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ABREVIATURAS
PA principio activo
WBC white blood cells, glébulos blancos
HAs Hibiscus anthocyanins, antocianinas del hibisco

NMU N-nitrosometilurea

ALT alanina aminotransferasa

AST o0 SGOT aspartato aminotransferasa

RBC red blood control, control de glébulos rojos
Hb hemoglobina

ROS Especies Reactivas del Oxigeno

PARP poli(ADP)ribosa polimerasa

PCV presion venosa central

MCV volumen corpuscular medio

MCH Hemoglobina Corpuscular Media

MCHC concentracion de hemoglobina corpuscular media

MAPK mitogen-activated protein kinase
JNK Jun N-Terminal Kinase
ERK extracellular signal-regulated kinases

ATM telangiectasis-mutated kinase, quinasa mutada por telangiectasia

Chk cellular checkpoint kinases, quinasas de punto de control celular

Cdc cell division cycle, ciclo de divisidn celular

Cdk cyclin dependent kinase, quinasa dependiente de ciclina

CKls cyclin-dependent kinase inhibitors, inhibidores de la quinasa dependientes de
ciclina

CDC2 = CDK1
BTH Butil hidroxi tolueno
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1. RESUMEN

En los ultimos afios se ha incrementado la busqueda de productos naturales y diversos PA de
origen vegetal para poner en evidencia su gran potencial medicinal. Gran cantidad de
plantas son estudiadas por ser potentes agentes fitoquimicos, Utiles en tratamientos
terapéuticos de distintas enfermedades como el cancer a causa de su bioactividad, su gran
seguridad y tolerabilidad. Estos estudios se deben, en parte, a que muchos de los farmacos
de origen semi o sintético usados actualmente tienen indeseables efectos secundarios,
toxicidad y farmacorresistencia.

Estudios tanto in vivo como in vitro han demostrado las multiples propiedades que poseen
los extractos de la planta Hisbiscus sabdariffa L., sobre todo a nivel anticancerigeno en las
leucemias. Esto se debe a la composicién quimica de Roselle con antocianinas como el
delfinidina-3-sambubiésido (Dp3-Sam) y compuestos fendlicos tipo acido protecatecuico
(PAC). Ademas se ha descrito el mecanismo de las diferentes vias moleculares de muerte
celular o apoptosis.

Sin embargo hacen falta ensayos clinicos para poder asegurar su eficacia terapéutica en
humanos y asi seguir desarrollando posibles agentes quimioterdpicos.

Palabras claves: Hibiscus sabdariffa L.; Roselle; antocianinas; polifenoles; cancer; leucemia;
apoptosis; in vivo; in vitro.

ABSTRACT

In recent years, searches for natural products and various plant-based PAs have increased in
order to prove their medicinal potential. Plants are being studied for being powerful
phytochemical agents, useful in therapeutic treatments of diseases such as cancer due to
their bioactivity, their great safety and tolerability. These studies are due, in part, to many of
the drugs used that have side effects, toxicity, and drug resistance.

In vivo and in vitro studies have detected multiple properties of Hisbiscus sabdariffa’s
extract, especially anticancer activity in leukemias. This is thanks to Roselle’s chemical
composition of anthocyanins as delphinidin-3-sambubioside (Dp3-Sam) and phenolic
compounds as protocatechuic acid (PAC). In addition, the mechanism of the different
molecular pathways of cell death or apoptosis has been described.

However, clinical trials are needed to guarantee its therapeutic efficacy in humans and thus
to follow possible chemotherapeutic agents.

Key words: Hibiscus sabdariffa L.; Roselle; anthocyanins; polyphenolic compounds; cancer;
leukemia; in vivo; in vitro.

2. INTRODUCCION
2.1 Cancer

El cuerpo esta formado por millones de células las cuales se dividen, formando los tejidos y
los drganos. Cuando las células se dafian o simplemente envejecen, mueren y son
reemplazadas por otras nuevas. La manera en que cada célula crece y se divide viene dado
por el ADN contenido en ellas.

En algunas ocasiones, este proceso puede descontrolarse; si se produce una mutacién en el
ADN, se ven alterados el crecimiento y la divisidn celular sin producirse su muerte.
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Asi, las células no mueren cuando deberian morir y se crean células nuevas que el cuerpo no
necesita. Estas células en exceso forman el tumor que se libra de los mecanismos de defensa
del sistema inmunolégico. (1)

Por lo tanto el cancer es una enfermedad genética que es causado por cambios en los genes
que controlan la forma de cdmo funcionan nuestras células, resultando en la proliferacién
anormal de células. (2)

Actualmente el cancer es la segunda causa de muerte en el mundo con casi 9 millones de
defunciones lo que se traduce en que casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe
a esta enfermedad. (3)

2.1.1 Leucemia /c@d\@

sanguinea

Célula madre mieloide - “Células prescursoras - Célula madre linfoide

&

. . o blagtos”
La leucemia es un grupo de enfermedades malignas de la A {é_
sangre, es decir, es un tipo de cancer que afecta a las A -
células de la sangre. Produciéndose una proliferaciéon G\r:nmm / l \
descontrolada de células blancas de la sangre (WBC) Q E"%ﬁ'
inmaduras. Comunmente producido por mutaciones  Gbuosris e L.mcm . V' fecito

%% 6

genéticas. s e

La palabra “leucemia” deriva de los términos griegos |lustracion 1 Evolucién de la célula
leukos — que significa blanco — y haima — que significa sanguinea (4)

sangre.

