatrizante de un producto, hay que estudiar el efecto del mismo sobre la 

proliferación celular, ya que, se podría cerrar la herida debido a un aumento 

del número de células y no a la migración en sí,  lo que podría inducir a 

error. Se utiliza en este caso, el ensayo por MTT que determina la 

proliferación celular a las 24 h de sembrado. Se siembran 2 x 105 células/mL 

en una placa de 96 pocillos con medio DMEM glutaMAXTM 4,5 g/L de 

glucosa, suplementado con 20% de SFB y 1% antibiótico. Tras 2 h, se retira 

el medio y se añade medio DMEM con 0,5% de SFB y antibiótico, y 1 h 

después se tratan las células con oleuropeina 100 y 200 µM. Tras 24 h, se 

elimina el medio y se determina la proliferación celular según el apartado 

III.3.2.1. 

0 h  24 h  

24 h  

2,5 x 105 IEC-18/mL 
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- Tratamiento celular 

Las células epiteliales intestinales son capaces de responder a agentes 

externos mediante la activación de diferentes vías de señalización, 

desencadenando un proceso inflamatorio y liberando diferentes 

mediadores. Así, tras comprobar que oleuropeina y SB 203580, un inhibidor 

de la vía p38 MAPK, son solubles en el medio de cultivo a las dosis usadas y 

realizar el contaje celular, para el tratamiento y posterior estimulación se 

sigue el esquema escrito en la siguiente tabla: 

 

Tabla 9.Protocolo de tratamiento celular de IEC-18. 

Etapas Tiempo 

Incubación con medio DMEM glutaMAXTM 4,5 g/L de glucosa, 

suplementado con 10% de SFB y 1%  antibiótico, a 37 °C en 

atmósfera humidificada con CO2 al 5%. 

24 h 

Sustitución del medio por DMEM glutaMAXTM 4,5 g/L de glucosa, 

suplementado con 0,5% de SFB y 1% antibiótico. 

2 h 

Tratamiento celular con oleuropeina (100 µM) y SB 203580 (10 

µM) disueltos en medio DMEM glutaMAXTM 4,5 g/L de glucosa, 

suplementado con 0,5% de SFB y 1% antibiótico. 

1 h 

Estimulación con LPS 1 µg/mL en DMEM glutaMAXTM 4,5 g/L de 

glucosa, suplementado con 0,5% de SFB y antibiótico. 

30 min - 24 h 
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- Detección de la fosforilación de p38 MAPK y la expresión de 

COX-2 mediante western blot 

Las células IEC-18 se siembran en placas de 6 pocillos, con una 

densidad de 2,5 x 105 células/mL, se pretratan con SB 203580 10 µM y con 

oleuropeina 100 µM, y 1 h después se estimulan las células con LPS (1 

µg/mL) durante 30 min para determinar la fosforilación de p38 MAPK, y 

durante 24 h para detectar la expresión de COX-2. Transcurrido este 

tiempo, se elimina el medio, se adiciona 1 mL de PBS al pocillo y con la 

ayuda de un raspador se recogen las células. Se centrifugan a 1500 rpm 

durante 5 min a 4 °C, y se procede a la extracción proteica. 

 Tal y como se ha mencionado anteriormente en el apartado III.3.2.1, 

para la detección citoplásmica de p-p38 MAPK se utiliza un kit de extracción 

diferencial (Proteojet) siguiendo las instrucciones del fabricante; para la 

detección de COX-2, las proteínas se extraen mediante el tampón Laemmli.  

Una vez obtenidas las fracciones proteicas de interés, se sigue el 

protocolo descrito en el apartado III.2.6.5. 

- Determinación de ARNm de Anexina A1 mediante RT-PCR 

Se siembran las IEC-18 a una densidad de 2,5 x 105 células/mL en una 

placa de 6 pocillos. Las células se pretratan durante 1 h con SB 203580 (10 

µM) y con oleuropeina a 100 µM y se estimulan con LPS (1µg/mL). 

Transcurridas 4 horas, se retira el sobrenadante y se recogen las células con 

350 µL de tampón RLT con β-mercaptoetanol al 1%. Se depositan en un 

eppendorf y se congelan a – 80 °C para su posterior uso. Para la extracción 

de ARN, conversión a ADNc, amplificación, y separación de fragmentos de 

ADN Se sigue el protocolo descrito en el apartado III.2.6.6. 
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 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresan mediante la media aritmética de los valores 

± error estándar de la media (E.E.M.). Para los cálculos de los valores y el 

posterior análisis estadístico, se utilizan los programas informáticos 

Microsoft Excel 2013 y Graph Pad Prism 4.0. La significación estadística de 

las diferencias entre cada grupo se determina mediante el análisis de 

varianza simple ANOVA, seguido del test de t de Dunnett. 

El test de ANOVA indica si hay o no hay diferencias estadísticas entre los 

distintos grupos mediante el cálculo  del valor p. Así, al obtener un valor de 

p<0,05 se considera que las diferencias entre los grupos son significativas. 

Sin embargo, ANOVA no informa de que grupos son diferentes entre sí. Para 

ello, se utiliza el ‘post test’ de la t de Dunnet, donde se compara un grupo 

control elegido con el resto. 

La simbología utilizada para representar la significación estadística en 

la presente tesis se describe a continuación: 

- Respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 

- Respecto al grupo tratado (DSS, AOM/DSS, LPS): *p<0,05, **p<0,01
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 AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE OLEUROPEINA 

Tras el aislamiento y purificación de oleuropeina (3,25 g) a partir de 1 

kg de hoja triturada de olivo se procede a su identificación por comparación 

con el patrón mediante cromatografía de capa fina de silicagel y fase móvil 

diclorometano-acetato de etilo (8:2). Finalmente, se confirma su estructura 

química mediante resonancia magnética nuclear de protón y carbono por 

comparación con los datos espectroscópicos previamente descritos 

(Garibaldi y cols., 1986). 

 

                

Figura 17. Espectros de A) RMN-1H y B) RMN-13C de oleuropeina 

 

A 

B 
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Dado el rendimiento (0,3 % p/p) y coste del proceso de extracción y 

aislamiento de oleuropeina, y la cantidad requerida para las pruebas 

farmacológicas, se opta por adquirirla en el comercio. 

 ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA IN VIVO 

IV.2.1. Efecto sobre la CU inducida por DSS al 5% en ratones Balb/C 

Previamente al experimento definitivo, se comprueba que los 

animales comen el pienso manipulado de forma normal. El consumo medio 

de un ratón es de 4 g/día, que coincide con el observado en los animales 

que reciben la dieta con oleuropeina al 1% (p/p).  

IV.2.1.1. Estudio macroscópico 

La inflamación intestinal se induce a través de la administración de DSS 

al 5% en agua de bebida durante 7 días en ratones Balb/C. Tras comprobar 

que la administración de oleuropeina al 1% en el pienso durante 7 días no 

afecta a la viabilidad de los animales, se evalúa su efecto antiinflamatorio 

en colitis aguda. En el grupo DSS, durante los tres primeros días no se 

observa ningún cambio de comportamiento en los animales, el peso, la 

ingestión de bebida y dieta son normales y las heces son duras. Entre el 

cuarto y el quinto día, los animales presentan una ligera pérdida de peso, 

las heces comienzan a ser blandas, y se acompaña de una pequeña 

disminución en la ingesta de comida. Es a partir del sexto día cuando la 

pérdida de peso se acentúa, los animales reducen su actividad motora, 

tomando un aspecto más enfermizo, el pelo se eriza, y aparece diarrea y 

sangre en heces (Figura 18B y C). En los casos en los que la diferencia de 

peso es superior al 20% con respecto al inicial, se procede al sacrificio del 
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animal. Estos síntomas se retrasan en los animales tratados con 

oleuropeina al 1% en la dieta, presentando un comportamiento más activo. 

La presencia de diarrea y sangre en heces es más leve en el sexto día y el 

peso no desciende hasta pasado el sexto día, observando una tendencia al 

alza no significativa con respecto al grupo DSS. El aspecto visual de los 

animales durante el experimento manifiesta que el tratamiento con 

oleuropeina mejora en general el estado de la enfermedad (Figura 18D). 

 

Figura 18. Aspecto de los animales. (A) Grupo Control, (B y C) grupo DSS, (D) grupo DSS+Oleuropeina 

La dosis diaria consumida por animal se calcula mediante la resta del 

pienso remanente cada día. Teniendo en cuenta que cada animal consume 

aproximadamente 4 g al día, se calcula que toma 2,4 g oleuropeina/kg por 

día, que en humanos es equivalente a 194 mg/kg, de acuerdo con la fórmula 

de equivalencia humana descrita en el apartado III.2.2. El volumen total 

ingerido de DSS al 5% por los animales tratados con oleuropeina es similar 

al grupo DSS, con 3,85 mL/ratón/día (195 mg de DSS/ratón/día), frente a los 

4,15 mL/ratón/día, en el caso del grupo DSS (205 mg de DSS/ratón/día).  

A B 

C D 
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El acortamiento del colon y el edema son dos signos característicos de 

la colitis en este modelo. Tras el sacrificio, se extrae el colon de los animales, 

se miden, se pesan y se examinan macroscópicamente. En los animales que 

han recibido sólo DSS se observa diarrea, sangre en el lumen del intestino, 

un adelgazamiento de la pared intestinal con respecto al grupo control, e 

incluso algunas ulceraciones. El colon está mucho más acortado e 

incrementa su peso, que tras calcular el parámetro mg/cm, indica la 

presencia de edema. En cambio, el colon de los animales tratados con 

oleuropeina presentan mejor aspecto, pared más engrosada, heces más 

formes y menor presencia de sangre. La longitud del colon se acerca más al 

grupo sano y el edema es menor que en el grupo DSS (Tabla 10 y Figura 19). 

Tabla 10. Efecto de oleuropeina (O) en CU inducida por DSS al 5%. Significativamente diferente respecto 
al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de 
Dunnet, n=10). 

 
Peso animales (g ± E.E.M.) 

% pérdida 
peso 

Longitud 
(cm ± E.E.M.) 

Edema 
(mg/cm ± E.E.M.) 

 Día 0 Día 4 Día 8    

CONTROL 19,98 ± 0,52 20,51 ± 0,38 20,48 ± 0,45 - 8,59 ± 0,28** 21,09 ± 1,23** 

DSS 19,47 ± 0,30 19,64 ± 0,19 16,8 ± 0,67 14 5,31 ± 0,14## 40,70 ± 1,77## 

DSS+O 19,40 ± 0,25 19,30 ± 0,15 17,8 ± 0,29 8 6,66 ± 0,22**,## 29,07 ± 0,77**,# 
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Figura 19. Efecto de oleuropeina (O) en CU inducida por DSS al 5%. (A) Media de la variación de peso 
durante el experimento. (B) Imagen representativa del colon de cada grupo. (C) Longitud del colon. (D) 
Parámetro mg/cm. Cada barra/punto representa la media ± E.E.M. Significativamente diferente respecto 
al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de 
Dunnet, n=10).  

El IAE es un factor acumulativo que indica la severidad de la colitis y 

tiene en cuenta la pérdida de peso, la sangre en heces y la diarrea. Tal y 

como se observa en la Tabla 11 y Figura 20, oleuropeina reduce el IAE de 

forma significativa (42%) con respecto al grupo DSS. El grupo control no se 

representa debido a que en todos los parámetros, el valor corresponde a 0. 

Tabla 11. Efecto de oleuropeina (O) sobre el IAE en CU inducida por DSS al 5%. Significativamente 
diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01 (t de Dunnet, n=10). 

 

 

  

 Pérdida de peso Sangre en heces Diarrea IAE  

DSS 2,56 ± 0,43 2,65 ± 0,18 2,59 ± 0,07 2,59 ± 0,07 

DSS+O 1,87 ± 0,26 1,38 ± 0,28** 1,50 ± 0,21** 1,5 ± 0,21** 
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Figura 20. Efecto de oleuropeina (O) sobre el IAE en CU inducida por DSS al 5%. Cada barra representa 
la media de pérdida de peso (PP), sangre en heces (SH), diarrea (D) e IAE ± E.E.M. Significativamente 
diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01 (t de Dunnet, n=10). 

IV.2.1.2. Determinación de nitritos y TNF-α en cultivo intestinal ex 

vivo 

En la CU, el daño se localiza principalmente en el intestino grueso, 

sobretodo en la parte distal del colon. Esto se comprueba al separar en 

cuatro secciones el intestino (proximal, media superior, media inferior y 

distal), y medir distintos mediadores inflamatorios en el sobrenadante de 

un cultivo ex vivo. En este caso, se determina la presencia de nitritos 

espectrofotométricamente mediante el reactivo de Griess y TNF-α por 

ELISA en los sobrenadantes obtenidos del cultivo ex vivo. Según se observa 

en la Tabla 12 y la Figura 21, la concentración total de nitritos y de TNF-α 

está aumentada en los intestinos de los animales tratados con DSS, y la 

diferencia con respecto al grupo control aumenta a medida que se 

desciende hacia la parte distal. El tratamiento con oleuropeina reduce la 

liberación de nitritos alrededor de un 90% en todas las partes, y TNF-α, 

siendo más significativo en la parte media inferior, con un 61%.  
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Tabla 12. Efecto de oleuropeina (O) sobre la liberación de nitritos y de TNF-α en cultivo ex vivo de colon. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

 Nitritos (µM) ± E.E.M. 

 Proximal Media superior Media inferior Distal 

CONTROL 113 ± 18** 186 ± 21 133 ± 23** 139 ± 32** 

DSS 4465 ± 626## 3031 ± 2412 3711 ± 1370## 8082 ± 1578## 

DSS+O 370 ± 40** 357 ± 32 423 ± 117** 405 ± 103** 

 

Figura 21. Efecto de oleuropeina (O) sobre los niveles de (A) nitritos y de (B) TNF-α en cultivo ex vivo de 
colon en CU inducida por DSS al 5%. Cada barra representa la media ± E.E.M. Significativamente diferente 
respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: 
##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

IV.2.1.3. Análisis histológico 

Tras 7 días de exposición a DSS al 5%, el análisis histológico del colon 

de los animales tratados con DSS muestra características histopatológicas 

típicas de la CU (Figura 22A y B). Sin embargo, estas lesiones se ven mucho 

más atenuadas en aquellos procedentes de los animales tratados con 

oleuropeina (Figura 22C y D).  

 TNF-α (pg/mL) ± E.E.M. 

 Proximal Media superior Media inferior Distal 

CONTROL 133 ± 21* 212 ± 41 228 ± 53** 220 ± 70** 

DSS 338 ± 49# 765 ± 125## 1522 ± 463## 1343 ± 167## 

DSS+O 153 ± 53* 437 ± 75 599 ± 163** 898 ± 233* 
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Figura 22. Imágenes representativas del análisis histológico de CU inducida por DSS al 5%. (A y B) grupo 
DSS, (C y D) grupo DSS+Oleuropeina.  

IV.2.1.4. Infiltración neutrofílica 

Durante un proceso inflamatorio, mediadores como las citocinas, 

prostaglandinas o EROs dañan la función intestinal epitelial y permiten el 

reclutamiento masivo de células inflamatorias al lugar del daño. La medida 

espectrofotométrica de la actividad MPO en las muestras pulverizadas de 

colon, permite determinar el grado de infiltración neutrofílica en el tejido 

inflamado. Como se observa en la Tabla 13 y en la Figura 23, la 

administración de DSS al 5% durante 7 días produce un aumento de la 

actividad MPO en el tejido de colon de los animales del grupo DSS y se 

reduce de forma drástica en las muestras de los animales tratados con 

oleuropeina (90% de inhibición), lo que junto con los datos obtenidos en el 

análisis histológico, confirma el efecto inhibitorio de oleuropeina sobre la 

infiltración neutrofílica.  
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Tabla 13. Efecto de oleuropeina (O) sobre la actividad MPO en CU inducida por DSS al 5%. 
Significativamente diferente al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente al grupo control: 
##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 

 

 

Figura 23. Efecto de oleuropeina (O) sobre la actividad MPO en CU inducida por DSS al 5%. Cada barra 
representa la media de la actividad MPO (U/mg proteína) ± E.E.M. de al menos cuatro experimentos 
independientes. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente 
diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 

IV.2.1.5. Liberación de citocinas  

Tras determinar la concentración en el colon pulverizado de IL-6, IL-

1β, TNF-α, IL-2, IL-4 e IL-10 mediante ELISA, se observa que la producción 

de las tres primeras citocinas se encuentra elevada en las muestras del 

grupo DSS. Los animales tratados con oleuropeina presentan unos niveles 

más bajos de IL-6, IL-1β y TNF-α (88%, 37% y 60% de inhibición, 

respectivamente), lo que implica que inhibe la liberación de estos 

mediadores inflamatorios (Tabla 14 y Figura 24A). En cambio, no se 

observan diferencias significativas en los niveles de IL-2, IL-4 e IL-10 entre 

el grupo control y el grupo DSS, pero sí una tendencia a aumentar los niveles 

de la citocina antiinflamatoria IL-10 (19% de incremento) en los animales 

tratados con oleuropeina (Tabla 14 y Figura 24B). 
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Tabla 14. Efecto de oleuropeina (O) sobre los niveles de citocinas en CU inducida por DSS al 5%. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 

 

  

Figura 24. Efecto de oleuropeina (O) sobre los niveles de citocinas en CU inducida por DSS al 5%. Cada 
barra representa la media de la concentración de las citocinas (pg/mL por mg de proteína) ± E.E.M. de al 
menos cuatro experimentos independientes. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4) 

  (pg/mL)/mg de proteína ± E.E.M. 

  IL-6         IL-1β  TNF-α  

CONTROL 51,83 ± 3,57** 60,79 ± 4,97** 13,21 ± 2,50** 

DSS 100,93 ± 6,48## 174,57 ± 6,28## 37,04 ± 1,90## 

DSS+O 57,48 ± 6,77**,## 133,96 ± 9,01*,# 21,96 ± 3,75** 

 IL-2 IL-4 IL-10 

CONTROL 0,54 ± 0,18 0,37 ± 0,09 0,77 ± 0,01 

DSS 0,46 ± 0,19 0,35 ± 0,06 0,81 ± 0,02 

DSS+O 0,52 ± 0,21 0,38 ± 0,07 0,96 ± 0,01** 
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IV.2.1.6. Expresión de COX-2, iNOS y MMP-9 

En las biopsias de enfermos de CU, la expresión de COX-2, iNOS y 

metaloproteínasa (MMP)-9 se encuentra aumentada. Experimentalmente, 

esto también se observa por western blot en las muestras de colon de los 

animales tratados con DSS, y el tratamiento con oleuropeina reduce estos 

niveles de manera significativa (Figura 25). 

 

Figura 25. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión de (A) COX-2, (B) iNOS y (C) MMP-9 en CU 
inducida por DSS al 5%. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de 
western blot de al menos cuatro experimentos independientes, referidos a β-actina y considerando que 
el grupo DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 
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IV.2.1.7. Efecto sobre las vías NF-κB, p38 MAPK y STAT3 

Tras un estímulo, la subunidad p65 del complejo p65/p50 se fosforila 

y se transloca al núcleo, activando la expresión génica de distintos 

mediadores proinflamatorios como citocinas o proteínas como iNOS y COX-

2. Además, la inhibición de NF-κB es una de las estrategias terapéuticas 

propuestas para el tratamiento agudo de la EII (Yamamoto  y Gaynor, 2001). 

Mediante el análisis de western blot, se detecta la presencia de p65 en las 

fracciones proteicas nucleares obtenidas de las muestras de colon, ya que 

implica la translocación de la subunidad, y por lo tanto, la activación de la 

vía de señalización. Tal y como se observa en la Figura 26, mientras que la 

administración de DSS aumenta los niveles de p65 nuclear, el tratamiento 

con oleuropeina reduce de manera significativa la presencia de esta 

subunidad en el núcleo, sugiriendo un efecto represor sobre la activación 

de esta vía de señalización.  

 

 

Figura 26. Efecto de oleuropeina (O) sobre la translocación nuclear de la subunidad p65 NF-κB en CU 
inducida por DSS al 5%. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de 
western blot de al menos cuatro experimentos independientes, referidos a β-actina y considerando que 
el grupo DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4).  

La activación de la vía de señalización p38 MAPK induce el 
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6 por macrófagos y la producción de numerosos mediadores inflamatorios 

por el epitelio intestinal. La forma inactiva de p38 MAPK se fosforila tras un 

estímulo, se transloca al núcleo y activa la transcripción génica. En las 

fracciones citosólicas del colon del grupo DSS se observa un aumento en la 

fosforilación de la subunidad p38 MAPK con respecto al grupo control, lo 

que indica una activación de esta vía de señalización. Este paso se reduce 

en las muestras de los animales tratados con oleuropeina, donde se 

detectan niveles más bajos de la forma fosforilada de p38 MAPK con 

respecto al grupo DSS, mostrando un efecto inhibitorio sobre la activación 

de esta vía (Figura 27).  

 

Figura 27. Efecto de oleuropeina (O) sobre la fosforilación de p38 MAPK en CU inducida por DSS al 5%. 
Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de al menos 
cuatro experimentos independientes, referidos a β-actina y considerando que el grupo DSS posee el 100% 
de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 
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enfermedad en su forma remitente o controles sanos, y este incremento se 

relaciona con un aumento de la severidad de la enfermedad (Nguyen y cols., 

2015). Así, tal y como se muestra en la Figura 28, se detecta por western 

blot un aumento de STAT3 fosforilado en las fracciones citosólicas de los 
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animales que reciben DSS, mientras que el tratamiento con oleuropeina 

disminuye la forma fosforilada de STAT3. 

 

Figura 28. Efecto de oleuropeina (O) sobre la fosforilación de STAT3 en CU inducida por DSS al 5%. Cada 
barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro 
experimentos independientes, referidos a β-actina y considerando que el grupo DSS posee el 100% de 
expresión. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=4). 

IV.2.1.8. Expresión génica de anexina A1  

Anexina A1 es un mediador endógeno de la señalización corticoide, 

con potente actividad antiinflamatoria demostrada a nivel intestinal 

(Babbin y cols., 2008). Tras aislar el ARNm, convertirlo a ADNc, y replicar la 

secuencia de interés, se separan las hebras mediante electroforesis, 

utilizando como agente revelador bromuro de etidio. En este caso, se 

observa una disminución de la expresión génica de anexina A1 en las 

muestras del grupo DSS, y una recuperación en los animales tratados con 

oleuropeina. 
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Figura 29. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión génica de anexina A1 en CU inducida por DSS al 
5%. Tras el análisis mediante RT-PCR, la expresión génica de anexina A1 se determina por densitometría. 
se normaliza con β-actina y considerando que el grupo DSS tiene un valor = 1. Significativamente diferente 
respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0, 
01 (t de Dunnet, n=4).  

En resumen, oleuropeina mejora los síntomas clínicos e 

histopatológicos de la CU inducida por DSS al 5% y reduce los marcadores 

proinflamatorios así como la activación de distintas vías de señalización 

implicadas en la inflamación intestinal. Por otra parte, provoca un aumento 

de IL-10 y Anexina A1, lo que podría indicar que oleuropeina potencia el 

sistema de defensa endógeno.  

 

IV.2.2.  Efecto sobre la respuesta Th17 en CU inducida por DSS al 3% 

en ratones C57BL/6 

IV.2.2.1. Estudio macroscópico 

Con la finalidad de optimizar el tratamiento y la forma de 

administración de oleuropeina, se comprueba que oleuropeina es soluble 

en agua a la dosis de 100 mg/kg, por lo que se sustituye en este caso la 

mezcla del producto en el pienso por la disolución del mismo en el agua de 

bebida. La administración de DSS al 3% durante 7 días en ratones C57BL/6 

provoca una inflamación intestinal de similares características clínicas, 

aunque menos severa, a la colitis aguda inducida por DSS al 5% en ratones 
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Balb/C, con pérdida de peso a partir del cuarto día, presencia de diarrea y 

sangre en heces. No existen diferencias en el consumo de DSS al 3% entre 

los distintos grupos, 4,25 mL/ratón/día (130 mg de DSS), que además 

coincide con el volumen correspondiente al tratamiento asignado de 100 

mg/kg/día de producto. Tras comprobar la inocuidad de oleuropeina a 100 

mg/kg administrado por vía oral durante 7 días, se corrobora el efecto 

protector de la oleuropeina en la colitis aguda mediante la medida de la 

longitud del colon y variación de peso (Tabla 15 y Figura 30), y el IAE (Tabla 

16 y Figura 31), protegiendo frente a los síntomas clínicos de la colitis aguda 

a lo largo del experimento.  

Tabla 15. Efecto de oleuropeina (O) en CU inducida por DSS al 3%. Significativamente diferente respecto 
al grupo DSS: *p<0,05, ** p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 
(t de Dunnet, n=3).  

 
Peso animales (g ± E.E.M.) 

% pérdida 
de peso 

Longitud 
(cm ± E.E.M.) 

 Día 0 Día 4 Día 8   

CONTROL 19,60 ± 0,57 20,40 ± 0,98 20,41 ± 0,96** - 10,25 ± 0,38** 

DSS 19,80 ± 0,65 19,50 ± 0,87 17,32 ± 0,65## 12 5,31 ± 0,16## 

DSS+Dx 20,01 ± 0,66 20,31 ± 1,03 19,11 ± 0,87** 4 8,10 ± 0,23**,## 

DSS+O 19,91 ± 0,85 19,39 ± 0,25 18,80 ± 0,25*,# 6 7,21 ± 0,15**,## 

 

 

Figura 30. Efecto de oleuropeina (O) en CU inducida por DSS al 3%. (A) Longitud del colon. (B) IAE total, 
PP: pérdida de peso; SH: sangre en heces; D: diarrea. (C) Peso medio por ratón. Dx: dexametasona. Cada 
barra/punto representa la media ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3).  
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Tabla 16. Efecto de oleuropeina (O) sobre IAE en CU inducida por DSS al 3%. Significativamente diferente 
respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

 

 

Figura 31. Efecto de oleuropeina (O) sobre IAE en CU inducida por DSS al 3%. Dx: dexametasona. Cada 
barra representa la media la pérdida de peso (PP), sangre en heces (SH), diarrea (D) e IAE ± E.E.M. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

IV.2.2.2. Modulación de la respuesta Th17 

Recientemente se ha descubierto un nuevo papel de la respuesta Th17 

en la CU, ya que se ha encontrado una elevada infiltración de células Th17 

y de citocinas tipo Th17 en la mucosa intestinal inflamada de ratones 

colíticos y pacientes con CU. Tal y como se observa en la Tabla 17, y la Figura 

32 y Figura 33, tras el aislamiento de los linfocitos T de la lamina propria y 

el análisis de las poblaciones celulares por FACS, se detectan linfocitos 

CD4+RORγt+ en las muestras, observándose un aumento en el tejido 

intestinal del grupo DSS. Además, el porcentaje de linfocitos CD4+RORγt+ 

que expresan IL-17+IFN-γ+ es más alto en comparación con el grupo control. 

El tratamiento con oleuropeina reduce significativamente el porcentaje de 

estas subpoblaciones (25% y 40% de inhibición, respectivamente) 
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comparado con el grupo DSS, demostrando un claro efecto sobre las 

poblaciones de linfocitos T colaboradores en la inflamación intestinal 

inducida por DSS. Dexametasona actúa como un agente inmunosupresor, 

así pues, la administración oral de este glucocorticoide disminuye ambas 

subpoblaciones en estudio (alrededor de un 40%). 

 

Tabla 17. Efecto de oleuropeina (O) sobre la respuesta Th17 en CU inducida por DSS al 3%. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

 

 

Figura 32. Efecto de oleuropeina (O) sobr  e la respuesta Th17 en CU inducida por DSS al 3%. Dx: 
dexametasona. Cada barra representa la media del porcentaje de (A) células CD4+RORγt+  y (B) células 
CD4+ RORγt+IL-17+IFN-γ+ ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 
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DSS 77,12 ± 7,80## 2,57 ± 0,12## 
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DSS+O 40,01 ± 5,35**,## 2,01 ± 5,35*,## 
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Figura 33. Efecto de oleuropeina (O) sobre la respuesta Th17 en CU inducida por DSS al 3%. Análisis 
mediante FACS de la población representativa de (A) Linfocitos T, (B) linfocitos CD4+ RORγt+, (C) linfocitos 
CD4+ RORγt+ IFN-γ+ IL-17A+. 

IV.2.2.3. Liberación de IL-17A y IFN-γ 

Los linfocitos Th17 son las principales células productoras de IL-17A e 

IFN-γ en la mucosa intestinal. Mediante la técnica ELISA se determina la 

concentración de IL-17A e IFN-γ en las muestras de tejido de colon 

previamente pulverizado. Tal y como se muestra en la Tabla 18 y Figura 34, 

en el grupo DSS se observa un incremento de los niveles de ambas citocinas, 

comparado con el grupo control, mientras que el tratamiento con 
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oleuropeina inhibe de forma significativa la liberación de IL-17A y de IFN-γ 

(96 y 66%, respectivamente). Similares resultados se obtienen en las 

muestras de los animales tratados con dexametasona (sobre un 90% de 

inhibición en ambos casos). 

Tabla 18. Efecto de oleuropeina (O) sobre la liberación de citocinas en CU inducida por DSS al 3%. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al 
grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

 (pg/mL)/mg de proteína ± E.E.M. 

 IL-17A IFN-γ 

CONTROL 7,65 ± 2,45** 7,65 ± 4,61** 

DSS 1247,52 ± 12,46## 93,23 ± 20,43## 

DSS+DX 19,94 ± 3,27** 11,93 ± 3,27** 

DSS+O 68,05 ± 2,90** 31,33 ± 5,61** 

 

 

Figura 34. Efecto de oleuropeina (O) sobre la liberación de citocinas en CU inducida por DSS al 3%. Dx: 
dexametasona. Cada barra representa la media de la concentración de las citocinas (pg/mL por mg de 
proteína) ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente 
diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3).  
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IV.2.3.  Efecto sobre la colitis crónica inducida por DSS en ratones 

C57BL/6 

IV.2.3.1. Estudio macroscópico  

La inducción de la colitis crónica se realiza mediante la exposición de 

los animales a cuatro ciclos de DSS, al 1% los dos primeros ciclos y al 2% los 

dos siguientes. Cada ciclo consiste en 7 días de administración de DSS, 

seguidos de 7 días de agua de bebida. En este modelo se intenta reproducir 

la inflamación crónica típica de la colitis, y durante este periodo la pérdida 

de peso no es un elemento importante. Esto explicaría la poca variación de 

peso en todos los grupos incluidos en el experimento. Además, el aspecto 

de todos los animales, su comportamiento y la ingesta de comida y bebida 

es normal a lo largo del estudio. Se comprueba que la administración diaria 

de oleuropeina al 0,25% en la dieta durante 56 días no afecta a la viabilidad 

de los animales. La dosis administrada de oleuropeina equivale a 500 

mg/kg/día, que se traduce en 49 mg/kg/día en humanos. Durante los dos 

primeros ciclos con DSS al 1% no se observa ningún signo de colitis. Es a 

partir del tercer ciclo cuando los animales expuestos a DSS al 2% presentan 

heces más blandas y sanguinolentas, que desaparecen durante el periodo 

de agua. Estos síntomas reaparecen al terminar el cuarto ciclo de DSS, pero 

en este caso, se perpetúan hasta el final del experimento. En los animales 

tratados con oleuropeina, las heces son formes y no se detecta pérdida de 

sangre durante todo el experimento.  

