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RESUMEN

El hidroxitirosol es uno de los principales polifenoles naturales presentes en el aceite
de oliva, y en los Ultimos afios ha sido relacionado con un gran numero de
propiedades beneficiosas entre las que destacan su efecto antioxidante, capacidad
antiinflamatoria y potencial como agente antitumoral. Este trabajo se ha centrado en
recopilar la literatura que existe hasta el momento del efecto del hidroxitirosol como
anticancerigeno en el cancer de tipo melanoma. En el contexto de este cancer, se
ha demostrado que el hidroxitirosol exhibe un papel protector ya que produce una
parada en el ciclo celular y es capaz de inducir apoptosis en células tumorales, todo
ello gracias a su capacidad secuestradora de radicales libres. Asimismo, se ha visto
gue modula los principales marcadores de las rutas moleculares implicadas en las
rutas de proliferacion y supervivencia y cancer. Todos estos resultados hacen
posible que este compuesto pueda ser utilizado en el tratamiento de estas

patologias.

Palabras clave: aceite de oliva, cancer, efecto anticancerigeno, hidroxitirosol,

melanoma, polifenoles.



ABSTRACT

Hydroxytyrosol is one of the main natural polyphenols present in olive oil, and in
recent years it has been associated with a large number of beneficial properties,
among which its antioxidant effect, anti-inflammatory capacity and potential as an
antitumor agent stand out. This work has focused on collecting the literature that
exists to date on the effect of hydroxytyrosol as an anticancer agent in melanoma-
type cancer. In the context of this cancer, it has been shown that hydroxytyrosol
plays a protective role as it produces a stop in the cell cycle and is capable of
inducing apoptosis in tumor cells, all thanks to its free radical scavenging capacity.
Likewise, it has been seen that it modulates the main markers of the molecular
pathways involved in the proliferation and survival and cancer pathways. All these
results make it possible for this compound to be used in the treatment of these

pathologies.

Key words: anticancer effect, cancer, hydroxytyrosol, melanoma, olive oil,

polyphenols.



1. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER MELANOMA

El cancer, definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), es un proceso de
crecimiento y diseminacion descontrolado de células. En concreto, engloba un
conjunto de enfermedades caracterizadas por la presencia de células que se
convierten en malignas progresivamente a través de una serie de alteraciones que
afectan a diferentes mecanismos de proliferacién celular. Las caracteristicas
principales de las células tumorales son su alto potencial de proliferacién, su
resistencia a los mecanismos de envejecimiento celular y apoptosis, y su elevada

capacidad de invasion y metastasis .

Dentro del contexto del cancer, el melanoma tiene lugar en la piel y, aunque es una
de las formas mas raras de cancer de piel, es uno de los pocos tipos de canceres
cuya incidencia ha ido en aumento 2 duplicandose en los Ultimos 10 afios. Asimismo,
este tipo de cancer es menos frecuente que otros tipos de cancer de piel, pero se
conoce que es mas peligroso porque progresa mas rapido y llega a otras partes del

cuerpo, sobre todo si no se descubre y se trata a tiempo.

El cancer de tipo melanoma representa el 2,5% del total de canceres y soélo es
responsable del 1-2% de las muertes por cancer. Dentro de los tipos de canceres
cutaneos, el melanoma supone un pequefio porcentaje, el 4%, aunque es la causa

de un 80% de las muertes por cancer cutaneo 3.

En la capa epidermis de la piel es en donde comienzan la mayoria de los canceres

de piel. En esta capa se diferencian tres tipos de células (Figura 1):

- Células escamosas. Se trata de una capa superficial de células planas
localizada en la parte mas externa de la epidermis. Esta capa de células se
va desprendiendo, a medida que nuevas células se forman en las capas mas
profundas de la piel.

- Células basales. Es una capa de células localizada en la parte inferior de la

epidermis. Estas, se dividen constantemente para sustituir las células
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escamosas que se desprenden de la superficie. A medida que estas células
se desplazan hacia la capa mas superficial se vuelven mas planas, y con el
tiempo se transforman en escamosas.

- Melanocitos. Se trata de una capa de células pigmentarias que producen
melanina (pigmento que da color moreno o bronceado a la piel). Esta capa
de melanocitos es de proteccidn contra los efectos nocivos del sol.

Epidermis

Foll'culo\
piloso \
) »Células

escamosas

Epidermis—{

|- Melanocito

Células

Dermis—{ ™% basales

&1 \ il

Hipodermis

== "Y_\\s./< .

Figura 1. Esquema de las capas de la piel y tipos de células de la epidermis. Extraida de
https://www.cancer.org/content/dam/CRC/PDF/Public/8992.00.pdf

El cancer tipo melanoma se origina en los melanocitos. Si estos producen melanina,
los tumores son de color café o negro; si no producen melanina son rosado, palido o
incluso blanco. Se conoce que los melanomas se pueden formar en cualquier parte
de la piel, aunque son mas frecuentes en el tronco de los hombres y en las piernas
de las mujeres, asi como en el cuello y rostro. Las personas que tienen una piel

oscura, tienen menor riesgo de padecer melanoma.

Factores genéticos, familiares y ambientales son los principales elementos para
padecer cancer del tipo melanoma. Los componentes familiares y genéticos
contienen el fototipo de piel, el nUmero de nevus melanociticos (pecas pigmentadas
gue se encuentran casi en la totalidad de la poblacion), la presencia de pecas y la
historia familiar de cancer cutdneo. Entre los elementos ambientales se incluyen la
exposicion a la radiacion ultravioleta, la disminuciéon de la capa de ozono,

enfermedades o tratamientos que inducen inmunosupresiéon y el estatus econémico
4
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Actualmente, el protocolo de tratamiento del melanoma depende del estado de
progreso del tumor en el momento en el que se detecta la enfermedad. Si se
diagnostica pronto, el melanoma se puede extirpar mediante cirugia, pero si se
extiende a los ganglios linfaticos, la cirugia sera mas invasiva y la quimio e
inmunoterapia se asociaran al tratamiento. Desgraciadamente, estas terapias
pueden sufrir la resistencia del paciente y generar dafios en el tejido del huésped. En
particular, la resistencia intrinseca a la apoptosis de las células del melanoma es una
de las principales causas de fracaso de la terapia contra el cancer. Hasta hace poco,
el pronédstico del melanoma maligno avanzado era malo, pero el descubrimiento de
las principales vias implicadas en la progresion y la resistencia del melanoma
impulso el uso de nuevos agentes terapéuticos. Por lo tanto, es necesario desarrollar
nuevas estrategias dirigidas a las células del melanoma, que también reduzcan la
resistencia y los efectos secundarios de los pacientes y una combinacion de
tratamiento  convencional con agentes Dbioldgicos (la llamada terapia

complementaria) °.