Como se ve en la llustracion 1 Evolucion de la célula sanguinea (4), en Normalidad

una persona sana las células madre se desarrollan y se especializan "“'"""'“--.__D Py
para formar las células de la sangre. Cuando en los globulos blancos En.m;?go,,
producidos por la médula désea aparecen defectos en el material mau'..;::":a:i}i-im

genético, la divisidn celular se ve alterada y no son capaces de llevar a
cabo su funcién de manera correcta. Estas células denominadas
“células blasticas leucémicas” se reproducen y proliferan de manera
incontrolada, pero no mueren por lo que acaban invadiendo la médula .s'»’ .' 2 (.
Osea y desplazando a las células normales lo que impide el desarrollo .. 0
normal de las células progenitoras de la sangre, y consecuentemente 9 o "";'n':f,’,:;‘f’“
falta de globulos rojos y plaguetas; como se ve en la llustracion 2 (5).

En ese momento hablamos de leucemia. (6)(7)

Leucemia

Ilustracion 2 Cancer
hematoldgico (5)

Por lo tanto dentro de la leucemia que es un cdncer de la sangre donde se afecta a los
leucocitos, segun la célula comprometida (mieloide o linfoide) se clasifica la leucemia
respectivamente como mieloide o linfocitica; y en funcion de la rapidez con la que avance la
enfermedad hablamos de leucemia aguda y de leucemia crdnica.

Los tipos de leucemia son:

Leucemias agudas donde la células células son inmaduras e indiferenciadas. Manteniéndose
en forma de ‘blasto’. Apareciendo la enfermedad de forma brusca y teniendo una evolucién
rapida.
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leucemia aguda, la enfermedad aparece de forma brusca en la médula causando un
aumento excesivo de células inmaduras e indiferenciadas “blastos” (linfoblastos y
mielobastos, respectivamente) que serdn incapaces de cumplir con su funcién, aunque
mantienen su capacidad de multiplicarse. Su nimero desorbitado desplaza a las células
normales de la médula désea ocasionando una disminucién de los niveles celulares
sanguineos de: globulos rojos que causa anemia; globulos blancos de tipo granulocito
relacionado con neutropenia, lo que dificulta las funciones inmunitarias quendando el
paciente expuesto a infecciones u otras enfermedades; y descenso de plaquetas también
denominado trombocitopenia que causara dificultades en la coagulacion de la sangre.
Ademas habra un numero elevado de células leucémicas llamadas blastos. Por lo tanto se
manifiesta inicialmente en la médula dsea y se extienden rapidamente a través de la sangre.

La LLA: supone un 5% de las leucemias y en el 80% de las ocasiones afecta a las células B. Se
diagnostican cada ano unos5 casos por cada 100.000 habitantesy a pesar de ser una
enfermedad poco frecuente, afecta a ninios menores de 20 afos (sobre todo entre los 2 y los
10 anos).

En el caso de LMA: esta enfermedad constituye el 25% de las leucemias. Se diagnostican 3-4
casos nuevos cada afio por cada 100.000 habitantes. La mediana de edad en el diagndstico
es de 65 afios, por lo que su incidencia aumenta con la edad y es propia de la vejez. (1)

Leucemias cronicas: las células sanguineas afectadas son mas maduras que en las leucemias
agudas pero siguen siendo leucocitos inmaduros, que se multiplican y se acumulan mas
lentamente, pero carecen de funcionalidad, a pesar de parecerse a las células normales. (38)

Leucemia _linfocitica _crénica_ (LLC): Es wuna proliferacion de linfocitos maduros,
funcionalmente incompetentes y con la vida media alargada, que se van acumulando
progresivamente (comunmente se origina en los linfocitos B). Esto produce el
desplazamiento de las células normales de la médula. A pesar de que el paciente presenta
una gran cantidad de estos linfocitos, clinicamente se caracteriza por inmunodeficiencia

humoral.

Supone el 40% de las leucemias y es la leucemia mas comun en adultos. La tasa de incidencia
en el mundo occidental es de 4 casos al afio por cada 100.000 personas. Y afecta sobre todo
en paises occidentales a personas con una edad media de 60-70 afios.

que provoca una produccién descontrolada de glébulos blancos, que no obstante,
mantienen el proceso normal de maduracidn, lo que hace que la enfermedad avance
lentamente. Por lo tanto las células normales de la médula ésea son sustituidas por otras
procedentes de una célula madre hematopoyética anormal en la que se han producido
alteraciones genéticas que desencadenan su comportamiento tumoral. Y las células que
proceden de esta célula madre anormal se reproducen sin control.