Tras el sacrificio de los animales, se examina la presencia de diarrea, 

sangre en heces, longitud y peso del colon. En la Tabla 19 y Figura 35 se 

puede observar el efecto de oleuropeina sobre el IAE. El acortamiento del 
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colon no es significativo en los grupos, sin embargo, en una inflamación 

crónica sí lo es el edema, observándose un aumento del parámetro mg/cm 

en los intestinos del grupo DSS, siendo menor en aquellos animales tratados 

con oleuropeina (Tabla 19 y Figura 35).  

Tabla 19. Efecto de oleuropeina (O) sobre la colitis crónica inducida por DSS. Significativamente diferente 
respecto al grupo DSS: *p<0,05; **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, 
##p<0,01 (t de Dunnet, n=10). 

 

Figura 35. Efecto de oleuropeina (O) sobre la colitis crónica inducida por DSS. (A) Parámetro 
peso/longitud (B) IAE, SH: sangre en heces, D: diarrea. Cada barra representa la media ± E.E.M. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: *p<0,05; **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=10). 

IV.2.3.2. Análisis histológico 

La administración repetida de DSS produce en el tejido del colon 

similares características a una inflamación intestinal crónica, tal y como 

muestra el análisis histológico. Así, se observan los típicos cambios 

producidos por la inflamación como infiltración celular, edema, daño de las 

criptas y ulceraciones en la mucosa (Figura 36C y D). Por el contrario, los 

cortes histológicos del colon de los animales tratados con oleuropeina 
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 Pérdida de peso  Sangre en heces Diarrea IAE  

CONTROL - - - - 26,33 ± 4,62** 

DSS 0 1,43 ± 0,20 1,57 ± 0,25 1,00 ± 1,23 53,27 ± 0,38## 

DSS+O 0 0,01 ± 0,01** 1,40 ± 0,28 0,47 ± 0,14** 44,24 ± 2,65**,## 
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(Figura 36E y F) reflejan una menor infiltración celular, mejor epitelización, 

reducción del daño en la mucosa y menor edema en comparación con el 

grupo DSS, lo que demuestra el efecto protector de este producto. 

 

 

Figura 36. Imágenes representativas del análisis histológico en colitis crónica inducida por DSS. (A y B) 
Control. (C y D) DSS. (E y F) DSS+Oleuropeina. 

IV.2.3.3. Infiltración neutrofílica, eosinofílica y de macrófagos 

La infiltración celular se determina en las muestras de colon 

previamente pulverizado, mediante la medida espectrofotométrica de la 

actividad enzimática MPO para la infiltración neutrofílica, EPO para la 

infiltración eosinofílica y NAG para la infiltración de macrófagos. Así, en los 

animales sometidos a cuatro ciclos de DSS se detecta un aumento de la 
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actividad MPO, EPO y NAG, lo que implica un aumento de la infiltración 

celular en el tejido (Bento y cols., 2012). El tratamiento con oleuropeina 

reduce la acumulación de neutrófilos (27%), eosinófilos (48%) y macrófagos 

(34%) en el tejido intestinal con respecto al grupo DSS, según se muestra en 

la Tabla 20 y en la Figura 37. 

Tabla 20. Efecto de oleuropeina (O) sobre la infiltración leucocitaria en colitis crónica inducida por DSS. 
MPO: mieloperoxidasa; EPO: eosinofilperoxidasa; NAG: N-acetilglucosaminidasa. Significativamente 
diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: 
#p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 

 

Figura 37. Efecto de oleuropeina (O) sobre la infiltración leucocitaria en colitis crónica inducida por DSS. 
MPO: mieloperoxidasa; EPO: eosinofilperoxidasa; NAG: N-acetilglucosaminidasa. Cada valor representa la 
media de la actividad (U/mg de proteína) ± E.E.M. de al menos cuatro experimentos diferentes. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al 
grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 

IV.2.3.4. Producción de citocinas 

Las citocinas proinflamatorias IL-1β e IL-6 juegan un importante papel 

en la fase crónica de la EII. Mediante la técnica ELISA se detecta un 
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incremento de los niveles de estas citocinas en las muestras intestinales del 

grupo DSS y, tal y como se muestra en la Tabla 21 y la Figura 38, el 

tratamiento con oleuropeina inhibe la producción de ambas alrededor de 

un 30%. Por otra parte, los niveles de IL-10 en el tejido intestinal descienden 

en el grupo DSS con respecto al grupo control, mientras que la producción 

de esta citocina en el colon de los animales tratados con oleuropeina es 

superior con respecto al grupo DSS (33% de aumento), lo que indica que, al 

igual que en el proceso agudo, oleuropeina aumenta la expresión de IL-10 

en la mucosa intestinal (Tabla 21 y Figura 38). 

Tabla 21. Efecto de oleuropeina (O) sobre los niveles de citocinas en colitis crónica inducida por DSS. 
Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al 
grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 

  (pg/mL)/mg de proteína ± E.E.M. 

 IL-1β IL-6 IL-10 

CONTROL 9,59 ± 0,46 89,82 ± 0,69 543,88 ± 10,08** 

DSS 34,25 ± 10,48 121,27 ± 11,53 477,80 ± 2,65## 

DSS+O 23,10 ± 0,64 76,47 ± 6,06* 636,17 ± 3,75**,## 

 

Figura 38. Efecto de oleuropeina (O) sobre los niveles de citocinas en colitis crónica inducida por DSS. 
Cada barra representa la media de la concentración de citocinas (pg/mL por mg de proteína) ± E.E.M. de 
al menos cuatro experimentos independientes. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 
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IV.2.3.5. Expresión de COX-2 e iNOS  

Al igual que se ha observado en la colitis aguda, la expresión de COX-2 

e iNOS se reduce en el colon de los ratones tratados con oleuropeina, tal y 

como se observa en la Figura 39. 

  

Figura 39. Efecto de oleuropeina sobre (O) la expresión de (A) COX-2 e (B) iNOS en colitis crónica 
inducida por DSS. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot 
de al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo 
DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 

IV.2.3.6. Activación de Nrf-2, p38 MAPK, β-catenina y NF-κB 

Mediante la técnica de western blot, en el modelo de CU crónica 

empleado se observa un aumento de Nrf-2 en los animales tratados con 

oleuropeina respecto al grupo DSS, según se aprecia en la Figura 40A. Dicho 
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factor está implicado en la protección frente a la inflamación intestinal 

crónica y su posible derivación a CCR (Yao y cols., 2014).  

Respecto a la vía de señalización p38 MAPK, se ha visto que en este 

modelo se incrementa la fosforilación citosólica de la subunidad p38 tras el 

tratamiento con DSS y oleuropeina reduce dicha activación, tal y como se 

observa en la Figura 40B. 

 

 

Figura 40. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión de (A) Nrf-2 nuclear y (B) la forma fosforilada 
de p38 MAPK citosólica en colitis crónica inducida por DSS. Cada barra representa la media de los datos 
del análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se 
normaliza con β-actina y considerando que el grupo DSS posee el 100% de expresión. Significativamente 
diferente respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: 
##p<0,01 (t de Dunnet, n=7). 
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Entre las vías de señalización implicadas en la transformación de una 

inflamación intestinal crónica a CCR se encuentran Wnt/β-catenina y NF-κB. 

Según se muestra en la Figura 41A, no se observan diferencias significativas 

de la presencia de β-catenina en las fracciones nucleares del tejido 

intestinal entre el grupo DSS y el tratado con oleuropeina. En el caso de la 

activación de la vía NF-κB, se observa un aumento de la subunidad p65 en 

los núcleos de las muestras del grupo DSS con respecto al grupo control; sin 

embargo, este cambio parece no verse afectado por el tratamiento con 

oleuropeina (Figura 41B). 

  

Figura 41. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión de (A) β-catenina y (B) p65 nuclear en colitis 
crónica inducida por DSS. Cada barra representa la media de los datos derivados del análisis 
densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-
actina y considera que el grupo DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al 
grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de 
Dunnet, n=7). 
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IV.2.3.7. Expresión génica de anexina A1 

En la Figura 42 se muestra la expresión génica de anexina A1 medida 

mediante PCR. En las muestras intestinales del grupo DSS, esta expresión es 

inferior con respecto al grupo control, y el tratamiento con oleuropeina no 

sólo revierte el efecto del DSS, sino que la aumenta la expresión de anexina 

A1 con respecto al grupo control.  

 

Figura 42. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión génica de anexina A1 en colitis crónica inducida 
por DSS. Tras el análisis mediante RT-PCR, la expresión génica se determina por densitometría, se 
normaliza con β-actina, y considerando que el grupo DSS tiene un valor = 1. Significativamente diferente 
respecto al grupo DSS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de 
Dunnet, n=4). 

 

En resumen, oleuropeina protege frente a la inflamación intestinal 

crónica inducida por DSS, reduciendo la infiltración leucocitaria, los niveles 

de citocinas proinflamatorias, la expresión de COX-2 e iNOS y la activación 

de la vía p38 MAPK. Además, cabe destacar que oleuropeina estimula los 

mecanismos de protección endógenos frente a la inflamación mediante el 

aumento de IL-10, así como Nrf-2 y anexina A1, resultados también 

observados en la colitis aguda.  
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IV.2.4.  Efecto sobre el CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS en 

ratones C57BL/6 

IV.2.4.1. Estudio macroscópico 

En esta experiencia, se administra diariamente oleuropeina disuelta en 

el agua de bebida a una dosis de 50 mg/kg y 100 mg/kg, así como el fármaco 

de referencia 5-ASA a 75 mg/kg. En primer lugar, se comprueba que 

oleuropeina administrada diariamente vía oral a una dosis de 100 mg/kg al 

día durante 63 días no afecta a la viabilidad de los animales. Tanto el grupo 

control como el grupo AOM no presentan ningún síntoma clínico durante 

todo el experimento. Los animales que reciben DSS y AOM/DSS presentan 

una pérdida de peso al final de la administración de DSS en cada ciclo, 

siendo más marcado tras los 7 primeros días de exposición a DSS. Mientras 

que la pérdida de peso de los animales se revierte al terminar los dos 

primeros ciclos, en el tercer ciclo los animales no son capaces de recuperar 

su peso inicial, y siguen perdiendo peso durante el periodo exento de DSS. 

Este parámetro se correlaciona con un agravamiento de los síntomas 

clínicos, presencia de diarrea y heces sanguinolentas, que empeoran a lo 

largo del estudio. El tratamiento con oleuropeina a 50 mg/kg y 100 mg/kg 

mejora estos síntomas de forma dosis-dependiente desde el primer ciclo de 

DSS. Esta protección se extiende durante todo el experimento, 

demostrando una clara tendencia a mantener el peso y reducir la presencia 

de diarrea y sangre en heces, tal y como se evalúa con el IAE (Tabla 22 y 

Figura 43).  

Tras sacrificar a los animales y examinar macroscópicamente los 

intestinos, se observa un acortamiento del colon y un incremento del 
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parámetro mg/cm en los animales que reciben DSS o AOM/DSS, en 

comparación con el grupo AOM/DSS+O100, que recibe la dosis más alta de 

oleuropeina (Tabla 23 y Figura 44). El tratamiento con 5-ASA muestra un 

empeoramiento clínico de los animales tras el primer ciclo, con una 

mortalidad del 40%, sin embargo, los animales que sobreviven se recuperan 

tras el segundo ciclo, con un incremento del peso y una mejora en general 

como determina el IAE (Tabla 22 y Tabla 23, Figura 43 y Figura 44).  

Tabla 22. Efecto de oleuropeina (O) sobre el IAE en CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS. 
Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

 

Figura 43. Efecto de oleuropeina (O) sobre el IAE en CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS. A: AOM; 
D: DSS. (A) Imagen representativa de la longitud y aspecto de los intestinos. (B) IAE medido mediante la 
pérdida de peso, sangre en heces y diarrea al final cada ciclo de DSS (días 7, 28, 49) y al final del 
experimento (día 63) Cada barra representa la media ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al 
grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 
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Tabla 23. Efecto de oleuropeina (O) sobre la longitud de colon y edema en CCR asociado a CU inducido 
por AOM/DSS. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

 

    

 

 

 

 

 

  

Figura 44. Efecto de oleuropeina (O) sobre la longitud de colon y edema en CCR asociado a CU inducido 
por AOM/DSS. A: AOM; D: DSS. (A) longitud del colon, (B) parámetro mg/cm. Cada barra representa la 
media ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10).  

 Longitud 
(cm ± E.E.M.)  Edema 

(mg/cm ± E.E.M.) 

   

CONTROL       11,13 ± 0,43**                32,27 ± 1,89** 

DSS 7,70 ± 0,35,## 49,23 ± 1,05## 

AOM 10,10 ± 0,22 30,69 ± 1,06** 

AOM/DSS 8,93 ± 0,34## 50,49 ± 3,19## 

AOM/DSS+ASA 9,05 ± 0,21,## 40,91 ± 4,86## 

AOM/DSS+O50 9,38 ± 0,27*,,## 45,12 ± 2,42## 

AOM/DSS+O100 9,41 ± 0,19**,## 39,90 ± 1,32**,# 
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IV.2.4.2. Incidencia de tumores 

Al final del experimento, la administración de AOM/DSS induce una 

inflamación crónica caracterizada por úlceras en la mucosa, disrupción del 

epitelio y una infiltración de células inflamatorias. Además, los animales 

desarrollan lesiones displásicas en la parte media y distal del colon 

principalmente. Tal y como se observa en la Figura 45, los animales que 

reciben sólo AOM apenas manifiestan lesiones displásicas. La incidencia de 

neoplasias en el grupo AOM/DSS es del 100%, y el tratamiento de 

oleuropeina tanto a 50 mg/kg como a 100 mg/kg reduce la multiplicidad de 

las lesiones de manera dosis-dependiente, en un 46% y un 82%, 

respectivamente (Figura 45), aunque no la incidencia, ya que todos los 

ratones presentan lesiones tumorales. El tratamiento con 5-ASA exhibe 

también una reducción del número y tamaño de los tumores.  

 

Figura 45. Efecto de oleuropeina (O) sobre la incidencia de tumores en CCR asociado a CU inducido por 
AOM/DSS. A: AOM; D:DSS. (A) Multiplicidad de los tumores. (B) Número de tumores por colon. Cada barra 
representa la media ± E.E.M. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: **p<0,01 (t de 
Dunnet, n=6-10). 
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IV.2.4.3.  Análisis histológico 

El análisis histológico muestra las típicas características de una 

inflamación crónica que ha derivado a una lesión precancerosa. El grupo 

AOM/DSS sufre una marcada inflamación en el intestino grueso, con 

pérdida de la arquitectura epitelial, y el desarrollo de pólipos neoplásicos, 

donde las criptas son irregulares y pierden su patrón lineal. Presentan 

alteraciones celulares y nucleares anaplásicas, además de una mitosis 

atípica. En cambio, el tratamiento con oleuropeina a 100 mg/kg reduce la 

inflamación, protege frente al daño en el epitelio intestinal e inhibe la 

formación de tumores en el colon. Los ratones tratados con 5-ASA 

muestran una ligera inflamación intestinal, caracterizada por una 

infiltración leucocitaria focal y algunas zonas erosionadas, pero no hay 

signos de crecimiento tumoral (Figura 46).  

 

Figura 46. Imágenes representativas del análisis histológico de CCR asociado a CU inducido por 
AOM/DSS (4x). (A) Grupo Control. (B) Grupo AOM/DSS. (C) Grupo AOM/DSS+5-ASA. (D) Grupo 
AOM/DSS+Oleuropeina 100 mg/kg. 
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IV.2.4.4. Expresión de Ki-67 en el epitelio intestinal 

Un aumento de Ki-67 en el tejido de colon es una señal prematura de 

lesiones displásicas, ya que indica un aumento de la proliferación celular. La 

determinación de Ki-67 se realiza en este caso mediante 

inmunohistoquímica utilizando la técnica de DAB, seguido de un análisis 

densitométrico de la intensidad de la señal. El grupo control muestra un 

epitelio intestinal típico, con una tinción de Ki-67 residual localizada en la 

parte basal de las criptas debido al proceso normal de proliferación. En 

cambio, en los animales tratados con AOM/DSS, se observa una elevada 

expresión de Ki-67, evidenciando un incremento de la proliferación celular, 

especialmente en el área del tumor. Tal y como se observa en la Tabla 24 y 

en la Figura 47, se detecta una diferencia significativa en los animales 

tratados con 100 mg/kg de oleuropeina, donde el porcentaje de células 

positivas a Ki-67 en el colon es más bajo comparado con el grupo AOM/DSS. 

El tratamiento con 5-ASA también reduce la proliferación celular en el tejido 

de colon. Oleuropeina a 50 mg/kg no tiene un efecto significativo en la 

inhibición de la expresión de ki-67.   
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Tabla 24. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión epitelial de Ki-67 en CCR asociado a CU inducido 
por AOM/DSS. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Efecto de oleuropeina (O) sobre la expresión epitelial de Ki-67 en CCR asociado a CU inducido 
por AOM/DSS. A: AOM; D: DSS. Imágenes histológicas representativas de los intestinos en 10x. (A) Grupo 
control. (B) Grupo A/D. (C) Grupo A/D+ASA. (D) Grupo A/D+O100. (E) Cada barra representa la media de 
los datos del análisis densitométrico de al menos cuatro experimentos independientes, considerando que 
el grupo AOM/DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 
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IV.2.4.5. Liberación de IL-6, TNF-α, IL-17 e IFN-γ 

Estas cuatro citocinas poseen un papel crucial en el desarrollo del CCR. 

En la Tabla 25 se muestran los valores determinados por ELISA de IL-6, TNF-

α, IL-17A e IFN-γ. Oleuropeina reduce de manera significativa los niveles de 

dichas citocinas de manera similar al fármaco de referencia 5-ASA 

(alrededor de un 70% de inhibición). Se destaca la relación dosis-

dependiente en la inhibición de IL-17A (Figura 48). 

Tabla 25. Efecto de oleuropeina (O) sobre la liberación de citocinas en CCR asociado a CU inducido por 
AOM/DSS. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

 

  
(pg/mL)/mg de proteína ± E.E.M. 

 IL-6 TNF-α IL-17            IFN-γ 

CONTROL 147,02 ± 10,31** 181,58 ± 10,44** 6,34 ± 1,16* 7,31 ± 1,31** 

DSS 275,99 ± 5,76**,## 375,86 ± 24,45**,## 17,06 ± 2,36 35,49 ± 3,36**,## 

AOM 185,23 ± 19,80** 328,28 ± 38,54**,## 27,05 ± 1,36 9,50 ± 1,30** 

AOM/DSS 350,26 ± 4,08## 551,05 ± 54,86## 39,32 ± 12,59# 49,08 ± 0,33## 

AOM/DSS+ASA 105,18 ± 2,51** 152,67 ± 19,76** 13,12 ± 1,50* 10,15 ± 0,33** 

AOM/DSS+O50 106,52 ± 13,18** 173,55 ± 25,74** 14,29 ± 2,59 12,70 ± 0,73** 

AOM/DSS+O100 84,09 ± 8,73** 153,22 ± 9,38** 12,46 ± 1,91* 11,93 ± 1,25** 
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Figura 48. Efecto de oleuropeina (O) sobre la liberación de citocinas en CCR asociado a CU inducido por 
AOM/DSS. A: AOM; D: DSS. Cada barra representa la media de las concentraciones de citocinas (pg/mL 
por mg de proteína) ± E.E.M. de al menos cuatro experimentos independientes. Significativamente 
diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo 
control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

IV.2.4.6. Expresión de COX-2, Bax y Bcl-2 

En CCR inducido por AOM/DSS, los resultados obtenidos por western 

blot revelan que las muestras intestinales pertenecientes a los grupos AOM, 

DSS y AOM/DSS presentan un aumento de la expresión de COX-2 con 

respecto al grupo control. Según se muestra en la Figura 49, la 

administración de oleuropeina tanto a 50 mg/kg como a 100 mg/kg inhibe 

la expresión de COX-2 en el tejido intestinal, al igual que el tratamiento con 

5-ASA. 
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Figura 49. Efecto de oleuropeina (O) sobre COX-2 en CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS. A: AOM; 
D: DSS. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de al 
menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo 
AOM/DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

Oleuropeina a las dosis ensayadas, al igual que 5-ASA, revierten el 

efecto de la administración de AOM/DSS, aumentando los niveles de Bax 

en el tejido intestinal y favoreciendo el proceso de la apoptosis (Figura 50A). 

Sin embargo, no existen diferencias significativas entre los diferentes 

grupos con respecto a la expresión de Bcl-2 (Figura 50B). 
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Figura 50. Efecto de oleuropeina sobre (A) Bax y (B) Bcl-2 en CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS. 
A: AOM, D: DSS. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot 
de al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo 
AOM/DSS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 

IV.2.4.7. Activación de NF-κB, Wnt/β-catenina, STAT3 y PI3K/Akt 

En el CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS se produce un 

desequilibrio en las vías de señalización relacionadas con la aparición de 

procesos inflamatorios y cancerosos tales como NF-κB, Wnt/β-catenina, 

STAT3 o PI3K/Akt. La activación de estas vías se detecta mediante western 

blot en las distintas fracciones proteicas obtenidas de las muestras de colon 

previamente pulverizadas. 

 La subunidad p65 NF-κB es activada en el citosol y translocada al 

núcleo por fosforilación. En la Figura 51A, los grupos DSS, AOM y AOM/DSS 

muestran un claro incremento de la subunidad p65 NF-κB nuclear en 

DSS                               -        +        -       +       +        +        + 

AOM                             -        -        +       +       +        +        +  

5-ASA (75 mg/kg)      -        -         -        -        +        -         -  

O (mg/kg)                    -        -         -        -        -       50     100 

 

A 

B 

β-actina 

Bax 

β-actina 
Bcl-2 

DSS                               -        +        -       +       +        +        + 

AOM                             -        -        +       +       +        +        +  

5-ASA (75 mg/kg)      -        -         -        -        +        -         -  

O (mg/kg)                    -        -         -        -        -       50     100 

   % Aumento                                                28     40      48 
CONTROL D A A/D

A/D+A
SA

A/D+O
50

A/D+O
10

0

0

25

50

75

100

125

150

175

******

##
A

ná
lis

is
 d

en
si

to
m

ét
ri

co
 d

e
B

ax
/ β

-a
ct

in
a

± 
E.

E.
M

.

CONTROL D A A/D

A/D+ASA

A/D+O50

A/D+O10
0

0

25

50

75

100

125

A
ná

lis
is

 d
en

si
to

m
ét

ri
co

de
B

cl
-2

/ β
-a

ct
in

a
± 

E.
E.

M
.

 
152 
 



 Resultados
  
comparación con el grupo control, y el tratamiento con oleuropeina a 50 

mg/kg y 100 mg/kg reduce significativamente los niveles de p65 comparado 

con el grupo AOM/DSS. 

La activación de Wnt/β-catenina ocurre mediante la fosforilación de la 

subunidad de β-catenina y su posterior translocación nuclear. Como se 

observa en la Figura 51B, el grupo DSS no manifiesta cambios significativos 

en el equilibrio celular de β-catenina en comparación con el grupo control, 

mientras que la presencia en el núcleo de esta subunidad aumenta de 

forma significativa en los grupos AOM y AOM/DSS. En cambio, la 

translocación nuclear de β-catenina en los animales tratados con 

oleuropeina a 50 mg/kg y 100 mg/kg se ve altamente reducida con respecto 

al grupo AOM/DSS. 

  

 
153 

 



Resultados  

 

Figura 51. Efecto de oleuropeina (O) sobre la activación nuclear de (A) p65 NF-κB y de (B) β-catenina en 
CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS. A:AOM; D:DSS. Cada barra representa la media de los datos 
del análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se 
normaliza con β-actina y considerando que el grupo AOM/DSS posee el 100% de expresión. 
Significativamente diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente 
respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10).  

Tras ser estimulado, STAT3 se fosforila en el citosol, formando un 

dímero que se transloca al núcleo y activa la transcripción génica. Se 

observa que los grupos DSS y AOM no muestran diferencias respecto al 

grupo control, pero se detectan niveles elevados de STAT3 fosforilado en 

las muestras del grupo AOM/DSS (Figura 52A). Este efecto se revierte 

mediante la administración de oleuropeina a 50 mg/kg y 100 mg/kg.  

La fosforilación del Akt citosólico implica la activación de numerosas 

vías implicadas en la inflamación y cáncer. En la Figura 52B, se observa un 

β-actina 

DSS                               -        +        -       +       +        +        + 

AOM                              -        -        +       +       +        +        +  

5-ASA (75 mg/kg)       -        -         -        -        +        -         -  

O (mg/kg)                     -        -         -        -        -      50     100 

%I                                                                    46     59     64  

A 

β-catenina 

β-actina 

 

p65 NF-κB 

B 

DSS                               -        +        -       +       +        +        + 

AOM                              -        -        +       +       +        +        +  

5-ASA (75 mg/kg)       -        -         -        -       +        -         -  

O (mg/kg)                     -        -         -        -        -       50     100 

%I                                                                   38      48       61      

CONTROL D A A/D

A/D+A
SA

A/D+O
50

A/D+O
10

0

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

****
**

**

*

##
#

A
ná

lis
is

 d
en

si
to

m
ét

ic
o 

de
p6

5/
β-

ac
tin

a
±  

E.
E.

M
.

CONTROL D A A/D

A/D+ASA

A/D+O50

A/D+O10
0

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
110

**

**
****

**

##
#

A
ná

lis
is

 d
en

si
to

m
ét

ri
co

 d
e

β-
ca

te
ni

na
/ β

-a
ct

in
a

± 
E.

E.
M

.

 
154 
 



 Resultados
  
incremento de esta subunidad fosforilada en el citosol en los animales del 

grupo DSS, AOM y AOM/DSS con respecto al grupo control. El tratamiento 

con oleuropeina es capaz de inhibir la activación de la vía PI3K/Akt, al 

reducir significativamente la fosforilación de la subunidad Akt con respecto 

al grupo AOM/DSS.  

El tratamiento con 5-ASA reduce la presencia de p65 en el núcleo y los 

niveles de β-catenina nuclear. Además, inhibe la fosforilación de Akt y 

STAT3 en el citosol (Figura 51 y Figura 52). 

 

 

Figura 52. Efecto de oleuropeina (O) sobre la fosforilación en el citosol de (A) STAT3 y (B) Akt en CCR 
asociado a CU inducido por AOM/DSS. A:AOM; D: DSS. Cada barra representa la media de los datos del 
análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza 
con β-actina y considerando que el grupo AOM/DSS posee el 100% de expresión. Significativamente 
diferente respecto al grupo AOM/DSS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo 
control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=6-10). 
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En resumen, oleuropeina ejerce un efecto protector en un modelo de 

CCR asociado a CU inducido por AOM/DSS, frente a algunos mediadores de 

manera dosis-dependiente. En esta experiencia, el tratamiento con 

oleuropeina mejora los síntomas clínicos de los animales sometidos a 

AOM/DSS, reduce la incidencia de tumores en el colon, y tal y como se ha 

observado en los anteriores modelos de inflamación intestinal, inhibe la 

liberación de mediadores inflamatorios, así como la activación de distintas 

vías de señalización implicadas en la aparición y desarrollo del CCR. 

 ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA IN VITRO 

IV.3.1.  Efecto sobre macrófagos primarios peritoneales de ratón 

Balb/C 

Tras realizar algunos experimentos preliminares, se observa que el 

efecto de oleuropeina sobre la liberación de mediadores proinflamatorios 

en macrófagos peritoneales es relativamente bajo. Por lo que se elige 

también hidroxitirosol, metabolito principal de oleuropeina en el intestino, 

para la realización de las pruebas in vitro, en base a su conocido efecto 

antioxidante y antiinflamatorio. Ambos productos no muestran 

citotoxicidad a las dosis ensayadas. 

IV.3.1.1. Producción de nitritos 

La concentración de nitritos es una medida indirecta de la producción 

de NO debido a la activación celular por un estímulo, en este caso LPS. Tras 

24 h, se mide espectrofotométricamente la presencia de nitritos en el 

sobrenadante del cultivo de las células mediante el reactivo Griess. En la 

Tabla 26 y en la Figura 53 se observa un aumento de la concentración de 
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nitritos en las células estimuladas con LPS, con respecto a las células no 

estimuladas. El tratamiento con oleuropeina (100 µM) e hidroxitirosol (50 y 

100 µM) reduce considerablemente la producción de nitritos. 

Tabla 26. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la liberación de NO en macrófagos 
peritoneales. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente 
diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet, n=3). 

 

 

 

 

 

Figura 53. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la liberación de NO en macrófagos 
peritoneales. Cada barra representa la media de la concentración de nitritos (µM) ± E.E.M. de al menos 
cuatro experimentos independientes. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet). 

IV.3.1.2. Activación de STAT3 

El STAT3 se activa en respuesta a citocinas como IL-6 y factores de 

crecimiento. Así, tras 30 min de estimulación con IL-6, se detecta un 

aumento de la fosforilación de STAT3 en la fracción citosólica con respecto 

a las células no tratadas. Tras 1 h de pre-tratamiento, hidroxitirosol a 50 y 
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100 µM reduce la activación de STAT3 en el citosol. Oleuropeina no afecta 

a la fosforilación de STAT3 (Figura 54). 

 

Figura 54. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la fosforilación de STAT3 en macrófagos 
peritoneales. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de 
al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo 
LPS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet). 

IV.3.1.3. Activación de NF-κB  

Mediante las técnicas de inmunofluorescencia y western blot (Figura 

55), se detecta un aumento de la presencia de la subunidad p65 en las 

fracciones nucleares de los macrófagos, 1 h después del estímulo con LPS. 

Mientras que hidroxitirosol tanto a 50 como a 100 µM reduce la 

translocación de p65 al núcleo, oleuropeina no tiene efecto significativo 

alguno. 
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Figura 55. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la translocación al núcleo de la subunidad 
p65 NF-kB en macrófagos peritoneales. Inmunofluorescencia de (A) control, (B) LPS y (C) LPS+H100. (D) 
Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de al menos 
cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo LPS posee 
el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet). 