1.2. POLIFENOLES NATURALES DEL ACEITE DE OLIVA

En los ultimos afos, en los paises desarrollados se ha visto un aumento de la
esperanza de vida; sin embargo, este dato esta conectado con una mayor incidencia
de patologias asociadas, sobre todo, al estilo de vida y a la edad. Entre las
patologias encontradas se encuentran las enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y/o Parkinson, las cardiovasculares, el cancer, diabetes tipo 2, entre otras.
Se conoce que estas patologias son dificiimente tratables ya que son de lenta
progresion, y porque la aparicion de sus signos clinicos ocurre a mediana o
avanzada edad, cuando la pérdida celular ya es muy notoria e irreversible. Por ello,
parece indudable que la prevencion sigue siendo una de las estrategias para

combatir estas situaciones patolégicas.

En este sentido, para prevenir ciertas patologias, se puede hacer uso de la
alimentacion y la dieta. Hoy dia, multitud de estudios defienden que la dieta
mediterranea (DM) se relaciona con un mejor envejecimiento y a una menor

incidencia de las patologias asociadas con la edad ©.
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El Grupo de Expertos de la Fundacidon de la Dieta Mediterranea, ha propuesto un
nuevo disefo de la piramide de la DM, en el que se destaca la importancia, ademas
de la restriccion calorica (RC), de la moderacién, la convivencia, la actividad fisica y
el descanso adecuado. En ese acuerdo, también se incluye la importancia de
verduras, frutas, legumbres, cereales, frutos secos y semillas y del aceite de oliva
virgen extra (AOVE) como principal fuente de lipidos, ademas de que es mas rico en
compuestos fendlicos que otros aceites vegetales y que le aporta una mayor
resistencia a la oxidacion. Una particularidad de la DM es la elevada ingesta de
fitonutrientes tales como, vitaminas y fenoles naturales que, por si mismos, son
capaces de activar las rutas moleculares de sefalizacion implicadas en la
homeostasis proteica, la reparacién del ADN, la regulacion del metabolismo y las

defensas antioxidantes .

Las sustancias fendlicas naturales son metabolitos vegetales secundarios, un grupo
importante de compuestos vegetales (mas de 8000) caracterizados quimicamente
por la presencia de uno o mas anillos aromaticos con uno 0 mas sustituyentes

hidroxilos & (Figura 2).

OH OH

Figura 2. Estructura de un fenol. Extraida de (Quifiones y col., 2012) 8.

Los polifenoles naturales son compuestos moderadamente solubles con un peso
molecular entre los 500-4000 Da, con mas de 12 grupos hidroxilo fendlicos y que
presentan entre 5y 7 anillos aromaticos por cada 1000 Da de peso. En este grupo
también se han incluido moléculas de menor peso molecular, pero con un gran
interés bioldgico por sus beneficios en la salud y que presentan uno o mas anillos

aromaticos y al menos dos grupos hidroxilos °.
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El olivo (Olea europaea) presenta su propia bateria de polifenoles los cuales pueden
definirse acorde a los anillos polifenélicos que poseen y a los componentes
estructurales que presentan estos anillos. Los principales son acidos fendlicos,

estilbenos, lignanos y flavonoides (Figura 3) 8.

Acidos fendlicos Estilbenos Lignanos
Oy OH (o) on
\ " HO o CHOH
N OH °
| CHOH
HO” Y “OH H 9
5 8 ®
4 1 A L. OH OH
Ac. gélico Ac. p-cumdrico resveratrol enterolactona enterodiol
Flavonoides &
oM
' ) ) AN o
oH oH e
x OH HO A 0L~ N Ot
e > o H/LTW 10 o O ¥
N O oH \;\‘“ oH
OH
& K/’K/\m« o
o O malvidina
delfinidina quercetina catequina

Figura 3. Tipo de polifenoles y estructuras de algunos subtipos. Extraida de (Quifiones y
col.,, 2012) &.

La concentracion de polifenoles en el AOVE depende de diversas variables, como el
tipo de aceituna y el estado de maduraciéon del fruto 1°; los factores ambientales
(altitud, practicas de cultivo y cantidad de riego); las condiciones de extraccion
(calentamiento, adicion de agua y malaxado); los sistemas de extraccion utilizados
para separar el aceite de las pastas de aceituna (presion, sistemas de
centrifugacion); y las condiciones y el tiempo de almacenamiento, debido a la

oxidacion espontanea y a la deposicion de particulas en suspension?!?,

Desde el punto de vista bromatologico la composicion del aceite de oliva, se puede
clasificar en compuestos mayoritarios (aproximadamente el 98%) y minoritarios (2%
restante). Tradicionalmente, la fraccion mayoritaria es conocida como fraccion

saponificable, donde se incluyen los triglicéridos, componentes principales del aceite
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de oliva, y en menor medida diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos libres. La
fraccidn minoritaria presenta una gran variedad de compuestos quimicos, entre los
gue se encuentran los compuestos volatiles y polares. Se han determinado en esta
fraccion fosfolipidos, ceras, ésteres de esteroles, hidrocarburos, alcoholes alifaticos,
esteroles libres, tocoferoles, clorofilas, carotenoides y compuestos fendlicos.

Los polifenoles se encuentran en las fracciones lipidica y acuosa (en forma de
pequefias gotas) en el aceite de oliva, principalmente en el aceite de oliva extra
virgen (40,2 y 3,8 mg/Kg respectivamente), e incluyen los alcoholes fendlicos
hidroxitirosol (HT, 3,4-dihidroxifeniletanol) y tirosol (Tyr, p-hidroxifeniletanol) y sus
precursores. Entre estos precursores se encuentra el éster HT del acido elendlico
(conocido como oleuropeina, OLE), principal responsable del sabor amargo de las
hojas y drupas del olivo; el derivado dialdehidico del acido decarboximetil elendlico
unido al HT (dialdehido del acido elendlico 3,4-dihidroxifenilanol, 3,4-DHPEA-EDA,
también conocido como oleaceina) o al tirosol (dialdehido del &cido elendlico p-
hidroxifenilanol, p-HPEA-EDA, también conocido como oleocantal). Este altimo es el

principal responsable de la sensacién de ardor que se produce al consumir AOVE 12,

La OLE, el Tyr y el HT son los tres compuestos fenolicos mas abundantes y
destacan fundamentalmente por sus propiedades bioactivas, con una clara relacion
estructural 3. La OLE es un éster formado por hidroxitirosol (el principal compuesto
fendlico en el aceite de oliva) y acido elendlico (principal compuesto fendlico en la
aceituna y la hoja del olivo).

Por otro lado, el HT y el Tyr son estructuralmente idénticos, excepto por el hecho de
que el HT presenta un grupo hidroxilo adicional en posiciébn meta. El HT se origina
por la hidrolisis de la OLE durante la maduracion del fruto, el almacenamiento del
aceite y la preparacion de las aceitunas de mesa 4. Asi, la principal fuente de este
polifenol natural es el aceite de oliva, donde se encuentra en forma libre o0 como

derivado con una gran estabilidad.
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1.3. HIDROXITIROSOL

El Hidroxitirosol (HT) (2-(3,4-dihidroxifenil)-etanol, (Figura 4) es un compuesto
fendlico presente en el fruto y las hojas del olivo (Olea europaea L.). Es uno de los
componentes mas significativos del aceite de oliva virgen, del agua de lavado de la
molienda de la oliva y de los extractos de las hojas (cuyo extracto se comercializa

actualmente como suplemento nutricional .

