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El extracto de hojas de olivo tiene efectos antitumorales contra el neuroblastoma a través de la inhibición de la 
proliferación celular y la inducción de la apoptosis 
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Resumen 

El neuroblastoma (NB) es el tumor sólido extracraneal más frecuente en la edad pediátrica. El pronóstico para los 
pacientes con NB de alto riesgo sigue siendo malo y son deseables nuevas estrategias de tratamiento. El extracto de 
hoja de olivo (OLE) está constituido por compuestos fenólicos, cuyos efectos beneficiosos para la salud fueron 
reportados. Aquí, los efectos antitumorales de OLE se investigaron in vitro en un panel de líneas celulares NB en 
términos de (i) reducción de la viabilidad celular; (ii) inhibición de la proliferación celular a través de la detención del 
ciclo celular; (iii) inducción de apoptosis; y (iv) inhibición de la migración celular. Además, también se realizaron 
experimentos de citotoxicidad mediante la combinación de OLE con el quimioterápico topotecán.  

OLE redujo la viabilidad celular de las células NB de manera dependiente del tiempo y la dosis en modelos 2D y 
3D. Las células NB expuestas a OLE sufrieron inhibición de la proliferación celular, que se caracterizó por una 
detención de la progresión del ciclo celular en la fase G0/G1 y por la acumulación de células en la fase sub-G0, que es 
peculiar de la muerte apoptótica. Esto fue confirmado por un aumento dependiente de la dosis de las células de 
anexina V+ (peculiar de la apoptosis) y una regulación al alza de los niveles de proteína de las caspasas 3 y 
7. Además, OLE inhibió la migración de células NB. Finalmente, la eficacia antitumoral del topotecán 
quimioterapéutico, en términos de reducción de la viabilidad celular, mejoró enormemente con su combinación con 
OLE. En conclusión, OLE tiene actividad antitumoral contra NB al inhibir la proliferación y migración celular e inducir 
la apoptosis. Esto fue confirmado por un aumento dependiente de la dosis de las células de anexina V+ (peculiar de 
la apoptosis) y una regulación al alza de los niveles de proteína de las caspasas 3 y 7. Además, OLE inhibió la 
migración de células NB. Finalmente, la eficacia antitumoral del topotecán quimioterapéutico, en términos de 
reducción de la viabilidad celular, mejoró enormemente con su combinación con OLE. En conclusión, OLE tiene 
actividad antitumoral contra NB al inhibir la proliferación y migración celular e inducir la apoptosis. Esto fue 
confirmado por un aumento dependiente de la dosis de las células de anexina V+ (peculiar de la apoptosis) y una 
regulación al alza de los niveles de proteína de las caspasas 3 y 7. Además, OLE inhibió la migración de células 
NB. Finalmente, la eficacia antitumoral del topotecán quimioterapéutico, en términos de reducción de la viabilidad 
celular, mejoró enormemente con su combinación con OLE. En conclusión, OLE tiene actividad antitumoral contra 
NB al inhibir la proliferación y migración celular e inducir la apoptosis. 
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drogas 

1. Introducción 

El neuroblastoma (NB), un cáncer pediátrico derivado de la cresta neural, es el tumor sólido extracraneal más común 
de la infancia y representa aproximadamente el 7 % de todas las neoplasias malignas diagnosticadas antes de los 15 
años [ 1 , 2 ]. Es el cáncer más común diagnosticado durante el primer año de vida, con una mediana de edad al 
momento del diagnóstico de 17 meses [ 2 ]. Una amplia heterogeneidad clínica caracteriza la enfermedad del NB, 
que va desde casos de regresión espontánea hasta una enfermedad altamente metastásica ya en el momento del 
diagnóstico. Con base en la estadificación de la enfermedad y la evaluación de los factores de riesgo, el grupo 
internacional de riesgo de NB (INRG) estratifica a los pacientes en riesgo muy bajo, bajo, intermedio y alto. Esta 
clasificación responde al tipo de tratamiento a realizar [ 3]. Hasta la fecha, el pronóstico para los pacientes afectados 
por NB de alto riesgo sigue siendo malo. De hecho, aunque la aplicación de un esquema de tratamiento intensivo, 
que implica una fase de quimioterapia de inducción seguida de cirugía, terapia mieloablativa combinada con 
trasplante de células madre hematopoyéticas y radioterapia local, y mantenimiento con anticuerpos anti-
disialogangliósido (GD2) más isotrenoína, la tasa de supervivencia para pacientes con NB de alto riesgo es inferior al 
50% [ 3 ]. Este escenario desafía a los investigadores a encontrar nuevas terapias para respaldar los regímenes de 
tratamiento estándar de atención, con el objetivo de mejorar el resultado clínico de estos niños. 

Los compuestos naturales representaron durante mucho tiempo la principal fuente de agentes terapéuticos 
[ 4 ]. Históricamente, se han empleado ampliamente para la prevención y cura de enfermedades físicas y mentales 
[ 5 ]. Además, también han tenido una importancia fundamental en el descubrimiento de fármacos [ 6 ].  

  



Es de destacar que muchos de los medicamentos aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos 
(FDA) y/o por la Agencia Médica Europea (EMA) se basan en derivados de plantas [ 7 ]. Los alcaloides de Vinca, 
derivados de la planta de bígaro Catharanthus roseus y el terpeno Paclitaxel de Taxus baccata, se encuentran entre 
los agentes terapéuticos derivados de plantas más exitosos aprobados para uso clínico en oncología [ 8 ]. 