Esta constituye el 15% de las leucemias. Se suelen diagnosticar 1-2 casos cada afio por cada
100.000 habitantes. Y la edad media de presentacion es de unos 50 afios. (8)
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2.1.2 Epidemiologia

En todo el mundo en 2018 la incidencia del cancer seglin los datos del SEOM era de
18.078.957 personas. Entre el total de tumores diagnosticados, la leucemia supone un 2,4%
lo que significan que 437.033 la padecen. Suponiendo un 3,2% del nimero de fallecimientos
por tumores en el mundo. (3,8)

Como se ve resumido en la Tabla 1, la LLA a pesar de que supone el 5% de las leucemias,
afecta fundamentalmente a nifios; mientras que el resto se suele diagnosticar en adultos.

Tipo de % incidencia entre Edad media Casos/100.000
leucemia leucemias habitantes /afio
LLA 5% < 20 afios (2-10 afios) 5
LMA 25% g y 65 afios 3-4
LLC 40% A 4 60-70 afios 4
LMC 10-15% T 50 afios 1-2

2.2 Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L. familia Malvaceae.

Nativa de Asia (desde India a Malasia) y llevado en una fecha temprana al Africa tropical.
(16) Sin embargo es ampliamente cultivado en muchos paises en desarrollo puesto que es
considerada una de las plantas medicinales mas depurativas que existen.

Generalmente es conocida como Roselle (USA), pero también posee multiples nombres en
funcién del lugar como Bissap en Senegal, Flor de Jamaica o Hibisco en Guatemala y
México, Congo en Francia, Wonjo en Gambia, Zobo en Nigeria, Karkade en Egipto, Saudi
Arabia y Sudan, etc. (9,10)

Se cultivan dos variedades: H. sabbadarifa var. Altissima “cafiamo
roselli” para la obtencion de fibra similar al yute. Y otra que es H.
sabdariffa var. Sabdariffa que es un arbusto herbaceo anual que crece
hasta los 2 m de altura. Posee hojas verdes tri o pentalobuladas,
siendo las inferiores lanceoladas y las superiores palmeadas; ademas
son serradas y algunas de margen continuo, con nerviaciones de color

rojizo que se disponen alternativamente en los tallos rojos cilindricos.

Las flores son solitarias, de tallo corto, de gran tamafio (12 cm) vy

situadas en las axilas de las hojas; poseen pétalos amarillos o rojizos

con base de color purpura y un caliz rojo concrescente en su mitad inferior, carnoso, con
forma de copa, constituido por 5 sépalos grandes. El epicdliz estd formado por 8 a 12
pequefias bracteas delgadas y puntiagudas, adheridas a la base del caliz. (11,12)

En la Real Farmacopea Espanola se incluye la droga Hibisci sabdariffae flos: “céliz o caliculo
desecados, enteros o fragmentados de Hibiscus sabdariffa L. recolectados durante el
periodo de fructificaciéon”. Debe contener como minimo un 13,5% de acidos expresado
como 4cido citrico (droga desecada). Se utilizan por tanto las flores (calices y epicalices),
aunque en ocasiones se emplean las hojas y otras partes de la planta. (11)
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Tradicionalmente se cultiva roselle en regiones tropicales y subtropicales cuyo interés radica
en varias partes de la planta como su tallo, hojas, cdlices y semillas para aplicaciones
industriales, medicinales, culinarias (bebidas, colorantes, comida), etc. (13)

Como medicina popular en Taiwan afirma ser efectivo contra las piedras de rifidn e higado;
en India se usa para indigestiones y para aliviar el dolor al orinar; los guatemaltecos utilizan
infusiones de los cdlices para tratar la hipertensién y el colesterol, asi como bebida
refrescante; los mexicanos toman infusiones de los cdlices y hojas para tratar la
hipertensidn; ademas los extractos de los calices son beneficiosos en la cura de la diarrea,
dolores de cadera, etc. En resumen estos extractos se usan en medicina tradicional para
tratar diarrea, fiebre, aterosclerosis, asi como por sus propiedades antiespasmaddicas,
antiinflamatorias, antihipertensiva, nefro y hepatoprotectoras, antidiabéticas,
antioxidantes, anticancerigena y por ser bactericida y fungicida. (14) Incluso en la medicina
tradicional irani, se usa H. sabdariffa L. para la prevencién, el control y el tratamiento de
trastornos sanguineos como la trombocitopenia y la anemia hemolitica. (24)

Por lo tanto, los calices de roselle siendo ricos en su composicidon nutricional pueden ser
usados como fuente de componentes nutracéuticos (para suplementos nutricionales) y
también como alimento funcional, ya que el consumo diario puede ser beneficioso para la
salud humana. (15)

Hay que tener en cuenta las evidencias ] A
epidemioldgicas sdlidas que sugieren que una dieta
rica en verduras vy frutas puede reducir
notablemente el riesgo de padecer diversos tipos de
cancer humano, es decir, un cambio en la dieta -
puede prevenir un tercio de todos los casos de
cancer ya que un tercio de las muertes por dicha
enfermedad se debe a los cinco principales factores

#itht

Concentrution (ughml.)