IV.3.1.4. Expresión génica y liberación de citocinas  

Como consecuencia de su activación, los macrófagos expresan 

citocinas con la finalidad de activar otros tipos celulares y activarse ellos 

mismos. Tras 3 h de estímulo con LPS, en la Figura 56 se observa un 

aumento de la expresión génica de IL-1β, TNF-α e IL-6, determinada 

mediante RT-PCR. Hecho que se confirma a las 24 h, tras detectar por ELISA 

un aumento de los niveles de IL-1β, TNF-α e IL-6 en el sobrenadante de los 

macrófagos estimulados no tratados. En la Figura 56 se observa que sólo 

hidroxitirosol a la concentración de 100 µM inhibe la expresión génica de 

estas citocinas (alrededor de 0,8 veces menor con respecto al grupo LPS) y 
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es capaz de reducir de forma significativa su producción (Tabla 27 y la Figura 

57). El tratamiento con oleuropeina a 100 µM tiende a reducir la liberación 

de citocinas pero no es estadísticamente significativo.  

 

Figura 56. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la expresión génica de citocinas en 
macrófagos peritoneales. (A) Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de 
al menos cuatro experimentos independientes, se normalizan con β-actina y considerando que el grupo 
LPS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, **p<0,01; 
significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet). (B) Imagen representativa 
de la expresión génica de las citocinas por RT-PCR.  
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Tabla 27. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la liberación de citocinas por macrófagos 
peritoneales. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente 
diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet). 

 (pg/mL)/mg de proteína ± E.E.M. 

  IL-1β TNF-α IL-6 

CONTROL 4,27 ± 0,33** 8,07 ± 0,42** 1391,09 ± 239,69** 

LPS 46,83 ± 2,78## 483,61 ± 45,08## 69720,35 ± 8870,07## 

LPS+O100 35,17 ± 5,36*,## 436,58 ± 37,08## 54546,29 ± 7860,43## 

LPS+H50 29,78 ± 4,67**,## 382,06 ± 47,82## 38983,01 ± 5878,00## 

LPS+H100 13,21 ± 1,49**,# 333,75 ± 42,41## 34804,84 ± 5384,69*,## 

 

 

Figura 57. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la liberación de citocinas por macrófagos 
peritoneales. Cada barra representa la media de la concentración de citocinas (pg/mL por mg de proteína) 
± E.E.M. de al menos cuatro experimentos independientes. Significativamente diferente respecto al grupo 
LPS: *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de 
Dunnet). 

IV.3.1.5. Expresión de COX-2 e iNOS  

La activación de los macrófagos tras un estímulo provoca la expresión 

de COX-2 e iNOS. En la Figura 58 se observa que el tratamiento con 

oleuropeina reduce de forma discreta los niveles de COX-2 pero no reduce 

la expresión de iNOS en macrófagos estimulados con LPS. Por el contrario, 

hidroxitirosol tanto a 50 µM como a 100 µM reduce la expresión de iNOS 

de forma drástica, pero sin efecto sobre COX-2.  
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Figura 58. Efecto de oleuropeina (O) e hidroxitirosol (H) sobre la expresión de (A) COX-2 e (B) iNOS en 
macrófagos peritoneales. Cada barra representa la media de los datos del análisis densitométrico de 
western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se normaliza con β-actina y considerando 
que el grupo LPS posee el 100% de expresión. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: *p<0,05, 
**p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: #p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet). 

 

En conjunto, estos resultados revelan que hidroxitirosol posee un 

mayor efecto sobre la activación de los macrófagos peritoneales que 

oleuropeina, puesto que la mayoría de los mediadores proinflamatorios 

determinados en esta experiencia son reducidos de manera dosis-

dependiente por hidroxitirosol. Este hecho no se observa con oleuropeina, 

incluso a la dosis más alta ensayada. 
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IV.3.2. Efecto cicatrizante sobre IEC-18 

En este experimento sólo se muestran los resultados correspondientes 

al tratamiento con oleuropeina, ya que estudios preliminares llevados a 

cabo en nuestro laboratorio demuestran que hidroxitirosol no ejerce este 

efecto cicatrizante sobre las IEC-18. 

Tras confirmar que oleuropeina no estimula la proliferación celular en 

IEC-18 mediante el ensayo del MTT (Figura 59), se determina el efecto de 

oleuropeina en un modelo in vitro de cicatrización usando IEC-18. Tal y 

como se muestra en la Figura 59 y Figura 60, dexametasona reduce la 

migración de IEC-18, mientras que oleuropeina a 10 µM y 100 µM aumenta 

positivamente la migración celular (57% y 80%, respectivamente), 

favoreciendo el proceso de cicatrización en IEC-18 (Tabla 28).  
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Tabla 28. Efecto de oleuropeina (O) sobre la proliferación y cicatrización de IEC-18. Significativamente 
diferente respecto al grupo dexametasona (Dx): *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto 
al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet).  

 

 

Figura 59. Efecto de oleuropeina (O) sobre la proliferación y cicatrización de IEC-18. (A) Proliferación 
celular medida por MTT. (B) Cada barra representa la media del número de células migradas en 24 h ± 
E.E.M. de al menos cuatro experimentos independientes. Significativamente diferente respecto al grupo 
dexaemtasona (Dx): *p<0,05, **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 
(t de Dunnet) 

 

   

 Proliferación (%) ± E.E.M. Nº células migradas ± E.E.M. 

CONTROL 100,00 ± 0,00 90,68 ± 9,75 

Dx 89,75 ± 8,95 75,83 ± 1,64 

O10 103,23 ± 6,28 118,16 ± 13,82* 

O100 102,51 ± 8,01 134,4 ± 7,99** 
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Figura 60. Efecto de oleuropeina (O) sobre la cicatrización de IEC-18 por migración celular.  

O (100 µM) 
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0 h 24 h 
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IV.3.2.1. Expresión de COX-2  

La expresión de COX-2 por las IEC-18 responde a la capacidad 

inmunológica que presentan estas células ante un estímulo externo. Así, la 

estimulación de IEC-18 con LPS durante 24 h provoca un incremento de la 

expresión de COX-2, detectado mediante western blot. En la Figura 61, se 

observa que el tratamiento 1 h antes del estímulo, tanto con oleuropeina a 

100 µM como con el inhibidor de la vía p38 MAPK SB 203580 a 10 µM, 

inhibe de forma significativa la producción de COX-2.  

 

 

Figura 61. Efecto de oleuropeina (O) sobre COX-2 en IEC-18. Cada barra representa la media de los datos 
del análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos independientes, se 
normaliza con β-actina y considerando que el grupo LPS posee el 100% de expresión. Significativamente 
diferente respecto al grupo LPS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al grupo control: 
#p<0,05, ##p<0,01 (t de Dunnet). 

IV.3.2.2. Activación de p38 MAPK  

Ante una agresión externa, las IEC son capaces de desencadenar una 

respuesta inmunológica primaria mediante la activación de vías de 

señalización implicadas en la inflamación, como por ejemplo las MAPK. Tras 

el estímulo con LPS durante 30 min, se detecta por western blot una 
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activación de p38 MAPK mediante la fosforilación de la subunidad p38 en 

el citosol, tal y como se observa en la Figura 62. Oleuropeina a 100 µM es 

capaz de inhibir la fosforilación de la subunidad p38 MAPK al igual que el 

inhibidor específico de p38 MAPK, SB 203580 a 10 µM. 

 
  

Figura 62. Efecto de oleuropeina (O) sobre la fosforilación de p38 MAPK en IEC-18. Cada barra representa 
la media de los datos del análisis densitométrico de western blot de al menos cuatro experimentos 
independientes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo LPS posee el 100% de expresión. 
Significativamente diferente respecto al grupo LPS: **p<0,01; significativamente diferente respecto al 
grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet). 

IV.3.2.3. Expresión génica de anexina A1 

Tras 6 h de estímulo con LPS, se observa que el tratamiento con 

oleuropeina, así como SB 203580, aumentan la expresión génica de anexina 

A1 con respecto a las células no tratadas. Este resultado indica que este 

incremento podría estar relacionado con la inhibición de la vía p38 MAPK. 
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Figura 63. Efecto de oleuropeina (O)  sobre la expresión génica de anexina A1 en IEC-18. Cada barra 
representa la media de los datos del análisis densitométrico de la expresión génica por RT-PCR de al 
menos cuatro experimentos independitentes, se normaliza con β-actina y considerando que el grupo DSS 
tiene un valor = 1. Significativamente diferente respecto al grupo LPS: **p<0,01; significativamente 
diferente respecto al grupo control: ##p<0,01 (t de Dunnet). 

En conjunto, estos resultados demuestran que oleuropeina posee un 

efecto cicatrizante, inhibe la producción de COX-2 y aumenta la expresión 

génica de anexina A1, probablemente debido a la inhibición de la vía de 

señalización p38 MAPK. 
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Los compuestos fenólicos representan un grupo de metabolitos 

secundarios, principalmente de origen vegetal, capaces de neutralizar 

radicales libres y actuar sobre distintas vías de señalización celular, lo que 

les confiere propiedades potencialmente útiles para la resolución de 

procesos inflamatorios. Uno de los campos donde se ha propuesto el 

empleo de este tipo de compuestos como coadyuvantes de la terapia 

convencional es en la EII (Frontela y cols., 2010). Un claro exponente es el 

aceite de oliva o los extractos procedentes de las diferentes partes de olivo.  

Estos extractos han demostrado poseer propiedades antiiflamatorias en 

modelos de inflamación intestinal (Sánchez-Fidalgo y cols., 2013). Uno de 

los componentes identificados y responsable de la actividad farmacológica 

es la oleuropeina. Este secoiridoide ha sido testado tanto in vitro como in 

vivo por sus propiedades antiinflamatorias y quimiopreventivas (Barbaro y 

cols., 2014; Rahmani y cols., 2014). 

En la presente Tesis Doctoral, estos efectos se han podido corroborar 

in vivo en modelos de CU aguda y crónica y en CCR asociado a CU, mediante 

la administración de oleuropeina por vía oral bien junto al pienso normal, o 

incorporada en el agua de bebida. 

Los modelos de inflamación intestinal inducida por agentes químicos 

se han convertido en una herramienta crucial para el estudio de la EII. Son 

modelos de fácil inducción y con la capacidad de controlar inmediatamente 

el comienzo, la duración y la severidad de la inflamación en el intestino 

(Perše y Cerar, 2012). El DSS es un polisacárido sulfatado que reproduce en 

animal de experimentación los características fisiopatológicas de la colitis 

humana. La adición de DSS al agua de bebida provoca un daño en el 

intestino grueso muy similar histopatológicamente a la enfermedad en 
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humanos, y además, es un método bastante fiable para el estudio de 

terapias farmacológicas. Dependiendo del peso molecular del DSS (40-50 

kDa es el rango óptimo), su concentración y la duración de la exposición, se 

desarrolla una colitis de carácter agudo, crónico o incluso puede inducir una 

displasia a nivel intestinal. La colitis aguda se induce incorporando DSS al 3-

5% en agua de bebida ad libitum durante 5-8 días. La colitis crónica se 

induce mediante varios ciclos de 5-7 días con concentraciones bajas de DSS 

(1-2%) alternados de períodos de 7-14 días con agua de bebida (Clapper y 

cols., 2007). 

Oleuropeina administrada diariamente por vía oral a la dosis de 2,4 

g/kg protege frente a la inflamación intestinal inducida por DSS al 5% 

durante 7 días. Así, la pérdida de peso, diarrea, sangre en heces y el 

acortamiento del colon se ve reducida tras el tratamiento con oleuropeina. 

Además, se comprueba cómo se reduce la infiltración leucocitaria medida 

a través de la actividad MPO, lo que impide la degradación de la 

arquitectura del epitelio intestinal. 

En la EII están implicadas diferentes citocinas con carácter pro o 

antiinflamatorio. En la CU inducida por DSS se observa un aumento en la 

liberación de las citocinas proinflamatorias IL-1β, TNF-α y IL-6 en el tejido 

de colon, las cuales son inhibidas tras el tratamiento con oleuropeina. Por 

otra parte, no se detectan diferencias significativas entre los niveles de IL-2 

e IL-4 en el colon de los ratones del grupo control, DSS o el tratado con 

oleuropeina. Estos resultados coinciden con los de otros autores que 

sugieren que dichas citocinas no están implicadas en la inflamación 

intestinal inducida por DSS (Breese y cols., 1993; Alex y cols., 2009). 

Respecto a IL-10, su efecto antiinflamatorio queda demostrado en animales 
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deficientes en IL-10, desarrollando una colitis de forma espontánea, y 

demostrando por tanto, su papel protector en la inflamación intestinal 

(Kühn y cols., 1993). En este sentido, oleuropeina podría ejercer en parte su 

efecto protector a través del aumento de la liberación de IL-10, como se ha 

determinado en este estudio.  

 La participación de las vías de señalización NF-κB, p38 MAPK y STAT3 

es característica durante el desarrollo de la colitis (Suzuki y cols., 2001; 

Hommes y cols.,2002; Hollenbach y cols., 2004; Mitsuyama y cols., 2006; 

Bai y cols., 2007),  regulando la expresión de numerosos genes relacionados 

con el proceso inflamatorio. En este contexto, oleuropeina reduce la 

activación de NF-κB en el tejido de colon, e inhibe la fosforilación de p38 

MAPK y STAT3 en el citosol. Este efecto impide que se incremente la 

expresión de citocinas, COX-2, iNOS o MMP-9, lo que confirma la ya 

existente relación entre la inhibición de estas vías y la producción de 

marcadores proinflamatorios.  

Diferentes estudios han demostrado el importante papel de iNOS y 

COX-2 en la inflamación intestinal.  La expresión de estas dos proteínas 

inflamatorias está regulada por distintas vías de señalización, y participan 

en la disfunción secretora y protectora de la barrera intestinal ante un 

proceso inflamatorio, contribuyendo a la inflamación del colon en ratones 

(Zamuner y cols., 2003; Sánchez-Fidalgo y cols., 2013). En la CU se produce 

un incremento de la expresión de iNOS, con el consiguiente aumento de la 

producción de NO, que induce la inflamación y la ulcerogénesis. La enzima 

iNOS es un excelente marcador inflamatorio, pero se asocia tanto al 

empeoramiento como a la mejora de la CU. De hecho, se ha demostrado 

este efecto dual en dos modelos distintos de colitis, donde la depleción de 
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iNOS en ratones tiene un efecto protector en colitis inducida por DSS, pero 

el proceso se agrava en colitis inducida por ácido sulfónico de 

trinitroclorobenceno (Singh y cols., 2011). Por otra parte, COX-2 parece 

tener un efecto protector sobre la mucosa en la inflamación intestinal, tal y 

como se observa  en modelos animales de colitis donde se usan animales 

deficientes en COX-2 e inhibidores de COX (Ishikawa y cols., 2011). Sin 

embargo, se observan resultados contradictorios al utilizar celecoxib, un 

inhibidor selectivo de COX-2, que causa un empeoramiento del daño 

intestinal. Así, resultados obtenidos por Sklyarov y cols. (2011) evidencian 

que la inactivación simultánea de COX-2 e iNOS bajo condiciones de CU 

tiene efectos citoprotectores, lo que sugiere que el desarrollo de fármacos 

capaces de bloquear de manera combinada ambas proteínas 

proinflamatorias podría representar una nueva terapia en el tratamiento de 

la EII. En este estudio, el incremento de la expresión de COX-2 e iNOS en 

colitis aguda inducida por DSS se ha reducido significativamente por el 

tratamiento con oleuropeina, que podría relacionarse con la resolución del 

proceso inflamatorio debido al efecto observado en la mejora de la 

sintomatología de la colitis. 

Las MMP están implicadas en el remodelado del tejido y la destrucción 

asociados a numerosas condiciones inflamatorias, y su expresión y actividad 

está incrementada en la mucosa intestinal durante las fases activas de la 

EII. Entre las proteasas, MMP-9 se encuentra sobreexpresada en pacientes 

con EII (Siloşi y cols., 2014) y en modelos de colitis inducida por DSS (Oliveira 

y cols., 2014). Además, se observó una reducción de la severidad de la colitis 

inducida por DSS en animales deficientes para MMP-9 (Santana y cols., 

2006). En concreto en este modelo, la expresión de MMP-9 en el tejido de 
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colon se ve disminuida por el tratamiento con oleuropeina. Este resultado 

podría ser interesante en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas 

para tratar la EII actuando sobre la inhibición de las MMP. 

Anexina A1 es una proteína calcio-dependiente de unión a 

fosfolípidos, mediador endógeno de la señal glucocorticoide con una 

potente actividad antiinflamatoria. En condiciones normales, anexina A1 se 

encuentra generalmente en el citoplasma y tras la activación celular, se 

moviliza a la superficie celular y se secreta (Perretti y D'Acquisto, 2009). Esta 

proteína es capaz de bloquear la liberación de mediadores inflamatorios 

mediante la inhibición directa de la activación de fosfolipasa-A2 y la 

expresión de COX-2 e iNOS (Ferlazzo y cols., 2003). En un modelo de colitis 

inducida por DSS, animales deficientes en anexina A1 mostraron una mayor 

susceptibilidad con un incremento en la extensión del daño de la mucosa 

intestinal, tanto clínica como histopatológicamente (Babbin y cols., 2008). 

Así, en las muestras de colon de los animales tratados con oleuropeina se 

observa un aumento de los niveles de ARNm de anexina A1, lo que indica 

que potencia su expresión y consecuentemente su efecto antiinflamatorio. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Tang y cols. (2011) para 

el anestésico propofol, que ejerce un efecto antiinflamatorio al inhibir la vía 

p38 MAPK, mediado por el aumento de la expresión de anexina A1. 

Además, Yang y cols. (2006) determinaron que anexina A1 es un inhibidor 

endógeno de la activación de MAPK y de la expresión de IL-6. En este 

estudio, oleuropeina también inhibe la fosforilación de p38 MAPK y la 

liberación de IL-6. Estos resultados podrían sugerir que oleuropeina afecta 

a la activación de p38 MAPK vía anexina A1.  
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El estudio realizado in vitro con macrófagos peritoneales aislados de 

ratón y estimulados con LPS sugiere que el efecto antiinflammatorio 

observado in vivo para oleuropeina pudiera estar mediado en parte por uno 

de sus metabolitos, el hidroxitirosol, ya que, como se indicó previamente, 

la molécula de oleuropeina llega prácticamente intacta al colon, donde es 

metabolizada por la microbiota y libera hidroxitirosol (Corona y cols., 2009). 

A diferencia de su precursor, hidroxitirosol inhibe la activación del NF-κB y 

STAT3, reduce los niveles de NO, la expresión génica de IL-1β, TNF-α e IL-6 

y su liberación al medio.  

Además del efecto protector en la inflamación aguda, se ha 

demostrado que oleuropeina administrada a una dosis de 500 mg/kg/día 

durante 56 días es capaz de disminuir los signos y síntomas típicos que 

caracterizan a la colitis crónica inducida por DSS. En este modelo, el 

parámetro peso/longitud se incrementa notablemente debido al edema e 

inflamación crónica en el colon. La administración de oleuropeina reduce 

tanto este parámetro como la gravedad asociada a la enfermedad reflejado 

con un menor IAE. Dicha mejoría también se puede observar a nivel 

histológico. Tras la administración de DSS, aparecen daños de carácter 

agudo, con pérdida de criptas y ulceraciones. Durante la fase de 

recuperación, donde los animales reciben agua de bebida, se reduce la 

inflamación y se activan los procesos de regeneración de la mucosa para 

restaurar las lesiones. Sin embargo, tras varias exposiciones a DSS, se 

desestabilizan los mecanismos de reparación intestinal y la mucosa 

comienza a presentar una estructura irregular (Clapper y cols., 2007). La 

pared intestinal presenta una remodelación de la mucosa: úlceras 

epitelizadas pero con una gran cantidad de tejido fibrótico, lo que implica 
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una pérdida de la función tisular. La infiltración celular en la colitis crónica 

se caracteriza por la presencia de linfocitos, macrófagos, eosinófilos y 

neutrófilos. Oleuropeina mejora la epitelización y reduce las ulceraciones, 

lo que sugiere un efecto cicatrizante, así como inhibe de la infiltración de 

células inmunes al tejido intestinal inflamado.  

Durante la inflamación intestinal, un complejo entramado de señales 

celulares desencadena la liberación de mediadores inflamatorios, capaces 

de activar y modular la respuesta inmunológica. La citocina IL-1β es una de 

las responsables de la iniciación y amplificación de la respuesta 

inmunológica. Aunque se ha demostrado una mejora del daño intestinal 

con agentes bloqueantes de IL-1β en modelos agudos (Cominelli y cols., 

1992; Siegmund y cols., 2001), se ha propuesto el papel de esta citocina en 

el mantenimiento de la inflamación ya que puede participar en la 

cronificación de la enfermedad al activar la respuesta de los linfocitos T 

CD4+ en un modelo de colitis crónica (Coccia y cols., 2012). Por otra parte, 

se han encontrado niveles séricos elevados de IL-6 tanto en situaciones 

inflamatorias de carácter agudo como crónico. IL-6 incrementa la 

resistencia a la apoptosis en pacientes con CU, lo que contribuye a la 

cronificación de la inflamación (Atreya y cols., 2000). Además, el bloqueo 

de IL-6 atenúa los síntomas de colitis inducida por DSS, por lo que la 

interferencia en la cascada de IL-6 podría ser una terapia potencial para 

tratar la inflamación intestinal crónica. Una sobreproducción de estas 

citocinas puede provocar un desequilibrio en la respuesta inmunológica, 

perpetuando la situación e induciendo una inflamación crónica. La citocina 

antiinflamatoria IL-10 es producida principalmente por los linfocitos T 

reguladores y juega un importante papel en la resolución de la inflamación 
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al reducir la expresión de otros mediadores proinflamatorios, atenuando la 

inflamación de la mucosa (Rizzo y cols., 2011). Oleuropeina parece modular 

la activación y la migración de las células del sistema inmunológico 

mediante la inhibición o activación selectiva de citocinas en el colon, ya que 

reduce los niveles de IL-6 y IL-1β mientras que aumenta la expresión de IL-

10, efectos que resultan en una mejora de la inflamación.  

La activación de la vía de señalización MAPK provoca la liberación de 

IL-6, TNF-α e IL-1β por macrófagos y de numerosos mediadores 

proinflamatorios por el epitelio intestinal. A su vez, éstas citocinas pueden 

activar esta vía, formando un ciclo que favorece el desarrollo de la EII. Bajo 

estas condiciones, la inflamación se torna irresoluble y se cronifica. 

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, oleuropeina inhibe la 

activación de p38 MAPK tanto en un modelo de inflamación aguda como 

crónica. Sin embargo, mientras que inhibe la actividad NF-κB en colitis 

aguda, no parece ejercer ningún efecto en el proceso crónico. La expresión 

de genes proinflamatorios dependientes de NF-κB se regula mediante el 

tipo celular y el ambiente en el que se encuentre (Pereira y Oakley, 2008), 

aunque per se, puede inducir genes que limiten la duración y la magnitud 

de la respuesta inflamatoria (Newton y Dixit, 2012). Se ha observado que 

NF-κB puede tener efectos antiinflamatorios mediante la manipulación de 

la expresión de distintos genes, inhibiendo la producción de mediadores 

proinflamatorios y aumentando la liberación de citocinas antiinflamatorias 

como IL-10 (Lawrence y Fong, 2010). Además, aunque la activación p50:p65 

esté ligada al desarrollo del proceso inflamatorio, Newton y Dixit (2012) 

sugieren que las subunidades p65 e IKK de NF-κB pueden proteger frente la 
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apoptosis y el daño tisular, manteniendo la homeostasis normal del tejido 

intestinal.  

En este estudio se observa también que las diferencias de los niveles 

de β-catenina entre los distintos grupos son muy poco significativas. Esto 

podría deberse a que el método empleado no es adecuado para observar 

cambios en esta vía, pues según Talero y cols. (2011), se necesitan un mayor 

número de ciclos de DSS para que esta vía se active. 

La pérdida del balance entre la expresión de proteínas 

proinflamatorias y antiinflamatorias contribuye a una cascada inflamatoria 

en el proceso patogénico de la colitis. Así, COX-2 esta sobreexpresada en el 

epitelio de colon de los pacientes con CU (Tsatsanis y cols., 2006). La 

inhibición de la expresión de COX-2 e iNOS, ambas proteínas 

proinflamatorias en este modelo al igual que en el proceso agudo por parte 

de oleuropeina, implica una mejora en la colitis crónica que puede deberse, 

en parte, al efecto que produce sobre las distintas vías de señalización 

implicadas en la respuesta inflamatoria. Asimismo, estudios in vitro llevados 

a cabo con la línea celular IEC-18 demuestran que, tras estimular las células 

con LPS, se produce una activación de la vía p38 MAPK y un aumento de la 

expresión de COX-2. En estas condiciones experimentales, oleuropeina 

provoca un moderado bloqueo de la fosforilación de esta vía, así como una 

reducción de los niveles de COX-2,  imitando el efecto obtenido al tratar las 

IEC-18 con un inhibidor selectivo de la fosforilación de p38 MAPK. Estos 

resultados sugieren que oleuropeina reduce los niveles de COX-2, en parte, 

debido a la inhibición de la vía p38 MAPK.  

Las continuas agresiones en el epitelio intestinal debidas a la 

cronicidad del proceso inflamatorio en la EII, provocan la alteración de los 
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procesos de cicatrización epitelial en el intestino, dificultando el proceso de 

cierre de heridas y aumentando la producción de tejido fibrótico, con la 

consecuente pérdida de funcionalidad. Además, el tratamiento con 

corticoides puede dificultar la cicatrización de las úlceras, mediante la 

reducción de la migración de las células y retrasando el proceso de 

restitución epitelial. Por eso, se requiere la búsqueda de nuevas terapias 

que favorezcan la correcta reparación del epitelio intestinal en pacientes 

con EII. Diferentes estudios indican que anexina A1 está implicada en el 

proceso de reparación epitelial, al observar que animales deficientes en 

anexina A1 en IEC muestran un déficit en la cicatrización de la mucosa 

intestinal, mientras que su administración exógena mejora la recuperación 

de las heridas (Leoni y cols., 2013). De acuerdo con estos resultados, en el 

modelo de colitis crónica inducida por DSS, que implica un desequilibrio en 

los procesos de cicatrización intestinal debido a la exposición prolongada y 

alternada del DSS, se observa un aumento significativo de la expresión 

génica de anexina A1 en el colon de los animales tratados con oleuropeina, 

evidenciando, una vez más, el efecto potenciador de oleuropeina sobre la 

liberación de anexina A1, pudiendo activar los procesos de cicatrización y 

regeneración epitelial. Así pues, oleuropeina facilita la cicatrización in vitro, 

observando un incremento significativo de la migración celular a las 24 h 

con respecto al control, sin afectar al proceso de proliferación. Además, se 

observa que el tratamiento con oleuropeina aumenta la expresión génica 

de anexina A1 en estas células, lo que a su vez se relaciona con una 

inhibición de la vía p38 MAPK. Esto puede confirmar que oleuropeina 

mejora el proceso de cicatrización al estimular la producción  de anexina A1 

en el epitelio intestinal. Estos resultados son muy prometedores ya que las 

recientes terapias farmacológicas en la EII van encaminadas a mejorar estos 
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procesos, e incluso Leoni y cols. (2015) demuestran que la administración 

de micropartículas de un análogo de anexina A1 mejora el proceso de 

restitución epitelial en heridas en el colon realizadas tras una cirugía, lo que 

abre nuevas alternativas para el tratamiento de la EII. De la misma manera, 

recientes estudios sugieren que la activación del factor NF-κB es necesaria 

para inducir el proceso de cicatrización (Carvalho y cols., 2014), por lo que 

su inhibición podría dificultar la reepitelización de las úlceras intestinales. 

En estudios realizados por Rodrigues y cols. (2012) y Andújar y cols. (2013)  

se observa que los tratamientos utilizados para mejorar este proceso no 

inhiben sino que incluso incrementan la activación de NF-κB. Es por ello que 

el hecho de que oleuropeina no inhiba NF-κB en el modelo de colitis crónica 

podría estar también relacionado con la capacidad de mejorar la 

cicatrización, aunque se requiere de más estudios para verificar esta 

hipótesis. 

Debido a la potenciación de mecanismos antiinflamatorios endógenos 

observados tras el tratamiento de oleuropeina, como el incremento de IL-

10 o de anexina A1, se plantea determinar el efecto de oleuropeina sobre 

Nrf-2, factor que activa la expresión y la coordinación de una batería de 

genes defensivos, que codifican para enzimas detoxificantes y proteínas 

antioxidantes. La disrupción de esta vía provoca un aumento de la 

susceptibilidad al estrés oxidativo y, en consecuencia, al daño inflamatorio 

en el tejido. Nrf-2 se activa, pasa al núcleo, e induce la expresión de enzimas 

antioxidantes, además de ejercer un efecto antiinflamatorio al regular la 

expresión de mediadores como las citocinas IL-6, IL-1β o TNF-α (Yao y cols., 

2014). El relevante papel de Nrf-2 lo demostraron Khor y cols. en 2006, 

observando que animales deficientes en este factor eran mucho más 
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susceptibles a la colitis inducida por DSS que las cepas salvajes. En nuestro 

estudio, el grupo DSS experimenta una reducción de los niveles de Nrf-2 

sugiriendo que se produce un fallo en el sistema de auto-defensa celular 

durante el proceso inflamatorio. Sin embargo, al administrar oleuropeina, 

la expresión de Nrf-2 es superior incluso al grupo control, lo que indica que, 

en concordancia con los anteriores resultados, este compuesto estimula los 

procesos antiinflamatorios y antioxidantes propios del organismo. 

Es conocido el hecho de que la inflamación crónica presente en la CU 

es uno de los factores que pueden desencadenar CCR (Yashiro, 2014). Así, 

tras observar el efecto antiinflamatorio y protector de oleuropeina en los 

distintos modelos de inflamación intestinal inducida por DSS, se procede a 

evaluar su efecto y los mecanismos moleculares en un modelo de CCR 

inducido por AOM y DSS. Tras la inyección de AOM y exposición a tres ciclos 

de DSS al 1,5% se observa una pérdida significativa del peso de los animales 

acompañada del desarrollo de tumores en el colon. Este estudio demuestra 

por primera vez que oleuropeina reduce de forma efectiva la inflamación 

asociada a la colitis y disminuye la multiplicidad de tumores, tal y como se 

refleja en una mejora de los síntomas clínicos, del IAE y de la incidencia de 

displasias en el colon. Este efecto protector se confirma con una menor 

intensidad del daño tisular y alteraciones a nivel nuclear. Estudios 

epidemiológicos han demostrado la asociación entre las dietas ricas en los 

compuestos fenólicos del aceite de oliva y una menor ratio de mortalidad 

de cáncer (Bernini y cols., 2013). También se ha descrito que la 

administración diaria de estos polifenoles protege frente a colitis crónica 

inducida por DSS (Sánchez-Fidalgo y cols., 2013), y es efectiva frente al CCR 
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asociado a colitis tras 15 ciclos de exposición a DSS en ratas (Sánchez-

Fidalgo y cols., 2010).  