Ha vuelto a surgir en los últimos años. Como consecuencia, la industria farmacéutica invirtió enormes recursos, 
económicos y de otro tipo, lo que llevó a una rama de la industria en auge [ 9 ]. 

Las moléculas bioactivas derivadas de plantas, también llamadas fitoquímicos, se encuentran ampliamente 
distribuidas en frutas, semillas, verduras, legumbres y hojas. Se ha informado que la dieta mediterránea contribuye 
al bienestar y tiene efectos protectores contra las enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, así como 
contra el cáncer [ 10 , 11 , 12 ]. En concreto, el consumo de aceite de oliva virgen extra (AOVE) en la dieta conlleva 
efectos protectores en la población mediterránea. Estas propiedades beneficiosas se pueden atribuir al alto 
contenido de moléculas bioactivas, la mayoría de las cuales son compuestos fenólicos (por ejemplo, oleuropeína, 
tirosol e hidroxitirosol), dentro del AOVE [ 13]. Es de destacar que el extracto de hoja de olivo (OLE) se caracteriza 
por una concentración aún mayor de compuestos fenólicos con respecto al AOVE [ 13 ]. De hecho, las hojas de olivo 
están constituidas principalmente por secoiridoides (p. ej., oleuropeína, dimetiloleuropeína), flavonoides (p. ej., 
apigenina y luteolina), así como otros fenoles (p. ej., hidroxitirosol, tirosol). 

Se demostró que los compuestos fenólicos contenidos en OLE son responsables de la inhibición de la proliferación 
celular y la inducción de la apoptosis, in vitro, en diferentes modelos tumorales (es decir, cáncer de mama, tumor 
pancreático y leucemia) [ 13 , 14 , 15 , 16 ]. Además, OLE mejora la respuesta de las células de glioblastoma a los 
tratamientos estándar mediante la modulación de la expresión de miARN [ 17 ].]. Con estos antecedentes, aquí 
investigamos los efectos antitumorales y los mecanismos de acción relativos de OLE en modelos monocapa (2D) y 
tridimensionales (3D) de NB in vitro. Además, también se investigaron los efectos de la combinación de OLE con 
topotecán, que es un quimioterapéutico utilizado para el tratamiento de pacientes con NB de alto riesgo en recaída 
o refractarios (topotecán más temozolomida, protocolo TOTEM, [ 18 ]). 

2. Materiales y métodos 

2.1. Líneas celulares 

Líneas celulares NB humanas (HTLA-230, IMR-32, SH-SY5Y y SK-N-AS [ 19 , 20 , 21 , 22 ]), células HA-CAT 
(queratinocitos humanos [ 23 ]) y células B-end ( células endoteliales de cerebro murino [ 24 ]) se cultivaron en 
medio Eagle modificado de Dulbecco (D-MEM) y RPMI-1640 complementado con 10 % de suero bovino fetal 
inactivado por calor (FBS), 50 UI/mL de penicilina G, 50 μg/mL sulfato de estreptomicina y L-glutamina 2 mM. Las 
células se analizaron periódicamente para detectar la contaminación por micoplasma mediante el ensayo de 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR), y se caracterizaron mediante la evaluación de la morfología y la 
proliferación celular, y también se autenticaron mediante el perfilado repetido en tándem corto múltiplex de BMR 
Genomics (Padua, Italia). 

2.2. Extracto de hoja de olivo (OLE) 

En este estudio, utilizamos un extracto acuoso de hoja de olivo (OLE; OLIVUM, EvergreenLife, San Giovanni al 
Natisone, Italia), que contiene oleuropeína, hidroxitirosol, tirosol, ácido elenólico y rutina, según se evaluó mediante 
cromatografía líquida de alta resolución-masa. espectrometría (HPLC-MS) por los fabricantes. La concentración 
media de cada elemento individual se informa en la Tabla 1 . 

Tabla 1. Concentración media de fitoquímicos contenidos en OLE. 

 

  



2.3. Proliferación celular: carboxifluoresceína succinimidil éster (ensayo CFSE) 

Las líneas celulares de NB se etiquetaron con CFSE, siguiendo las instrucciones del fabricante (CellTrace TM CFSE Cell 
Proliferation Kit, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y luego se sembraron en placas de 6 pozos (1.8−2.8 
× 10 5 células / pozo, dependiendo la línea celular utilizada). El día después de la siembra, las células se trataron con 
dosis crecientes (50–300 μM) de OLE, que se administraron en función de la concentración de oleuropeína en el 
extracto. Después de 72 h (h) de tratamiento, las células se recolectaron y analizaron por citometría de flujo (FCM). 

2.4. Apoptosis: ensayo de anexina-V 

Las líneas celulares NB se sembraron en placas de 6 pocillos (1,8-2,8 × 10 5 células/pocillo, según la línea celular 
utilizada). El día después de la siembra, las células se trataron con OLE (50–300 µM). Después de 72 h, las células se 
recolectaron y procesaron para la detección de apoptosis mediante el kit Annexin V-FITC (Beckman Coulter, Brea, 
CA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. En algunos experimentos, las células, antes de ser tratadas 
con OLE, fueron pretratadas con el inhibidor de pan-caspasas Q-VD-OPh (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a una 
concentración de 30 µM durante 30 min. 