El HT se origina a partir de la hidrdlisis de la oleuropeina, un glicosido amargo que
puede llegar a constituir mas del 14% del peso seco del fruto del olivo °.

OH

HO
OH

Figura 4. Estructura del hidroxitirosol. Extraida de (Tsao, R., 2010) °..

En el proceso de elaboracién del aceite, el porcentaje mayor de compuestos
fendlicos, debido a su caracter polar, quedan formando parte de los residuos
acuosos, orujo, alpechin o aguas de lavado. Es por este motivo por lo que dichos
residuos, ricos en compuestos fendlicos, podrian constituir una fuente natural de HT
muy importante 6. Por otro lado, debido a su caracter anfipatico, otra parte del HT
perdura en el aceite de oliva. Su peso molecular es de 154.16 g/mol y su punto de
fusion es de 55°C. Es bastante soluble en agua y en disolventes organicos polares

tales como los alcoholes de bajo peso molecular °.

La variedad de aceituna, su procedencia, el grado de maduracion de la misma, el
proceso de extraccion utilizado, etc., son factores que influyen en la concentracion
de HT. De ese modo, en los aceites de oliva virgenes espafioles, podemos encontrar
un contenido de HT que oscila entre 113.7 y 381.2 mg/Kg 7. Otra fuente natural con
gran concentracion de HT y oleuropeina, es la hoja del olivo *8, cuyo extracto es

comercializado actualmente como suplemento nutricional.
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El HT del aceite de oliva se encuentra en forma libre, en forma de acetato o
formando parte de compuestos complejos como la oleaceina, oleuropeina y
verbascosido (Figura 5).

—
/ OH \\ OH
— \ HO, -~ LOH
Ill C Y-oH | HO. clm GJ [
(WY / I O A O o -
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T EAS / w /oL N\ 7 HOL Oy - 0/ VY
U A A AL SR L) )
HO Y |I l | \ | > /fl [N o )
| - A |
HO" 7 o~ ‘|"O‘“ \iornr / \‘x___l_-iOf - % \.ﬁ '/
OH 0 N / e I
) "_" Acetato de
Oleuropeina Verbascosido hidrositirosol Oleaceina

Figura 5. Estructura de los 4 compuestos de los que forma parte el hidroxitirosol (rodeados
con circulo rojo).

1.4. PROPIEDADES BIOACTIVAS DEL HIDROXITIROSOL

1.4.1. Propiedades antioxidantes

Como propiedades antioxidantes del HT podemos encontrar; la eliminacion de
radicales libres, la ruptura de las reacciones en cadena peroxidativas, la inhibicion
de los radicales libres derivados del acidos hipocloroso, la prevencion de la
peroxidacion lipidica, etc., 1°. La capacidad donadora de electrones de los grupos
hidroxilo en posicion orto asi como la posterior formacion de enlaces de hidrogenos
intramoleculares estables con el radical fenoxilico 2%?1, se puede atribuir al efecto
antioxidante del HT. También se han descrito disminuciones en la produccion de

ROS, y una importante atenuacion del dafio del ADN de OPP 22,
Estos hallazgos demuestran que el HT regula positivamente el sistema de defensa

antioxidante en los VEC, proporcionando una base molecular para la prevencion de

enfermedades cardiovasculares.
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1.4.2. Bioactividad anticancerigena

El cancer, a dia de hoy, es una de las enfermedades mas letales que existe. Segun
investigaciones se ha demostrado que, consumir aceite de oliva virgen extra, podria
estar relacionado con la reduccién del riesgo de padecer ciertos tipos de cancer,

hecho que ha sido avalado por varios estudios epidemiolégicos en seres humanos
23

Las actividades antioxidantes, antiproliferativas, proapoptoéticas y antiinflamatorias
del HT dietético han generado un gran interés ya que, estas actividades, pueden
contrarrestar todas las caracteristicas del cancer. Es por este motivo por lo que el
HT, ademéas de las capacidades antioxidantes y antiinflamatorias que presenta,
desempefia también efectos anticancerigenos mediante la activacion de vias de
sefalizacion molecular, hecho que da lugar a la apoptosis celular y a la detencién

del crecimiento en varias lineas de células tumorales 2.

Se han reportado también efectos antitumorales de los derivados del olivo para
organos del cuerpo como pancreas, cavidad oral, eséfago, colon-recto, prostata y
pulmén 2°. En estos estudios se ha demostrado que el HT, bien sea por la proteccion
del ADN ante el dafio provocado por los radicales libres, o por su efecto
antiproliferativo demostrado in vitro a través de la induccion de apoptosis, puede ser

un compuesto de gran ayuda en la lucha contra el cancer.

1.4.3. Propiedades anti-inflamatorias

El HT ha sido descrito como el compuesto antiinflamatorio mas potente entre los
polifenoles del aceite de oliva. Produce aductos arilantes/alquilantes en residuos de
cisteina NF-kB, bloqueando la transcripcion de las enzimas COX-2 y b5-
lipooxigenasa, y reduciendo la sintesis de prostaglandina E2 y la influencia cronica

asociada a enfermedades como el cancer 25,

También se ha observado en ratas, con un modelo de osteoporosis posmenopausica

y senilidad por deficiencia de estrégenos 27, que el hidroxitirosol puede reducir el
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grado de inflamacion de estas patologias dando lugar a la prevencion de osteopenia
por el aumento de la formacidon 0sea. Asi como efectos beneficiosos encontrados en

pacientes con enfermedad coronaria estabilizada 28.

1.4.4. Protecciéon cardiovascular

Muchos estudios han demostrado la importancia de los polifenoles dietéticos
naturales en la promocion de la salud cardiovascular 7. Existen dos compuestos
aislados, la oleuropeina y el hidroxitirosol, que han recibido especial atencion debido
a su efectividad sobre el riesgo cardiovascular y a su gran capacidad para reducir la

presion arterial y optimizar el perfil lipidico 2°3°.

Se ha confirmado, mediante diferentes estudios, el efecto protector del HT sobre la
oxidacién de las lipoproteinas LDL, que sugiere una modulacion de la aterosclerosis

implicada en las enfermedades cardiovasculares 3133,

Ademas, el HT, puede considerarse antitrombético ya que reduce significativamente
la agregacion plaquetaria, proceso implicado en el desarrollo de lesiones

ateroscleroticas, paso previo a la formacion de trombos 34.

En cuanto a los efectos cardioprotectores directos del HT 35, informaron que el HT
atenla la toxicidad cardiaca crénica asociada con DXR en ratas con cancer de

mama mejorando la disfuncion mitocondrial.

1.4.5. Actividad antidiabetogénica

Las propiedades sobre la prevencion de la diabetes con productos y derivados del

olivo, se han utilizado en la medicina popular durante muchos afos.