Se ha propuesto el uso de 5-ASA a una dosis de 75 mg/kg como 

fármaco de referencia, ya que en estudios previos ha demostrado un claro 

efecto quimiopreventivo en este modelo (Clapper y cols., 2008). En los 

animales tratados con 5-ASA se observa un empeoramiento clínico durante 

el primer ciclo de DSS. Sin embargo, al final del experimento el tratamiento 

con éste fármaco muestra un efecto protector en concordancia con 

estudios anteriores (Clapper y cols., 2008), con una reducción de los 

parámetros histológicos e inflamatorios, una menor formación de tumores 

y una clara inhibición de vías de señalización clave implicadas en el CCR. 5-

ASA es un fármaco ampliamente utilizado para el mantenimiento de la 

remisión en pacientes con CU, debido a su eficacia probada y los pocos 

efectos adversos que presenta comparado con otros tratamientos, aunque 

su mecanismo de acción no esté completamente esclarecido y no se 

encuentre establecida la dosis óptima de 5-ASA por día (Hauso y cols., 

2015). Algunos estudios han demostrado que la administración de 2-2,4 

g/día es suficiente para tratar la CU moderada, pero pacientes con brotes 

frecuentes necesitan ser tratados con altas dosis de 5-ASA (4-4,8 g/día) para 

mitigar los síntomas de la CU severa (D'Argenio y cols., 1994; Feagan y 

Macdonald, 2012). Debido a la colitis tan agresiva observada durante el 

primer ciclo de DSS en nuestro experimento, se contempla el hecho de que 

la dosis de 5-ASA fuera suficiente para mostrar el efecto quimiopreventivo 

a largo plazo, pero demasiado baja para tratar la severa inflamación 

intestinal producida por el DSS. Otra hipótesis podría ser que 5-ASA no es 

efectivo en algunos modelos animales de colitis (Fedorak y cols., 1990), y 
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un reciente estudio demuestra que la exposición a DSS perjudica el 

metabolismo del tejido de colon, reduciendo la biotransformación a su 

metabolito mayoritario, un derivado acetil (Ac-5-ASA). Este resultado 

podría explicar, a su vez, por qué algunos pacientes son refractarios a estas 

terapias (Ramírez-Alcántara y Montrose, 2014).  

Uno de los marcadores tempranos de CCR es el acúmulo de β-catenina. 

Esta proteína presenta un importante papel en la regulación de la 

proliferación celular. Es frecuente encontrar mutaciones de β-catenina en 

modelos de CCR inducidos por agentes químicos. El AOM provoca 

mutaciones en los codones 33 y 41 de β-catenina, ambos sitios importantes 

para la fosforilación de GSK-3β, así como los codones 32 y 34, que podrían 

afectar también a este proceso. Estos cambios producen alteraciones en la 

distribución nuclear y un aumento de la expresión citoplasmática de β-

catenina (Takahashi y cols., 1998), en concordancia con la distribución 

anormal celular de esta proteína en el CCR asociado a colitis en humanos 

(Aust y cols., 2001), y sugiriendo que la vía wnt/β-catenina juega un 

importante papel en el desarrollo del CCR tanto en animales como en 

humanos (Pandurangan, 2013). En los animales tratados con oleuropeina 

se ha comprobado como el incremento de β-catenina está revertido. A nivel 

molecular parece ser que bloquea la translocación al núcleo de β-catenina, 

afectando a la expresión de los genes relacionados con la activación de la 

transcripción inducida por β-catenina, como se observa en la reducción de 

los niveles de COX-2. La expresión de COX-2 está aumentada en procesos 

inflamatorios y tiene un papel crítico en el cáncer intestinal, debido a la 

producción de prostaglandinas, que actúan como mediadores 

proinflamatorios en la última fase de la carcinogénesis. (Li y cols., 2014) 
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Además, se ha demostrado que la administración de antiinflamatorios no 

esteroideos (AINEs), reduce la incidencia de cáncer en algunos modelos de 

CCR (Williams y cols., 1999). 

El efecto represor de oleuropeina mostrado sobre el NF-κB en la colitis 

aguda inducida por DSS, se ha observado también en este estudio. NF-κB 

está relacionado con numerosos procesos fisiológicos y patogénicos, 

especialmente en la modulación de la inflamación. Aunque el papel de NF-

κB en CU y EC no está totalmente esclarecido, varios estudios describen 

diferentes mecanismos por los que NF-κB puede participar en el desarrollo 

del CCR asociado a colitis, como la inhibición de IKKβ, que reduce la 

incidencia de tumores en animales (Greten y cols., 2004). Además, en 

nuestro caso, oleuropeina reduce la liberación de mediadores inflamatorios 

relacionados con la activación de NF-κB. Por ejemplo, citocinas como TNF-

α e IL-6 son moléculas clave relacionadas con la progresión del CCR. TNF-α 

actúa como primera señal para desencadenar la respuesta inflamatoria, 

pero también facilita el crecimiento tumoral, el reclutamiento celular, la 

angiogénesis y la invasión (Balkwill, 2009). Por su parte, IL-6 activa STAT3, 

el cual provoca la expresión de proteínas antiapoptóticas, incrementando 

la resistencia de las células inflamatorias a la muerte celular programada, y 

perpetuando la inflamación crónica (Atreya y Neurath, 2005). Kim y cols. 

(2013) han demostrado que tras la activación de la vía JAK1-STAT3-Oct4, IL-

6 promueve la conversión de células sanas a células cancerígenas. Además, 

puesto que modula la fosforilación de STAT3, un aumento de IL-6 en el 

ambiente inflamatorio provoca una activación continua de esta vía. En 

nuestro estudio, oleuropeina inhibe la producción de IL-6 en el tejido 

intestinal y reduce la presencia de STAT3 fosforilado en el núcleo, por lo que  
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podría romper este círculo de retroalimentación positivo, aunque se 

necesitan más estudios para determinar su mecanismo exacto.  

Con el fin de establecer el efecto proapoptótico de oleuropeina, se 

estudia si el efecto antitumoral observado está relacionado con dicho 

proceso, afectando a la expresión de las proteínas implicadas en el proceso 

de la apoptosis. La subfamilia Bcl-2, son proteínas antiapoptóticas y 

promueven la supervivencia celular, mientras que miembros de otra 

subclase, como Bax, son proapoptóticos y activan la muerte celular 

programada. Mediante la activación del factor p53, el aumento de la 

expresión de Bax y/o la regulación a la baja de Bcl-2 forman poros a través 

de la membrana mitocondrial y favorecen la apoptosis. Los animales 

tratados con oleuropeina muestran un incremento de la expresión de Bax, 

lo que sugiere que oleuropeina puede actuar sobre esta vía, regulando el 

proceso de apoptosis celular en el intestino (Watson, 2006). Asimismo, se 

sabe que p53 reprime la fosforilación de Akt por PI3K, una vía de 

señalización implicada en la supervivencia celular. En nuestro estudio, 

oleuropeina  inhibe la fosforilación de Akt, pero no se detectan cambios en 

la translocación de p53 al núcleo. Son resultados en cierto modo 

contradictorios, pero por otra parte, sí que se ha determinado in vitro que 

oleuropeina activa la vía p53 reduciendo la apoptosis (Cárdeno y cols., 

2013). 

Se ha sugerido que existe una comunicación cruzada entre el 

desarrollo de CCR y el subtipo de células T colaboradoras, la respuesta Th17, 

las cuales, mediante la liberación de citocinas, crean un ambiente 

inflamatorio y estimulan la aparición y la progresión del tumor en algunos 

modelos de CCR. Particularmente, en el modelo de CCR inducido por AOM 
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y DSS, se ha demostrado que animales deficientes en IL-17A expresan 

niveles más bajos de IL-6, TNF-α e IFN-γ, desarrollan una colitis menos 

agresiva, así como menos tumores y con menor tamaño que los animales 

de cepa salvaje, demostrando un claro papel de las citocinas Th17 (Hyun y 

cols., 2012). En este sentido, oleuropeina inhibe el incremento de los 

niveles tisulares de IL-17 e IFN-γ en el modelo de CCR,  reduce la población 

celular de CD4+RORγt+ y de CD4+RORγt+IL-17+IFN-γ+ en la lamina propria y 

disminuye la liberación de IL-17A e IFN-γ en el tejido intestinal inflamado 

en colitis aguda inducida por DSS. Estos resultados muestran que el efecto 

de oleuropeina sobre la inflamación podría producirse mediante la 

modulación de sistema inmune. 

En conjunto, oleuropeina puede ser considerada como un buen agente 

antiinflamatorio capaz de proteger frente a la CU, tanto aguda como 

crónica, reduciendo además la incidencia de tumores en el CCR asociado a 

CU, pero no la prevalencia. A nivel molecular, oleuropeina afecta a 

numerosas vías de señalización implicadas en los procesos inflamatorios, 

pero se destaca el incremento que produce tanto in vivo como in vitro de 

mediadores antiinflamatorios como IL-10, anexina A1 y Nrf-2. Además, se 

abre una nueva vía de investigación en la búsqueda de fármacos capaces de 

modular la respuesta inflamatoria Th17 y que pudiera ser útil en la 

terapéutica humana.
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1. El secoiridoide fenólico oleuropeina administrado por vía oral, 

incorporado en la dieta o disuelto en el agua de bebida, protege a los 

ratones frente a la colitis ulcerosa aguda y crónica inducidas por DSS, así 

como frente al cáncer colorrectal asociado a colitis inducido por 

AOM/DSS. 

2. En el modelo de colitis aguda inducida por DSS, oleuropeina administrada 

en la dieta al 1% protege frente a la inflamación intestinal como 

demuestra la mejoría de los parámetros  histológicos (menor infiltración, 

reducción de la ulceración y edema). A nivel molecular, marcadores 

inflamatorios como citocinas, COX-2, iNOS y MMP-9 están reducidos 

debido a la inhibición de las vías de señalización NF-κB, p38 MAPK y 

STAT3.  

3. Se ha descrito por primera vez que oleuropeina, administrada a la dosis 

de 100 mg/kg, modula la respuesta Th17 reduciendo las subpoblaciones 

de linfocitos CD4+ RORγt+ y linfocitos CD4+ RORγt+ IFN-γ+ IL-17A+ en la 

lamina propria de los animales colíticos, así como la concentración de IL-

17 e IFNγ en el tejido inflamado. 

4. En el modelo de colitis crónica inducida por DSS, oleuropeina 

incorporada en la dieta al 0,25% durante 56 días, estimula los 

mecanismos antiinflamatorios endógenos al aumentar la expresión de 

Nrf-2, la liberación de IL-10 y la expresión génica de anexina A1. A este 

efecto se suma la inhibición de diferentes mediadores proinflamatorios 

y de la vía de señalización p38 MAPK.  

5. Oleuropeina a 10 y 100 µM promueve la cicatrización in vitro en IEC-18, 

al incrementar la velocidad de migración. Así mismo, reduce la expresión 
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de COX-2 y la activación de p38 MAPK tras estimular las células con LPS, 

efectos que podrían estar relacionados con un incremento en la 

expresión génica de anexina A1. Por otra parte, este efecto cicatrizante 

se ha observado en el análisis histológico de los ratones colíticos 

crónicos. En este caso, la reepitelización de la mucosa intestinal podría 

estar favorecida además por la no inhibición del NF-κB.  

6. Aunque no se ha observado una disminución de la prevalencia del CCR 

asociado a colitis inducido por AOM/DSS, la administración de 

oleuropeina en el agua de bebida a 100 mg/kg durante 70 días, reduce 

de forma dosis dependiente la incidencia de tumores. Los resultados 

sugieren que en el mecanismo molecular está implicada la inhibición de 

diferentes vías de señalización características del proceso tumoral como 

β-catenina y PI3K/Akt. 
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ANEXO I: MATERIAL DE LABORATORIO 
Agitador magnético  IKA RCT Basic 
Agitador orbital  Gyro-Rocker STR 9 
Balanza de precisión  Sartorius  
Baño termostatado con agitación Julabo  
Baño ultrasonidos  Bransonic  
Cámara de contaje  Neubauer improved, Marenfield 
   ZM Coulter Counter® 
Campana de flujo laminar (SCSIE) Telsar Bio-II-A V6.03 
Centrífugas   Eppendorf 5810 R 
   Mlkro 200, Hettich 
Citómetro de flujo  BD FACS  
Espectrofotómetro  VictorTM X3 2030 Multiable Reader 

Perkin-Elmer 
Estufa termostatada  Selecta  
Fuente de alimentación para electroforesis APS-301, Amersham Biosciences 
Homogeneizador  Politrón, Kinematica 
Incubador  (SCSIE)  Hepa Class 00, Termo Electron Corp 
Material fungible de cultivos celulares Nunc, Sarstedt, BD Discardit® II 
Material quirúrgico  Fine Science Tools 
Mezclador de vórtice  IKA Vortex Genius 3 
Microscópios (SCSIE)  Nikon Eclipse TE2000-S 
   Nikon Eclipse E800 
pH-metro   Crison micro pH-2001 
Pipetas automáticas de diferente volumen Eppendorf Research 
   Labnet, BioPette 
   Multicanal BioPette 
   Repetidora Bibby Step, Bibby Sterilin 

Ltd 
Sistema de electroforesis vertical y 
transferencia húmeda 

Mini PROTEAN® Tetra cell, Bio Rad 

Termociclador  Mastercycler Personal, Eppendorf 
Termomezclador  Thermomixer confort, Eppendorf 
Transiluminador  LAS-3000 mini 
Tubos de polipropileno 0,5, 1,5, 15 y 50 mL Sarstedt  
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ANEXO II: REACTIVOS 
SIGMA ALDRICH 

13-acetato de 12- O-tetradecanoilforbol 
(TPA) 

Dimetilsulfóxido 

4-nitrofenol-acetil-β-ᴅ-glucosamina 
(NAG) 

Ditiotreitol (DTT) 

Acetona Dodecilsulfato sódico (SDS) 
Ácido 4-(2-hidroxietli-1-
piperazinetanosulfónico (HEPES) 

Fluoruro de fenilmetilsufonilo (PMSF) 

ácido 5-aminosalicílico (ASA) Hidroxitirosol 
Ácido acético Ionomicina 
Ácido bórico Leupeptina 
Ácido clorhídrico Lipopolisacárido de E.coli (LPS) 
Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) Metanol 

Ácido sulfúrico Nonidet NP-40 
Acrilamida/bis-acrilamida 30% O-fenilendiamina (OPD) 
Agar Oleuropeina 
Agarosa Otras sales inorgánicas 
Albúmina sérica bovina Pepstatina 
Anticuerpo secundario anti-cabra Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

Anticuerpo secundario anti-conejo p-fomaldehido 
Anticuerpo secundario anti-ratón Reactivo de Bradford 
Aprotinina Reactivo de Griess 
Azoximetano (AOM) RedTaq® Ready MixTM PCR Reaction Mix 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) 

SB 203580 

Bromuro de Etidio Tetrametilbencidina (TMB) 
Dexametasona Tioglicolato 
Dextrano sulfato sódico Tween® 20 
Dimetilformamida (DMF) Tritón X-100 
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INVITROGEN/GIBCO 
Cebadores (excepto β-actina) Tampón fosfato salino (PBS) estéril 
Medio Eagle modificado por Dulbecco’s 
(DMEM) 

Penicilina/Estreptomicina 

Tripsina Anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 
de cabra anti- IgG de conejo 

Medio Roswell Park Memorial Institute   

OTROS 
Reactivos Casa comercial 

Anticuerpo anti-CD4-  eBioscience 
Anticuerpo anti-IFN-γ  Biolegend 
Anticuerpo anti-IL-17A  Biolegend 
Anticuerpo anti-RORγt  eBioscience 
Cebador aleatorio Roth Hexanucleotide 
Random-Primer Mix 

Carl Roth GmBh 

Cebador Oligo(dT)15 Promega 
Cebador β-actina (ratón) R&D Systems 
Cóctel de inhibidores de proteasas Roche 
Colagenasa D Roche 
Dextrano sulfato sódico (DSS) (36-50 kDa) MP Biomedical 

Dispasa II Roche 
DNAasa Roche 
Etanol Scharlau 
Hidróxido de amonio (NH4OH) Scharlau 

Kit de Avidina-biotina   Vector Laboratories inc. 
Kit de ELISA per a la determinación de 
IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-4, IL-2, IL-17, 
TNF-α de ratón 

eBioscience 

Kit de extracción de proteína 
citoplasmática y nuclear ProteoJectTM 

Fermentas 

Kit de permeabilización celular BD bioscience 
Kit de transcripción reversa AffinityScript 
MultiTemp 

Agilent 

Kit RNeasy® Mini Kit Qiagen 
Leche en polvo desnatada Central Lechera Asturiana 
Membrana de PVDF HybondTM-P GE Healthcare 
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Mezcla de desoxiribonucleótidos 
trifosfato (dNTP) 

PeqLab 

Patrón de proteína de peso molecular Bio-Rad 
Percoll GE healthcare 
Reactivo de quimioluminiscencia Merck Millipore 
Tampón de carga desnaturalizante 
reductor 

Thermo Scientific 

Vectashield Vector Laboratories Inc. 
 

 

 

 

 

 

 

ANTICUERPOS      

Anticuerpo 1º Laboratorio Bloqueo Dilución Anticuerpo 2º 

Anti-COX-2 Millipore Leche 5% 1:4000 Anti-IgG conejo 

Anti-iNOS Millipore BSA 3% 1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-MMP-9 Sigma Aldrich Leche 5% 1:10000 Anti-IgG cabra 

Anti-NF-κB p65 Millipore Leche 5% 1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-p38 MAPK  Millipore Leche 5% 1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-p-p38 MAPK Cell Signaling BSA 3% 1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-β-actina Sigma Aldrich Leche 5% 1:10000 Anti-IgG conejo 

Anti-STAT3 Santa Cruz Leche 5% 1:500 Anti-IgG ratón 

Anti-p-STAT3 Cell Signaling BSA 3% 1:2000 Anti-IgG conejo 

Anti-Akt Cell Signaling Leche 5% 1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-p-Akt Cell Signaling BSA 3%  1:1000 Anti-IgG conejo 

Anti-β-catenina Millipore Leche 5% 1:20000 Anti-IgG conejo 

Anti-Bax Santa Cruz Leche 5% 1:500 Anti-IgG cabra 

Anti-Bcl-2 Santa Cruz Leche 5% 1:500 Anti-IgG cabra 

Anti-Nrf-2 Santa Cruz Leche 5% 1:500 Anti-IgG conejo 

 
232 

 



 Anexos
  

ANEXO III: COMPOSICIÓN DE TAMPONES 
 

III.1. Preparación de tampón Laemmli 

Tampón 
Laemmli 

1.0 M Tris pH 6.8 2,0 mL 
SDS al 20% 3,2 mL 
β-mercaptoetanol 1,6 mL 
Glicerol 3,2 mL 
Azul de bromofenol 1,0 mg 
Agua (c.s.p.) 16 mL 

 

III.2. Preparación de los tampones de lisis de intestinos para western blot 

Tampón de 
Lisis A 

HEPES pH 7,8  10 mM 

KCl  10 mM 
MgCl2  1,5 mM 

Ditiotreitol  0,5 mM 
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  0,5 mM 
Aprotinina  1 µg/mL 
Leupeptina  1 µg/mL 
Pepstatina A  1 µg/mL 
Inhibidor polivalente de proteasas  1 comp/10 mL 
NaF  25 mM 
Na2VO4  2 mM 

Tampón de 
Lisis B 

HEPES pH 7,8  20 mM 

NaCl  400 mM 

MgCl2  1,5 mM 

EDTA pH 8  0,2 mM 
Glicerol  25% 
Ditiotreitol  0,5 mM 
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  0,5 mM 
Aprotinina  1 µg/mL 

Leupeptina  1 µg/mL 
Pepstatina A  1 µg/mL 
Inhibidor polivalente de proteasas  1 comp/10 mL 

NaF  25 mM 
Na2VO4  2 mM 

 

 
233 

 



 Anexos  

III.3. Preparación de los geles para western blot 

Stacking gel 
 (5% 
acrilamida) 

Solución acrilamida/bis-acrilamida 30% v/w 330 µL 
1 M Tris HCl pH 6,8   250 µL 
SDS 10%    20 µL 
Persulfato amónico al 10%  20 µL 
TEMED    2 µL 
Agua (c.s.p.)   2 mL 

      

Running gel  
 

          10% 
acrilamida 

8% 
acrilamida 

Solución acrilamida/bis-acrilamida  
30% v/w 

3,3 mL 2,7 mL 

1 M Tris Base pH 8,3     2,5 mL  2,5 mL 
SDS 10%      100 µL 100 µL 
Persulfato amónico al 10%          100 µL 100 µL 
TEMED       4 µL      4 µL 
Agua (c.s.p.)      10 mL   10 mL 

 

 

III.4. Preparación de tampones para electroforesis y transferencia de western blot 

Tampón de 
electroforesis 10x 

Tris Base  30,3 g 
Glicina  144,0 g 
SDS  10,0 g  
Agua (c.s.p.) 1 L 

    

Tampón de 
transferencia 10x 

Tris Base  30,3 g 
Glicina  144,0 g 
Agua (c.s.p.) 1 L 
Añadir 20% de metanol para preparar tampón de trasferencia al 1x 
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 III.5. Preparación de tampones para PCR 

tampón TAE Tris Base  242 g 
Ácido acético glacial 57,1 mL 
EDTA 500 mM pH 8 100 mL 
Agua (c.s.p.) 1 L 

    

Gel de 
agarosa 1% 

Agarosa   1 g 
Tampón TAE 100 mL 

 

 

III.6. Preparación de tioglicolato al 3% 

Tioglicolato 
3% 

Tioglicolato   30g 
Agua destilada (c.s.p.)    1000 mL 
Llevar a hervir la solución para disolver el medio  
Esterilizar en autoclave a 121 °C  durante 15 min  
Almacenar 3 meses    
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ANEXO IV: AUTORIZACIONES PROTOCOLOS 
EXPERIMENTALES  
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Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) are considered to be 

the principal inflammatory disorders included under the general category 

of inflammatory bowel disease (IBD). Although its exact aetiology is 

unknown, genetic and environmental factors, an abnormal immune 

response, and the contribution of intestinal microflora seem to be essential 

for the development of IBD. Management of the disease involves 

pharmacological therapies (anti-inflammatory drugs, antibiotics and so 

called biological agents) or even surgery in critical patients. Several 

epidemiological studies have indicated that UC and CD are important risk 

factors for the development of colorectal cancer (CRC), one of the most 

common malignant tumors (Siegel et al., 2014). The latest hypothesis is that 

long-term, chronic colitis creates a favourable environment for CRC 

initiation and promotion along with tumor growth and progression, while 

simultaneously influencing metastatic processes. Around 25-40% of 

patients with UC who have not undergone a prophylactic colectomy will 

develop CRC after 40 years of disease (Grivennikov, 2013). Because the 

symptoms of the disease greatly diminish the quality of life for IBD patients, 

prevention and treatment of IBD and CRC is of crucial importance. 

Unfortunately, the diverse treatments that have shown to ameliorate the 

symptoms of the disease to date are associated with many negative side 

effects; moreover, not all patients are responsive to therapy (Rose WA 2nd 

et al., 2012). These problems underscore the urgent need for new 

treatment strategies for the various features of IBD in order to improve the 

quality of life of these patients avoiding acute relapses, reducing chronic 

intestinal inflammation and prevent against complications such as the 

development of CRC.  
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 In this context, the use of complementary and alternative medicine 

has resurfaced in the last years and it has been addressed to patients with 

chronic diseases. The principal objective is reduce the diseases-related 

symptoms or the adverse effects generated by the conventional 

treatments. These therapies include the traditional medicine, based in the 

use of medicinal plants and their products. Although its use is viewed with 

scepticism by the western medical community, medicinal plant extracts are 

an important source of potential therapeutic agents for the pharmaceutical 

industry (Recio et al.,2012). 

Our research group has extensive experience in evaluating the anti-

inflammatory activity of plants compounds, not only for extracts, but also 

for pure products (Recio et al., 1995; Cuéllar et al., 2001; Sala et al., 2002; 

Recio et al., 2004; Hernández et al., 2005; Escandell et al., 2007; Prieto et 

al., 2008; Andújar et al., 2010; Giner et al., 2011), and at present, we are 

focused in the study of phenolic compounds as a protective agents against 

IBD (Andújar et al.,2011; Andújar et al., 2012; Marín et al., 2013).  

Oleuropein is a phenolic secoiridoid present in olive leaves and in 

immature olive fruits of olive tree (Olea europaea L., Oleaceae). This 

compound reaches large intestine where undergo rapid degradation by the 

colonic microflora, yielding hydroxytyrosol as the major end product 

(Corona et al., 2006). Oleuropein is a powerful antioxidant (Visioli et al., 

1998), since it possesses an o-dihydroxyl substitution pattern, which 

confers a high antioxidant activity partly due to its hydrogen-donation 

capacity.  

Administration of oleuropein has also been demonstrated to have 

anti-inflammatory effects. Several studies have shown that an olive oil 
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polyphenol-enriched diet, which includes oleuropein, protects against DSS-

induced chronic colitis in mice (Sánchez-Fidalgo et al., 2013). Furthermore, 

in vitro, it interferes with the induction of the NF-κB signalling pathway in 

intestinal cells by reducing the translocation of p65 to the nucleus and 

binding to DNA, with subsequent inhibition of the expression of adhesion 

molecules and enzymes such as MMP-9. Oleuropein also ameliorates 

inflammation in ovariectomized rats (Puel et al., 2004), and reduces IL-1β 

and TNF-α levels in carragenin-induced pleuritis (Impellizzeri et al., 2011).  

It has also been observed anti-proliferative and anti-tumor properties 

of oleuropein by the induction of apoptosis in different cancer cell lines. 

This compound has been shown to limit the growth of and induces 

apoptosis in HT-29 cells through activation of the p53 pathway, adapting 

the HIF-α response to hypoxia (Cárdeno et al., 2013). Oleuropein also down-

regulates phosphorylation of Akt in prostatic cell line (Acquaviva et al., 

2012), and increases the expression of both caspase 3 and Bax while 

reducing Bcl-2 and survivin, a potent anti-apoptotic protein, in estrogen-

resistant breast cancer cells (MDA-MB-231) (Elamin et al., 2013).  

Of the different animal models of experimental colitis that have been 

developed to study the molecular and cellular mechanisms of inflammation 

and immunological disease, one of the most commonly used is that of DSS-

induced colitis model in rodents. This model induces a colonic inflammation 

with close clinical and histological similarity to human UC and is frequently 

used to evaluate the effect of novel anti-inflammatory drugs. Depending on 

the doses of DSS and the duration of experiment, the inflammatory process 

can be acute or chronic, progressing to CRC. Oral administration of DSS at 

3-5% during 5-7 days in drinking water induces an acute colon inflammation 
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accompanied by diarrhea, rectal bleeding, body weight loss and shortening 

of the colorectum (Solomon  et al., 2010). In contrast, repeated cycles of 1-

2% DSS induce a chronic inflammation in the intestine, producing 

histological changes (including crypt loss) and perpetuating inflammation. 

Each cycle includes a phase in which animals are administered DSS, which 

causes acute IBD injury with crypt loss and ulceration, followed by a 

recovery phase in which animals are given drinking water alone. During this 

phase, mucosal regeneration acts to repair the intestinal damage. However, 

after several exposures to DSS, the intestinal repair mechanisms are 

destabilized and the mucosa begins to show irregular epithelial structure. 

This compromises the correct functioning of intestinal mucosa and allows 

the entry of harmful substances, thus enhancing the immunological 

response and aggravating the situation. This chronic exposure to DSS 

sporadically can lead to CRC, but the cancer incidence is rather low, only 15-

20% of mice develop CRC (Clapper et al., 2007). Because of that, 

administration of AOM, a carcinogen agent with specific intestine tropism, 

followed by repeated cycles of DSS exposure leads to CRC with an incidence 

of 100% in mice, taking this a model well-suited for testing 

chemopreventive agents against CRC-associated colitis (Grivennikov, 2013). 

Thus, the main objective of the present Doctoral Thesis was to 

demonstrate the potential protective effect of oleuropein against IBD, 

especially on CU. Thus, we carried out the following experiments: 

 

• Study of the in vivo anti-inflammatory effect of oleuropein in an acute 

DSS-induced colitis model. 
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• Set up of an experimental protocol of lymphocytes T isolation from 

lamina propria and study of the modulatory effect of oleuropein on 

Th17 response. 

• Study of the in vivo anti-inflammatory effect of oleuropein in a 

chronic DSS-induced colitis model. 

• Set up of an AOM/DSS-induced CRC and test the chemopreventive 

activity of oleuropein. 

• Evaluation of the effect of oleuropein and hydroxytyrosol on 

macrophage primary cultures and intestinal epithelial cells. 

In the model of acute colitis, Balb/c mice given 5% DSS in drinking 

water for 7 days developed symptoms of colitis. Animals treated with a 

standard diet supplemented with 1% oleuropein (consumed daily 2.4 g/kg) 

exhibited a significant reduction of the severity of the colitis as assessed by 

colon shortening, mg/cm ratio (Table 10 and Figure 19) and disease activity 

index (DAI) score (Table 11 and Figure 20). Colons were explanted in RPMI 

medium, and the levels of NO and TNF-α were determined in colon culture 

supernatants 24 h later. Both markers were significantly reduced in those 

mice fed with oleuropein, compared to colitic mice (Table 12 and Figure 21). 

The intestinal damage was evaluated by a histological analysis of colon 

tissue sections stained with hematoxilin and eosin. Oleuropein-fed mice 

showed greatly reduced numbers of infiltrating cells, degree of mucosal 

injury and edema, in comparison with mice exposed to DSS (Figure 22). 

Consistent with these histological findings, the increase in colonic 

myeloperoxidase (MPO) activity in colitic mice, was significantly reduced by 

the administration of oleuropein (Table 13 and Figure 23).  
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Pro-inflammatory mediators like cytokines play a pivotal role in the 

pathogenesis of IBD, by the recruitment and activation of the different 

immune cells. The increment of IL-6, IL-1β and TNF-α concentration 

detected in colon tissue of DSS group, was reduced by the treatment of 

oleuropein. It was not observed any difference in IL-2 and IL-4 levels 

between the different groups, while an increase in IL-10 concentration, a 

purported anti-inflammatory cytokine, was observed in colon tissue from 

mice treated with oleuropein (Table 14 and Figure 24). Moreover, 

oleuropein reduced the inflammatory markers COX-2, iNOS and MMP-9 

expression in colon tissue (Figure 25). 

 In order to determine a possible molecular mechanism of oleuropein, 

the presence of nuclear p65 NF-κB subunit, cytosolic p38 MAPK and STAT 3 

phosphorylation was assessed by western blot analysis. Oleuropein 

reversed the increase of nuclear p65 NF-κB subunit, and inhibited the 

phosphorylation of p38 and STAT3 observed in colon tissue of colitic mice 

(Figure 26, Figure 27 and Figure 28, respectively). Oleuropein also induced 

an increase of gene expression of annexin A1, an endogenous anti-

inflammatory molecule (Figure 29). 