10 07 1 10 10 * 10 10 10 10 10

.
|

Celulir growih (%

de riesgo conductuales y dietéticos. (16)

2.3 Componentes del caliz del hibisco (Roselle o

Flor de Jamaica)

Seleccionamos como fuente principal los calices del
hibisco debido a que un estudio demostré que como

Celular growih (%)

se muestra en la Figura 1, en las curvas A y B, los
extractos de metanol de las hojas exhibieron baja
actividad contra las células leucémicas (valores IC50
de 43.20 mg mL™ %), en comparacién con los célices
(Tabla 2). Sin embargo las curvas D y E muestran
que el extracto de calices de metanol mostré una
actividad selectiva significativa para las células
leucémicas, con valores de IC50 de 0,12 mg ml~ !y
1,16 mg ml~ 1, respectivamente. (17)

En general, las mayores concentraciones de fenoles y flavonoides se observaron en los
calices, siendo mayor en los cultivos con poultry litter y al incorporar organosuper®.
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Variando el contenido total de antocianos entre 0,3% y un 2,4% en funcién de la zona de
cultivo. Ver Tabla 2 (17)

IC,, (ng mL™),

Cancer cell line Leaves Calyces
Poultry Organo® Control Poultry Organo® Control Dox.
litter litter
Leukemia (K-562) 43.20 nd 49.9 1.16 0.12 2.24 0.06

Tabla 2 Comparativa del IC50 del extracto metandlico de H.Sabdariffa L. en hojas y en célices contra
lineas celulares cancerigenas humanas (17)

Los calices de Hibiscus sabdariffa L. contienen proteinas, grasas, carbohidratos, acidos,
minerales, vitaminas, fitosteroles, aceite esencial, flavonoides, etc. (10)
Pero son usados en medicina tradicional por ser ricos en principios activos cuya composicién
guimica destaca su contenido en:
e Un 15-30% de acidos organicos: acidos citrico, malico, tartarico, acido hibiscico.
En cuanto a los acidos fendlicos son el acido protocatéquico (PAC), o-coumarico, etc.
e Un 1,5% de antocianos: 70-85% de delfinidina-3-sambubidsido (Dp3-Sam, hibiscina),
29% de cianidin-3-sambubidsido y otros componentes minoritarios. Responsables del
color rojo caracteristico y de la actividad antioxidante de la droga. La importancia del
caliz de roselle reside principalmente en su contenido de antocianinas (2.52 g/100 g).
e Se encuentran otros polifenoles como flavonoides (quercetina, miricetina,
hibiscetina, etc), polisacaridos mucilaginosos y pectinas, trazas de aceite esencial,
fitosteroles y sales minerales. (11-13)

La eficacia terapéutica reside en sus componentes bioactivos: antocianinas (HAs), polifenoles
(flavonoides) y acidos fendlicos (PCA). Antocianos como el Dp3-Sam y el acido
protocatéquico (PAC) han mostrado actividad antipromotora tumoral e inductora de
apoptosis en células leucémicas humanas.

o ol
Anthocyanin 3' 4 s 3 5 \/
Cyanidin-3-sambubioside OH QH H 2-0-3-D-xylosyl-D-glucose OH
Cyanidin-3-glucoside OH OH H Glucos OH
Delphinidin-3-sambubioside OH OH OH 2-O-p-D-xylosyl-D-glucose OH
Delphinidin-3-glucoside OH ©OH OH Glucosy OH X
Cyanin OH OH H  Glucosyl Glucosyl
Malvin OCH, OH  OCH, Glucosyl Glucosyl
Anthocyanidin
Delphinidin OH OH OH OH OH / oH
OH
[lustracidn 4 Estructura quimica de un antociano y sus tipos [lustracion 5 Estructura quimica de

Acido protecatéquico (PAC)

3. OBIETIVOS

El objetivo de este trabajo es recabar informacidén para demostrar que los extractos de la
planta medicinal Hibiscus sabdariffa L. podrian ser un potente agente quimioterapico en el
tratamiento de la leucemia por su efectividad y seguridad, cuya propiedad anticancerigena
ha sido demostrada en multiples estudios in vivo e in vitro. Ademas de elucidar los
principales mecanismos moleculares que dan lugar a la apotosis de las células cancerigenas.
Con todo ello, deberian ser evidencias considerables para plantearse la realizacion de
ensayos clinicos en humanos.
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4. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo es reflejo de una revision bibliografica realizada, principalmente, a través de la
busqueda de articulos en: Elsevier, PubMed, SciELO, Google Scholar; mediante palabras
clave principalmente en lengua inglesa y prevaleciendo los articulos con fechas mas actuales.
Se usaron gran cantidad de articulos cientificos ademas de otras webs de informacién como
la del Centro de Investigacion del Cancer (CIC), Sociedad Espafiola de Hematologia vy
Hemoterapia (SEHH), Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) y otras asociaciones
como aeccy aeal.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Actividad anticancer

La apoptosis juega un papel fundamental en la eliminacidon de células seriamente dafiadas o
de células tumorales a través de agentes antitumorales y quimiopreventivo.