Los efectos del HT sobre la accion de la insulina han sido recientemente
demostrados en hombres de mediana edad con sobrepeso . Los suplementos de
compuestos fendlicos de hoja de olivo con 51,1 mg de oleuropeina 'y 9,7 mg de HT

por dia, administrados durante 12 semanas, mejoraron la regulacion de la accion y la

19



secrecion de la insulina por parte de la glucosa. En personas con riesgo de
desarrollo del sindrome metabdlico %6, se consiguié una mejora significativa tanto en
la sensibilidad a la insulina, como en la capacidad secretora de las células B

pancreaticas.

Es cuando el HT se utiliza como agente terapéutico, principalmente como farmaco
antidiabético e hipocolesterolémico en aplicaciones biotecnolégicas 37, cuando estas

propiedades se consideran mas valiosas.

1.4.6. Actividad antimicrobiana

Distintas investigaciones han reportado que el AO y los extractos de hoja de olivo
actian como agentes antimicrobianos con actividad frente a Escherichia coli,
Candida albicans, Kluyveromyces marxianus, Clostridium perfringens, Streptococcus
mutans, Shigella sonnei, Salmonella enterica y otras 8. Ademas, se ha verificado in
vitro que el HT también presenta propiedades antimicrobianas contra agentes
infecciosos de las vias respiratorias y gastrointestinales como Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Salmonellatyphi, Haemophilus influenzae,

Staphylococcus aureus o Moraxella catarrhalis, a bajas concentraciones inhibitorias.

También, se han realizado algunos estudios sobre el efecto del HT en el SIDA. Se
ha observado que el extracto de hoja de olivo que contiene HT inhibe la infeccion
aguda y la transmision de célula a célula del VIH-1 entre células MT2 no infectadas
cocultivadas con linfocitos T H9 infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) en un estudio dependiente de la dosis 3°. Ademas, este
extracto también inhibe la replicacion del VIH-1 segun lo analizado por la expresion
de p24 en células H9 infectadas.
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1.4.7. Otras Bioactividades

Efecto sobre las vias celulares implicadas en la longevidad. Se demostro, en
experimentos con corazones de rata, que el HT aumenta la expresion de varias
proteinas de longevidad, previene la muerte celular y reduce el tamafio del tejido
infartado después de la isquemia “°. Después de la administracion de hidroxitirosol
durante 14 dias y la evaluacién de los niveles de expresion de varias proteinas SirT
(SirT-1, SirT-3 y SirT-4) se demostré6 que el hidroxitirosol puede aumentar la
expresion de longevidad SirT y reducir potencialmente los efectos fisiopatol6gicos
nocivos del infarto de miocardio mediante la reduccién del tamafio del infarto y la

prevencion de la muerte celular.

Actividad neuroprotectora. El aceite de oliva ha sido indicado como un ingrediente
importante para contrarrestar enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
y el Parkinson. La ingesta dietética de HT puede tener efectos beneficiosos sobre la

neuroproteccion.
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2. JUSTIFICACION y OBJETIVOS

Actualmente, el hidroxitirosol (HT) es un compuesto natural con importantes
propiedades bioldgicas que podrian sugerir su uso como ingrediente funcional. Se
ha visto que el HT es un polifenol con una elevada capacidad antioxidante, que
posee propiedades beneficiosas y protectoras frente a distintas enfermedades entre
las que se destacan enfermedades cardiovasculares, inflamatorias,
neurodegenerativas, bacterianas y cancerigenas. En este sentido, distintos estudios
han demostrado que el HT, bien sea por la proteccion del ADN ante el dafio
provocado por los radicales libres, o por su efecto antiproliferativo demostrado in
vitro a través de la induccién de apoptosis, puede ser un compuesto de gran ayuda
en la lucha contra el cancer. El efecto de este polifenol ha sido ampliamente
estudiado en hepatoma, cancer de colon, pulmén, neoplasias hematoldgicas, etc.,
sin embargo, en la literatura existen menos trabajos que lo relacionan con el
melanoma. El objetivo principal del presente trabajo es el recopilar mediante una
basqueda bibliografica los estudios cientificos relacionados con las propiedades
bioactivas del efecto anticancerigeno del hidroxitirosol, polifenol natural en el cancer

de tipo melanoma.
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3. MATERIAL Y METODOS

En primer lugar, para desarrollar este trabajo de revision, se fijaron cuales eran los
conceptos clave relacionados con la materia de estudio, quedando la lista reducida
a: cancer, melanoma, natural polyphenols, hydroxytyrosol, olive oil.

Con estos términos, se acotd el escenario de busqueda en las plataformas
electrénicas mas comunmente conocidas, Web Of Science (WOS), Scopus y Google
scholar academic, las cuales sirvieron para encontrar los resultados bibliograficos
pertinentes. La busqueda y el tratamiento de la informacién bibliografica se ha

llevado a cabo con la ayuda del software Mendeley.

A continuacion, se concluy6 la busqueda de informacion aplicando nuevos filtros en
los motores de busqueda que consistia en introducir un intervalo de tiempo que
abarcaba desde el afio 1995 hasta la actualidad, asegurando asi que el material
bibliografico empleado fuese lo mas actual posible, pero a la vez abarcando estudios
anteriores de utilidad y definiendo el orden de la lista resultante de la busqueda por
su importancia. Asimismo, se han incluido los articulos que estudiaban el

hidroxitirosol y su capacidad anticancerigena en melanoma.

Esta gran cantidad de literatura fue seleccionada manualmente e individualmente de
acuerdo con la relevancia del tema. La atencion se centr6 en los nuevos
conocimientos sobre las actividades biolégicas del hidroxitirosol, principalmente en
melanoma. La bibliografia anterior al afio 2010 se selecciono cuidadosamente y se

introdujo cuando fue necesario para el tema.

Los trabajos seleccionados se utilizaron para elaborar la presente memoria.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En los ultimos afios han aumentado en gran medida las evidencias en torno a las
propiedades beneficiosas del hidroxitirosol (HT) como uno de los componentes
fundamentales del aceite de oliva 1. Entre ellas, su capacidad anticancerigena ha
sido destacada en un numero importante de articulos diferentes, vinculandolo no
sélo a su potencial para combatir el estrés oxidativo, sino también a su capacidad de
inhibicion de la proliferacion de células tumorales o de su capacidad antimetastasica

0 antiangiogénica 2.