2.5. citotoxicidad 

2.5.1. Ensayo de viabilidad celular de sal de tetrazolio (MTS) en cultivo 2D 

Las líneas celulares NB y las células de control sanas (HA-CAT y B-end) se sembraron en placas de 96 pocillos (4-9,6 × 
10 3 células/pocillo, según la línea celular utilizada). El día después de la siembra, las células se trataron con OLE, por 
cuadruplicado para cada condición experimental, como ya se detalló anteriormente. Después de 48 a 120 h, las 
células se procesaron para determinar los efectos citotóxicos mediados por el tratamiento con OLE. Se utilizó el 
ensayo de compuestos de tetrazolio MTS, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (CellTiter 96 ®Ensayo 
acuoso de proliferación celular en solución única, Promega Italia, Milán, Italia). El compuesto de tetrazolio MTS es 
convertido por células metabólicamente activas para producir un formazán coloreado, cuya cantidad es proporcional 
al número de células viables. En algunos experimentos, las líneas celulares NB y las células de control sanas se 
trataron con OLE durante 18 h (a saber, experimentos de "tratamiento corto"). Luego, se eliminó el OLE y las células 
se recuperaron con medio completo fresco durante 54 y 102 h adicionales. En el momento del punto final, 72 y 120 
h respectivamente, se utilizó el ensayo MTS. 

En un conjunto separado de experimentos, las células NB sembradas como se describe anteriormente se trataron 
con una combinación de OLE y topotecan (TOPO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Las dosis de TOPO se 
eligieron sobre la base de la literatura [ 25 ]. Después de 96 h de tratamiento, las células se sometieron al ensayo 
MTS para determinar los efectos citotóxicos. Luego, los resultados fueron analizados mediante el uso del software 
en línea Compusyn (disponible en http://www.combosyn.com (consultado el 10 de junio de 2021)/, Combosyn, Inc., 
Paramus, NJ, EE. UU.), con el objetivo para evaluar la sinergia, la adicción y/o el antagonismo entre OLE y TOPO. 

2.5.2. Ensayo CellTiter-Glo ® en cultivo 3D 

Las líneas celulares NB IMR-32 y SH-SY5Y (2 × 10 3 y 1 × 10 3 , respectivamente) se sembraron en placas de 96 pocillos 
de unión ultrabaja (Corning, Steuben, NY, EE. UU.). Después de un cultivo de tres días, cuando se formó un solo 
esferoide por pozo, las células se trataron continuamente por cuadruplicado para cada condición experimental, con 
OLE como ya se detalló anteriormente. Después de 72 y 120 h, los esferoides se transfirieron a placas de 96 pocillos 
de paredes negras y se analizaron para determinar la viabilidad celular mediante el ensayo de viabilidad celular 
CellTiter-Glo® 3D (Promega, Italia, Milán, Italia). 

También se usaron esferoides tumorales para evaluar la posible combinación de OLE y TOPO en términos de 
reducción de la viabilidad celular. La combinación de OLE y TOPO, que condujo al mejor resultado en el modelo 2D 
(OLE 200 μM + TOPO 10 nM), se utilizó como ensayo de prueba de concepto en el modelo 3D. Como ya se ha 
descrito anteriormente, el tratamiento se administró de forma continua cuando se formó un único esferoide por 
pocillo. Después de 96 h, se determinó la viabilidad celular de cada esferoide tumoral. 

  



2.6. Análisis del ciclo celular 

Las líneas celulares NB (IMR-32 y HTLA-230) se sembraron en placas de 6 pocillos (2,8 × 10 5 y 3 × 10 5 células/pocillo, 
respectivamente). El día después de la siembra, las células se trataron con 200 y 300 µM de OLE. Luego, 72 h más 
tarde, las células se recolectaron y marcaron con Nuclear Green CCS1 (abcam, Cambridge, Reino Unido) para 
monitorear la progresión del ciclo celular en células vivas. De acuerdo con las instrucciones del fabricante, las células 
se incubaron con Nuclear Green durante 1 h a 37 °C. Luego, FCM evaluó la progresión del ciclo celular. 

2.7. Señalización 

Las líneas celulares de NB se sembraron en placas de 6 pocillos, como ya se mencionó anteriormente. El día después 
de la siembra, las células se trataron con 200 y 300 μM de OLE, como ya se describió anteriormente. Después de 72 
h de tratamiento, las células se recolectaron y procesaron para la evaluación de señalización celular por FCM. En 
concreto, se determinó la expresión de caspasa 3 escindida, caspasa 7 escindida, caspasa 8 escindida, p53, ciclina D1, 
Bcl-2, fosfo-Bcl-2, NF-kB p65 y fosfo-NF-kB p65, según el instrucciones del fabricante (Cell Signaling Technology Inc., 
Danvers, MA, EE. UU.). 

2.8. Producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) 

Para la detección de ROS totales, se marcaron líneas celulares NB (IMR-32 y HTLA -230) con H2DCFDA (ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, EE. placas bien negras (2 × 10 4 células/pozo). H2DCFDA es un colorante no fluorescente 
permeable a las células que, en presencia de ROS, se oxida y se vuelve verde fluorescente. El día después de la 
siembra, las células se trataron con concentraciones crecientes de OLE. Después de 24 h de exposición a OLE, las 
placas se centrifugaron (1400 rpm durante 7 min). Luego, las células se lavaron y recuperaron con solución salina 
tamponada con fosfato (PBS). La producción de ROS se determinó mediante la medición de la fluorescencia verde 
(485 nm/535 nm, excitación/emisión). 