These results clearly demonstrated that oleuropein protects against 

DSS-induced acute colitis. The low cell infiltration on colon tissue by 

treatment with oleuropein could ameliorate histological damage, and the 

inhibition of the involved pathways could be the key of the anti-

inflammatory activity of oleuropein, as we could observe in the reduction 

of cytokine release and COX-2, iNOS and MMP-9 expression. Furthermore, 

the inhibition of p38 MAPK might be related by the increase of the 
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expression of annexin A1 (Yang et al., 2006), being a possible target of this 

compound.  

We also investigated the effect of oleuropein on Th17 response in an 

acute DSS-induced colitis model. In this experiment, exposure of the 

animals to 3% DSS during 7 days provoked an acute colitis in C57BL/6 mice. 

Oleuropein treatment was given daily in drinking water at 100 mg/kg. FACS 

analysis of cells taken from the colonic lamina propria revealed that 

treatment with oleuropein significantly reduced the percentage of CD4+ 

RORγt+cells and CD4+ RORγt+IL-17+IFN-γ+cells, compared to the colitic mice 

(Table 17 and Figure 32). A marked reduction of IL-17A and IFN-γ levels 

were also observed in colon tissue from oleuropein-fed mice (Table 18 and 

Figure 34).  

These results demonstrate for the first time that oleuropein could 

exert a modulatory effect on immune system, acting directly on the 

recruitment and activation of the Th17 response in lamina propria of colitic 

mice. 

The anti-inflammatory effect of oleuropein was also tested in a chronic 

DSS-induced colitis in mice. C57BL/6 mice were exposed to four repeated 

cycles of DSS in drinking water followed by 7-day rest period. Animals 

receiving a standard diet supplemented with 0.25% of oleuropein for 56 

days exhibited a decrease of inflammatory symptoms as reflected by 

improvement of DAI score (Table 19 and Figure 35) and the weight/length 

ratio, an important indicator of colon inflammation. Histological analyses of 

the samples from the DSS-treated mice showed typical inflammatory 

changes in colonic architecture, including mucosal ulceration, crypt 

damage, edema, and cell infiltration into mucosal tissue. Colon tissue 
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sections from mice fed with oleuropein exhibited far fewer infiltrating cells, 

a significantly lower degree of mucosal injury, and less edema (Figure 36). 

In our study, the increases in MPO, NAG, and EPO activity observed in the 

colonic tissue of DSS-treated mice (Bento et al., 2012) were reduced by the 

administration of oleuropein, confirming the inhibitory effect of this 

compound on inflammatory cell infiltration (Table 20 and Figure 37). 

Moreover, oleuropein treatment significantly inhibited the pro-

inflammatory cytokines IL-6 and IL-1β production, both involved in the 

initiation and amplification of the immune system. Whereas augmented IL-

10 levels, as it did in the acute model (Table 21 and Figure 38). In 

concordance with this study, Western blot analyses also revealed that 

oleuropein significantly down-regulated COX-2 and iNOS expression (Figure 

39). 

 It was observed that this compund reduced cytosolic phosphorylation 

of p38 MAPK in colon tissue, and increased the expression of Nrf-2, a 

protective nuclear factor involved in endogenous antioxidant processes 

(Figure 40). However, oleuropein had not significant effect on nuclear 

translocation of p65 NF-κB subunit and β-catenin (Figure 41). As it was 

demonstrated in acute colitis, annexin A1 gene expression in colonic tissue 

was also reduced in chronic DSS-treated mice in comparison with the 

control group and it was significantly increased by oleuropein treatment 

(Figure 42).  

Thus, we have demonstrated the anti-inflammatory effect of 

oleuropein in a chronic DSS-induced colitis, with histological features 

amelioration and a reduction of inflammatory cell infiltration. The blockade 

of p38 MAPK pathway by oleuropein could be linked to the inhibition of 
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inflammation-related mediators and the increase of annexin A1. Moreover, 

the increase of the Nrf-2 expression by treatment with oleuropein indicates 

that this compound could not only inhibit inflammatory processes, but also 

activate endogenous mechanisms to protect against intestinal 

inflammation.  

The chronic inflammatory environment present in IBD could derive in 

malignant processes like CRC (Tang et al.,2012). Since we observed the 

protective effect of oleuropein on DSS-induced acute and chronic intestinal 

inflammation models, an AOM/DSS-induced CRC model in C57BL/6 mice 

was carried out to determine the potential chemopreventive activity of this 

compound. CRC was induced by an intraperitoneal injection of AOM (7.5 

mg/kg) on day -7 followed by 4 cycles of 1.5% DSS starting on day 0. 

Oleuropein was given daily at 50 and 100 mg/kg dissolved in drinking water 

since day -7. After 63 days, treatment with this compound ameliorated 

body weight loss and diarrhea/rectal bleeding throughout the experiment, 

with a clear tendency towards a stabilized body weight and a reduced 

presence of diarrhea and blood in feces, as evaluated by the DAI score 

(Table 22 and Figure 43). At the end of the experiment, oleuropein 

protected from colon shortening and reduced colon weight/length ratio in 

mice (Table 23 and Figure 44). Histological analysis of hematoxilin and 

eosin-stained colon sections showed that oleuropein also ameliorated the 

colon inflammation, protected from epithelial damage and inhibited tumor 

formation. The incidence of colonic neoplasms was also diminished in 

oleuropein-treated mice (Figure 45 and Figure 46). These results were 

supported by the reduction of intestinal cell proliferation by inhibiting ki-67 

expression measured by immunochemistry (Table 24 and Figure 47). 
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Regarding inflammatory mediators, oleuropein also had an inhibitory effect 

on the release of the inflammatory cytokines IL-6, TNF-α, IL-17A and IFN-γ 

in colon tissue, (Table 25 and Figure 48). Oleuropein exhibited an inhibitory 

effect on COX-2 expression (Figure 49) and augmented the pro-apoptotic 

Bax levels, but had not significant effect on Bcl-2 (Figure 50).  

Signalling pathways such p65 NF-κB, Wnt/β-catenin, STAT3 and 

PI3K/Akt are involved in AOM/DSS colon tumor generation, since their 

activation lead to increase cell proliferation and block the apoptosis 

processes. Oleuropein showed a marked effect on these pathways, since it 

reduced the translocation to the nucleus of p65 NF-κB and β-catenin 

subunits (Figure 51), and the cytosolic phosphorylation of STAT3 and 

PI3K/Akt (Figure 52).  

 We have demonstrated the chemopreventive effect of oleuropein in 

an AOM/DSS-induced CRC model in mice. The mice treated with oleuropein 

showed an amelioration of clinical symptoms associated to CRC, as well as 

a reduction of histopathologic changes and incidence of tumors. In this 

case, we observed an inhibition of key pathways implicated in tumor 

appearance and growth as NF-κB, β-catenin, STAT3 and Akt, some of them 

also inhibited in the other models by oleuropein. This inhibitory effect could 

also explain the modulation of mediators implicated in cancer like 

cytokines, COX-2 or Bax. Moreover, numerous studies suggest cross-

communication between the appearance of CRC and an activation of a 

novel subtype of T helper cells, the Th17 response. Particularly, in 

AOM/DSS-induced CRC model, it has been demonstrated that IL-17A-

deficient animals produce reduced levels of IL-6, TNF-α and IFN-γ, develop 

milder colitis as well as fewer and smaller tumors than wild-type mice, 
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showing a clear role of Th17 cytokines (Hyun et al., 2012). The modulation 

of Th17 response produced by oleuropein in DSS-acute colitis could also 

have been reproduced in this model, but more studies have to undertake 

to demonstrate this hypothesis. 

Oleuropein (100 µM) and its metabolite hydroxytyrosol (50 µM and 

100 µM) were also tested on isolated peritoneal macrophages stimulated 

with LPS, in order to determine their effect on releasing inflammatory 

mediators. While oleuropein showed a slight effect on the macrophage 

activation, it only exerted a reduction of COX-2 expression; hydroxytyrosol 

reduced iNOS expression and the subsequent production of NO (Table 26 

and Figure 53). The latter led to a significant reduction of STAT3 

phosphorylation (Figure 54) in a dose-dependent manner and NF-κB p65 

expression in the nuclear extract of LPS-stimulated cells as revealed by 

immunofluorescence and western blot analysis (Figure 55). Hydroxytyrosol 

also exerted a significant decrease in the IL-6 and IL-1β gene expression 

after 3 h of LPS stimulation at 100 µM (Figure 56), and the release of IL-1β, 

IL-6, and TNFα  at 24 h to the medium (Table 27 and Figure 57).  

The results observed on peritoneal macrophages by hydroxytyrosol 

reinforce the hypothesis that this metabolite, produced by the colonic 

transformation of oleuropein, could also be implicated on the protective 

effect against intestinal inflammation.  

Novel therapeutic strategies for IBD are guided to improve intestinal 

healing mechanisms, as they are impaired because of the continuous 

inflammatory damage. In this context, a wound healing assay using IEC-18 

cells was performed to demonstrate the cell migratory activity of 

oleuropein at 10 µM and 100 µM, with a positive effect on wound-induced 
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healing migration, enhancing wound closure as compared to 

dexamethasone (Table 28, Figure 59 and figure 60). Oleuropein at 100 µM 

also inhibited COX-2 expression (Figure 61), p38 MAPK phosphorylation 

(Figure 62) and incremented the gene expression of annexin A1 (Figure 63) 

in LPS-stimulated IEC-18 cells. These results demonstrated that oleuropein 

could participate in the accelerated-closing effect on wound healing, as it 

has been shown that annexin A1 ameliorates healing intestinal processes 

(Leoni et al., 2015). The lack of effect of oleuropein on NF-κB in chronic 

colitis could be related with the increase of healing mechanisms, as the 

inhibition of this pathway could difficult the closure processes (Carvalho  et 

al., 2014; Andujar et al., 2013), but more studies have to be carried out to 

investigate this potential mechanism.  

In conclusion, we demonstrated that oleuropein has an anti-

inflammatory effect on acute and chronic colitis, and a chemopreventive 

activity on colitis-associated CRC, possibly due to the inhibition of the 

signalling pathways involved in these inflammatory disorders. Oleuropein 

could be a potential protective/preventive agent in the treatment of IBD 

and CU-associated CRC. 
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7. The phenolic secoiridoid oleuropein, when orally administered, 

incorporated to the diet or dissolved in drinking water, protects mice 

against DSS-induced acute and chronic ulcerative colitis, as well as 

against colitis-associated colorectal cancer induced by AOM/DSS. 

8. In the DSS-induced acute colitis model, oleuropein administered in the 

diet at 1% for 7 days protects against intestinal inflammation, as shown 

by amelioration of histological parameters (low cell infiltration, reduction 

of ulceration and edema). Concerning the presence of inflammatory 

mediators, different cytokines, COX-2, iNOS and MMP-9 are reduced due 

to the inhibition of NF-κB, p38 MAPK and STAT3 signalling pathways.  

9. It has been described for the first time that oleuropein, administered in 

water at a dose of 100 mg/kg, modulates Th17 response, by reducing 

lymphocytes subpopulations CD4+ RORγt+ and CD4+ RORγt+ IFN-γ+ IL-17A+ 

in the lamina propria of colitic mice, as well as the IL-17A and IFN-γ 

concentration in inflamed tissue. 

10.In the DSS-induced chronic colitis model, oleuropein administered in the 

diet at 0.25% during 56 days, stimulates endogenous anti-inflammatory 

mechanisms by increasing Nrf-2 expression, IL-10 release and annexin A1 

gene expression. In addition to this effect, the inhibition of the different 

pro-inflammatory markers and p38 MAPK signalling pathway was 

observed.  

11.Oleuropein at 10 y 100 µM promotes the healing in vitro process in IEC-

18 cells, by increasing the migration rate. Moreover, it reduces COX-2 

expression and p38 MAPK activation after LPS stimulation. These effects 

could be related to a gene over-expression of annexin A1. On the other 

hand, this healing effect has been observed in the histological analysis of 
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colitic mice. In this context, the intestinal mucosa reepithelization may 

be favoured because of the lack of influence on NF-κB.  

12.Although the prevalence of AOM/DSS-induced colitis-associated CRC has 

not decreased, the administration of oleuropein in drinking water at 100 

mg/kg during 70 days, reduces in a dose-dependent manner the 

incidence of tumors. The results suggest that the inhibition of different 

signalling pathways like those of β-catenin and PI3K/Akt, has been 

involved in the molecular mechanism of oleuropein.  
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Oleuropein Ameliorates Acute Colitis in Mice
Elisa Giner,† Isabel Anduj́ar,† M. Carmen Recio,† Jose ́ Luis Ríos,† Jose ́ Miguel Cerda-́Nicolaś,‡

and Rosa M. Giner*,†

†Departament de Farmacologia, Facultat de Farmac̀ia, Universitat de Valeǹcia, Av. Vicent Andreś Estelleś s/n, 46100 Burjassot
(Valencia) Spain
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ABSTRACT: Oleuropein, the major secoiridoid in olive tree leaves, possesses a wide range of health promoting properties. It
has recently been shown to exhibit anti-inflammatory activity. We have evaluated the effect of oleuropein on dextran sulfate
sodium (DSS)-induced experimental colitis in mice in order to provide insight into its mechanisms of action. Oral administration
of oleuropein notably attenuated the extent and severity of acute colitis while reducing neutrophil infiltration; production of NO,
IL-1β, IL-6, and TNF-α; expression of iNOS, COX-2, and MMP-9; and the translocation of the NF-κB p65 subunit to the
nucleus in colon tissue. In LPS-stimulated peritoneal macrophages, the oleuropein metabolite, hydroxytyrosol, was shown to
inhibit NO production, iNOS expression, NF-κB p65 subunit translocation, mRNA expression, and the release of IL-1β, IL-6,
and TNF-α. These results suggest that the effect of oleuropein on DSS-induced colitis is associated with a decrease in the
production of interleukins and expression of proteins, principally through reduction of NF-κB activation.

KEYWORDS: oleuropein, dextran sulfate sodium, colitis, rutin, hydroxytyrosol

■ INTRODUCTION
Human intake of naturally occurring phenolics is associated
with a reduced risk of certain diseases because of their effects as
antioxidant, anti-inflammatory, antiapoptotic and anti-cell
proliferator agents. Oleuropein (3,4-dihydroxyphenylethanol-
elenolic acid glucoside) is the main secoiridoid of the leaves
(up to 6−9% of dry matter) and unprocessed olive drupes of
Olea europaea (Oleaceae), however, the most abundant phenols
in extra virgin olive oil and table olives are the nonpolar
oleuropein- and ligstroside-aglycons, formed by enzymatic
removal of glucose, and the polar compounds hydroxytyrosol
and tyrosol, end products of their hydrolysis.1 Olive tree leaves
have been used in the human diet as an extract, herbal tea or a
powder for its potential beneficial effects.2 Oleuropein is not
absorbed in the small intestine, but undergoes rapid degrada-
tion in the large intestine to yield hydroxytyrosol.3,4 Oleuropein
and its metabolite hydroxytyrosol have been reported as power-
ful antioxidant, antiangiogenic and anticancer agents.5,6 An
olive oil polyphenolic extract containing oleuropein and
hydroxytyrosol exerted chemopreventive effects in the large
intestine by inhibiting p38/CREB and cyclooxygenase (COX)-2
expression, signaling pathways responsible for colorectal cancer
development.7 Oleuropein inhibited proliferation of MCF-7 breast
cancer cells by interfering with extracellular regulated kinase
(Erk)1/2 activation,8 and exerted antiproliferative and anti-
apoptotic effects on human colorectal cancer cells SW620 with
a mechanism no fatty acid synthase mediated, a key anabolic
enzyme in colon carcinoma development.9 Oleuropein has also
demonstrated anti-inflammatory effect, by inhibiting interleukin
(IL)-1β and prostaglandin (PG)E2 release in human whole blood
cultures,10 and its aglycon caused a significant reduction on IL-1β
and tumor necrosis factor (TNF)-α production, expression of
adhesion molecules and nitric oxide (NO) synthesis in a mouse
carrageenan-induced pleurisy model.11

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic intestinal
inflammatory disorder with unknown etiology, which includes
ulcerative colitis (UC) and Crohn disease (CD). Ulceration
and inflammation of the intestinal mucosa with leukocyte
infiltration are the common histological changes associated with
IBD. One of the most important signaling pathways implicated
in IBD is the activation of nuclear factor (NF)-κB,12 generating
increased levels of inflammatory mediators, such as IL-6, IL-1β
and TNF-α, and COX-2, iNOS and metalloproteinase (MMP)
expression. Different animal models of experimental colitis have
been developed to study the molecular and cellular mechanisms
of inflammation and immunological disease; one of these is the
dextran sulfate sodium (DSS) induced colitis model in rodents,
that induces colonic inflammation with clinical and histological
similarity to human UC and is frequently used to evaluate the
effect of novel anti-inflammatory drugs. Depending on the
doses of DSS and the duration of experiment, the inflammatory
process can be acute or chronic, progressing to colorectal
cancer. Oral DSS administration in the drinking water induces a
colon inflammation accompanied by diarrhea, rectal bleeding,
body weight loss and shortening of the colorectum.13 Although
increasing evidence has come light to the mechanisms of the
inflammation and immune responses in the IBD process and a
number of therapeutic approaches targeting inflammatory
mediators implicated are available, new treatment approaches
are still necessary.
A growing body of evidence indicates that polyphenols can

modulate intestinal inflammation,14 supporting these types of
plant secondary metabolites as promising candidates among
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natural preventive/protective treatments of IBD. Although a
number of studies have investigated the effects of phenolic
compounds on intestinal inflammation, as pure molecules or as
plant extracts, little information is available in the literature
concerning the efficacy of oleuropein. The aim of the present
study is to assess the efficacy of oleuropein on DSS-induced
colitis model in mice, therefore to gain insight into the mecha-
nism of action and pharmacological value of oleuropein as
regards the inflammatory mediators involved in IBD, histo-
logical analyses have been carried out along with an analysis of
the different proinflammatory cytokines important for exacer-
bation of IBD, and iNOS, COX-2, MMP-9 expression and p65
translocation to the nucleus found in colonic tissue affected by
DSS.

■ MATERIALS AND METHODS
Materials. Unless otherwise specified, all chemicals including

oleuropein and biochemical reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) and Baker (Deventer, Holland).
Dextran sulfate sodium (36−50 kDa) was purchased from MP
Biomedical (France). Specific antibodies for β-actin and MMP-9 were
also obtained from Sigma-Aldrich, and antibodies recognizing iNOS
and COX-2 were purchased from Millipore (Billerica, MA, USA) and
Cayman (Ann Arbor, MI, USA), respectively. Anti-p65 polyclonal
antibody was obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). ELISA kits for cytokines were purchased from eBioscience
(San Diego, CA, USA).
Animals. All animal care and experimental protocols were

approved by the Institutional Ethics Committee of the University of
Valencia, Spain. Female BALB/c mice (Harlan Interfauna Iberica,
Barcelona, Spain), 6−8 weeks of age weighing 18−20 g were acclima-
tized under a 12 h light/dark cycle at 22 °C and 60% humidity, for 7
days before the experiments, and fed with a standard laboratory rodent
diet and water ad libitum.
Isolation and Culture of Mouse Peritoneal Macrophages.

Two milliliters of 3% thioglycolate broth was injected into peritoneal
cavities of BALB/c mice. After 4 days, peritoneal macrophages were
harvested by washing with 10 mL of phosphate-buffered saline (PBS),
centrifuged at 240g for 5 min at 4 °C, seeded onto a 6-well plate at a
density of 1.5 × 106 cells per well in DMEM supplemented with 10%
heat inactivated fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 U mL−1)
and streptomycin (100 μg mL−1) and then cultured at 37 °C under a
humidified atmosphere of 5% CO2.

15 After incubation for 2 h, macro-
phages were treated with the vehicle alone or various concentrations of
oleuropein or hydroxytyrosol (50 μM and 100 μM) for 1 h and then
stimulated with lipopolysaccharide (LPS, 1 μg mL−1) for 24 h.
Following incubation, cells were scraped and the cytosolic and nuclear
protein fractions were extracted with the aid of the Proteojet cytosolic
and nuclear extraction kit (Fermentas, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), used according to the manufacturer’s instructions. The
protein concentration of samples was determined by Bradford’s method.
Proteins and cell-free supernatants collected were stored at −80 °C until
use. The cytotoxicity of compounds on cells was performed spectro-
photometrically at 490 nm by the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.16 The percentage of viability
was calculated as the relation of viable cell number/total cell number × 100.
Induction of Dextran Sulfate Sodium (DSS) Colitis and

Treatment. Acute colitis was induced by supplementing drinking
water with 5% (w/v) DSS for 7 days.17 The animals were randomly
assigned to one of four treatment groups: control (mice received
drinking water and control diet), DSS group (mice received 5% DSS in
drinking water and control diet), DSS+O group (mice received 5%
DSS in drinking water and diet supplemented with 1% oleuropein)
and DSS+R group (mice received 5% DSS in drinking water and diet
supplemented with 2% rutin). The diet was prepared as described
previously,18 by mixing powdered food with products (1% oleuropein
and 2% rutin, final content). When it was completely homogenized,
water (0.65 mL g−1 of diet) and microwave-melted agar (0.2% final

content in the diet) were added and mixed. The food was dried for
24 h and divided into portions based on an estimated consumption of
4 g of dry matter/mouse/day. Mice were sacrificed at day 8 by cervical
dislocation and their colons removed. Three colon samples were pre-
pared for histological analysis as described later, and the rest were
rinsed with cold PBS, blotted dry and weighed and their length was
measured to determine the weight/length ratio. Then, samples were
frozen immediately in liquid nitrogen and stored at −80 °C until use.
Disease Activity Index (DAI). DAI was used to assess the

severity of colitis (Table 1). Three times a week, mice were checked by

monitoring body weight. At the end of the experiment, stool con-
sistency (presence of diarrhea) and gross rectal bleeding (measured by
visible fecal blood and macroscopic examination of the anus) were
evaluated.
Histological Analysis. Colons were cut along the vertical axis and

rolled up in a spiral starting from the distal (duodenal) margin. Then,
they were fixed in 4% buffered formaldehyde, paraffin embedded,
sectioned and stained with hematoxylin and eosin. Severity of colitis
was assessed using a histological disease score. Eight randomly selected
fields (magnification ×100) in each section were observed and graded
as above in a blinded fashion by an expert pathologist. The mean in
each section was calculated by scoring the grades in eight fields (Table 2).

The pathological manifestations were graded as follows: severity of inflam-
mation (0 = none, 1= mild, 2 = moderate, 3 = severe), extent of inflam-
mation (0 = none, 1 = mild, 2 = moderate, 3 = severe) and crypt damage
(0 = none, 1 = 1/3 damaged, 2 = 2/3 damaged, 3 = crypt lost, surface
epithelium present, 4 = crypt lost and surface epithelium lost). The overall
histological score was the sum of the three evaluations (maximal score
of 10).

Table 1. Scoring System To Calculate the Disease Activity
Index (DAI)a

score weight loss stool consistency visible blood in feces

0 none normal none
1 1−5%
2 6−10% loose slight bleeding
3 11−20%
4 >20% diarrhea gross bleeding

aDAI value is calculated as the sum of scores of weight loss, stool
consistency and blood in feces.

Table 2. Histologic Scoring System for DSS-Induced Colitisa

score description

Severity of Inflammation
0 none
1 mild
2 moderate
3 severe

Extent of Inflammation
0 none
1 mucosa
2 mucosa and submucosa
3 transmural

Crypt Damage
0 none
1 1/3 damaged
2 2/3 damaged
3 crypts lost, surface epithelium present
4 crypts and surface epithelium lost

aScores were calculated by adding the score for the three parameters,
giving a maximum score of 10.
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Colonic Tissue Culture. Colon tissue was washed with RPMI-
1640 medium (Invitrogen, Langley, OK, USA), supplemented with 2%
FBS, 100 U mL−1 penicillin and 100 μg mL−1 streptomycin. Then,
tissues were cut into small pieces (1 cm approximately), placed in a
24-well culture plate with RPMI-1640 medium containing 10% FBS
and antibiotics, and incubated in 5% CO2-air-humidified atmosphere
at 37 °C for 24 h.19

Determination of NO Production. NO concentration in the
colonic tissue culture media and macrophage-free supernatants was
measured at 570 nm using a Labsystems Multiskan MCC/340 plate
reader (Helsinki, Finland) by means of the Griess reagent.20

Interleukin-1β, Interleukin-6 and Tumor Necrosis Factor-α
Production. The colons were thawed, grounded to powder in a
mortar, weighed and then suspended (20% w/v) in PBS containing
0.1% Nonidet NP-40 buffer, homogenized, sonicated for 30 s and
centrifuged at 20000g for 10 min at 4 °C. Supernatants were collected
and assayed, as well as those from macrophage-free supernatants, for
IL-1β, IL-6 and TNF-α by use of specific enzyme immunoassay kits,
used according to the manufacturer’s instructions. The amount of
cytokines was expressed as pg mL−1 per mg of protein.
Measurement of Myeloperoxidase (MPO) Activity in Colonic

Tissue. The colons were thawed, grounded to powder in a mortar,
weighed and then suspended (10% w/v) in 80 mM sodium phosphate
buffer (pH = 5.4) containing 0.5% hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB), sonicated for 30 s and centrifuged at 11000g for
20 min at 4 °C. The assay mixture was performed in a 96-well plate,
adding 30 μL of supernatant, 100 μL of PBS, 85 μL of 0.22 M sodium
phosphate buffer (pH = 5.4) and 15 μL of 0.017% H2O2. The reaction
was started by adding 20 μL of 18.4 mM of tetramethylbenzidine
dissolved in 8% dimethylformamide and incubating at 37 °C for
3 min. The reaction was stopped by the addition of 30 μL of sodium
acetate 1.46 M (pH = 3) on ice, and MPO activity was determined
spectrophotometrically at 630 nm. MPO activity was expressed as
the amount of enzyme necessary to produce a change in absorbance of
1.0 unit g−1 of tissue.21

Cytosolic and Nuclear Protein Extraction. Proteins from
powdered tissue samples were extracted by using a buffer A,
containing 10 mM HEPES, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM
PMSF, 0.5 mM DTT, 1 μg mL−1 aprotinin, 1 μg mL−1 leupeptin and

1 μg mL−1 pepstatin, pH = 7.9. After that, the samples were sonicated,
added 0.5% Nonidet NP-40 solution and incubated on ice 45 min. The
lysates were centrifuged at 2500g for 10 min at 4 °C, and the super-
natants, corresponding to cytosolic fraction, were collected and stored
at −80 °C. After that, pellets were resuspended with 500 μL of buffer
B containing 20 mM HEPES, 400 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM
EDTA, 25% glycerol, 0.5 mM PMSF, 1 μg mL−1 aprotinin, 1 μg mL−1

leupeptin, and 1 μg mL−1 pepstatin A (pH = 7.9). Samples were incubated
30 min on ice and centrifuged at 20000g for 15 min, and supernatants,
corresponding to nuclear fraction, were collected and stored at −80 °C.15

The protein concentration of samples was determined by Bradford’s
method.
Western Blot Analysis. Equal amounts of protein (25 μg) were

separated by 10% sodium dodecyl sulfate−polyacrylamide gel elec-
trophoresis and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes
(Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, England, U.K.). The
membranes were then blocked with PBS−0.05% Tween 20 containing
6% w/v defatted milk for 2 h. For COX-2, iNOS, MMP-9, the
membranes were incubated with the respective polyclonal antibodies
(1:1000 dilution); for NF-κB p65, the membranes were incubated with
anti-p65 polyclonal antibody (1:500, Santa Cruz); for β-actin, the
membranes were incubated with anti-β-actin polyclonal antibody
(1:12000 dilution, Sigma-Aldrich). The blots were washed and
incubated with peroxidase-conjugated anti-rabbit, anti-mouse or anti-
goat immunoglobulin G (1/20000) (Cayman). Finally, the im-
munoreactive bands were visualized with the aid of an enhanced
chemiluminiscence system (Millipore). To unify Western blot den-
sitometry results in the processed images, data from the DSS group
(or, in the case of peritoneal macrophages, from the LPS-stimulated
cell group) were taken as reference and assigned the value 100.
Relative percentages of the other groups were then calculated and
represented graphically.15

RNA Extraction and Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR). Peritoneal macrophages (5 × 105) were
pretreated with oleuropein and hydroxytyrosol (50 μM and 100 μM)
for 1 h and then stimulated with LPS (1 μg mL−1) for 4 h. Cells were
collected and total RNA was extracted with the aid of RNeasy mini
spin columns (Qiagen, Hilden, Germany), in accordance with the
manufacturer’s instructions. The concentration of the extracted RNA

Figure 1. Effects of oleuropein in dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis in mice. Colitis was induced by drinking 5% DSS water for 7 days.
Mice were sacrificed at day 8, and colons were harvested. (a) Colon lengths in each group measured at the end of the experiment (day 8). (b)
Weight:length ratio. (c) Disease activity index (DAI) scored at day 8 using the following parameters: weight loss (WL), rectal bledding (RB) and
stool consistency (SC). Each bar chart shows the mean ± SEM for at least four independent experiments (n = 10 animals for each experiment).
*P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the DSS group; #P < 0.05, ##P < 0.01, significantly different between the control group and the
groups treated; using one-way ANOVA following by Dunnett’s t test.
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was calculated by measuring the optical density at 260 nm. The ratio of
the optical density at 260 nm to that at 280 nm was always higher than

1.8. Aliquots of 500 ng of RNA were transformed to first strand
complementary DNA (cDNA), and 1 μL of the resulting cDNA was

Figure 2. Effects of oleuropein on histological manifestation in dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis in mice. Hematoxylin and eosin staining
images of representative colons are shown at the same magnification (100x). (a) DSS. (b) DSS+O. (c) DSS+R. (d) Histological scores were
evaluated. Each bar chart represents the mean ± SEM for at least four independent experiments (n = 10 animals for each experiment). *P < 0.05,
**P < 0.01, significantly different from the DSS group; using one-way ANOVA following by Dunnett’s t test.
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mixed with 12.5 μL of Red Taq mix and 1 μM primers (Invitrogen)
and completed to 25 μL with RNase free water of IL-6 (sense, 5′-
ATGCTGGTGACAACC ACGGCC-3′; antisense, 5′-GGCATAACG-
CACTAGGTTTGCCGA-3′), TNF-α (sense, 5′-AGCCCACGTCG-
TAGCAAACCAC-3′; antisense, 5′-TAGACGTGCCCGGACT
CCGC′), IL-1β (sense, 5′-GCTGGAGAGTGTGGATCCCAAGCA-3′;
antisense, 5′-AGCGACCTGTCTTGGCCGAGG-3′) and β-actin (sense,
5′-GCAGAGCAAGAGAGGCATCC-3′; antisense, 5′-CTGTGGT-
GGTGAAGCTGTAG-3′). The thermocycler conditions were 94 °C
for 1 min, with an annealing temperature of 60 °C for 1 min and an
elongation temperature of 72 °C for 1 min for the first 30 cycles,
followed by an elongation temperature of 72 °C for 10 min. After the
reaction was completed, the amplified product was removed from the
tubes and run on 2% agarose gel in TAE buffer (4.84 g L−1 Tris base,
1.144 mL L−1 glacial acetic acid, 2 mL L−1 EDTA 0.5 mM, pH = 8.5).20

Statistical Analysis. The results are expressed as the mean ±
standard error values. Statistical significance was determined with a
one-way analysis of variance (ANOVA) and Dunnett’s t-test for multiple
comparisons.
Software. Images for all Western blot and RT-PCR experiments

were acquired with the image analysis system LAS-3000 mini (Fujifilm,
Tokyo, Japan). Digital images were processed and band density
measurements were made with the aid of a Multi Gauge V3.0 software
package (Fujifilm).