En este contexto, el objetivo principal de este trabajo de revisién se ha basado en
determinar la capacidad antitumoral de este compuesto en melanoma, evaluando
tanto su efecto antiproliferativo, como su posible relacién con la inhibicion de la
migracion celular y la regulacién de la expresion de factores angiogénicos y pro-
apoptéticos. De hecho, la actividad prooxidante del HT mediada por el peréxido de
hidrogeno, posiblemente sea debida al proceso de autooxidacion, que es el

mecanismo anticancerigeno mas comun del HT 43,

Son numerosos los estudios que se han centrado en estudiar el efecto antioxidante
del HT, de hecho, es la propiedad mas estudiada de este polifenol. No obstante, son
menos los dedicados al estudio de sus propiedades anticancerigenas, y los que los
hacen los relacionan con su capacidad secuestradora de radicales libres. Los
estudios descritos sugieren que el efecto antitumoral del HT y estudios
epidemiolégicos han demostrado que el HT, presente en el aceite de oliva, puede
tener efectos protectores contra multiples tipos de cancer como el de pancreas,

cavidad oral, es6fago, colon, préstata o pulmén 7.

A continuacion, se presentan los resultados y discusién de los trabajos centrados en

el estudio del efecto anticancerigeno de este polifenol en melanoma.

Es bien conocido por diversos estudios que la radiacion ultravioleta de onda larga
(UVA) induce graves dafios en la piel y por tanto diversos tipos de cancer en la
misma, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el

agotamiento de los sistemas antioxidantes endégenos. Es por ello por lo que resulta
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interesante estudiar compuestos naturales con potencial bioactivo que puedan paliar
los efectos nocivos de los rayos UVA. Estudios realizados por D"Angelo y col. (2005)
investigaron los efectos del HT sobre el dafio celular inducidos por rayos UVA,
utilizando células de melanoma humano (M14) %1. En este estudio, se vio que en las
células M14 irradiadas con rayos UVA, existia un efecto protector del HT en los
principales marcadores de estrés oxidativo, como el TBARS y la intensidad de
fluorescencia de la 2V7V-diclorofluoresceina (DCF) (Figura 6). Se demostré que
estos efectos protectores dependian de la dosis de HT empleada, alcanzando el
maximo a 400 AM de DOPET. A concentraciones mas altas, el HT produjo una
detencion de la proliferacion de las células M14 y actuando como estimulo

proapoptoético al activar la actividad de la caspasa-3
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Figura 6. Efecto del HT en la produccién intracelular de ROS (izquierda) y niveles de
TBARS (derecha) y inducida por UVA en células de melanoma M14. Medida de la protedlisis
de z-DEVD-AFC catalizada por el extracto de células M14 (abajo). Extraida de (D "Angelo y
col., 2005) 4.
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Uno de los estudios mas completos y actuales en el que se estudia el efecto
anticancerigeno del HT en melanoma es el realizado por Costantini y col. (2020)
42 En este estudio se ha analizado el potencial antiproliferativo y proapoptético del
HT mediante el ensayo MTS, DeadEnd™, el ensayo colorimétrico TUNEL, la unién
de anexina V y la captacién de ioduro de propidio (IP), Western blot, andlisis de ROS
y ensayo de colonias en tres lineas celulares de cancer de melanoma metastasico
(A375, HT-144 y M74). Todos ellos demostraron que el tratamiento con HT reduce
notablemente la viabilidad celular que induce la muerte por apoptosis de estas

células del melanoma.

El estudio de citotoxicidad del HT se estudié en las células de melanoma humano
A375, HT-144 y M74 las cuales fueron tratadas durante 24 h, 48 hy 72 h con HT y
con concentraciones crecientes que van desde 50uM a 250 pM. Los resultados
obtenidos por estos autores demostraron que el tratamiento con HT induce una
disminucién de la viabilidad celular dependiente de la dosis y del tiempo en las
células A375, HT-144 y M74 (Figura 7), en comparacion con células no tratadas
(NT)*2.
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Figura 7. Ensayo MTS de células de melanoma tratadas con HT. (A) Las células de
melanoma A375 (B), HT-144 (C) y M74 (D) fueron tratadas con 50uM, 100uM, 200uM y
250uM de hidroxitirosol durante 24, 48 y 72 horas. Extraida de (Costantini y col., 2020) %2,
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En estas mismas ceélulas, los autores estudiaron mas a fondo los efectos del
HT*2.Asi, se realizd un estudio de la fragmentacién del ADN, sello distintivo de la
apoptosis, en células de melanoma tratadas y no tratadas mediante el ensayo de
etiquetado de Nick-end dUTP mediado por desoxinucleotidil transferasa terminal
(TUNEL). La tincion TUNEL de células A375 tratadas con 250 uM de HT y de células
de melanoma HT-144 y M74 tratadas con 200 uM de HT durante 24 h, mostraron
una cantidad notablemente mayor de fragmentacion del ADN en comparacion con

las células no tratadas (Figura 8).
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Figura 8. Analisis TUNEL de células de melanoma tratadas con hidroxitirosol. Andlisis
TUNEL de células de melanoma tratadas con hidroxitirosol. Las células A375 (A) se trataron
con 250uM de hidroxitirosol, las células HT-144 (B) y M74 (C) se trataron con 200uM de
hidroxitirosol durante 24 h. Extraida de (Costantini y col., 2020) #2.
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La apoptosis es una forma de muerte celular programada cuya desregulacion
subyace en procesos fisioloégicos, pero también patolégicos, incluida la
tumorigénesis #*. Por lo tanto, para demostrar la muerte apoptética inducida por HT
en células de melanoma, se trataron a las células A375 con 250 uM, 375 puM, y 500
UM, y a las células M y HT-144, con 250 uM, 350 uM, y 450 uM de HT durante 24 h
y 48 h. La evaluacién diferencial de apoptosis de células de melanoma tratadas y no
tratadas se analiz6 mediante tincién con anexina V-FITC/PI junto con citometria de
flujo, siendo el resultado de este experimento un aumento significativo de células
apoptoéticas A375 y HT-144, después del tratamiento con hidroxitirosol durante este

periodo de tiempo (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de citometria de flujo de las células de melanoma A375 tratadas con
hidroxitirosol. Las células A375 no tratadas (NT) o tratadas durante 24 h (A) y 48 h (B) con
250uM, 375uM y 500uM de hidroxitirosol se analizaron mediante tincion de anexina V-
FITC/PI por citometria de flujo. Extraida de (Costantini y col., 2020) 42.
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Figura 10. Analisis de citometria de flujo de las células de melanoma HT-144 tratadas con
hidroxitirosol. Las células HT-144 no tratadas (NT) o tratadas durante 24 h (A) y 48 h (B) con
250uM, 350uM y 450uM de hidroxitirosol se analizaron mediante tincidn con anexina V-

FITC/PI, a través de citometria de flujo. Extraida de (Costantini y col., 2020) #2.