2.9. Migración: Prueba de Scratch 

Las líneas celulares NB IMR-32 y SH-SY5Y (8 × 10 5 y 4,5 × 10 5 , respectivamente) se sembraron en placas de 6 
pocillos. Dos días después de la siembra, cuando las células estaban casi confluentes, se hizo una herida vertical a 
través de la monocapa celular, usando una punta de pipeta de 200 µL. Luego, las células se trataron con OLE (200 y 
300 µM). En el momento del tratamiento (T0) y a las 4, 24, 36 y 48 h, se fotografiaron las células y se determinó y 
registró el ancho del rasguño mediante el uso del software ImageJ (Rasband, WS; ImageJ, US. National Institutos de 
Salud, Bethesda, MD, EE. UU., http://imagej.nih.gov/ij/ , 1997–2012; consultado el: 2019–2020). 

2.10. Estadísticas 

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados similares. Cada condición experimental, 
para los ensayos realizados en placas de 96 pocillos, se llevó a cabo por cuadruplicado. 

Los hallazgos diferenciales entre los grupos experimentales se determinaron mediante análisis de varianza 
unidireccional, con la prueba de comparación múltiple de Tukey, utilizando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software 
v5.0, San Diego, CA, EE. UU.). Las diferencias de pendiente del ensayo de migración se determinaron mediante el uso 
de GraphPad Prism 5. 

3. Resultados 

3.1. El extracto de hoja de olivo (OLE) tiene efectos citotóxicos en un panel de líneas celulares NB 

Los efectos citotóxicos de OLE se evaluaron in vitro en un panel de líneas celulares NB humanas. La figura 1 muestra 
que todas las células NB analizadas son sensibles al tratamiento con OLE, en diferente medida y de forma dosis-
dependiente. Específicamente, la viabilidad celular de las células IMR-32 y HTLA-230 se redujo con la dosis más baja 
de OLE, mientras que solo las concentraciones más altas de OLE afectaron significativamente la viabilidad celular de 
SH-SY5Y y SK-N-AS. 



 

Figura 1. Efectos dependientes de la dosis del tratamiento con OLE sobre la viabilidad celular de las células NB. Los 
datos representan los resultados de los ensayos MTS realizados después de 120 h de tratamiento con OLE. La 
densidad óptica (OD, a 490 nm) se registró mediante el uso del lector de microplacas TECAN, Infinite 200 (Tecan Life 
Sciences). Los datos se expresan como media ± DE de tres experimentos independientes (* p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 frente a CTR). CTR: controlar; OLE: extracto de hoja de olivo; uM: micromolar; nm: nanómetro; h: 
horas. 

Se realizó además un experimento de curso de tiempo, enfocado solo en las dos dosis principalmente efectivas (200 
y 300 μM). La figura 2 muestra que OLE afectó la viabilidad celular de las células NB también de forma dependiente 
del tiempo. Las líneas celulares IMR-32 y HTLA-230 fueron, como se esperaba, más sensibles al tratamiento con OLE 
en comparación con SH-SY5Y y SK-N-AS, cuya viabilidad celular se redujo solo después de un tiempo más largo de 
exposición a OLE. 



 

Figura 2. Efectos dependientes del tiempo del tratamiento con OLE sobre la viabilidad celular de las células NB. El 
ensayo MTS se realizó después de 48, 72, 96 y 120 h de tratamiento con OLE. La densidad óptica (OD, a 490 nm) se 
registró mediante el uso del lector de microplacas TECAN, Infinite 200 (Tecan Life Sciences). Los datos se expresan 
como media ± DE de tres experimentos independientes (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 frente a CTR). CTR: 
controlar; OLE: extracto de hoja de olivo; uM: micromolar; h: horas; nm: nanómetro. 

Los experimentos realizados en líneas celulares sanas (B-end y HA-CAT) revelaron que solo la dosis de OLE de 300 
μM resultó en una reducción moderada de la viabilidad celular en una de las dos líneas celulares de control 
analizadas después de un tiempo de exposición prolongado (120 h; Figura complementaria S1 ). 

Teniendo en cuenta la posible limitación del uso in vivo de OLE en concentraciones de μM en el tratamiento de la 
enfermedad de NB, se realizaron experimentos de tratamiento breve. Como se ilustra en la Figura complementaria 
S2A,B , la exposición de tratamiento corto fue casi ineficaz contra las células de control sanas, mientras que las 
células NB expuestas durante 18 h a OLE sufrieron una reducción significativa de la viabilidad celular dependiente de 
la dosis en ambos puntos finales analizados. 

También se realizaron experimentos en un sistema de cultivo 3D, que se asemeja a las características peculiares de 
los tumores sólidos y refleja y predice mejor la respuesta a una terapia dada. La Figura 3 muestra los resultados de 
los experimentos citotóxicos realizados en esferoides tumorales IMR-32 y SH-SY5Y. OLE mantuvo su capacidad para 
reducir significativamente la viabilidad celular de los esferoides NB de una manera dependiente de la dosis y el 
tiempo en las dos dosis principalmente efectivas (200 y 300 μM). 



 

Figura 3. Efectos dependientes de la dosis y el tiempo del tratamiento con OLE sobre la viabilidad de los esferoides 
NB. ( A ) Viabilidad celular determinada en los puntos de tiempo indicados, gracias al ensayo CellTiter-Glo ® 3D Cell 
Viability. La luminiscencia, producida solo por células metabólicamente activas, fue registrada por TECAN Infinite 200 
y registrada como unidad de luminiscencia relativa (RLU). Los datos se expresan como media ± DE de tres 
experimentos independientes. * p < 0,05, *** p < 0,001 frente a CTR). ( B ) Imágenes representativas de microscopía 
de contraste de fase de esferoides tomadas 120 h después del tratamiento con OLE. Se utilizó el programa de 
procesamiento ImageJ. Barra de escala: 100 μm. CTR: controlar; OLE: extracto de hoja de olivo; uM: micromolar; h: 
horas. 