■ RESULTS

Effect of Oleuropein on DSS-Induced Colitis. Water
consumption and diet were checked three times a week; no
differences among the various experimental groups were
observed. Mice given 5% DSS in drinking water for 7 days
developed colitis symptoms without mortality. Animals in the
treatment groups consumed either 2.4 g of oleuropein kg−1 or

3.7 g of rutin kg−1 daily, which in humans is equivalent to
194.0 mg kg−1 or 302.3 mg kg−1, respectively, according to the
human equivalent formula.22 Having established that consuming
these amounts daily for 7 days did not affect the viability of the
mice, we proceeded to examine the effects on various
manifestations of acute DSS-induced colitis, including body weight
loss, diarrhea, bloody stools, edematous inflammation in the colon,
and shortening of the colon.13 Weight loss was monitored at 0, 4,
and 8 days; diarrhea and blood in stools were both monitored on
day 8. Treatment with DSS dramatically reduced colon length,
increased colon wet weight caused by edema, and produced severe
diarrhea and rectal bleeding in comparison with mice that received
regular drinking water (control). Treatment with oleuropein or the
reference drug rutin significantly reduced colon shortening and the
mg/cm ratio; however, they were only mildly effective in preventing
body weight loss. Overall, the DAI score, an indicator of the severity
of intestinal inflammation, which was 0 in control mice, was
significantly lower in mice treated with oleuropein or rutin than in
DSS mice (Figure 1).
Histological Evaluation. Histological analyses of the

samples from the DSS-treated mice showed typical inflammatory
changes in colonic architecture, including mucosal ulceration,
crypt damage, edema, and cell infiltration into mucosal tissue
(Figure 2a). Compared to those taken from DSS mice, colon
tissue sections from mice fed with oleuropein exhibited far fewer
infiltrating cells, a significantly lower degree of mucosal injury, and
less edema (Figure 2b). Rutin produced no significant effect,
although inflammatory cell infiltration, edema, and crypt damage
were all slightly attenuated (Figure 2c). The total histological
score determined as indicated in Table 2 is given in Figure 2d.

Figure 3. Effects of oleuropein on cytokine levels in dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis in mice. Mice were sacrificed at day 8, and
harvested colon tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen. The cytokine levels in colonic homogenates were determined by ELISA. The
amount of cytokines was expressed as pg mL−1 per mg of protein. (a) IL-1β levels. (b) IL-6 levels. (c) TNF-α levels. Each bar chart represents
mean ± SEM for at least 3 independent experiments (n = 7 animals for each experiment). *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the DSS
group; #P < 0.05, ##P < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA following by Dunnett’s t test.
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Oleuropein Suppressed NO Release in Colon Culture
Supernatants. NO is a common inflammatory mediator involved
in the pathogenesis of IBD. At day 8, we detected an increase of
nitrite levels, an indicator of NO secretion, in the colon culture
supernatants of the DSS group with regard to the control group
(25-fold compared to control). These levels were significantly
reduced in mice fed with oleuropein or rutin (90% and 100%
inhibition, respectively, **P < 0.01).
Effect of Oleuropein on MPO Activity in Colon

Tissues. MPO, an enzyme produced mainly by polymorpho-
nuclear leukocytes, is a marker of neutrophil infiltration in
tissue. After being administered DSS for 7 days, mice showed a
significant increase in MPO activity (5-fold compared to control),
which was drastically reduced in oleuropein-fed mice (90%
inhibition, **P < 0.01). Rutin produced no effect on MPO
activity.

Oleuropein Reduced IL-1β, IL-6 and TNF-α Production
in Colon Tissue. Colonic IL-1β, IL-6 and TNF-α are proin-
flammatory cytokines that play a critical role in the develop-
ment of IBD. After 7 days of DSS administration, IL-1β, IL-6
and TNF-α levels in colonic tissue increased markedly in DSS-
treated mice in comparison with the control group. Treatment
with oleuropein significantly suppressed IL-1β (Figure 3a), IL-6
(Figure 3b), and TNF-α (Figure 3c) levels by 37%, 88%, and
60%, respectively. Rutin also attenuated IL-1β, IL-6 and TNF-α
levels by 37%, 30% and 90%, respectively (Figure 3).
Oleuropein Decreased Inflammatory Protein Expres-

sion in DSS Induced Colitis. Western blot analyses of
colonic tissue from the DSS group showed a marked increase in
the expression of COX-2 (Figure 4a) and iNOS (Figure 4b). This
effect was reversed in mice treated with oleuropein (71% and
50% inhibition, respectively), with similar results for mice treated

Figure 4. Effects of oleuropein on cyclooxygenase-2 (COX-2) (a), inducible nitric oxide synthase (iNOS) (b), metalloproteinase (MMP)-9 (c) and
expressions in DSS-induced colitis in mice. Mice were sacrificed at day 8, harvested colon tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen and
tissue proteins were extracted. A representative Western blot of each experiment is shown. The expressions of COX-2, iNOS, and MMP-9 are
determined by densitometry and normalized to β-actin content for each sample. The histograms represent the data derived from the Western blots
following densitometry analysis and considering the DSS group as having 100% expression. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the
DSS group; #P < 0.05, ##P < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA following by
Dunnett’s t test (n = 7 animals for each experiment).
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with rutin (63% and 51% inhibition, respectively) (Figure 4).
MMPs have been shown to play a crucial role in the pathogenesis
of IBD, increasing mucosal proteolysis and generating inflamma-
tion. The most abundant MMP expressed in patients with UC is
MMP-9.23 Both oleuropein and rutin significantly attenuated this
increment by 62% and 65%, respectively (Figure 4c).
Oleuropein Inhibited p65 Subunit Translocation to

Nucleus. Activation of NF-κB leads to the gene expression of
inflammatory cytokines and other mediators involved in the
pathogenesis of IBD such as COX-2 and iNOS. Upon stimu-
lation, the functional form of NF-κB, the inactive p50/p65
heterodimer, which forms a complex with the inhibitory protein
IκBα in the cytoplasm, is rapidly phosphorylated by IκB kinase
and proteolytically degraded, allowing translocation of p50/p65
to the nucleus. Inhibition of NF-κB activation has thus been
proposed as an anti-inflammatory strategy in IBD. Using
Western blot analysis, we detected an increase in p65 subunit
levels in nuclear proteins obtained from DSS mice. Interestingly,
oleuropein treatment significantly reduced DSS-induced NF-κB
nuclear translocation by 40% whereas rutin exerted no effect on
NF-κB p65 in the nuclear extract of colon tissue (Figure 5).
Effect of Oleuropein and Its Metabolite Hydroxytyr-

osol on Several Proinflammatory Mediators in Lipo-
polysaccharide Stimulated-Mouse Peritoneal Macro-
phages. After having demonstrated that neither oleuropein
nor hydroxytyrosol at 100 μM exhibited any cytotoxicity on
mouse peritoneal macrophages in the MTT test (data not shown),
we tested the effects of these compounds on the expression and
release of several proinflammatory proteins. As shown in Figure 6,
levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α in peritoneal macrophages

increased markedly after stimulation with LPS. Only hydroxyty-
rosol treatment (100 μM) 1 h before stimulation significantly
decreased the production of IL-1β (72%), IL-6 (50%), and TNF-α
(33%). It also reduced iNOS expression by 72% (Figure 7a), and
the subsequent production of NO was inhibited by 87%. Hydroxy-
tyrosol treatment also led to a significant reduction of NF-κB p65
in the nuclear extract of LPS-stimulated cells in a concentration
dependent manner (Figure 7b). To determine whether the inhi-
bitory effect of oleuropein and hydroxytyrosol on cytokine
production occurred through the inhibition of the corresponding
gene expression, mRNA expression of IL-6, TNF-α, and IL-1β was
analyzed with the aid of semiquantitative RT-PCR. As shown in
Figure 8, IL-6, TNF-α and IL-1β were undetectable in non-
stimulated cells. However, upon stimulation with LPS, the protein
expression of these cytokines showed a marked increase.
Hydroxytyrosol at 100 μM significantly reduced IL-6 and IL-1β
gene mRNA expression by 25% and 21%, respectively.

■ DISCUSSION

Ulcerative colitis induced by DSS is characterized by an
increased mucosal infiltration of inflammatory cells, which
activated, release proinflammatory cytokines, induce increased
expression of iNOS, COX-2 and nuclear transcription factor
NF-κB. These changes impair the mucous barrier and cause
swelling, erosions, ulcers and hemorrhage leading to destructive
damage of intestinal mucosa. In this study, we have
demonstrated that oleuropein orally administered at a dose of
2.4 g kg−1 is effective for attenuating DSS-induced colitis in mice
via inhibition of proinflammatory protein expression and release as
well as by acting on NF-κB signaling. The severity of the colitis has

Figure 5. Effects of oleuropein on p65 expression DSS-induced colitis in mice. Mice were sacrificed at day 8, colon tissues were powdered in a
mortar with liquid nitrogen and tissue nuclear proteins were extracted. A representative Western blot of the experiment is shown. The expressions of
p65 is determined by densitometry and normalized to β-actin content for each sample. The histograms represent the data derived from the Western
blots following densitometry analysis and considering the DSS group as having 100% expression. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from
the DSS group; #P < 0.05, ##P < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA following by
Dunnett’s t test (n = 7 animals for each experiment).
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been determined according to various morphological, histological
and biochemical parameters, and oleuropein has been shown to
protect against this model of colitis since it decreased the
extension of inflammation and enhanced integrity of the
epithelium as observed on histologic assessment.
DSS-induced inflammation is controlled by an array of pro-

and anti-inflammatory cytokines which normally recruits
inflammatory cells to the colitic tissue. Our results exhibit a
marked increased of proinflammatory cytokines such as IL-1β,
IL-6 and TNF-α in colitic tissue that are inhibited by
oleuropein. There is an amount of data to show that cytokines
can increase MMP production. MMPs are implicated in tissue
remodeling and destruction associated with several inflamma-
tory conditions, the predominant proteinases being expressed
in the gut mucosa during active IBD. Indeed, both an increased
activity and expression of MMPs in colonic tissues of patients
with IBD have been found. Moreover, of the MMPs, the
secreted gelatinase MMP-9 is upregulated in both animal
models of colitis such as DSS-induced colitis and human IBD,
and several studies have indicated that DSS-induced colitis is
markedly attenuated in animals containing a targeted deletion

of the MMP-9 gene.24,25 Thus, strategies to inhibit MMP-9 may
be of potential therapeutic benefit. In addition, neutrophil
infiltration is considered a key histological characteristic of
acute activity of the disease, so concomitantly, the activity of
myeloperoxidase is enhanced, and these cells mainly secrete
MMP-9. Our data show that oleuropein not only markedly
attenuated neutrophil accumulation but also inhibited MMP-9
expression in colitic tissue. This result is in agreement with a
previous report indicating that oleuropein aglycon in vitro
prevented the stimulation of MMP-9 expression and secretion in
TNF-α treated THP-1 cells due to impaired NF-κB signaling.26

Among the principal intracellular signal transduction
cascades involved in intestinal inflammation, NF-κB plays a
crucial role as a key regulator of inflammatory gene expression.
When activated, NF-κB translocates into the nucleus to regulate
the expression of genes encoding cytokines such as IL-1β, IL-6
and TNF-α, inflammatory enzymes particularly iNOS and
COX-2, adhesion molecules, immunoregulatory proteins and
acute phase response proteins.14 Recent investigations have
established a close interrelationship between both the inhibition
of NF-κB and the reduction of cytokine production and the

Figure 6. Effects of oleuropein and hydroxytyrosol on cytokine levels in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated peritoneal macrophages. Peritoneal
macrophages from mice intraperitoneally injected with 3% thioglycolate broth 4 days before were seeded onto a 6-well plate at a density of 1.5 × 106

cells/well in DMEM. After incubation for 2 h, macrophages were treated with the vehicle (medium) or oleuropein or hydroxytyrosol (50 μM and 100
μM) for 1 h and then stimulated with LPS (1 μg mL−1) for 24 h. Following incubation, the cytokine levels in cell-free supernatants were determined by
ELISA and expressed as pg mL−1. (a) IL-1β levels. (b) IL-6 levels. (c) TNF-α levels. Each bar chart represents mean ± SEM for at least 3 independent
experiments (n = 12). *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the control group; using one-way ANOVA following by Dunnett’s t test.
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attenuation of IBD. In this context, oleuropein manifest a clear
reduction on NF-κB p65 nuclear translocation in the colon
tissue. This inhibitory effect may partly justify the decrease
observed in the cytokine production.
In ulcerative colitis, cytokines induce expression of iNOS

leading to an increase of NO synthesis, which causes development
of inflammatory processes and ulcerogenesis. Development of
colitis is accompanied not only by the activation of the NO-
synthase system but also by the increased expression of COX-2.
Despite the pivotal role of both iNOS and COX-2 in the
pathogenesis of colitis, their relative contributions in intestinal
inflammation remain controversial. Although iNOS is an excellent
marker of intestinal inflammation, it has been claimed to be
associated to both exacerbation and protection of colitis. In this
regard, both deterioration of trinitrobenzene sulfonic acid colitis
and improvement of DSS colitis in mice with deletion of iNOS
have been reported.27 In the present study, we have identified
large increases in iNOS expression in DSS-induced colitis and
found that oleuropein treatment of the mice significantly reduce
iNOS levels. These findings are consistent with a previous report
indicating a marked attenuation of colitis in iNOS-deficient mice
in other experimental models27 suggesting that the reduction in
iNOS with oleuropein is likely contributing to its benefit in this
model. On the other hand, animal models of colitis using COX-2

knockout mice and COX inhibitors indicate that COX-2 has a
protective role against colon inflammation.28 However, contrary
results were observed using celecoxib, which caused a substantial
reduction of the degree of colonic injury. In this context, results
obtained by Sklyarov et al.29 provide evidence of the marked
cytoprotective effects of the combination of both iNOS and COX-
2 inactivation under conditions of ulcerative colitis, thus suggesting
the development of drugs capable of combined blockage of iNOS
and COX-2 as a new approach for the treatment of ulcerative
colitis. In the current study, a clear reduction of COX-2 was also
observed in the colonic tissue of mice treated with oleuropein, so
this inhibition could display additive character to its effect on the
inflammation process.
We also investigated the effect of oleuropein and its active

metabolite hydroxytyrosol on peritoneal LPS-stimulated macro-
phages. In contrast to the strong inhibitory effects shown in the
in vivo experiments, oleuropein exerts negligible activity in
vitro. However, hydroxytyrosol in a concentration dependent
manner is shown to inhibit significantly iNOS expression,
accompanied by a reduction of NO production and p65
expression as well as cytokine production. Furthermore, we
observe a modest decrease in IL-1β, IL-6 and TNF-α mRNA
expression when cells were exposed to hydroxytyrosol. Our
findings shows that the oral treatment of mice with oleuropein

Figure 7. Effects of hydroxytyrosol on inducible nitric oxide synthase (iNOS) (a) and p65 (b) expressions in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated
peritoneal macrophages. Peritoneal macrophages from mice intraperitoneally injected with 3% thioglycolate broth 4 days before were seeded onto a 6-well
plate at a density of 1.5 × 106 cells/well in DMEM. After incubation for 2 h, macrophages were treated with the vehicle (medium) or hydroxytyrosol (50
μM and 100 μM) for 1 h and then stimulated with LPS (1 μg mL−1) for 24 h. Following incubation, cells were scraped and proteins were extracted with a
protein extraction kit. The expressions of iNOS and p65 are determined by densitometry and normalized to β-actin content for each sample. The
histograms represent the data derived from the Western blots following densitometry analysis and considering the control group as having 100%
expression. *P < 0.05, **P < 0.01, significantly different from the control group; using one-way ANOVA following by Dunnett’s t test (n = 12).
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improve DSS-induced colitis and provide support for hydroxy-
tyrosol as an anti-inflammatory agent in vitro.
Collectively, our results clearly indicate that oleuropein

effectively has a protective role in the development of ulcerative
colitis in a DSS model of colitis in mice. This beneficial effect is
correlated with a better DAI index, a reduction of proin-
flammatory cytokine levels and a reduction of COX-2, iNOS
and MMP-9 protein expression in the colonic tissue, at least in
part, via inhibition of NF-κB activity.
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ABSTRACT: The anti-inflammatory effect of oleuropein (1), the major
phenolic secoiridoid in Olea europaea, was evaluated in an experimental
model of chronic colitis in mice. Animals were exposed to four repeated
cycles of dextran sodium sulfate in drinking water followed by a 7-day rest
period. Animals receiving a standard diet supplemented with 0.25% of 1
(equivalent to 500 mg/kg/day) for 56 days exhibited a decrease of
inflammatory symptoms, as reflected by improvement of disease activity
index and histopathological changes. It was found that 1 decreased
inflammatory cell recruitment and the release of inflammatory cytokines
interleukin (IL)-1β and IL-6 with increased IL-10 levels in colon tissue.
Colon expression of cyclooxygenase-2 and inducible nitric oxide synthase
was reduced significantly by 1. The anti-inflammatory molecular
mechanism of 1 was associated with the suppression of the phosphor-
ylation of p38 mitogen-activated protein kinase and might be mediated by up-regulation of annexin A1. In addition, 1
ameliorated intestinal wound healing in IEC-18 monolayers. Therefore, oleuropein seems to be a promising active molecule in
experimental ulcerative colitis.

Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) are
considered to be the principal inflammatory disorders

included under the general category of inflammatory bowel
disease (IBD). Although its exact etiology is unknown, genetic
and environmental factors, an abnormal immune response, and
the contribution of intestinal microflora seem to be essential for
the development of IBD. Management of the disease involves
pharmacological therapies (anti-inflammatory drugs, antibiotics,
and other biologic agents) or even surgery in critical patients.
Since the symptoms of the disease greatly diminish the quality of
life for IBD patients and increase their risk for colorectal cancer,
the prevention and treatment of IBD is of crucial importance.
Unfortunately, the various treatments shown to ameliorate the
symptoms of the disease to date are associated with many
negative side effects; moreover, not all patients are responsive to
therapy.1

In order to study the efficacy of therapeutic drugs against IBD,
several animal models for intestinal inflammation have been
developed. One such model uses the polysaccharide dextran
sodium sulfate (DSS) to produce colonic lesions with
histopathological characteristics that mimic IBD in humans.
Repeated cycles of DSS induce chronic inflammation in the
intestine, producing histological changes (including crypt loss)
and perpetuating inflammation. Each cycle includes a phase in
which animals are administered DSS, which causes acute IBD
injury with crypt loss and ulceration, followed by a recovery
phase in which animals are given drinking water alone. During
this phase, mucosal regeneration acts to repair the intestinal
damage. However, after several exposures to DSS, the intestinal
repair mechanisms are destabilized and the mucosa begins
to show irregular epithelial structure.2 This compromises the

correct functioning of intestinal mucosa and allows the entry of
harmful substances, thus enhancing the immunological response
and aggravating the situation.3

A growing body of evidence indicates that dietary phenols can
modulate intestinal inflammation, which makes these com-
pounds promising candidates for natural preventive/protective
treatments against IBD. The oil, fruits, and leaves of the olive tree
(Olea europaea L., Oleaceae), for example, have been recognized
as healthy constituents of the diet due to their phenolic content.
Oleuropein (1), the main phenolic secoiridoid from the olive
tree, has been shown to possess antioxidant, antiatherosclerotic,
and anti-inflammatory properties.4−6 In a previous study, our
group has demonstrated the protective role of 1 in a model of
acute DSS-induced colitis in mice. This compound was shown
to lower the disease activity index (DAI) and to reduce pro-
inflammatory cytokine levels, and also those of cyclooxygenase-2
(COX-2), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) in colon tissue, partly through
inhibition of nuclear transcription factor kappa B (NF-κB)
activity.7 These results led us to hypothesize that 1 may also
protect against chronic inflammation. Thus, the present
investigation has been undertaken to evaluate the possible effect
of 1 in a model of chronic DSS-induced colitis in mice with the
aid of macroscopic and histological analyses, to determine the
key pro-inflammatory mediators involved in IBD development,
and to demonstrate the effect of 1 on different signaling pathways.
It was also tested whether 1 promotes the healing of mechanical
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injury to intestinal epithelial cell (IEC-18) monolayers and its
implication for the model.

■ RESULTS AND DISCUSSION
Oleuropein (1) Ameliorates DSS-Induced Chronic

Colitis. Administration of a standard diet supplemented with
0.25% of 1 (equivalent to 500 mg/kg/day) for 56 days did
not affect the viability of C57BL/6 mice. Treatment with 1
attenuated the severity of progressive chronic injury induced by
four DSS cycles, each of which involved 7 days of exposure to this
agent followed by a 7-day rest period. Animals exposed to four
repeated cycles of DSS in drinking water developed symptoms of
chronic colitis without mortality. Symptoms included body
weight loss, diarrhea, rectal bleeding, and increased colon wet
weight due to edema, in comparison with mice receiving regular
drinking water (control). The weight/length (mg/cm) ratio, an
important indicator of colon inflammation, was increased in
DSS-treated mice, with treatment with 1 reducing this ratio
significantly (Figure 1a). However, 1 was only mildly effective in
preventing body weight loss, which may partly be attributable
to the scant difference between DSS-treated animals and the
control group (data not shown). Compound 1 also led to clinical
improvement of DSS-induced colitis, as reflected in the DAI and
the histological disease score. Overall, the DAI, an indicator of
the severity of intestinal inflammation, which was 0 in control
mice, was significantly lower in mice treated with 1 than in
untreated mice (Figure 1b).
Histological analysis of the samples from the DSS-treated mice

showed typical inflammatory changes in colon architecture,
including mucosal ulceration, crypt damage, edema, and cell
infiltration into mucosal tissue. Compound 1 exhibited a clinical
improvement of DSS-induced colitis, as reflected in the DAI and

the histological disease score. Colon tissue sections from mice
fed with 1 exhibited far fewer infiltrating cells, a significantly lower
degree of mucosal injury, and less edema (Figure 2).

Oleuropein (1) Reduced Cell Infiltration inDSS-Induced
Chronic Colitis.During mucosal inflammation, a complex array
of inflammatory signaling involving prostaglandins and cytokine
production impairs intestinal epithelial function and leads to
the recruitment of inflammatory cells to the site of injury.
Neutrophil, macrophage, and eosinophil infiltration is thus
augmented in DSS-treated mice.8,9 In the present study, whereas

Figure 1. Effects of oleuropein (1) in DSS-induced chronic colitis in mice. Colitis was induced by drinking four cycles of DSS-water consisting of 1% or
2% DSS for 1 week followed by 7 days of water. Mice were sacrificed at day 56, and colons were harvested. (a) Weight/length ratio in each group
measured at the end of the experiment. (b) DAI scored at day 56 using the following parameters: rectal bleeding and stool consistency. Each bar chart
shows the mean ± SEM for at least four independent experiments (n = 10 animals) (*p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the DSS group;
#p < 0.05, ##p < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA followed by Dunnett’s t test).

Figure 2. Effects of oleuropein (1) on histological manifestation in DSS-
induced chronic colitis in mice. Hematoxylin and eosin staining images
of representative colons are shown at magnifications of 100× and 200×.
(A and B) Control group, (C and D) DSS group, (E and F) DSS+1
group.
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increases in myeloperoxidase (MPO), N-acetylglucosaminidase
(NAG), and eosinophil peroxidase (EPO) activity were observed
in the colon tissue of DSS-treated mice, treatment with 1 reduced
neutrophil, macrophage, and eosinophil accumulation in colon
tissue, with reductions of 36%, 42%, and 46%, respectively, with
regard to DSS mice, as shown in Figure 3. Treatment with 1
alone had no effect.
Oleuropein (1) Reduced Interleukin (IL)-6 and IL-1β

Production and Augmented IL-10 Levels in Colon Tissue.
After 56 days of the experiment, IL-6 and IL-1β levels in colon
tissue increased markedly in DSS-treated mice in comparison
with the control group. Treatment with 1 significantly inhibited
IL-6 (Figure 4a) and IL-1β (Figure 4b) production by 37%
and 25%, respectively, with respect to mice given DSS alone. IL-6
is a pro-inflammatory cytokine that plays a critical role in the
development of IBD. It is produced mainly in mucosal T cells
and macrophages, with elevated serum levels being detected in
both acute and chronic inflammation. It has been demonstrated
that IL-6 expression induces cell resistance to apoptosis in UC
patients, thus contributing to chronic inflammation.10 Moreover,
because the blockade of IL-6 attenuates colitis-associated
symptoms in DSS-treated mice, interfering with the IL-6 cascade
could be a promising approach for treating chronic intestinal
inflammation.
High levels of IL-1β in the colon are correlated with disease

activity and associated with active lesions, suggesting a pivotal
role for this cytokine in the initiation and amplification of the
intestinal inflammatory response. Numerous studies have shown
improvements in inflammation and intestinal injury in acute
models when mice were treated with IL-1 blocking agents.11,12

Coccia et al.,13 who demonstrated that IL-1β activates the CD4+

T cell response in a model of chronic colitis, have proposed that
IL-1β may also participate in chronic intestinal inflammation.
In the present study, IL-10 levels in the colon tissue of DSS-

treated mice were lower than those in control mice; administra-
tion of 1 increased these levels significantly by 34% (Figure 4c).
IL-10 is an anti-inflammatory cytokine produced mainly by
regulatory T cells, which comprises a type of immunosuppressive
cells. IL-10 plays a pivotal role in the resolution of inflammation
by reducing the expression of other pro-inflammatory mediators,
thereby attenuating mucosal inflammation.14 Künh et al.15

demonstrated that IL-10-deficient mice develop spontaneous
intestinal inflammation, which is indicative of the critical role
played by IL-10 within the mucosal immune system.
Compound 1 thus seems to modulate inflammatory cell

activation and migration, consequently reducing colon cytokine
production. A marked reduction was observed in both IL-1β and
IL-6 levels, which was accompanied by an increase in IL-10 levels.
This resulted in an improvement of inflammatory symptoms.

Oleuropein (1) Decreased COX-2 and iNOS Expression
in DSS-Induced Chronic Colitis. A key factor in the modula-
tion of the intestinal immune system is the perfect relation
between pro-inflammatory and anti-inflammatory protein
expression, with the loss of this balance contributing to
inflammatory cascade in the pathological process of colitis.16

Indeed, COX-2 is known to be overexpressed in the colonic
epithelium of UC patients.17 Different studies have demon-
strated an important role for COX-2 and iNOS in mediating
the prolonged epithelial secretory and barrier dysfunction that
contributes to colonic inflammation in mice.18,19 In this study,
Western blot analyses of colon tissue from the DSS group showed
a marked increase in the expression of COX-2 (Figure 5a) and

Figure 3. Effects of oleuropein (1) on MPO, NAG, and EPO activity in DSS-induced chronic colitis in mice. Mice were sacrificed at day 56, and colon
tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen. (a) MPO, (b) NAG, and (c) EPO activity was determined by a spectrophotometric method and
expressed as the amount of enzyme necessary to produce a change in absorbance of 1.0 unit/mg of tissue. Each bar chart represents the mean± SEM for
at least three independent experiments (n = 7 animals) (*p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the DSS group; #p < 0.05, ##p < 0.01,
significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA followed by Dunnett’s t test).

Figure 4. Effects of oleuropein (1) on IL-6, IL-1β, and IL-10 levels in DSS-induced chronic colitis in mice. Mice were sacrificed at day 56, and colon
tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen. The cytokine levels in colon homogenates were determined by ELISA. The amount of cytokines
was expressed as pg/mL per mg of protein. (a) IL-6 levels. (b) IL-1β levels. (c) IL-10 levels. Each bar chart represents the mean± SEM for at least three
independent experiments (n = 7 animals) (*p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the DSS group; ##p < 0.01, significantly different between
the control group and the groups treated; using one-way ANOVA followed by Dunnett’s t test).
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iNOS (Figure 5b), with 1 significantly down-regulating the
expression of both proteins by 68% and 58%, respectively. It
should be noted that these key inflammatory proteins are regulated
by different signaling pathways.
Oleuropein (1) Reduced Phosphorylation of p38

Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK). Mammals
express multiple MAPK pathways, the majority of which are,
along with the NF-κB pathway, activated by stress and
inflammatory stimuli.20 These pathways represent important
targets for novel anti-inflammatory drugs. Both p38 MAPK and
NF-κB have been found to be activated dramatically during
the development of colitis,21 while the increased activity of the
p38 MAPK signaling pathway has been demonstrated in UC
patients.22 Activation of p38 MAPK induces not only the
recruitment of lymphocytes and neutrophils but also the release
of IL-6, IL-1β, and tumor necrosis factor (TNF)-α by macro-
phages and of numerous pro-inflammatory mediators by
intestinal epithelium. Cytokines can activate the pathway, forming
a suitable cycle for IBD development. Under these conditions,
inflammation becomes chronic and unresolved. The present data
indicate that phosphorylated p38was up-regulated inDSS-treated
mice, but that it was strongly down-regulated (by up to 65%)
through treatment with 1 (Figure 6). Our results differ somewhat
from these findings. Thus, while treatment with 1 played a
protective role in the acute model of colitis in mice, partly via
inhibition of NF-κB activity,7 the compound had no effect on this
pathway in the chronic process (data not shown). NF-κB is a
critical regulator of inflammation, with environmental milieu
and cell type influencing the balance between NF-κB-dependent
pro- and anti-inflammatory gene expressions.23 NF-κB itself
induces genes that limit the duration and magnitude of the
inflammatory response.24 Different studies suggest NF-κB can
have anti-inflammatory effects by directly inhibiting expression of
pro-inflammatory genes and by manipulating the expression or
activity of anti-inflammatory cytokines such as IL-10.25 It has
been reported that IL-10 plays a central role in the suppression
of lower bowel inflammation in mice.26 Our results, however,
suggest that oleuropein does not interfere with the activation
of NF-κB transcription factor in the resolution of chronic
inflammatory conditions. Although activation of p50:p65 is linked

with promoting inflammation, it is emerging that the different
subunits of NF-κBmay serve as active repressors of inflammation.
Interestingly, it has been demonstrated that p65 and IKK protect
against apoptosis and tissue damage, thereby maintaining normal
tissue homeostasis.24

Oleuropein Reduced p38 MAPK Phosphorylation and
COX-2 Expression in Intestinal Epithelial Cells IEC-18. As
shown in Figure 7a, lipopolysaccharide (LPS) stimulation
increased COX-2 expression in IEC-18 cells. Treatment with
SB 203580 at 10 μM reduced by 70% COX-2 levels, and 1 at

Figure 5. Effects of oleuropein (1) on COX-2 and iNOS expression in DSS-induced chronic colitis in mice. Mice were sacrificed at day 56, colon tissues
were powdered in a mortar with liquid nitrogen, and tissue proteins were extracted. A (a) COX-2 and (b) iNOS representative Western blot of each
experiment is shown. The expressions of COX-2 and iNOS were determined by densitometry analysis and normalized to β-actin content for each
sample. The histograms represent the data derived from the Western blots considering the DSS group as having 100% expression [**p < 0.01,
significantly different from the DSS group; ##p < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA
followed by Dunnett’s t test (n = 7)].