En este mismo estudio, se demostrd también Western Blot, una disminucién de la
pro-caspasa 9, pro-caspasa 3 y caspasa 3 tanto en células A375 como en HT-144
tratadas con HT (Figura 11) en comparacion con las células no tratadas (NT) 42.
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La activacion de proteinas pro-apoptoticas como p53, caspasa-9 y caspasa-3, y la
regulacion a la baja de proteinas de supervivencia como PARP-1 y AKT, asi como el
aumento de la expresion de la proteina y H2AX, sugiere que el tratamiento con HT
induce la muerte por apoptosis a través de la activacion de la via apoptotica

intrinseca en células de melanoma.
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Figura 11. Expresion de procaspasa-9, porcaspasa-3 y caspasa-3 en células A375 y HT-
144 de melanoma tratadas con HT. Extraida de (Costantini y col., 2020) 42.
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Para verificar si el HT ejerce sus efectos citotoxicos en las células de melanoma
través de la produccion de especies reactivas de oxigeno, se analiz6 la cantidad de
ROS intracelular en células no tratadas y en células A375 tratadas con 250 uM, 375
UM, y 500 uM de HT (Figura 12, izquierda), asi como en células HT-144 tratadas con
250 pM, 350 pM, y 450 uM de HT durante 24 h y 48 h (Figura 12, derecha).

Los resultados demostraron que la cantidad de ROS intracelular después de 24 h
alcanza el maximo en las células A375 tratadas con 375 pM de HT (Figura 12AB,
izquierda) y en células HT-144 tratadas con 350 uM de HT (Figura 12AB, derecha),
en comparacién con las células no tratadas. Por lo tanto, el aumento de ROS
intracelular en células de melanoma A375 y HT-144, tratadas con HT sugiere que las
funciones citotoxicas del HT estan moduladas por la produccién de ROS que podria

estar involucrado en el dafio del ADN y la apoptosis inducidos por hidroxitirosol.
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Figura 12. Cantidad de ROS en células A375 (izquierda) y HT-144 (derecha) tratadas con
HT durante 24 y 48h. Extraida de (Costantini y col., 2020) 42.
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Por dltimo, se analizé la capacidad de formar colonias de células A375 tratadas
durante 24 h con 250 uM y 375 uM de HT, y de células HT-144 tratadas durante 24 h
con 350 uM y 450 uM de HT (Figura 13). Se demostré que el tratamiento con HT
inhibe la capacidad de las células de melanoma para formar colonias celulares en
comparaciéon con las células no tratadas (Figura 13A). Por lo tanto, el resultado
muestra que el tratamiento de células de melanoma con HT reduce la viabilidad

celular y la tasa de supervivencia de las células de melanoma.
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Figura 13. Ensayo de colonias celulares de células de melanoma tratadas con hidroxitirosol.
Las células A375 (A) se trataron con 250 uM y 375 pM de hidroxitirosol y las células HT-144
(B) se trataron con 350 uM y 450 uM de hidroxitirosol durante 24 h. En (A, B), paneles de la
derecha, se informa fotografia de campo claro de colonias de células A375 (A) y HT-144 (B)

tratadas y no tratadas. Extraida de (Costantini y col., 2020) #2.

Estudios realizados por Ruzzolini y col. (2018) ° han revelado que un analogo
estructural al HT, la oleuropeina (OLE)) de las hojas de Olea europaea podria
potenciar la citotoxicidad de los farmacos convencionales utilizados para tratar el
melanoma, revelando una estrategia terapéutica potencialmente nueva. En este
trabajo se estudio la capacidad citotoxica de la OLE sola o en combinacion con

quimioterapéuticos en células de melanoma humano A375. Los resultados que
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encontraron fueron que la OLE era capaz, a una dosis de 500 uM, de estimular la
apoptosis, mientras que a una dosis no toxica de 250 uM, afectaba a la proliferacion
celular e indujo la desregulacién de la via pAKT/pS6. Una dosis de 250 uM de OLE
no potencié el efecto del quimioterapeutico del Vemurafenib (PLX4032), pero
consiguié aumentar el efecto citotoxico de la Dacarbazina (DTIC). El mayor efecto se
encontré cuando se combinaba OLE y Everolimus (RAD001), también en células de
melanoma BRAF resistentes a PLX4032, que posiblemente cooperan en la inhibicién
de la via pAKT/pS6 de la via pAKT/pS6. Las conclusiones de este estudio fueron
que la OLE representa un producto natural capaz de potenciar una amplia gama de
quimioterapéuticos contra las células de melanoma BRAF que afectan a la via
PAKT/pS6 °.

El tratamiento del cancer se ha desplazado hacia tratamientos de terapias
complementarias para mejorar la supervivencia, superar o retrasar el desarrollo de
resistencia de medicamentos y reducir la incidencia de efectos secundarios. Esto es
de especial importancia en el tratamiento del melanoma, especialmente en su forma

metastasica avanzada, a menudo resistente a la mayoria de los farmacos actuales.

Durante este trabajo de revision se ha resaltado como el HT es capaz de inducir la
apoptosis en células de melanoma humano, si bien, en el articulo publicado por la
revista “Nutrientes” el 08 de diciembre de 2018 bajo el titulo “Oleuropein, the Main
Polyphenol of Olea europaea Leaf Extract, Has an Anti-Cancer Effect on Human
BRAF Melanoma Cells and Potentiates the Cytotoxicity of Current Chemotherapies”
se demuestra por primera vez como el tratamiento con OLE representa un nuevo
agente anticancerigeno no toxico contra las células de melanoma BRAF como
protector adecuado de dos agentes principales utilizados en células de melanoma
resistentes a BRAF, como RADO0O1 y DTIC °. Hasta ahora, sélo un estudio informé
del efecto de reversion de OLE sobre la resistencia inducida por quimioterapia .
Estos hallazgos abren la posibilidad de usar OLE como molécula terapeutica para
mejorar los efectos anticancerigenos de los quimioterapéuticos actuales, debido a su
baja toxicidad en las células normales 46-%8, En este estudio se demuestra que OLE
esta presente en el citoplasma de las células A375 después de solo 15 minutos de

incubacion, lo que sugiere una absorcion rapida de OLE dentro de las células,
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posiblemente debido a su mayor nivel de glucotransportadores (GLUT). Este
aspecto es muy importante puesto que abre una posibilidad al pensar en el uso de
una aplicacion tépica de OLE directamente en células tumorales. Tampoco se
excluye la posibilidad de que OLE pudiese ingresar en las celdas utilizando otras

rutas.

Curiosamente, en muy poco tiempo (48h), OLE indujo la muerte de células de
melanoma confirmada por una mejora de los marcadores de apoptosis. OLE afectd
la viabilidad de las células de melanoma, posiblemente a través de la inhibicion de la
fosforilacién de AKT y la via S6. De ese modo, y ya que OLE bloquea la via de AKT,
se estudié también su actuacién como cooperacion de tratamientos de quimioterapia
actuales permitiendo una disminucion de la dosis que a menudo conduce a toxicidad
y a efectos secundarios graves. Y se encontré que OLE potencia el efecto citotoxico
de Dacarbacina (DTIC), reduciendo la dosis efectiva en un 50%; esto podria estar
relacionado con una mayor reduccion en la fosforilacion de AKT. En experimentos
paralelos, OLE también potencié un inhibidor de mTOR, como RADO001, que se
encuentra en células de melanoma resistentes a PLX4032, reduciendo la dosis
efectiva de RADOO01 en un 50%.