3.2. OLE inhibe la proliferación celular de líneas celulares NB a través de una detención del ciclo celular G0/G1 

Las líneas celulares NB tratadas con dosis crecientes de OLE durante 72 h sufrieron una reducción de la proliferación 
celular dependiente de la dosis, según lo evaluado por el ensayo CFSE ( Figura 4 A). Nuevamente, dicho efecto se 
logró principalmente con 200 y 300 μM de OLE y fue más evidente en las células IMR-32 y HTLA-230 que en las 
células SH-SY5Y y SK-N-AS. Por lo tanto, la progresión del ciclo celular se investigó más a fondo en las dos líneas 
celulares anteriores. Tanto las células IMR-32 como las HTLA-230 pasaron a una detención del ciclo celular G0/G1 
después de 72 h de tratamiento con 200 y 300 μM de OLE ( Figura 4B). Esto estuvo acompañado por la desaparición 
casi completa de la fase S y la reducción progresiva de la fase G2/M en ambas líneas celulares analizadas. Además, 
como resultado de la detención del ciclo celular G0/G1, el tratamiento con OLE determinó un aumento significativo 
de células en la fase sub-G0 ( Figura 4 B). Además, la detención de G0/G1 se correlacionó con una regulación al alza 
dependiente de la dosis de p53 de tipo salvaje y la expresión de la proteína ciclina-D1 ( Figura complementaria 
S3A,B ). 



 

Figura 4. Inhibición de la proliferación celular, a través de una detención del ciclo celular G0/G1, mediada por 
tratamiento con OLE. ( A ) La intensidad de fluorescencia verde de Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) fue 
registrada por FCM. Según la dilución del colorante, más fluorescencia significa menos proliferación. Los recuadros 
muestran experimentos FCM representativos del ensayo CFSE. ( B ) Progresión del ciclo celular de IMR-32 y HTLA-
230 determinada por marcado Nuclear Green. Los recuadros muestran un ensayo de progresión del ciclo celular 
representativo, analizado por FCM. Los datos se expresan como media ± DE de tres experimentos independientes 
(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001 frente a CTR). CTR: controlar; OLE: extracto de hoja de olivo; uM: 
micromolar; MFI: intensidad de fluorescencia media. 

3.3. OLE induce la apoptosis de las células NB 

Se realizaron experimentos adicionales para evaluar si el porcentaje creciente de células sub-G0 (es decir, 
apoptóticas) después de la exposición a OLE estaba relacionado con la inducción de apoptosis en células NB. Como 
se muestra en la Figura 5A y la Figura complementaria S4A , las células tratadas con OLE sufrieron una apoptosis 
dependiente de la dosis, como se destaca por el aumento del porcentaje de células Anx-V+, que fue significativo, en 
comparación con las células de control, en las dosis más altas de OLE utilizadas . Además, en todas las líneas 
celulares NB analizadas, el tratamiento con OLE condujo a una activación dependiente de la dosis de las caspasas 
ejecutoras 3 y 7 ( Figura 5 B, C y Figura complementaria S4B, C). Finalmente, la muerte celular apoptótica inducida 
por el tratamiento con OLE se rescató significativamente mediante el pretratamiento de las células con el inhibidor 
de pan-caspasas Q-VD-OPh, lo que respalda aún más los resultados obtenidos ( Figura complementaria S5A, B ). Se 
realizaron experimentos para evaluar las vías de señalización involucradas en la muerte celular apoptótica. El 
aumento significativo de los niveles de expresión de la proteína caspasa 8 escindida indica claramente la 
participación de la vía extrínseca ( Figura complementaria S6A, B ). Por otro lado, la regulación positiva significativa 
de fosfo-Bcl-2, solo con la dosis más alta de OLE (300 µM) utilizada, parece sugerir también la activación 
contemporánea de la vía apoptótica intrínseca ( Figura complementaria S6A,B). Esta última vía podría estar 
implicada como consecuencia del aumento de la producción de ROS totales en respuesta al tratamiento con OLE 
( Figura complementaria S7 ). 



 

Figura 5. Inducción dependiente de la dosis de apoptosis de células NB después del tratamiento con OLE. ( A ) 
Células Anx-V+ determinadas por FCM. Niveles de expresión de proteínas de las caspasas verdugo 3 ( B ) y 7 ( C ) 
evaluados por FCM. Los datos se expresan como media ± DE de tres experimentos independientes (* p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001 frente a CTR). OLE: extracto de hoja de olivo; CTR: controlar; uM: micromolar; MRFI: relación 
media de intensidad de fluorescencia. 

3.4. OLE activa la vía NF-kB 

Para investigar si el tratamiento con OLE puede estar involucrado en las vías inflamatorias, también investigamos los 
niveles de expresión de proteínas de NF-kB y fosfo-NF-kB. Como se muestra en la Figura complementaria S8 , el 
tratamiento con OLE condujo a una mayor expresión de fosfo-NF-kB, mientras que la forma nativa de NF-kB 
permaneció inalterada. 