Figure 6. Effect of oleuropein (1) on phosphorylation of p38 MAPK on
DSS-induced chronic colitis in mice. Mice were sacrificed at day 56,
colon tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen, and
cytosolic proteins were extracted. A representative Western blot of the
experiment is shown. The phosphorylation of p38 MAPK is determined
by densitometry analysis and normalized to p38MAPK content for each
sample. The histograms represent the data derived from the Western
blots considering the DSS group as having 100% expression [**p < 0.01,
significantly different from the DSS group; ##p < 0.01, significantly
different between the control group and the group treated; using one-
way ANOVA followed by Dunnett’s t test (n = 7)].
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100 μM produced a similar effect (83% of inhibition). An activa-
tion of the p38 MAPK pathway at 30 min of LPS stimulation was
also observed, which was partially prevented when cells were
treated with SB 203580 at 10 μM. In this experimental condition,
compound 1 showed a moderate blockade of phosphorylation,
acting like the p38 MAPK inhibitor (Figure 7b). These results
suggest that 1 reduces COX-2 levels, in part, due to the inhibition
of this signaling pathway. However, further studies are necessary
to determine the exact mechanism of action of 1.
Oleuropein (1) Up-regulated Annexin A1 mRNA Ex-

pression in Colon Tissue. Annexin A1 is a calcium-dependent
phospholipid binding protein and an endogenous mediator of
glucocorticoid signaling with potent anti-inflammatory activity.
It is expressed by a variety of cell types, including epithelial cells.
Under resting conditions, annexin A1 is generally found in the
cytoplasm; however, after cell activation it is mobilized to the cell
surface and secreted.27 This protein is able to block the release of
inflammatory mediators by directly inhibiting not only cytosolic
phospholipase A2 but also the expression of COX-2 and iNOS.28

In a model of DSS-induced colitis, annexin A1-deficient animals
showed increased susceptibility with a greater extent of clinical
and histopathological mucosal injury. In this context, the effect
of 1 was investigated on annexin A1 expression in the colon
mucosa. The results showed clearly that after 56 days annexin A1
mRNA levels in colon tissue were not affected by 1, although
they were reduced in DSS-treated mice in comparison with the
control group. These same levels were increased significantly by
46-fold after treatment with 1, with respect to the DSS-treated
mice (Figure 8). These data are in agreement with those obtained
for propofol, which exerts its anti-inflammatory activity by
inhibiting the activation of p38 through up-regulation of annexin
A1 expression.29 Moreover, Yang et al.30 reported that annexin
A1 is an endogenous inhibitory regulator of MAPK activation
and IL-6 expression. In our study, treatment with 1 reduced the
release of IL-6 and significantly inhibited phosphorylation of
p38 MAPK, which has been described as a key regulator of
the expression of inflammatory cytokines. These effects were

accompanied by an increase of annexin A1 mRNA expression.
It can thus be speculated that 1 affects the phosphorylation of
p38 via activation of annexin A1. Further investigations should be
carried out to demonstrate whether the inhibitory effect of 1 on
phosphorylation of p38 is directly dependent on up-regulation
of annexin A1.

Oleuropein (1) Enhances Wound Healing in Intestinal
Epithelial Cell (IEC)-18 Monolayers. A key factor in IBD
improvement is normal epithelial restoration, a fact highlighting

Figure 7. Effect of oleuropein (1) on COX-2 expression and phosphorylation of p38 MAPK in IEC-18 cells. Cells were seeded onto a six-well plate at a
density of 2.5× 105 cells/mLDMEM. After 24 h, cells were treated with SB 203580 (10 μM) and 1 (100 μM), and 1 h later, they were stimulated by LPS
(1 μg/mL) for 30 min to determine p38 MAPK phosporylation and 24 h for COX-2 expression. A representative Western blot of both is shown. (a)
COX-2 expression was determined by densitometry and normalized to β-actin content of each sample. (b) Phosphorylation of p38 MAPK was
determined by densitometry and normalized to the p38 MAPK content of each sample. The histograms represent the data derived from the Western
blots considering the LPS group as having 100% expression. Each bar represents the mean ± SEM for at least three independent experiments (n = 6)
(**p < 0.01, significantly different from the LPS group; # p < 0.05, ## p < 0.01, significantly different from the control group; using ANOVA followed by
Dunnet’s t test).

Figure 8. Effects of oleuropein (1) on annexin A1 mRNA gene
expression on DSS-induced chronic colitis in mice. Mice were sacrificed
at day 56, colon tissues were powdered in a mortar with liquid nitrogen,
and total RNA was extracted with the aid of an RNA extraction kit.
Annexin A1 gene expression was assessed by RT-PCR, determined by
densitometry analysis and normalized to β-actin content for each sample
[**p < 0.01, significantly different from the DSS group; ##p < 0.01,
significantly different between the control group and the group treated;
using one-way ANOVA followed by Dunnett’s t test (n = 7)].

Journal of Natural Products Article

dx.doi.org/10.1021/np400175b | J. Nat. Prod. 2013, 76, 1113−11201117



the need to develop therapeutic options that can aid in intestinal
repair following IBD-induced injury.1 Continuous injury to the
intestinal mucosa gives rise to the formation of ulcers and
destruction of the epithelial barrier, thus compromising the
natural function of the mucosa. Furthermore, treatment with
corticoids can complicate normal intestinal ulcer healing by
reducing the migration of epithelial cells and delaying the healing
process. After confirming with the aid of a 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay that 1 and
dexamethasone (DEXA) did not induce cell proliferation
(Figure 9a), the effects of DEXA and different concentrations
of 1 were assessed in a wound-healing assay using IEC-18 cells.
While DEXA reduced themigration of intestinal epithelial cells by
20% with respect to the control, both 10 and 100 μM 1 exhibited
a positive effect on wound-induced healing migration, enhancing
wound closure by 57% and 80%, respectively, as compared to
dexamethasone (Figure 9b). This effect may be mediated by
annexin A1, which demonstrated a protective and reparative role

in intestinal mucosal epithelium.31 Further experiments need to
be undertaken to investigate this effect.
In summary, on the basis of the results described above, the

present study clearly indicates that oleuropein (1) is effective
in alleviating the symptoms of DSS-induced chronic colitis.
It increases gene expression of annexin A1 while significantly
down-regulating COX-2 and iNOS proteins and reducing the
release of inflammatory cytokines. It is likely that the anti-
inflammatory molecular mechanism of 1 is associated with the
suppression of p38 MAPK phosphorylation, which may be
mediated by up-regulation of annexin A1. In conclusion,
oleuropein (1) could prove to be an effective treatment against
ulcerative colitis.

■ EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures.Unless otherwise specified, all

chemicals and biochemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) and Baker (Deventer, Holland). Oleuropein (1)

Figure 9.Effects of oleuropein (1) onproliferation andwoundhealing in IEC-18 cells. (a)Proliferation assay.Cellswere seededonto a 96-microwell plate at a density
of 2.5 × 105 cells/mL in DMEM. After 24 h, cells were treated with dexamethasone (10 μM) and 1 (10 and 100 μM) and cell proliferation was assayed by using a
MTT assay at 24 h. (b, c)Wound-healing-inducedmigration assay. Cells were seeded onto TCDISH 60x15 SI plates at a density of 2.5× 105 cells/mL in DMEM.
After 24 h, wounding was performed in confluent cells with a scraper and cells were treated with dexamethasone (10 μM) and 1 (10 and 100 μM). Migration was
assessed in a blinded fashion by determination of the number of IEC-18 cells observed across thewound border from the initial time (0 h) to 24 h in a definedwound
area. Each bar chart represents the mean ± SEM for at least three independent experiments (n = 10) (*p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the
dexamethasone group; ##p < 0.01, significantly different between the control group and the groups treated; using one-way ANOVA followed by Dunnett’s t test).
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was purchased from Sigma-Aldrich and was≥98.0% pure as determined
by HPLC. Dextran sodium sulfate (36−50 kD) was purchased fromMP
Biomedical (France). Specific antibodies for β-actin were also obtained
from Sigma-Aldrich, antibodies recognizing iNOS, COX-2, and p38
MAPK were purchased fromMillipore (Billerica, MA, USA), and P-p38
MAPK was purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA,
USA). Annexin A1 primers were generously donated by T. Montero
and M. Perretti, Centre for Biochemical Pharmacology, William
Harvey Research Institute, London, UK. ELISA kits for cytokines
were purchased from eBioscience (San Diego, CA, USA).
Animals. All animal care and experimental protocols were approved

by the Institutional Ethics Committee of the University of Valencia,
Spain (No. 108 A1233134999884, 28-01-2009). Female C57BL/6 mice
(Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Spain), 6−8 weeks of age
weighing 18−20 g, were acclimatized under a 12 h light/dark cycle at
22 °C and 60% humidity for 7 days before the experiments and fed with
a standard laboratory rodent diet and water ad libitum.
Induction of Chronic DSS Colitis and Treatment. Mice were

randomized (7−10 animals in each group) to receive four cycles of DSS
(1% DSS during the first and second cycle followed by 2% DSS during
the third and fourth cycle). Each cycle consisted of 7 days of DSS in
drinking water followed by 7 days of water without DSS.32 The animals
were assigned randomly to one of four treatment groups: control (mice
received drinking water and control diet), control + 1 (mice received
drinking water and diet supplemented with 0.25% of 1), DSS group
(mice received DSS in drinking water and control diet), DSS + 1 group
(mice received DSS in drinking water and diet supplemented with
0.25% of 1). The diet was prepared as described previously,33 by mixing
powdered food with product (0.25% of 1, final content in the diet).
When it was completely homogenated, water (0.65 mL/g of diet) and
microwave-melted agar (0.2% final content in the diet) were added and
mixed. The food was dried for 24 h and divided into portions based
on an estimated consumption of 4 g of dry matter/mouse/day. Mice
were sacrificed at day 56 by cervical dislocation, and their colons were
removed. Three colon samples were prepared for histological analysis as
described later; the remainder were rinsed with cold PBS, blotted dry,
and weighed and their lengths measured to determine the weight/length
ratio. Then, samples were frozen immediately in liquid nitrogen and
stored at −80 °C until use.
Disease Activity Index. DAI was used to assess the severity of

colitis (Table 1). Three times a week, mice were checked by monitoring

body weight. At the end of the experiment, stool consistency (presence
of diarrhea) and gross rectal bleeding (measured by visible fecal blood
and macroscopic examination of the anus) were evaluated.
Histological Analysis. Colons were cut along the vertical axis and

rolled up in a spiral starting from the distal (duodenal) margin. Then,
they were fixed in 4% buffered formaldehyde, paraffin embedded,
sectioned, and stained with hematoxylin and eosin. Eight randomly
selected fields (magnification 100× and 200×) in each section were
observed and graded as above in a blinded fashion by an expert
pathologist.
IL-6, IL-1β, and IL-10 Production. The colons were thawed,

ground to a powder in a mortar, weighed, suspended (20% w/v) in PBS
containing 0.1% Nonidet NP-40 buffer, homogenized, sonicated for
30 s, and centrifuged at 20000g for 10 min at 4 °C. Supernatants were
collected, and IL-6, IL-1β, and IL-10 concentrations were measured
by use of specific enzyme immunoassay kits, used according to the
manufacturer’s instructions. The amounts of cytokines determined were
expressed as pg/mL per mg protein.

RNA Extraction and Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR). The colons were thawed, ground to a powder in
a mortar, and weighed, and the total RNA was extracted with the aid
of RNeasy mini spin (50) columns (Qiagen, Hilden, Germany), in
accordance with the manufacturer’s instructions. The concentration of
the extracted RNA was calculated by measuring the optical density at
260 nm. The ratio of the optical density at 260 nm to that at 280 nmwas
always higher than 1.8. Aliquots of 500 ng of RNA were transformed to
first-strand cDNA (cDNA), and 1 μL of the resulting cDNA was mixed
with 12.5 μL of Red Taqmix and 1 μL of annexin A1 primers and diluted
to 25 μL with RNase-free water. The thermocycler conditions were
94 °C for 1 min, with an annealing temperature of 60 °C for 1 min and
an elongation temperature of 72 °C for 1 min for the first 25 cycles,
followed by an elongation temperature of 72 °C for 10 min. After the
reaction was completed, the amplified product was removed from the
tubes and run on 2% agarose gel.

Determination of Neutrophil, Eosinophil, and Macrophage
Infiltration in Colon Tissue. Tissue samples were homogenized in
80 mM sodium phosphate buffer (pH 5.4) containing 0.5% hexa-
decyltrimethylammonium bromide (Sigma). Then, the samples were
sonicated and centrifuged at 11268g for 20 min at 4 °C and stored at
−80 °C. For myeloperoxidase (MPO), the procedure was performed
in a 96-well plate, by adding 30 μL of the supernatant of each sample,
100 μL of PBS, 85 μL of sodium phosphate buffer 0.22 M (pH 5.4), and
15 μL of H2O2 0.017%. The reaction started when 20 μL of 18.4 mM
tetramethylbenzidine dissolved in 8% dimethylformamide was added
and stored at 37 °C for 3 min. After incorporating 30 μL of 1.46 M
sodium acetate (pH 3) on ice, the reaction was stopped. For eosinophil
peroxidase (EPO), 50 μL of supernatant, 100 μL of 1.5 mM
o-phenylenediamine, and 6.6 mM H2O2 dissolved in Tris-HCl (pH 8)
were added to a 96-well plate. After 2 min at room temperature, the
reaction was stopped by adding 75 μL of 50 mM citric acid (pH 4.5).
N-Acetylglucosaminidase (NAG) was determined using 50 μL of
supernatant and 100 μL of 2.25 mM 4-nitrophenyl N-acetyl-β-D-
glucosaminide dissolved in 50 mM sodium acetate buffer. The assay was
kept at 37 °C for 5 min, and addition of 0.2 M Na2CO3 was used to stop
the reaction. The absorbance was measured spectrophotometrically at
630 nm for MPO, 490 nm for EPO, and 405 nm for NAG.8

Cytosolic Protein Extraction. Proteins from powdered tissue
samples were extracted by using buffer A, containing 10 mM HEPES,
1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTT, 1 μg/mL
aprotinin, 1 μg/mL leupeptin, and 1 μg/mL pepstatin (pH 7.9). Then,
samples were sonicated and 0.5% Nonidet NP-40 solution was added
and carried on ice for 45 min. The lysates were centrifuged at 2500g for
10 min at 4 °C, and the supernatants, corresponding to the cytosolic
fraction, were collected and stored at −80 °C. The protein concentra-
tion of samples was determined by Bradford’s method.34

Western Blot Analysis. Equal amounts of protein (25 μg) were
separated by 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis and transferred onto polyvinylidenedifluoride membranes
(Amersham Hybond-P, GE Healthcare, Little Chalfont, England,
UK). The membranes were then blocked with PBS−0.05% Tween 20
containing 6% w/v defatted milk for 2 h. For COX-2, iNOS, p38, and
P-p38, the membranes were incubated with the respective polyclonal
antibodies (1:1000 dilution); for β-actin, the membranes were
incubated with anti-β-actin polyclonal antibody (1:12 000 dilution).
The blots were washed and incubated with peroxidase-conjugate anti-
rabbit, anti-mouse, or anti-goat immunoglobulin G (1/20 000)
(Cayman). Finally, the immunoreactive bands were visualized with
the aid of an enhanced chemiluminiscence system (Millipore). To unify
Western blot densitometry to result in the processed images, data from
the DSS group were taken as reference and assigned the value 100.
Relative percentages of the other groups were then calculated and
represented graphically.

Proliferation Assay. The IEC-18 rat epithelial cell line was used
between passages 18 and 22. Cells were seeded onto a 96-microwell
plate at a density of 2.5 × 105 cells/mL in DMEM 4.5 g/L glucose
supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS),
penicillin (100 U/mL), and streptomycin (100 μg/mL) and then
cultured at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2. After 24 h, the

Table 1. DAI Scoring

score percentage of weight loss (%) stool consistence rectal bleeding

0 none normal none
1 1−5
2 6−10 loose stools
3 11−15
4 >15 diarrhea fecal blood +
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medium was substituted by DMEM 4.5 g/L glucose supplemented with
0.5% FBS, and cells were treated with dexamethasone (10 μM) and 1
(10 and 100 μM). Cellular proliferation was determined by MTT
assay34 at 24 h.
Cell Treatment. IEC-18 cells were seeded onto six-well plates at a

density of 2.5 × 105 cells/mL DMEM 4.5 g/L glucose supplemented
with 5% FBS, penicillin (100 U/mL), and streptomycin (100 μg/mL)
and then cultured at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2. At
24 h, the medium was substituted by DMEM 4.5 g/L glucose
supplemented with 0.5% FBS. Cells were treated with the p38 MAPK
inhibitor SB 203580 (10 μM) and 1 (100 μM). After 1 h, cells were
stimulated with LPS (1 μg/mL) for 30 min and 24 h to determine p38
MAPK phosphorylation and COX-2 expression, respectively.
Wound-Healing Assay. IEC-18 cells were seeded onto TC DISH

60x15 SI plates at a density of 2.5 × 105 cells/mL in DMEM 4.5 g/L
glucose supplemented with 5% FBS, penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 μg/mL) and then cultured at 37 °C in a humidified
atmosphere of 5% CO2. After 24 h, the medium was substituted by
DMEM 4.5 g/L glucose supplemented with 0.5% FBS, wounding was
performed in confluent cells with a scraper (Sarstedt Inc, Newton,
NC, USA), and cells were treated with dexamethasone (10 μM) and 1
(10 and 100 μM). Migration was assessed in a blinded fashion by
determination of the number of IEC-18 cells observed across the wound
border from the initial time (0 h) to 24 h in a defined wound area
by taking photomicrographs at 200-fold magnification using a Nikon
Eclipse TE2000-S inverted microscope with a Nikon F-601 camera.
Quantification of cells was assessed by Image software.35

Statistical Analysis. The results are expressed as means ± standard
error values. Statistical significance was determined with a one-way
analysis of variance (ANOVA) and Dunnett’s t-test for multiple
comparisons.
Software. Images for Western blot were acquired with the image

analysis system LAS-3000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan). Digital images
were processed, and band density measurements were made with the aid
of a Multi Gauge V3.0 software package (Fujifilm).
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(16) Talero, E. M.; Sańchez-Fidalgo, S.; de la Lastra, C. A.; Illanes, M.;
Calvo, J. R.; Motilva, V. Peptides 2008, 29, 2001−2012.
(17) Tsatsanis, C.; Androulidaki, A.; Venihaki, M.; Margioris, A. N. Int.
J. Biochem. Cell Biol. 2006, 38, 1654−1661.
(18) Zamuner, S. R.; Warrier, N.; Buret, A. G.; MacNaughton, W. K.;
Wallace, J. L. Gut 2003, 52, 1714−1720.
(19) Sańchez-Fidalgo, S.; Caŕdeno, A.; Sańchez-Hidalgo, M.; Aparicio-
Soto, M.; de la Lastra, C. A. Nutr. Biochem. 2013, in press.
(20) Kyriakis, J. M.; Avruch, J. Physiol. Rev. 2012, 92, 689−737.
(21) Hollenbach, E.; Neumann, M.; Vieth, M.; Roessner, A.;
Malfertheiner, P.; Naumann, M. FASEB J. 2004, 18, 1550−1552.
(22) Zhao, X.; Kang, B.; Lu, C.; Liu, S.; Wang, H.; Yang, X.; Chen, Y.;
Jiang, B.; Zhang, J.; Lu, Y.; Zhi, F. J. Proteome Res. 2011, 10, 2216−2225.
(23) Pereira, S. G.; Oakley, F. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2008, 40, 1425−
1430.
(24) Newton, K.; Dixit, V. M. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 2012, 4.
(25) Lawrence, T.; Fong, C. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2010, 42, 519−
523.
(26) Tomczak, M. F.; Erdman, S. E.; Davidson, A.; Wang, Y. Y.;
Nambiar, P. R.; Rogers, A. B.; Rickman, B.; Luchetti, D.; Fox, J. G.;
Horwitz, B. H. J. Immunol. 2006, 177, 7332−7339.
(27) Perretti, M.; D’Acquisto, F. Nat. Rev. Immunol. 2009, 9, 62−70.
(28) Ferlazzo, V.; D’Agostino, P.; Milano, S.; Caruso, R.; Feo, S.;
Cillari, E.; Parente, L. Int. Immunopharmacol. 2003, 3, 1363−1369.
(29) Tang, A.; Li, N.; Li, X.; Yang, H.; Wang, W.; Zhang, L.; Li, G.;
Xiong, W.; Ma, J.; Shen, S. Carcinogenesis 2012, 33, 1375−1383.
(30) Yang, Y. H.; Toh, M. L.; Clyne, C. D.; Leech, M.; Aeberli, D.; Xue,
J.; Dacumos, A.; Sharma, L.; Morand, E. F. J. Immunol. 2006, 177, 8148−
8153.
(31) Babbin, B. A.; Laukoetter, M. G.; Nava, P.; Koch, S.; Lee, W. Y.;
Capaldo, C. T.; Peatman, E.; Severson, E. A.; Flower, R. J.; Perretti, M.;
Parkos, C. A.; Nusrat, A. J. Immunol. 2008, 181, 5035−5044.
(32) Cooper, H. S.; Murthy, S. N.; Shah, R. S.; Sedergran, D. J. Lab.
Invest. 1993, 69, 238−249.
(33) Billerey-Larmonier, C.; Uno, J. K.; Larmonier, N.; Midura, A. J.;
Timmermann, B.; Ghishan, F. K.; Kiela, P. R. Inflamm. Bowel Dis. 2008,
14, 780−793.
(34) Bradford, M. M. Anal. Chem. 1976, 72, 248−254.
(35) Mossman, T. J. Immunol. Methods 1983, 65, 55−63.
(36) Sasaki, K.; Iizuka, M.; Konno, S.; Shindo, K.; Sato, A.; Horie, Y.;
Watanabe, S. J. Gastroenterol. 2005, 40, 474−482.

Journal of Natural Products Article

dx.doi.org/10.1021/np400175b | J. Nat. Prod. 2013, 76, 1113−11201120

mailto:rosa.m.giner@uv.es
mailto:rosa.m.giner@uv.es


Mol. Nutr. Food Res 2015, 00, 1–14 1DOI 10.1002/mnfr.201500605

RESEARCH ARTICLE

Chemopreventive effect of oleuropein in

colitis-associated colorectal cancer in c57bl/6 mice
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Scope: The main phenolic secoiridoid oleuropein and active constituent from olive tree (Olea
europaea, Oleaceae), has demonstrated anti-inflammatory properties in intestinal inflammation
and anti-tumoral effects in different cancer cells. In this study, we evaluated the chemopreven-
tion of oleuropein in a model of azoxymethane (AOM)/Dextran sulfate sodium (DSS)-induced
colorectal cancer (CRC) in C57BL/6 mice and the modulatory effect on the Th17 response in
DSS acute colitis.
Methods and results: Oleuropein protected from AOM/DSS-induced CRC by improving clin-
ical symptoms, disease activity index score as well as suppressed the growth and multiplicity
of colonic tumors. Treatment with oleuropein reduced intestinal IL-6, IFN-�, TNF-�, and IL-
17A concentration, and decreased cyclooxygenase-2, Bax and proliferating cell nuclear antigen
protein expression. Western blot analysis also showed a markedly downregulation of CRC-
related pathways as nuclear factor-�B (NF-�B), Wnt/�-catenin, phosphatidylinositol-3-kinase
(P3IK)/Akt, and signal transducer and activators of transcription (STAT)3. In DSS acute model,
oleuropein inhibited Th17 response, by decreasing CD4+Ror�t+ IL-17+ IFN-�+ T-cell subsets
in the lamina propria, as well as IL-17A and IFN-� expression.
Conclusion: Oleuropein as a dietary supplementation could be a promising protective agent
against colitis-associated CRC.

Keywords:

Azoxymethane/dextran sulphate sodium / Chemoprevention / Colitis-associated
colorectal cancer / Oleuropein / Th17 response

1 Introduction

Inflammatory bowel disease (IBD), which principally in-
cludes ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD), is
characterized by a chronic inflammation of the gastrointesti-
nal tract, with relapsing phases followed by periods of remis-
sion. Despite the availability of therapies to manage these dis-
eases, the absence of truly effective therapeutic approaches,
primarily due to significant side effects and drug-resistance,

Correspondence: Rosa Maria Giner
E-mail: Rosa.M.Giner@uv.es

Abbreviations: AOM, azoxymethane; ASA, 5-aminosalicylic
acid; CRC, colorectal cancer; CD, Crohn’s disease; COX-2,
cyclooxygenase-2; DSS, dextran sulphate sodium; DAI, disease
activity index; FACS, fluorescence-activated cell sorting; IBD, in-
flammatory bowel disease; NF-�B, nuclear factor-�B; PI3K, phos-
phatidylinositol 3 kinase; PVDF, polyvinylidene difluoride; STAT3,
signal transducer and activators of transcription 3; UC, ulcerative
colitis

leads to a high morbidity with severe complications, reducing
the quality of life of affected patients and frequently resulting
in hospitalization or surgery [1].

Epidemiological studies have indicated that UC and CD
are important risk factors for the development of colorectal
cancer (CRC), one of the most common malignant tumors
and one of the major causes of cancer-related death [2]. In
fact, the connection between IBD and CRC has been clearly
elucidated, with recent research estimating that the latter ac-
counts for 10–15% of deaths in IBD [3]. The latest hypothesis
is that long-term, chronic colitis creates a favorable environ-
ment for CRC initiation and promotion along with tumor
growth and progression, while simultaneously influencing
metastatic processes. The incidence of CRC depends on the
duration, severity, and extent of colonic inflammation, along
with the specific management of the disease, genetic pre-
disposition, and environmental factors [4]. Around 25–40%

Colour online: See the article online to view Figs. 2 and 3 in colour.
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of patients with UC who have not undergone a prophylactic
colectomy will develop CRC after 40 years of disease [5]. Cur-
rent surveillance guidelines with regards to colonoscopy and
biopsy strategies have been shown to prevent colon cancer
and colon cancer death in these patients [6]; thus, CRC death
rates can be reduced by improving access to screening and
optimizing medical therapies. This underscores the urgent
need for new treatment strategies for the various features of
IBD in order to prevent against complications such as the
development of CRC [7].

A growing body of evidence indicates that polyphenols can
actually modulate inflammation and protect against cancer
development, making them promising candidates for natural
preventive/protective treatments of IBD [8] and CRC [9]. Oleu-
ropein, the main phenolic secoiridoid present in the leaves
and unprocessed olive drupes of Olea europaea (Oleaceae),
seems to be one of the principal active natural compounds
for which olive tree leaves have been used in the human diet
as an extract, herbal tea, or powder for their potential ben-
eficial effects. The role of oleuropein as anti-inflammatory
agent has been reported in several models of inflammation
[10–12]. Previous studies by our group demonstrated the pro-
tective effect of oleuropein on acute inflammatory relapse and
the transition to chronic inflammation, both involved in the
pathology of IBD [13, 14]. Recently, several studies have also
demonstrated anti-proliferative and anti-tumor properties of
oleuropein by the induction of apoptosis in different cancer
cell lines. This compound downregulates phosphorylation of
Akt in prostatic cell line [15], and increases the expression of
both caspase 3 and Bax while reducing Bcl-2 and survivin,
a potent anti-apoptotic protein, in estrogen-resistant breast
cancer cells (MDA-MB-231) [16]. Similar results were found
in oleuropein-treated HeLa cells, where the compound led to
G2/M phase cell arrest and induction of cell apoptosis [17].
Oleuropein has also been shown to limit the growth of and
induces apoptosis in HT-29 cells through activation of the
p53 pathway, adapting the HIF-� response to hypoxia [18].

These findings indicate that intake of oleuropein may re-
sult in enhanced protection from the development of CRC
commonly associated with IBD. In this context, the present
study uses macroscopic and histological analyses to evaluate
the chemopreventive effect of oleuropein in a mouse model
of azoxymethane (AOM)/dextran sulphate sodium (DSS)-
induced colitis-associated tumorigenesis, characterizing sev-
eral proinflammatory markers and the key pathways involved.
Moreover, due to the recently discovered critical role of Th17
cells in the development of CRC [19], this study also assesses
the modulatory effect of oleuropein on Th17 response in a
model of DSS-induced acute colitis.

2 Materials and methods

2.1 Materials

Unless otherwise specified, all chemicals including oleu-
ropein, azoxymethane, and biochemical reagents were

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and
Baker (Deventer, Holland). Dextran sulfate sodium (36–50
kD) was purchased from MP Biomedical (France). Colage-
nase, Dispase, and DNase I were obtained from Roche (Basel,
Swiss). Polyclonal antibodies recognizing cyclooxygenase-
2 (COX-2), p65 subunit nuclear factor-�B (NF-�B), and �-
catenin were purchased from Millipore (Billerica, MA, USA),
polyclonal antibody for Bax was purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, Texas, USA), and polyclonal antibod-
ies for p-Akt and p-STAT3 were obtained from Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, USA), and antibody for Ki-67 was
purchased from DAKO, Agilent technologies (Glostrup, Den-
mark). Anti-CD4-FITC, anti-CD3-Pacific blue, anti-Ror�t-
APC antibodies, and ELISA kits for cytokines were purchased
from eBioscience (San Diego, CA, USA). Anti-IL-17A-PeCy7
and anti-IFN-�-PerCP-Cy 5.5 antibodies were obtained from
Biolegend (San Diego, CA, USA). Polyvinylidene difluoride
(PVDF) Amersham Hybond-P membranes were purchased
from GE Healthcare (Buckinhamshire, England, UK), and
Fix and Perm kit were obtained from BD Bioscience (San
Diego, CA, USA).