Por lo tanto, OLE, al afectar la via PISBK/AKT/mTOR, podria representar un nuevo
agente no toxico de interés en el tratamiento del melanoma avanzado 4%*°. Ademas
de inhibir la angiogénesis tumoral y el crecimiento tumoral in vivo, como se demostro

en los estudios de Song y col.5'y Samara y col.>?

Aunque los estudios in vitro son muy prometedores, no tiene en cuenta el
metabolismo y la biodisponibilidad del OLE, ya que las concentraciones in vitro®3-57,
podrian parecer mucho mayores que las que podrian lograrse de manera realista en
modelos in vivo dado que, en la clinica, la mayoria de los agentes se administran
repetidamente, lo que puede conducir a la acumulacién 8. La conclusién de este
estudio fue que pese a que los limitados estudios en animales in vivo, resumidos en
dos revisiones recientes %69, y |la escasez de estudios en humanos, particularmente
en ensayos clinicos controlados aleatorios, sigue siendo el principal inconveniente,

OLE, y mas aun los extractos de hoja de olivo enriquecidos con la presencia de otros
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polifenoles como es el HT, presentan un potencial prometedor como adyuvante en
las terapias anticancerigenas convencionales. Ademas, pueden revertir la
resistencia a los medicamentos de las células cancerosas a la quimioterapia y

reducir los efectos adversos de las terapias convencionales en las células no diana.

La toxicidad del HT también se ha puesto en entredicho, en este sentido, diferentes
estudios han demostrado que el HT no es téxico. En 2001, D’Angelo S., y col. 2,
llevd a cabo por primera vez un ensayo de toxicidad aguda con HT en animales de
experimentacion. Sus resultados revelaron que una dosis Unica de 2 g/kg de peso
corporal no producia ningun efecto. En 2013, Aufion-Calles D., y col. (2001) 2,
evalué la toxicidad del HT puro administrado en ratas de manera oral durante 13
semanas. Tras este periodo no se observaron efectos adversos relevantes y
propuso un NOAEL (No Observed Adverse Effects Level) de 500 mg/kg/dia. Otro
estudio realizado por Aufion-Calles D., y col. (2013) ¢, demostré6 que el HT no

presenta efectos genotdxicos ni mutagénicos a elevadas concentraciones.

Otro estudio realizado por Brito, C. y col. (2021) % demostré las propiedades
anticancerigenas de los compuestos del aceite de oliva, &acido oleico, alcohol
homovanililico y HT en las células de melanoma. En este trabajo, se estudio la
viabilidad metabdlica a las 48 h después del tratamiento en dos lineas celulares de
melanoma con mutaciones BRAF (A375 y MNT1), la expresion de genes
metabolicos fue evaluada por qPCR y por western blotting la activacion de proteina
quinasa activada por mitdbgenos (MAPK). El tratamiento con HT (100 y 200uM),
redujo de manera muy significativa la viabilidad de las células A375, mas compatible
con un perfil glucolitico predominante, y produjo la activacion de la quinasa N-
terminal c-Jun (JNK). Por el contrario, el HT no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad
de las células MNT1, pero hubo una tendencia a la reduccién de la viabilidad cuando
estas células fueron tratadas con una mayor concentracion de hidroxitirosol (200uM)
(Figura 14), demostrando un metabolismo oxidativo mejorado y una activacion de la
quinasa ERK. Este compuesto dio lugar a la desintoxicacion celular y al uso de
fuentes de energia alternativas en las células A375, inhibiendo las vias JNK y ERK.

Por el contrario, pese a que el &cido oleico y el alcohol homovanililico no
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demostraron ningun efecto sobre la viabilidad de las células de melanoma, influyeron

en la tasa glucolitica de MNT1 y en los mecanismos de desintoxicacion de A375.
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Figura 14. Efectos de (A) Acido oleico, (B) alcohol homovanililico, y (C) tratamiento con
hidroxitirosol a concentraciones de 100uM y 200uM sobre la viabilidad metabdlica de las
células A375 y MNT1, 48 h después de la incubacion. La viabilidad celular de las células de
control no tratadas esta representada por la linea discontinua al 100%. Las células tratadas
con sulféxido de dimetilo al 5% (DMSO) se usaron como control positivo de la viabilidad
celular. Extraida de (Brito y col., 2021) 64.

Teniendo en cuenta las diferencias inducidas por el tratamiento con HT en la
viabilidad de los dos modelos celulares de melanoma que se analizaron en el
estudio de Brito, C. y col. (2021) % se plantea la hip6tesis de que este efecto podria
estar mediado por distintos mecanismos moleculares y metabdlicos activados en
cada linea celular. Las células A375 parecen ser mas dependientes de la via JNK y
las células MNT1 mas dependientes de la activacion de ERK para asegurar la
supervivencia y la proliferacion celular. Ademas, las células MNT1 presentan un
metabolismo oxidativo en comparacion con las células A375, como lo indica LDHB y
LDHC regulacién al alza, y MCT4 regulacién a la baja. El tratamiento con HT
condujo a SNAT1yxCT regulacién al alza, y a EAAT3 regulacion a la baja en células
A375, mientras que indujo solo LDHA y LDHC regulacion a la baja en células MNT1
(Figura 15). También se vio como resultado una disminucién en la fosforilacion de

JNK total y ERK en ambas lineas celulares de melanoma.
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Figura 15. Esquema de los efectos especificos del acido oleico (OA), el alcohol
homovanillilico (HA) y el hidroxitirosol (HYD) en vias metabdlicas clave activadas en las
lineas celulares de melanoma A375 y MNTL1. (A) El tratamiento con hidroxitirosol parece
tener un efecto significativo en las células A375, reduciendo los niveles de JNK total y ERK
fosforilada y, en consecuencia, disminuyendo la tasa glucolitica a través de la inhibicién de
PKM2. Este compuesto también aument6 la expresién de SNAT1 y xCT, probablemente
para activar mecanismos alternativos de produccion de energia y desintoxicacion en un
intento de resistir el estimulo citotéxico inducido por el hidroxitirosol. La regulacion a la baja
de EAAT3 podria sugerir que estas células son menos dependientes del transporte deL-
glutamato, L-aspartato, y D-aspartato. (B) En las células MNT1, el hidroxitirosol también
redujo los niveles de JNK total y ERK fosforilada. Ademas, el alcohol homovanililico y el
acido oleico disminuyeron la fosforilacion de ERK. La tasa glucolitica de esta linea celular de
melanoma también se vio afectada por los tratamientos con hidroxitirosol y acido oleico.
Extraida de (Brito y col., 2021) 4.

En lineas celulares de melanoma cutaneo, se demostro un papel dual del HT cuando
se usa éste en diferentes concentraciones (0-100uM) 4. A concentraciones mas
bajas (100-400uM), este compuesto resulté fotoprotector frente a la radiacién
ultravioleta A, aunque a concentraciones superiores (600-1000uM), es capaz de
inhibir la proliferacion celular y activar la caspasa 3, promoviendo la apoptosis

celular*l. Segun este estudio, el HT tiene un doble papel en el melanoma en funcion

37



de la concentracion administrada, lo que es de gran importancia ya que estos

compuestos estan presentes en cosméticos y alimentos funcionales.