3.5. OLE inhibe la migración de células IMR-32 y SH-SY5Y 

El ensayo de rascado, realizado en células NB IMR-32 y SH-SY5Y, demostró que el tratamiento con OLE inhibe la 
migración de células NB. De hecho, después de la exposición a OLE, las células IMR-32 y SH-SY5Y no lograron curar 
completamente la herida creada en la monocapa celular, con respecto a las células de control no tratadas, durante 
un período de 48 h ( Figura 6 ). Al aplicar el análisis de regresión lineal para comparar las curvas de cierre de heridas, 
resultó que las pendientes de las células tratadas con OLE (ya sea a 200 o 300 μM) fueron significativamente 
diferentes con respecto a las de las células de control no tratadas ( p < 0,0001, ya sea para IMR- 32 o SH-SY5Y). El 
ancho de la herida de las células tratadas con OLE fue significativamente mayor que en las células no tratadas en los 
puntos de tiempo de 24, 36 y 48 h ( Figura 6 yFigura complementaria S9 ). 



 

Figura 6. Efectos de OLE sobre la migración de células NB. ( A ) y ( E ) representan las curvas de cierre de heridas de 
CTR frente a células tratadas con OLE de IMR-32 y SH-SY5Y, respectivamente. ( B – D ) y ( F – H ) muestran las 
diferencias de ancho de la herida entre los grupos experimentales en los puntos de tiempo indicados. Los datos se 
expresan como media ± DE de tres experimentos independientes (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 frente a 
CTR). CTR: controlar; OLE: extracto de hoja de olivo; uM: micromolar; µm: micrómetro; h: horas. 

3.6. OLE Sinergiza con Topotecan contra las Células NB 

Se realizaron experimentos de prueba de concepto de combinación de fármacos con el objetivo de determinar si OLE 
podría apoyar la quimioterapia convencional en el tratamiento de pacientes con NB de alto riesgo en recaída. Se 
combinaron entre sí dosis crecientes de OLE (50, 100, 200 μM) y topotecan (TOPO, 1, 5, 10 nM [ 25 ]). La Figura 7 A,B 
muestra los resultados obtenidos al usar “drogas” como agentes únicos o en combinación, respectivamente. Los 
efectos de la combinación de fármacos se determinaron gracias al teorema de Chou y Talalay [ 27 ]. Los valores del 
índice de combinación (IC) permiten distinguir entre sinergismo (IC < 1), adicción (IC = 1) y antagonismo (IC > 
1). Como se muestra en la Figura 7C, la administración combinada de OLE y TOPO a células IMR-32, durante 96 h de 
tratamiento, condujo a efectos sinérgicos generalizados excepto en dos puntos con un IC > 1. Más en detalle, la 
mayor parte de la combinación OLE-TOPO analizada produjo ya sea sinergismo (rango de IC = 0,3-0,7) o sinergismo 
moderado (rango de IC = 0,7-0,85). Además, las dos combinaciones (OLE 50 μM + TOPO 1 nM, IC = 1,1 y OLE 100 μM 
+ TOPO 1 nM, IC = 1,07) con un IC > 1 produjeron un efecto casi adictivo, en el que el valor de IC estuvo entre 0,9 y 
1.1 [ 27]. La mejor combinación que produjo resultados sinérgicos (OLE 200 μM + TOPO 10 nm, CI = 0,31) también se 
probó contra esferoides de la línea celular IMR-32. Esta combinación redujo significativamente la viabilidad celular 
de los esferoides tumorales en comparación con cada fármaco utilizado solo, lo que confirma aún más los resultados 
obtenidos en los ensayos basados en monocapa ( Figura 7 D). 



 

Figura 7. Efectos de la combinación de OLE y topotecán sobre la viabilidad celular de las células IMR-32 y SH-
SY5Y. ( A ) Ensayo MTS que muestra los efectos de los fármacos individuales. ( B ) Ensayo MTS que muestra los 
efectos de la combinación de fármacos. ( C ) Tabla que muestra los valores del índice de combinación (IC) para cada 
combinación OLE-TOPO. Combo 1 = OLE 50 μM más TOPO 1, 5 y 10 nM; Combo2 = OLE 100 μM más TOPO 1, 5 y 
10; Combo 3 = OLE 200 μM más TOPO 1, 5 y 10. CI < 1 significa sinergismo. IC > 1 significa antagonismo. IC = 1 
significa adicción. ( D ) Ensayo de viabilidad que muestra los efectos de OLE y TOPO, como fármacos individuales y en 
combinación, en esferoides tumorales de la línea celular IMR-32. Los datos se expresan como media ± SD de tres 
experimentos independientes (* p< 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). CTR: controlar; OLE: extracto de hoja de 
olivo; TOPO: topotecán; uM: micromolar; nM: nanomolar; DO: densidad óptica; RLU: unidad de luminiscencia 
relativa. 

4. Discusión 

Hasta donde sabemos, este estudio demuestra por primera vez los efectos antitumorales del extracto de hoja de 
olivo (OLE) contra las células NB al investigar la viabilidad celular, la proliferación celular, la progresión del ciclo 
celular, la apoptosis y la migración in vitro. Hasta la fecha, solo un informe examinó la eficacia antitumoral de la 
única molécula bioactiva oleuropeína contenida en OLE contra la línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y [ 28 ], pero 
no se informa nada sobre el extracto completo. 