Las células apoptdticas revelaron caracteristicas como la contraccion celular, la
condensacion de cromatina, la fragmentacién del ADN formando una escalera, la formacidn
de ampollas en la membrana plasmatica, la formacion de cuerpos apoptoticos y la activacion
de caspasas. (18)

Las principales vias de muerte involucradas en la apoptosis son:

5.1.1 VIA INTRINSECA (18-22)

La 0 via intrinseca estd controlada por los miembros de la
familia Bcl-2: con actividad antiapoptética encontramos a Bcl-2 y los proapoptéticos que
serian las proteinas Bax y Bid. La funcion clave de los miembros de la familia de Bcl-2 es
regular la liberacion de factores proapoptéticos desde el compartimento intermembranal de
la mitocondria (IMS) hasta el citosol, en particular el citocromo c.

Las seiiales pro y antiapoptdticas convergen en las membranas mitocondriales y cuando
predominan las sefiales de muerte, los miembros pro-apoptéticos de Bax se unen a un
complejo multiproteico conocido como “permeability transition pore complex” (PTPC) que
regula la permeabilizacién de la membrana mitocondrial, formando por lo tanto poros en la
membrana mitocondrial interna (IM) causando asi la permeabilizacion de la membrana
externa “MOMP” (mitocondrial outer membrana permeabilization) que lleva a la disipacion
del potencial de membrana y con ello al cese de la sintesis
mitocondrial de ATP, a la inhibicion de la cadena respiratoria
agravando la sobreproduccién de ROS y a la liberacion al citosol f
de proteinas como Cyt C o el factor inductor de apoptosis (AIF)
desde el espacio intermembrana mitocondrial (IMS).

Entonces se forma el apoptosoma cuyos componentes son: el
Cyt c junto con APAF1 (proteina adaptadora citoplasmatica) y | &="

aparr (NN

dATP. Lo cual desencadena la cascada proteolitica activando la %

\‘_ INTRACELLULAR STRESS ;;
" g o "

~Y%.

PTPC

X dATP
caspasa-9 y posteriormente la caspasa-3. (llustracion 6) a> |/ | ¥ Cyuaen
Uno de los sustratos especificos de la caspasa-3 es la
poli(ADP)ribosa polimerasa (PARP-1), cuya funcion es reparar | | / 23 | Excessros \;-\\meus
el dafio del ADN. La caspasa 3 promueve la escision de PARP-1 commes &5 Proambglin
gue resulta en la formacién de dos fragmentos concretos que CASPASE-DEPENDENT | CASPASE-INDEPENDENT
. L, . APOPTOSIS : APOPTOSIS
induciran a la muerte celular o apoptosis.

Apoplosome

|55
1APs H
| T xpsyntHesis |
Caspased &' / \ ! CESSATION Q
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5.1.2 ViA EXTRINSECA

La o via extrinseca es
inducida por miembros de la familia de los receptores de
muerte como es FAS (CD95) que en ausencia de su ligando
FASL, las subunidades se ensamblan formando trimeros que se
estabilizan mediante un cambio conformacional cuando se une
FASL, lo que permite la formacion de un complejo de proteinas
en el citosol a través del “dominio de muerte” (Death domain,
DD) del receptor. Entre las proteinas reclutadas en el DD de
FAS se encuentran: la proteina FAS asociada a DD (Fas-
associated death domain, FADD) y la procaspasa 8 que
constituyen ese complejo supramolecular "complejo de
sefializacion inductor de muerte" (Death-inducing signalling
complex, DISC) que controla la activacion de la caspasa 8
mediante la escision proteolitica de la procaspasa 8. Entonces

esta forma activa, activard a la procaspasa 3 resultando en
caspasa 3 “caspasa efectora”, finalizando asi con la muerte

celular o apoptosis. (llustracion 7) (18,20,22)

DRAL

3
Pro-caspase8 © Pro-caspase-9
(-10) ‘

o

1BID ]
\l
Caspase-9 ‘1"

cFLIPs
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VR VX
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RECEPTORS
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¥ BD } _ MOMP o MOMP o
Ci -8 > 4> @ — > < -
B el & @
N

0 T
] f
\

v v

EFFECTOR CASPASES (e.g., caspase-3, -6

and -7)

\
v

APOPTOSIS

La via de los receptores de muerte y la via mitocondrial, como hemos observado, convergen
a nivel de la activacidn de la caspasa-3. El solapamiento y la integracién de las dos vias se

debe a Bid, un miembro proapoptdtico de la familia de Bcl-2.

La caspasa-8 media la ruptura de Bid dando lugar a tBid, incrementando la actividad
proapoptética (Bax) que resulta en su translocacidon a la mitocondria donde promueve la

liberacidn del citocromo c.