2.2 Animals

All animal care and experimental protocols were approved
by the Institutional Ethics Committee of the University of
Valencia, Spain (2015/VSC/PEA/00023). Female C57BL/6
mice (Harlan Interfauna Iberica, Barcelona, Spain) weigh-
ing 18–20 g were acclimatized under a 12 h light/dark cycle
at 22�C and 60% humidity, for 7 days before the experiments,
and fed with a standard laboratory rodent diet and water ad
libitum.

2.3 AOM/DSS-induced CRC and treatment

The AOM/DSS method has been established to induce
inflammation-driven CRC [5]. The protocol is based in a sin-
gle intraperitoneal injection of AOM in saline (7.5 mg/kg) at
day –7 followed by three DSS cycles started at day 0. Each
cycle consisted in 7 days of 1.5% DSS and 14 days of fresh tap
water. The animals were randomly assigned to one of eight
groups: C group (mice received water during all experiment);
O group (mice received oleuropein at 100 mg/kg, to check
the absence of toxicity of this compound); D group (mice re-
ceived only the three DSS cycles); A group (mice received a
single dose of AOM and water); groups labelled as A/D re-
ceived a single dose of AOM either the three DSS cycles, and
with the exception of one named A/D group, the rest were
treated orally with the tested compounds, A/D+5-ASA group
(the reference drug 5-aminosalicylic acid (ASA) at 75 mg/kg);
A/D+O50 group (oleuropein at 50 mg/kg); A/D+O100 group
(oleuropein at 100 mg/kg). Both 5-ASA and oleuropein were
dissolved in drinking water and given daily from day –7 until
the end of the experiment.
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Mice were sacrificed at day 63 by cervical dislocation and
their colons were removed. The disease activity index (DAI),
a score used to assess the severity of colitis, was evaluated
as previously described [13]. Colon samples were rinsed with
cold PBS, blotted dry, weighed. Their length was measured
to determine the weight/length ratio and they were examined
for the presence and number of colonic polyps. Then, a piece
of approximately 0.5 cm of colon was cut and fixed with 4%
p-formaldehyde in PBS for histological analysis and the rest
of colon tissues were frozen immediately in liquid nitrogen
and stored at −80�C until use.

2.4 Cytokine production in tissue

IL-6, IFN-�, TNF-�, and IL-17A cytokines were isolated and
quantified by ELISA as described previously [14].

2.5 Histological evaluation

Distal colon parts were fixed in 4% p-formaldehyde in PBS,
embedded in paraffin and cut in sections of 4 �m. Then,
slides were stained with hematoxylin and eosin. Eight ran-
domly selected fields (magnification 4×) in each section were
evaluated in a blinded fashion by two expert pathologist. Loss
of epithelium, cellular infiltration, mucosal ulceration, and
presence of dysplastic regions were identified in the differ-
ent groups. For immunohistochemical study, paraffin sec-
tions were stained using the 3,3’-diaminobenzidine method.
Antigen retrieval was performed using a citrate buffer until
boiling, and slides were incubated with anti-Ki-67 primary
antibody (1:50) overnight at 4�C.

2.6 Cytosolic and nuclear protein extraction

The differential extraction of proteins from tissue samples
and their concentration were described and determined as
previously reported [14].

2.7 Western blot analysis

Equal amounts of protein (25 �g) were separated by elec-
trophoresis, transferred onto PVDF membranes, blocked,
and incubated overnight at 4�C with anti-p-Akt (1:1000), anti-
p-STAT3 (1:2000), anti-�-catenin (1:20 000), anti-p65 NF-�B
(1:500) subunit, anti-Bax (1:500), anti-COX-2 (1:8000), or anti-
�-actin (1:12 000 dilution) polyclonal antibodies. The blots
were washed, incubated with secondary antibodies, and the
immunoreactive bands were visualized with the aid of an
enhanced chemiluminiscence system (Millipore) [13].

2.8 Acute DSS-induced colitis

Acute colitis was induced through oral administration of 3%
DSS w/v in fresh tap water ad libitum for 7 days. Animals
were randomly assigned to four groups: C group (mice re-
ceived water), D group (mice received 3% DSS from day 0),
DSS+O group (mice daily received oleuropein at 100 mg/kg
in water from day –7, and from day 0, 3% DSS was added
to water), DSS+Dx group (mice only received three doses of
dexamethasone at 2.5 mg/kg by gavage from day –7 in alter-
nate days, and from day 0, 3% DSS in water). Mice weight
was recorded daily and animals were sacrificed at day 8 by cer-
vical dislocation. Colons were removed, submitted to macro-
scopic examination and mononuclear cells were isolated from
lamina propia.

2.9 Lamina propria mononuclear cells isolation

and flow cytometry

Colon were opened longitudinally, cut in 0.5 cm pieces,
washed, and filtered twice with buffer A (HBSS+0.5%
EDTA), at 37�C by shaking. Liquid was discarded and tis-
sue was digested and filtered three times with buffer B
(0.5 mg/mL colagenase D+ 0.25 mg/mL DNase I + Dispase
II 3 U/mL in HBSS+ 5% FCS), at 37�C by shaking. Then, fil-
tered liquid was collected, centrifuged, and supernatant was
discarded. Lymphocytes were isolated by Percoll gradient,
cultured, and stimulated with Ionomycin (500 ng/mL), PMA
(5 ng/mL), and Golgi Stop solution for 4 h at 37�C. Cells
were collected, incubated with anti-CD4-FITC and anti-CD3-
Pacific blue antibodies (1:50) 30 min at 4�C, fixed and per-
meabilized overnight. After 24 h, cells were incubated with
anti-IL-17A-PeCy7, anti-IFN-�-PerCP-Cy 5.5, and anti-Ror�t-
APC antibodies (1:100) 30 min at 4�C, washed and analyzed
by fluorescence-activated cell sorting (FACS) (FACS Verse,
Becton Dickinson).

2.10 Statistical analysis

The results are expressed as the mean ± SE values. Statistical
significance was determined with a one-way analysis of vari-
ance and Dunnett’s t-test for multiple comparisons. It was
used the symbol # or * to indicate the statistical significance
in comparison to C group or A/D group, respectively.

2.11 Software

Images for Western blot were acquired with the image anal-
ysis system LAS-3000 mini (Fujifilm, Tokyo, Japan). Digital
images were processed and band density measurements were
made with the aid of a Multi Gauge V3.0 software package
(Fujifilm). Images from Ki-67 staining were quantified den-
sitometrically by using Image J software.
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Figure 1. Effect of oleuropein on clinical symptoms of AOM/DSS-induced CRC in C57BL/6 mice. CRC was induced by three cycles, consisting
in 1 week of 1.5% DSS in water, followed by 14 days of water. Mice were sacrificed at day 63 and colons were harvested and submitted
to macroscopic examination. (A) Body weight per mouse measured three times a week during all the experiment. (B) Disease activity
index (DAI) score after DSS administration in each cycle (day 7, 28, and 49) and day 63 measured by body weight loss, rectal bleeding,
and diarrhea. (C) Colon length. (D) Colon mg/cm ratio from each group of mice. Each bar shows the mean ± SEM for at least ten animals
scored. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the A/D group; #p < 0.05, ##p < 0.01, significantly different from the control group.

3 Results

3.1 Oleuropein ameliorated clinical symptoms in

AOM/DSS-induced CRC in mice

Orally administered oleuropein (highest dose = 100 mg/kg
daily) did not affect the viability of the mice. In our experi-
ment, mice that received AOM/DSS showed a body weight
loss at the end of DSS administration in each cycles, with
the most dramatic weight loss after the first cycle. Although
the mice recuperated their initial body weight during the
14 days of water administration in the first two cycles, the
weight loss was definitive after the third DSS cycle (Fig. 1A).
This parameter correlated to an aggravation of clinical signs,
such as the presence of diarrhea and rectal bleeding, which
worsened throughout the study period, as indicated in DAI
score (Fig. 1B). Treatment with oleuropein at both 50 and
100 mg/kg ameliorated body weight loss and diarrhea/rectal

bleeding after the first DSS cycle. This protection was main-
tained throughout the experiment, with a clear tendency to-
ward a stabilized body weight and a reduced presence of di-
arrhea and blood in feces, as evaluated by the DAI score (p <

0.01), as shown in (Fig. 1A and B). On day 63, the mice were
sacrificed. We observed a notable shortening of the colon and
an increment of W/L ratio in mice that had received DSS
or AOM/DSS in comparison to mice in A/D+O100 group
that had been treated with oleuropein at the highest dose (p
< 0.05; p < 0.01) (Fig. 1C and D). Treatment with 5-ASA
led to a worsening of clinical signs after the first cycle, with
a mortality of 40%, but the surviving mice recovered dur-
ing the second cycle, showing an increase in body weight
and an improved DAI score until the end of the experiment
(p < 0.01) (Fig. 1A and B). Mice from C, A, and O100 groups
did not lose weight and show any clinical symptoms along
the AOM/DSS experiment, giving the value of 0 in DAI score
(data not shown).
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Figure 2. Effect of oleuropein
on histological manifestation
in AOM/DSS-induced CRC
in C57BL/6 mice. Mice were
sacrificed at day 63, colons
were harvested, fixed, paraffin
embedded, and sectioned.
Hematoxylin and eosin staining
of representative colons are
shown at the same magni-
fication (10×). (A) C group,
(B) A/D group (AOM/DSS), (C)
A/D+ASA group (AOM/DSS +
75 mg/kg 5-ASA), (D) A/D+O100
group (AOM/DSS+100 mg/kg
oleuropein. (D) Multiplicity of
tumors. (E) A representative
macroscopic view of colonic
tumors of each group of mice
evaluated at the end of the
experiment. **p < 0.01, signif-
icantly different from the A/D
group.

3.2 Oleuropein reduced the malignant histological

features in AOM/DSS-induced CRC

By the end of the experiment, administration of AOM/DSS
had induced a chronic inflammation, characterized by colonic
mucosal ulcers, epithelium disruption, and a significant im-
mune cell infiltration. Furthermore, mice developed dysplas-
tic lesions, principally in the middle and distal parts of the
colon. The incidence of colonic neoplasms in A/D group was
100%, being reduced by 64 and 16% after treatment with
oleuropein at 50 and 100 mg/kg, respectively (Fig. 2E and
F). Moreover, in those mice developing colonic tumors, the
number of polyps were smaller compared to mice which only
received AOM/DSS (p < 0.05). Treatment with 5-ASA also
showed amelioration in histological parameters and a sig-

nificant reduction in tumor formation (Fig. 2E, and F). No
tumors were detected in colon mice from C, D, and O100
groups (data not shown).

A/D group mice suffered a marked inflammation in the
large intestine, with a loss of epithelial architecture and the de-
velopment of neoplastic polyps in which the crypts were irreg-
ular and had lost their lineal pattern. The mouse colons pre-
sented anaplastic nuclear and cellular alterations and an atyp-
ical mitosis (Fig. 2B). In contrast, treatment with 100 mg/kg
of oleuropein (Fig. 2D) reduced the colon inflammation in-
duced by AOM/DSS and protected from epithelial damage
and inhibited tumor formation in the colon. Mice treated
with 5-ASA showed a slight intestinal inflammation, charac-
terized by a focal lymphocyte infiltration and some eroded
parts, but there were no signs of tumor growth (Fig. 2C).
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Figure 3. Effect of oleuropein on colonic
epithelial Ki-67 expression in AOM/DSS-
induced CRC in C57BL/6 mice. Mice were
sacrificed at day 63, colons were har-
vested, fixed, paraffin embedded, and sec-
tioned. Ki-67 expression in tissue was de-
termined by immunohistochemistry, by us-
ing Streptavidin peroxidase complex, and 3-
3’diaminobenzidine as substrate. Represen-
tative images are shown at the same magni-
fication (10×). (A) Representative histogram
of Ki-67+cells densitometry analysis (B) C
group (Control), (B) A/D group (AOM/DSS),
(C) A/D+ASA group (AOM/DSS + 75 mg/kg
5-ASA), (D) A/D+O100 group (AOM/DSS +
100 mg/kg oleuropein). Each bar shows the
mean ± SEM for at least ten animals scored.
*p < 0.05, **p < 0.01, significantly different
from the A/D group; ##p < 0.01, significantly
different from the control group.

3.3 Oleuropein decreased cell proliferation by

inhibiting Ki-67 expression

Mice from C group exhibited a typical intestinal epithelium
with residual Ki-67 staining localized in the crypts, due to the
normal cell proliferation process (Fig. 3A). Higher expression
of Ki-67 was found in the A/D group, especially in tumoral
areas (Fig. 3B). As can be seen in the Fig. 3D, a lower per-
centage of Ki-67 positive cells in colon was observed in mice
treated with 100 mg/kg of oleuropein, compared to the A/D
group. Treatment with 5-ASA also reduced the cell prolifera-
tion in colon tissue (Fig. 3C). Results from D, A, A/D+O50,
and O100 were not statistically significant (Fig. 3E).

3.4 Oleuropein decreased IL-6, IFN-�, TNF-�, and

IL-17A levels in colon tissue

Mice that had received DSS or AOM/DSS showed an in-
crease in intestinal IL-6 production in comparison to A and
C group, whereas treatment with oleuropein at both 50 and

100 mg/kg significantly reduced IL-6 concentration in colon
homogenates (Fig. 4A). IFN-� levels were also incremented
in colon tissue from D and A/D groups, being reduced by
treatment with oleuropein at 50 and 100 mg/kg (Fig. 4C). Re-
garding intestinal TNF-� production, it was higher in groups
D, A, and A/D in comparison with group C, while tissue
levels of TNF-� in mice treated with oleuropein at both 50
and 100 mg/kg were significantly lower than those in group
A/D (Fig. 4B). Finally, samples from D, A, and A/D groups
showed an increment in IL-17A production in comparison
to C group, and treatment with the highest dose oleuropein
significantly reduced IL-17A levels in colon tissue(p < 0.05)
(Fig. 4D). 5-ASA at 75 mg/kg also demonstrated an inhibitory
effect on release of these cytokines (p < 0.001).

3.5 Oleuropein modulated expression of key

proteins in AOM/DSS-induced CRC

In AOM/DSS-induced CRC, mice from D, A, and A/D groups
exhibited increased COX-2 expression in colon with respect
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Figure 4. Effect of oleuropein on IL-6, IFN-�, TNF-�, and IL-17A in colon tissue. Mice were sacrificed on day 63, colons were harvested,
powdered in a mortar with liquid nitrogen, and cytokines were extracted. (A) IL-6, (B) TNF-�, (C) IFN-�, and (D) IL-17A from colon tissue of
each group of mice were detected by ELISA at concentration of pg/mL. Each bar shows the mean ± SEM for at least ten animals scored.
*p < 0.05, ** p <0.01, ***p < 0.001, significantly different from the A/D group; ##p < 0.01, significantly different from the control group.

to C group, and treatment with either 50 or 100 mg/kg of
oleuropein significantly decreased COX-2 expression in colon
tissue of these mice (p < 0.001) (Fig. 5A). Mice that received
AOM/DSS exhibited lower Bax levels in colon tissue, but
oleuropein at 50 and 100 mg/kg was able to reverse this effect
(p < 0.01) (Fig. 5B). 5-ASA also reduced COX-2 expression
(p < 0.001) and augmented Bax levels in colon tissue (p <

0.05) (Fig. 5A and B).

3.6 Oleuropein blocked signaling pathways

implicated in AOM/DSS colon tumor generation

Samples from D, A, and A/D groups exhibited a clear
increase of nuclear p65 subunit levels in comparison to
C group, due to an activation of NF-�B signaling path-
way; however, after treatment with oleuropein at 50 mg/kg
(p < 0.001) and 100 mg/kg (p < 0.001), a significant
reduction of p65 subunit levels was observed (Fig. 6A). For
its part, activation in the Wnt/�-catenin pathway in A and
A/D groups was demonstrated by increasing the transloca-

tion of �-catenin subunit to the nucleus, in comparison to C
and D groups. In contrast, mice treated with oleuropein at
50 mg/kg (p < 0.001) and 100 mg/kg (p < 0.001) (Fig. 6B) ex-
hibited significantly lower levels of nuclear �-catenin in colon
samples.

With regards to phosphorylated signal transducer and ac-
tivators of transcription 3 (STAT3) levels, A/D group exhib-
ited higher levels of phosphorylated STAT3 in the cytosol of
colon samples in comparison to C, D, and A, groups and
this effect was reversed after administration of oleuropein at
50 mg/kg (p < 0.01) and 100 mg/kg (p < 0.001), (Fig. 6C)
As for phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/Akt pathway, an
increase of cytosolic phosphorylated Akt subunit levels was
found in mice from D, A, and A/D groups with respect to
C group. Treatment with oleuropein at 100 mg/kg managed
to inhibit activation of this pathway by reducing Akt subunit
phosphorylation (p < 0.01) (Fig. 6D).

Finally, treatment with 5-ASA reduced the presence of
p65 NF-�B in the nucleus (p < 0.001), decreased the levels
of nuclear �-catenin (p < 0.05), and inhibited the STAT3 and
Akt phosphorylation (p < 0.05) in the cytosol.
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Figure 5. Effect of oleuropein on COX-2 and Bax expression in
colon tissue from AOM/DSS-induced CRC in C57BL/6 mice. Mice
were sacrificed at day 63, colons were harvested, powdered in
a mortar with liquid nitrogen, and cytosolic proteins were ex-
tracted. (A) COX-2 and (B) Bax expression were detected by West-
ern blot, determined by densitometry and normalized to �-actin
content for each sample. The histograms represent the data de-
rived from the Western blots following densitometry analysis and
considering the A/D group as having 100% expression; a repre-

3.7 Oleuropein ameliorated acute colitis, inhibited

the Th17 response and reduced intestinal IL-17

and IFN-� release in DSS-induced acute colitis

In agreement with our previous results [14], oleuropein
reduced significantly macroscopic and clinical parameters,
as observed in Fig. 7A, B, and C. FACS analysis of cells
taken from the colonic lamina propria of mice with acute
DSS-induced colitis revealed an increased number of CD4+

Ror�t+ cells. Furthermore, the percentage of CD4+ Ror�t+

cells expressing IL-17+IFN-�+ was higher in this group than
in C group. Treatment with oleuropein at 100 mg/kg sig-
nificantly reduced the percentage of both subpopulations by
25 and 48%, respectively, compared to the DSS group. After
administration of the immunosuppressive agent dexametha-
sone, a decrease of 40 and 30%, respectively, was observed in
the two T-cell subpopulations under study (Fig. 7D and E).

As shown in Fig. 7F and G, Th17-type cytokines levels,
IL-17, and IFN-�, were all greatly increased in colon tissue
in the DSS group compared to C group. A marked reduc-
tion of IL-17A and IFN-� levels were observed in colon sam-
ples from animals treated with 100 mg/kg of oleuropein (95
and 66% inhibition, respectively). These cytokines were also
significantly reduced after treatment with dexamethasone (98
and 87% inhibition, respectively).

4 Discussion

Current research on managing inflammation has focused
on the use of naturally occurring compounds derived from
plants to offer alternative and effective anti-inflammatory
therapies with low toxicity and minimal side effects. Vari-
ous studies have suggested that consumption of certain fruit
and vegetable constituents included in the Mediterranean
diet may offer protection from certain types of cancer such as
CRC. Oleuropein is an active ingredient from Olea europaea
(Oleaceae), a common tree found throughout the Mediter-
ranean basin, which has various pharmacological effects, in-
cluding anti-hypertensive, hypo-glycemic, anti-inflammatory,
anti-oxidant, and anti-carcinogenic activities. In fact, we pre-
viously demonstrated its anti-inflammatory effect in exper-
imental models of both acute and chronic colitis induced
by DSS, in which the compound led to amelioration of the
inflammatory processes and a protection of the intestinal mu-
cosa in colitic mice.

The association between UC and CRC has been demon-
strated [20], with continuous colonic inflammation appear-
ing to be a risk factor in the development of CRC. In this

� sentative Western blot of each group of mice is also shown. Each
bar show the mean ± SEM for at least ten animals scored. *p <

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from the A/D
group; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 significantly different
from the control group.
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context, anti-inflammatory agents such as 5-aminosalicylates,
immune modulators, and now polyphenols, have been con-
sidered as potential chemopreventive agents. For these rea-
sons, we undertook this study to examine the in vivo effects
and molecular mechanisms of oleuropein on AOM/DSS-
induced CRC in C57BL/6 mice. The beneficial effects of
oleuropein were compared to the reference drug, 5-ASA at
75 mg/kg, since it demonstrated a clear preventive effect on
AOM/DSS-induced CRC model in mice in previous studies
carried out by Clapper et al. [21].

The primary end point was the development of colorectal
dysplasia or cancer in mice. After mice were exposed first to
a single AOM pretreatment and then to three repeated cycles
of 1.5% DSS, tumorigenesis was highly promoted. In A/D
group mice, a significant reduction in body weight was found
to accompany tumor development. However, daily oleuropein
administration throughout the 10-week study period led to a
body weight gain similar to that of the animals in the control
group. This observed lack of significant differences between
these groups indicates an absence of toxicity for oleuropein.
Indeed, in this study, we have demonstrated for the first time
that oleuropein effectively reduced the inflammation associ-
ated to colitis and decreased the multiplicity of colonic tu-
mors in mice, as reflected by marked amelioration of clinical
symptoms, an improved DAI index, and a reduction of the
incidence of colonic dysplasia. This protective effect was con-
firmed by a reduction in the intensity of colonic damage and
nuclear cell alterations, as evidenced by histological findings.
Epidemiological studies have shown an association between
diets rich in olive oil phenols and lower mortality rates from
cancer [22]. It has even been documented that dietary supple-
mentation with extra virgin olive oil polyphenols leads to a
notable protective effects against DSS-induced chronic colitis
[23] and that an extra virgin olive oil enriched diet is effective
in protecting against CRC-associated colitis after 15 cycles of
DSS exposure in rats [24].

Results from 5-ASA-treated mice were carefully studied,
since we expected an amelioration of clinical symptoms along
the experiment. In concordance with previous studies [21], 5-
ASA demonstrated a protective effect with an amelioration
of inflammatory and histological parameters, a reduction of
tumor formation and a clear inhibition of key pathways impli-
cated in CRC. However, a clinical worsening in the first DSS
cycle was observed. 5-ASA is extensively used in maintaining
remission in UC patients, due to its approved clinical effi-
cacy and the few side effects compared to other treatments,
despite as the mechanism of action is still unclear, and the
optimal dosage of 5-ASA per day is not established yet [25].

Some studies have been shown that 2-2.4 g/day is sufficient
to treat mild UC, but patients with frequents relapses need to
be treated with high doses of 5-ASA (4-4.8 g/day) to reduce
the severe symptoms and moderate UC [26, 27]. Due to the
aggressive colitis observed in the first cycle of DSS in our
experiment, we stipulated that the dose used of 5-ASA would
be enough to show its chemopreventive effect in a long-term,
but low to reduce the acute severe colonic inflammation pro-
duced by DSS. Another hypothesis could be that 5-ASA is
not effective in some animal models of colitis [28], and a re-
cent study has shown that DSS exposure impairs the 5-ASA
metabolism by colonic tissue, reducing the transformation to
its major metabolite, an acetyl-derivate (Ac-5-ASA). This find-
ing could also explain why some UC patients are refractory
to this therapy [29].

Based on this data, oleuropein may have a chemopreven-
tive effects against CRC associated with colitis. Our results
show that oleuropein significantly downregulated the marked
increase of proinflammatory biomarkers in the colon pro-
duced by exposure to AOM/DSS. Such downregulation has
to do with the wnt/�-catenin signaling pathway, which is in-
volved in the proliferation and differentiation of stem cells.
The key component of wnt pathway is �-catenin, which plays
a critical role in the regulation of cellular proliferation. Muta-
tions of the �-catenin gene are frequently found in chemically
induced colon tumors in mouse colitis-associated colorectal
cancer. AOM leads to a mutation in codons 33 and 41 of �-
catenin, both important sites for GSK-3� phosphorylation, as
well as in codons 32 and 34, which also presumably affects its
phosphorylation. These mutations lead to an abnormal nu-
clear localization and an increased cytoplasm expression of �-
catenin [30], concordant with the altered cellular distribution
of this protein in human colitis-associated cancer [31], thus
suggesting that the �-catenin pathway plays an important
role in the development of colon carcinogenesis in rodents as
well as in humans [32]. Our results show that A/D group mice
exhibited an increase of �-catenin in the nucleus that was re-
versed by treatment with oleuropein. The compound seems
to have a blocking effect on �-catenin translocation along with
a possible final modifying effect on �-catenin-related gene ex-
pression, as shown in the downregulation of COX-2 in colon
tissue. COX-2 tends to be upregulated in inflammatory pro-
cesses and plays a critical role in intestinal cancer due to the
production of prostaglandins, which act as proinflammatory
mediators in the late phase of tumorigenesis [33].

The suppressor effect of oleuropein on NF-�B signaling
pathway that we have demonstrated in previous studies [14]
is also present in AOM/DSS-induced CRC model, compared

� Figure 6. Effect of oleuropein on the modulation of signaling pathways involved in AOM/DSS-induced CRC. Mice were sacrificed at day 63,
colons were harvested and powdered in a mortar with liquid nitrogen, and cytosolic and nuclear proteins were extracted. Expression of (A)
nuclear p65 subunit NF-�B, (B) nuclear �-catenin, (C) p-STAT3, and (D) p-Akt, were detected by Western blot, determined by densitometry and
normalized to �-actin content for each sample. The histograms represent the data derived from the Western blots following densitometry
analysis and considering the A/D group as having 100% expression; a representative Western blot of each group of mice is also shown *p
< 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from the A/D group; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 significantly different from
the control group.
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Figure 7. Effect of oleuropein on Th17 response in DSS-induced acute colitis model in C57BL/6 mice. Acute colitis was induced by 3% DSS
in water for 7 days. Mice were sacrificed at day 8, colons were harvested, a piece of the distal part of colon tissues was cut, homogenized,
and cytokines were extracted. Polymorphonuclear cells were isolated from lamina propria. (A) Colon length. (B) Body weight per mouse
checked daily during all experiment. (C) DAI score measured by weight loose, rectal bleeding, and stool consistency at the end of the
experiment. (D) CD4+ Ror�t+ cells and (E) CD4+ Ror�t+ IL-17+IFN-�+ cells from the different groups were analyzed by flow cytometry. (F)
IL-17 and (G) IFN-� from colon tissue of each group of mice were detected by ELISA at concentration of pg/mL. Each bar shows the mean ±
SEM for at least nine animals scored. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from the DSS group; #p < 0.05, ##p < 0.01, significantly
different from the control group.
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to untreated mice. NF-�B is involved in many physiologi-
cal processes and diseases, especially in modulation of in-
flammation. Although the role of NF-�B in UC and CD re-
mains unclear, various studies have described different mech-
anisms by which NF-�B could participate in the development
of colitis-associated CRC, such as the genetic depletion of
IKK�-dependent NF-�B signaling, which was found to de-
crease tumor incidence in a mouse model of CRC [34]. More-
over, oleuropein has been shown to reduce the release of
other inflammatory mediators that are corelated with NF-�B
activation. For example, cytokines such as TNF-� and IL-6
are key molecules involved in the progression of CRC. TNF-�
acts as a primary signal to trigger an inflammatory response,
but this cytokine also facilitates tumor growth, leukocyte re-
cruitment, angiogenesis, and invasion [35]. IL-6 can activate
STAT3, which augments the expression of antiapoptotic pro-
teins, increasing the resistance of inflammatory cells to pro-
gramed cell death and perpetuating chronic inflammation
[36]. IL-6 also contributes to tumor development, as demon-
strated in a study by Kim et al. (2013) [37], where IL-6, through
activation of the JAK1-STAT3-Oct4 gene pathway, promoted
conversion of noncancer cells into tumor stem cells. Fur-
thermore, because IL-6 is a downstream mediator of STAT3
phosphorylation, it produces a continuous activation of this
pathway. In our study, treatment with oleuropein success-
fully inhibited the increase of IL-6 production in colon tissue
and reduced the presence of phosphorylated STAT3 in the
nucleus. Our results show that oleuropein can break this pos-
itive feedback loop, but further studies on its effect on this
cycle are needed in order to determine the exact mechanism.

Bax, a protein of the Bcl2 gene family, is induced by the
transcription factor p53 to repress the antiapoptotic effect of
Bcl-xl proteins and to promote programmed cell death. Mice
treated with oleuropein showed an increase in the expression
of Bax with respect to A/D group mice, which indicates that
oleuropein may act on this pathway, enhancing the activation
of p53 and regulating the process of cell apoptosis in the
intestine [38]. Moreover, it is well know that p53 represses Akt
phosphorylation by PI3K, a survival signaling pathway. In our
study, we observed an inhibition of Akt phosphorylation after
treatment with oleuropein, but no change in p53 translocation
to the nucleus was noted. In prior work, Cárdeno et al. (2013)
[18] were able to demonstrate that oleuropein activates p53
pathway and induces apoptosis in an HT-29 cell line. More
studies are needed to determine the effect of oleuropein on
both the p53 and the PI3K/Akt signaling pathways.

Numerous studies suggest cross-communication between
the appearance of CRC and an activation of a novel sub-
type of T-helper cells, the Th17 response, which creates an
inflammatory, cell-derived, cytokine environment, and stim-
ulates tumor promotion and progression in some models of
intestinal tumorigenesis. Particularly, in AOM/DSS-induced
CRC model, it has been demonstrated that IL-17A-deficient
animals express reduced levels of IL-6, TNF-�, and IFN-�, de-
velop milder colitis as well as fewer and smaller tumors than
wild-type mice showing a clear role of Th17 cytokines [39].

In agreement with these findings, we observed an increment
of IL-17 and IFN-� tissue levels in colitis-associated CRC, be-
ing reduced by the treatment of oleuropein in comparison to
A/D group. As in a previous studies, we demonstrated the
efficacy of oleuropein in a DSS-induced acute colitis, by re-
duction of several proinflammatory markers and signaling
pathways [14], we now decided to examine possible effects of
oleuropein on the Th17 response in an acute DSS model by
evaluating the changes in Th17-cell and Th17-related cytokine
patterns in intestinal inflammation. Indeed, treatment with
oleuropein decreased CD4+Ror�t+ T cell and CD4+Ror�t+

IL-17+ IFN-�+ T-cell subsets in the lamina propria, while
also lowering IL-17 and IFN-� tissue levels as compared with
animals that had received only DSS. These results shed new
light on how oleuropein may act on different inflammatory
processes in IBD, protecting the gut from mucosal injury due
to the modulation of the intestinal immune response.

Taken together, these results provide therapeutic evidence
that oleuropein prevents the development of colonic neopla-
sia in AOM/DSS-induced CRC in mice by ameliorating colon
inflammatory processes and limiting the activation of main
transcription factors involved (NF-�B, STAT3, PI3K/Akt, and
�-catenin). Oleuropein is thus a promising natural protec-
tive/preventive agent against colitis-associated CRC with the
potential to help maintain human health through dietary sup-
plementation.
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