De hecho, OLE tiene la peculiaridad de estar constituido por una amplia variedad de compuestos fenólicos, cuyos 
efectos beneficiosos para la salud han sido reportados [ 29 , 30 ]. Varios estudios se centraron en los principales 
constituyentes de OLE (es decir, oleuropeína, hidroxitirosol) como moléculas individuales y demostraron sus 
propiedades antitumorales en diferentes modelos tumorales [ 13 ]. Se demostró que la oleuropeína, el compuesto 
fenólico más abundante presente en la OLE, es eficaz para inducir la apoptosis mediante la detención del ciclo 
celular y la activación de una cascada de señalización mitocondrial en las células HeLa [ 31 ]. Además, la oleuropeína 
indujo la apoptosis e inhibió la proliferación celular de la línea celular de hepatoma humano HepG2 [ 32 ].]. Más 
recientemente, las propiedades proapoptóticas de la oleuropeína también fueron confirmadas por Antognelli et al., 
quienes demostraron que la oleuropeína induce la apoptosis en una línea celular de cáncer de pulmón de células no 
pequeñas (A549) a través de la regulación positiva de la glioxalasa 2 mitocondrial [ 33 ]. También se informaron 
efectos antitumorales para el hidroxitirosol (HT), que redujo la proliferación de células de adenocarcinoma de colon 
humano a través de la inhibición de las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) 1/2 y la ciclina D1 
[ 34 ]. Además, la HT también fue eficaz contra las células de cáncer de próstata a través de la inducción de la 
apoptosis y la detención del ciclo celular [ 35 ]. La luteolina y la apigenina, aunque menos concentradas, también 
demostraron su potencial como agentes antitumorales [ 36 , 37]. 

El neuroblastoma (NB) es el tumor sólido más común de la edad pediátrica. La curación de los pacientes con NB de 
alto riesgo sigue siendo un reto, y parece interesante la posibilidad de encontrar complementos alimenticios dotados 
de propiedades antitumorales y que se utilicen como adyuvantes en terapias combinadas. El extracto de hoja de 



olivo entero merece mucha atención, ya que debido a la cooperación de diferentes moléculas bioactivas, podría 
tener propiedades antitumorales incluso más pronunciadas que cualquier compuesto tomado como agente único. 

Aquí, la OLE administrada sobre la base de la concentración de oleuropeína condujo a una reducción de la viabilidad 
celular dependiente del tiempo y la dosis en un panel de líneas celulares NB humanas. La sensibilidad variable de las 
células NB a OLE refleja la amplia heterogeneidad de los tumores NB [ 38 ]. Desde un punto de vista traslacional, el 
uso de una concentración µM de OLE plantea la cuestión de la posible toxicidad en tejidos normales. En la 
actualidad, el conocimiento sobre el perfil de seguridad de OLE en humanos aún es limitado, incluso si se informa 
que generalmente es confiable y no tóxico incluso en dosis altas [ 39 , 40]. Aquí, se demostró que OLE no es tóxico 
contra las células de control sanas, según lo evaluado comparando la exposición prolongada y continua a OLE frente 
al tratamiento a corto plazo. Estos resultados son alentadores, y aunque se necesitan estudios de seguridad y 
toxicología más profundos para futuras aplicaciones clínicas traslacionales, parece que el uso de OLE como 
adyuvante podría ser beneficioso pero no tóxico al usar una ventana terapéutica adecuada. 

Los sistemas de cultivo monocapa (2D) han sido durante décadas los mejores modelos para la prueba de 
fármacos; sin embargo, los resultados obtenidos fueron frecuentemente inconsistentes al pasar a los modelos in 
vivo. Los esferoides tumorales imitan mejor las características arquitectónicas de los tumores sólidos en 
comparación con los 2D. Se caracterizan por una estructura compleja que recapitula la complejidad de los tumores 
sólidos en términos de interacción célula a célula, interconexión célula a matriz extracelular, acceso diferencial al 
oxígeno y a los nutrientes por parte de las capas celulares de la estructura, y el diferencial tasa de crecimiento de las 
capas [ 41 ]. Todas estas características, junto con su potencial para reflejar y predecir mejor la respuesta a la 
terapia, llevaron a los esferoides tumorales a emerger como un modelo adecuado para la detección de fármacos 
contra el cáncer [ 42 ].]. Los experimentos citotóxicos, realizados en esferoides tumorales confiables y reproducibles, 
demostraron que OLE redujo la viabilidad de las células tumorales de manera dependiente del tiempo y la dosis, lo 
que confirma y valida los resultados obtenidos en cultivos 2D. Estos resultados traslacionales allanan el camino para 
futuros experimentos en entornos 3D más complejos y dinámicos y en modelos preclínicos in vivo. 

Según un estudio anterior realizado en melanoma [ 43 ], nuestro trabajo demuestra que OLE es capaz de inhibir la 
proliferación de células NB mediante la detención del ciclo celular en la fase G0/G1. Por el contrario, se informó que 
la oleuropeína inhibía la proliferación celular de células de hepatoma humano y células de cáncer de colon a través 
de una detención del ciclo celular en fase G2/M [ 44 , 45]. Este hallazgo subyace a que OLE, debido a la cooperación 
de diferentes moléculas bioactivas, puede actuar a través de diferentes mecanismos con respecto a las moléculas 
individuales. Nuestros resultados también demuestran que las células NB expuestas a OLE experimentan una muerte 
celular apoptótica dependiente de la dosis, que se correlaciona con una mayor expresión de las caspasas ejecutoras 
3 y 7, en acuerdo parcial con estudios previos realizados en melanoma [ 43 ]. 