Hay que tener en cuenta que en la mayoria de las condiciones, este solapamiento es

minimo, y las dos vias operan de manera independiente. (20)

5.1.3 ViA MAPK

Ademas de las caspasas, también se ha comprobado que las proteinas quinasas activadas

por mitégeno (MAPK) median la apoptosis.

Los estimulos extracelulares son los que activan a la familia MAPK serina/treonina quinasa la
cual estd involucrada en cascadas de transduccidon de senales que regulan el crecimiento

celular, la diferenciacidn y la apoptosis. (2)

Existen 3 tipos de MAP quinasas: (2)
- Quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK1/2)
- c¢-Jun quinasa N-terminal (JNK)
- quinasas activada por mitégenos p38 (p38 MAPK).

HAs induce el aumento de p38 MAPKinasa vy la fosforilacion de la proteina diana C-Jun que
activa aun mas las cascadas de proteinas apoptoéticas que contienen la sefializacién mediada
por Fas (Fas/Caspasa-8/tBid mddulo de sefializacidn), puesto que la funcidon de c-Jun es
regular la transcripcion de Fas y FasL, esto resulta en la liberacidon de citocromo c de las
mitocondrias que conduce a la escision de caspasa-3 y posterior apoptosis.
Ademas de la no fosforilacion de ERK1/2 puesto que esta quinasa juega un papel
fundamental en la via de supervivencia y diferenciacion y crecimiento celular. (13,18)
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5.2 Estudios realizados

5.2.1 Un extracto rico en antocianinas de Hibiscus sabdariffa L. inhibe la leucemia
inducida por N-nitrosometilurea en ratas. (In vivo) (15, 13)

Este ensayo fue el primer informe en demostrar que la administracion secuencial de HAs tras
la administracion de NMU resulta en una actividad in vivo antileucémica.

Las antocianinas mostraron una actividad anticancerigena significativa en células de
leucemia promielocitica humana.

Para evidenciar ese efecto antitumoral de la antocianina y por tanto su efecto protector en
la leucemia, se realizd un ensayo con ratas macho Sprague-Dawley a las que se les indujo la
leucemia con la sustancia quimica N-nitrosometilurea (NMU). En ese ensayo existia un grupo
control tratados unicamente con NMU y dos grupos que tras la inyeccion de NMU,
recibieron distintas dosis de extracto de antocianina de roselle (HA 0.1% y 0.2%) diariamente

y por via oral como suplementacion en la dieta.

Tras 220 dias se realiza la comprobacién de los siguientes aspectos: Tratom (,,irfmaauo Bazo

a. Peso de organos viscerales: el higado y el bazo de las ratas expuestas a | _ v
NMU estaba anormalmente agrandado, mientras que tras la
administracion de HAs ambos drganos aparecieron casi normal. Se puede | sélonvu S )
observar el efecto en la llustraciéon 8 donde las flechas indican la invasiéon 0 o p
de células cancerosas en el tejido hepatico. (15)

b. Analisis bioquimicos en suero: hay que tener en cuenta que altos niveles de | "v+rasoe 1

las enzimas ALT y AST liberadas en el torrente sanguineo es un signo de

dano hepdtico, cdncer u otras enfermedades. Por lo tanto tras la
administracion de NMU se incrementaron los niveles de ALT y AST; los

cuales disminuyeron significatimente por el el tratamiento con HAs (0,2%).

Ademads se examinaron los niveles de acido uUrico sérico puesto que es util en la
deteccién de hiperuricemia y en el diagndstico de leucemia. El tratamiento de HA
provoco una disminucién significativa en los niveles de acido Urico en ratas expuestas a
NMU.

trombocitopenia. En las ratas tratadas con NMU se observo la tendencia a anemia por
un descenso de RBC y Hb; a trombocitopenia por el bajo nivel de plaguetas en la sangre;
asi como leucocitosis por el incremento de los niveles de WBC. En cambio en las ratas
tratradas con HAs (0,2%) se produjo el aumento de RBC, Hb y PLT asi como el descenso
significante de los niveles de WBC entre un 30-70% de una manera dosis dependiente.
equivalentes a glébulos blancos inmaduros anormales; tras la administraciéon de HAs el
numero y la forma de las células sanguineas eran normales.

NMU, también se observd infiltracion de células leucémicas; la cual fue derogada en el
grupo HAs (especialmente a la dosis alta de 0.2%) por lo que el tratamiento con HA
redujo la lesion tisular hepdtica y del bazo inducida por NMU de una manera
dependiente de la dosis.