El comportamiento distinto de las células A375 y MNT1 después del tratamiento con
HT, se sostiene en la hipétesis de que ambas lineas celulares de melanoma
dependen de diferentes mecanismos moleculares y metabélicos predominantes para
sobrevivir, lo cual se espera puesto que las lineas celulares A375 y MNT1

corresponden a un primario % y metastasico tipo de melanoma ©¢, respectivamente.

En otros tipos de cancer de piel, no melanoma, y segun estudio realizado por Polini
B. y col. (2018) ¢7, se ha visto que los extractos de AOVE utilizados, tirosol (Tyr) e
hidroxitirosol (HT), asi como oleocantal (OC) y oleaceina (OA), son capaces de
bloquear los nodos de sefializacion que desempefian un papel en la progresion de
QA a cSCC ¢ Este efecto se observd no solo en las células de carcinoma
escamosas cutaneas, sino también en los queratinocitos humanos inmortalizados
(no tumorales) estimulados con EGF, modelo in vitro usado para identificar objetivos
de nuevas estrategias farmacoldgicas en AK y CsCC %79, Dichas propiedades de
los extractos de AOVE pueden ser clinicamente importantes ya que las células de
cancer de piel no melanoma se desarrollan en un contexto caracterizado por

diversos grados de atipia epitelial y trastorno arquitecténico 2.

Las propiedades de los extractos de AOVE, que se han identificado en este estudio,
podrian sacar algunas ventajas tales como la sugerencia de que la orientacién
multiple concurrente de nodos de sefializacion clave, incluidos mMTOR y BRAF,
mejorarian la eficacia sobre la monoterapia tradicional con inhibidores de la tirosina
quinasa en pacientes con melanoma 7?. También se demostré en este estudio que
OC y OA son mas activos que Tyr Y HT, lo que demuestra que los derivados
secoiridoides contribuyen mas que los simples fenoles al mecanismo de accion de
los extractos de AOVE.

Resultados no publicados del grupo de investigacion al que pertenece la cotutora de
este TFM, han puesto de manifiesto la capacidad citotoxica del HT en la linea celular
de melanoma B16F10 mediante el ensayo del MTT. Los resultados mostraron que el

HT mostr6 una inhibicion del crecimiento celular de manera dosis y tiempo
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dependiente en la linea celular de melanoma, B16F10. Los resultados obtenidos y
valores de concentraciones de HT (en pg/mL) a las que este compuesto es capaz de
disminuir la viabilidad celular en un 20, 50 y 80 % a 24, 48 y 72 horas de tratamiento

se muestran recogidos en la tabla 1 y figura 2.

Tabla 1. Concentraciones de hidroxitirosol (en pg/mL) a las cuales disminuye la viabilidad
celular en un 20, 50 y 80% tras 24, 48 0 72 horas de incubacion en cada caso en células de
melanoma de ratén (B16F10).

24 h 48 h 72h
IC20 13,86 ug/mL 17,18 pg/mL 24,02 pg/mL
ICso 30,37 pg/mL 28,27 png/mlL 32,73 ug/mlL
ICso 66,94 pg/mL 41,48 ng/mL 39,22 ug/mlL

En ese mismo estudio y mediante un ensayo de migracion celular mostraron que, a
las 12 horas la migracién de las células control ya se habia iniciado, llegando a
cerrar casi en su totalidad la herida tras 24 horas desde el momento en que se
realizd. Por el contrario, en el caso de células tratadas con HT, la herida permanecio

casi intacta, incluso tras 24 horas desde que se realizé (Figura 15).

Control

Tiempo (h)

Hidroxitirosol

Figura 16. Iméagenes de migracion celular de la linea B16F10 tanto controles como tratadas

con hidroxitirosol a 0, 12 y 24h respectivamente.
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Por otra parte, los ensayos llevados a cabo mediante Western Blot en este estudio
mostraron que este compuesto es capaz de inducir la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis en células cancerigenas de melanoma y disminuir la
de ciertos factores relacionados con la angiogénesis. ElI HT fue capaz en células
B16F10 de modular la expresién de p53, NFkB, citocromo ¢, VEGF, LDH y G6PDH.
No se observaron cambios significativos en la expresion de COX-2 y VEGF aunque

la tendencia fue a disminuir la expresion de las mismas.
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5. CONCLUSIONES

La mayoria de las plantas son capaces de sintetizar una gran cantidad de
metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los polifenoles. El hidroxitirosol
(HT) es uno de estos compuestos y los utiliza la planta para su propia supervivencia,
especialmente contra la oxidacibn metabdlica, a través de su capacidad

antioxidante.

Recientemente, se han descubierto las propiedades bioactivas de estos
compuestos (ya sea directamente o derivados de la sintesis quimica) en la defensa
contra enfermedades humanas. Durante los Ultimos afios, se ha confirmado que
poseen importantes propiedades biologicas. Sin duda, el aspecto mas estudiado es
su funcion protectora frente al estrés oxidativo mediante la cual son capaces de
prevenir diversas patologias como el cancer, problemas cardiovasculares,

envejecimiento prematuro, etc.

A lo largo de este trabajo se ha podido ver que, en muchos estudios llevados a cabo,
la gran mayoria in vitro, se ha confirmado que el HT si tiene un papel muy

importante como anticancerigeno en melanoma:

» Presenta efecto citotoxico en lineas celulares de melanoma a 24, 48 'y 72h.

» Induce apoptosis celular y disminuye la expresion de pro-caspasa 9, caspase
3y caspase 9.

» Modula la ruta de las MAPKSs.

» Aumenta la cantidad de ROS intracelular.

» Protege de la autooxidacion de los rayos UVA.

En conjunto todos estos resultados corroboran que el HT puede actuar como un
compuesto anticancerigeno en células de melanoma. No obstante, hemos visto que
diferentes tipos de células de melanoma responden de manera distinta al HT,
dependiendo de si presentan un metabolismo glucolitico predominante y preferencia
por la activacion de la via JNK o no, lo que se explica por una considerable
heterogeneidad metabdlica y molecular. Las terapias de HT se podrian centrar en

caracteristicas metabdlicas y moleculares especificas de cada subconjunto de
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melanoma y resultar ser mas eficientes, ya que se basarian en objetivos distintos
segun la caracterizacion del tumor. Asimismo, el que el HT aumente la cantidad de
ROS intracelular en células de melanoma, sugiere que las funciones citotoxicas del
HT estan moduladas por la produccion de ROS que podria estar involucrado en el
dafio al ADN y en la apoptosis inducida por el HT.

A la vista de todos estos estudios, podemos concluir de manera general, que el HT
presenta resultados positivos como anticancerigeno en melanoma, aunque mas
estudios deben hacerse, sobre todo en animales e in vivo para demostrar tal efecto y

poder utilizarlo en la terapia de esta enfermedad.
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