Las investigaciones realizadas para desentrañar las principales vías de señalización activadas en respuesta al 
tratamiento con OLE indican claramente la activación de la vía apoptótica extrínseca, que se destaca por el aumento 
de la expresión de la forma escindida de la caspasa 8. Cabe señalar que nuestros datos también demuestran el 
aumento expresión de fosfo-Bcl-2 a la dosis más alta de OLE. Este resultado abre a varias hipótesis. De hecho, la 
fosforilación de Bcl-2 puede ser una consecuencia de la producción de ROS en respuesta al tratamiento con OLE, lo 
que finalmente lleva a activar también la vía apoptótica intrínseca [ 46 ]. Por otro lado, la fosforilación de Bcl-2 
podría representar un mecanismo implementado por las células para contrarrestar el daño del ADN relacionado con 
el estrés oxidativo, como se informó anteriormente [ 47 ].]. De hecho, las ROS totales, pero no las ROS 
mitocondriales, aumentaron con el tratamiento con OLE (datos no mostrados). 

Además, el tratamiento de las células NB con OLE condujo a la activación de la vía NF-kB, que también está 
implicada, entre otras cosas, en la señalización de la inflamación [ 48 , 49 ]. El aumento de la fosforilación de NF-kB 
tras el tratamiento con OLE podría sugerir la activación de una cascada proinflamatoria. Tal especulación necesita 
más investigaciones in vivo para ser confirmada. Una de las características clave de una molécula bioactiva 
anticancerígena es también interferir con el proceso de migración de las células cancerosas, que es responsable de la 
progresión y metástasis del cáncer. En estudios anteriores, se informó que la oleuropeína y el hidroxitirosol pueden 
inhibir la migración de diferentes tipos de células cancerosas [ 28 , 50 , 51]. De acuerdo, aquí demostramos que OLE 
es capaz de inhibir significativamente la migración de células NB, lo que corrobora aún más su eficacia antitumoral. 



Nuestro estudio, realizado en un panel de líneas celulares NB humanas, concuerda en su mayoría con los hallazgos 
previos de Secme et al. [ 27], quienes demostraron los efectos antitumorales de la oleuropeína frente a la línea 
celular SH-SY5Y NB. A partir de los resultados obtenidos, no es posible indicar si OLE fue ventajoso en términos de 
efectos antitumorales en comparación con el agente único oleuropeína. Sin embargo, podemos subrayar que OLE 
demostró ser eficaz también en un horario de administración corto. Además, el extracto acuoso presenta varias 
ventajas frente a la oleuropeína para futuras aplicaciones clínicas. De hecho, desde un punto de vista clínico, el 
extracto acuoso podría administrarse fácilmente por vía oral, lo cual es una característica particularmente 
importante para un "fármaco" adyuvante que se utilizará en oncología pediátrica. Por el contrario, la solubilidad de 
la oleuropeína podría requerir el desarrollo de formulaciones farmacológicas específicas para que sea fácilmente 
administrable [ 47 ].]. 

El objetivo final de este estudio fue investigar la cooperación potencial de OLE y el topotecán quimioterapéutico, que 
se utiliza en la práctica clínica para tratar pacientes afectados por NB en recaída o refractarios. La posibilidad de 
combinar quimioterapéuticos con fitoquímicos, que podrían aumentar su índice terapéutico y tener un perfil tóxico 
seguro, suena interesante y prometedora, especialmente para pacientes con NB recidivante/refractario. La 
capacidad de OLE para aumentar la respuesta de las células tumorales a los tratamientos estándar ya se ha 
demostrado en glioblastoma [ 17 ] y melanoma [ 43]. Aquí mostramos que la combinación de OLE y topotecan llevó 
a fomentar los efectos antitumorales en un ensayo de monocapa, con valores de índice de combinación que van 
desde la sinergia hasta la adicción. Estos resultados fueron confirmados y respaldados por experimentos de prueba 
de concepto realizados contra esferoides tumorales NB, donde la combinación de OLE y TOPO redujo 
significativamente la viabilidad celular de los esferoides tumorales en comparación con cada fármaco utilizado solo. 

5. Conclusiones 

En conclusión, los resultados in vitro que se muestran aquí se abren a investigaciones preclínicas más profundas 
antes de considerar la posibilidad de trasladar la administración de OLE al entorno clínico y probablemente mejorar, 
en combinación con los tratamientos estándar, el resultado clínico de los pacientes con NB de alto riesgo. . 

Materiales complementarios 

Los siguientes están disponibles en línea en https://www.mdpi.com/article/10.3390/nu13072178/s1, Figura S1: 
Efectos de la exposición a largo plazo al tratamiento con OLE sobre la viabilidad celular del control sano; Figura S2: 
Efectos de la exposición de tratamiento corto a OLE en la viabilidad celular de células NB y controles sanos; Figura 
S3: regulación positiva de los niveles de expresión de la proteína p-53 y ciclina-D1 después del tratamiento con 
OLE; Figura S4: inducción de apoptosis y regulación positiva de la expresión de caspasas 3 y 7 después del 
tratamiento con OLE. Figura S5: Rescate de la muerte celular apoptótica inducida por OLE mediante pretratamiento 
con el inhibidor de pan caspasas Q-VD-OPh. Figura S6: Regulación positiva de caspasa 8 escindida y fosfo-Bcl-2 
después del tratamiento con OLE. Figura S7: Aumento de la producción de ROS totales después del tratamiento con 
OLE. Figura S8: Regulación positiva de fosfo-NF-kB después del tratamiento con OLE. Figura S9: inhibición de la 
migración de las líneas celulares IMR-32 y SH-SY5Y después del tratamiento con OLE. 
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