De forma resumida los resultados serian: Ver Tabla 3
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Prueba que se realiza

Resultados en rata NMU control

Resultados en rata NMU + HAs

Peso de 6rganos viscerales Agrandado Casi normal
Analisis bgcos en suero MALT y AST, PNacido urico JALT y AST, J acido Urico
Leucemia Anemia (JRBC, Hb) ‘N RBC, Hb
Trombocitopenia (J PLT) N PLT
Leucocitosis (TMWBC) JWBC

Morfologia citoldgica

Células leucémicas equivalentes a
glébulos blancos inmaduros
anormales

Numero y forma de células
sanguineas normales

Caracteristicas

Infiltracion de células leucémicas

Sin infiltracidon de células

histopatoldgicas leucémicas, redujo la lesion tisular

Tabla 3 Resumen de los resultados del estudio de HAs in vivo

Como resultado se vio que la incidencia de leucemia se redujo en 33.3%, es decir, HAS 0.2%
inhibio la progresion de la leucemia inducida por NMU. A esto se le afiade que la tasa de
mortalidad de las ratas que recibieron una alta dosis de HA (0,2%) varié del 50% en el grupo
NMU a un 8,3% en el grupo tratado con HAs.

El efecto inhibidor anticancerigeno de los extractos de roselle sobre la carcinogénesis
demostré que posee potencial como agente quimiopreventivo contra el cdncer contra la
evasion de la apoptosis, la insensibilidad a las sefales de anti-crecimiento, la invasion de
tejidos y la metastasis.

5.2.2 Extractos ricos en antocianinas de hibisco que inducen la muerte celular apoptdética
en células de leucemia promielocitica humana. (In vitro HL-60) (18,15,13)

HAs
s
Las antocianinas son fitoquimicos bioactivos que poseen (»//l’ ——
. . . . . . . . . . s . 38
capacidad antioxidante (in vivo e in vitro) y funciones fisioldgicas pl
relacionadas con la supresion del cancer. ®-Jun j

caspase 8

_1.:I=-I/
Para comprobar el efecto antitumoral sobre el crecimiento Bel-2 /‘b ca]
celular se aisld antocianinas de hibisco (HAs) de la flor seca de H. Em;
sabdariffa L. y se utilizaron como células diana las células de %
leucemia promielocitica humana (HL-60) donde Ia citotoxicidad ]
por HAs que sufrieron era mas fuerte que la de las células Rrgpioes:

normales u otras lineas celulares cuyos resultados mostraron una Ilustracion 9 Via mediada por HAs
que induce la apoptosis en células

menor citotoxicidad.

HL-60. (15)
Estudios recientes han demostrado la via molecular de la quimioprevencion del cancer por
las antocianinas son: (i) antioxidacién, (ii) mecanismos moleculares relacionados con la
anticarcinogénesis y (iii) mecanismos moleculares implicados en la induccién de apoptosis
en células tumorales (llustracion 9), donde la activacion de sefiales de p38 estan
relacionadas con la alteracidn de la membrana mitocondrial que resulta en la liberacién de
citocromo cy la activacion de caspasas.
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Las antocianinas inducen apoptosis en células HL-60 mediante dos principales vias de
muerte celular: via intrinseca (via de muerte mitocondrial) y via extrinseca (via del receptor
de muerte apoptédtico). Ademds de la cascada de caspasas, la apoptosis estara mediada por
la via MAPK cuyo resultado es una mayor activacién de la cascada de proteinas apoptdticas.

(Para el desarrollo de la via molecular, ver el apartado 5.1) (13) .

El ensayo demostrd que la concentracion de HAs que inhibia el 50% 3 °° LI S

de la viabilidad de las células HL-60, osea, IC50 era 2,49 mg/ml. 2wl __

Y si se trataban con HAs 3mg/ml durante 48 horas se conseguia un i
descenso del 75% en el nimero de células, las cuales mostraban O ot )

caracteristicas tipicas de apoptosis. (13) Ver Figura 1.

Por lo tanto podemos concluir que HAs:

- Induce la apoptosis en células HL-60 de manera dependiente

del tiempo y la concentracién.

% of survival
8 &

i3
P

o

] 12 4 48
Tima {h}

- Induce la activacion de caspasas que lleva a la muerte celular de  Figura 1 Induccién de la muerte

HL-60

celular por HAs. Células HL-60

- Induce la apoptosis usando mecanismos que involucran la fueron tratadas con varias

liberacion del citocromo ¢

- Induce la muerte en HL-60 con la activacién de p38 MAPK que
lleva a la induccion upstream de la activacion de caspasas

concentraciones de HAs
durante 24h (A) o tratadas con
3mg/ml de HAs durante los
tiempos indicados (B) (18)

En resumen, HAs inhibe el crecimiento de células cancerigenas a través de la induccion de
apoptosis. Demostrando una gran potencia citotdxica frente a células HL-60. (18)

5.2.3 Las antocianinas del extracto de Roselle detienen la transicion de fase del ciclo
celular G2/M a través de células de leucemia HL-60 deficientes en p53. (In vitro

HL-60) (14,23)

El ciclo celular de células eucariéticas se divide en: fase
M (mitosis), fase S (sintesis DNA), y las fases G1y G2.
Durante el ciclo celular, el crecimiento de las células esta
regulado por multiples puntos de control, pero
principalmente por un sistema de 3 proteinas:

= Ciclinas

= Ciclina dependiente de quinasas (Cdks)

* |nhibidores de la quinasa dependientes de ciclina

(CKis)

En este estudio se investigd el efecto inhibitorio de HAs
sobre células humas leucémicas HL-60 in vitro y sus
mecanismos moleculares. (llustracion 10)

Puesto que la inhibicion de la regulaciéon de un ciclo
celular descontrolado podia ser una diana potencial para
el tratamiento del cancer donde existe un crecimiento
anormal de las células.
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Se descubrié que HAs promueve la detencién del ciclo celular G2/M mediante la inhibicion
del complejo Ciclina B1/CDK a través de la via ATM, Chk1/2 y Cdc25C o la activacién de p53
independiente de p21y p27.

A. Inhibicion del complejo de Ciclina B1/CDK a través de la via ATM, Chk1/2 Y Cdc25C

- HAs incrementa la activacion de ATM/ATR seguido de la fosforilacion de la serina 139
de H2A.X, como parte del mecanismo que induce la detencidn de la fase G2/M, en
respuesta al dafio del ADN. Por lo que ATM/ATR fosforilan y por tanto activan a
Chk1/Chk2, que inactivaran la actividad fosfatasa de Cdc25C mediante fosforilacion
en Ser216; este es un mecanismo regulador usado por las células para bloquear la
entrada mitética, fosforilando e inactivando la proteina CDK1.
Ademas se produce la unién entre p-Cdc25C y la proteina 14-3-3 que evita su
localizacion nuclear y se translocara al citoplasma en la forma inactiva.

- HAs también induce la expresion de las proteinas CKls (p21 y p27) que inhiben la
actividad del complejo ciclina B1/CDK, cuya funcién es regular la transicion de la fase
G2 a M, manteniendo la forma inactiva por la fosforilacién de residuos de CDK.

En una situacién normal la transicion G2/M tendria lugar mediante la eliminacion del fosfato
de Tyrl5 por la fosfatasa Cdc25C, lo que activaria a CDK. Pero cuanto se trata a la célula con
HAs, se aumenta la expresion de p-CDK en las células HL-60 lo que lleva a disminuir la
actividad fosfatasa de Cdc25c.

Como resultado, HAs induce la detencién de la transicion de fases G2/M de células
leucémicas humanas HL-60, es decir, que aumenta la proporciéon de células en esta fase, con
el correspondiente descenso de las células en fase G1/S. Concluyendo en la disminuciéon de
la viabilidad celular.

B. Activacién de P53 independiente de p21 asi como p27.

El supresor tumoral p53 también es la proteina clave en las vias de control, cuya activacién
puede conducir a la detencién del crecimiento en las fases G1 y G2/M en células cancerosas.

En numerosos estudios, el efecto anticancerigeno de HAs se atribuye al aumento de la
expresion de p21 en células HL-60 (que carecen de p53). Por lo que la detencion del
crecimiento en la fase G2/M es mediada a través de una via independiente de p53. Lo que
quiere decir que la ausencia de p53 es suficiente para inducir la detencidon de G2/M pasando
de un mecanismo p21-dependiente a Chk-dependiente.

Chk2 activada puede inducir directamente Ia
transcripcion de p21 en ausencia de la expresion de p53
y esto contribuye al retraso del ciclo celular G2/M.

Por otro lado, el ATM/ATR activado también induce la
expresion de p21 de manera independiente de p53 a
través de las proteinas MAPK ERK.

llustracion 11 Modelo de los efectos
anticancerigenos de HAS en células
HL-60. (14)
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5.2.4 Delphinidin 3-sambubioside, una antocianina de Hibiscus, induce la apoptosis en las
células de leucemia humana a través de la via mitocondrial mediada por especies
reactivas de oxigeno. (In vitro HL-60) (19)

La delfinidina 3-sambubidsido (Dp3-Sam) induce la apoptosis de manera dosis dependiente
en las células de leucemia promielocitica humana (HL-60) a través de la via de disfuncion
mitocondrial mediada por ROS y de la via p38-FasL y Bid. (13,24)

La via de disfuncidon mitocondrial se caracteriza por la morfologia celular, la fragmentacién
del ADN, la activacién de caspasa -8, -9 (iniciadoras de apoptosis) y -3 (ejecutadora), que
producen finalmente la inactivacion de la poli(ADP)ribosa polimerasa (PARP).

(Via desarrollada en el punto 5.1)

Ademads la activacion de la cascada de caspasas por Dp3-Sam produce el aumento
intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células HL-60. ROS actua sobre las
mitocondrias, causando la interrupcion del potencial de membrana y la liberacién de
citocromo ¢, que se une a Apaf-1 y se convierte en un apoptosoma en el citosol. El
apoptosoma es el que inicia la cascada de caspasas activando caspasa-9.

Un modelo alternativo implica la regulacion al alza del sistema Fas/FasL, que conduce a la
activacion de caspasa-8 y posteriormente al resto de la cascada.

Como se ve en la Figura 2, Dp3-Sam inhibe la proliferacién celular
con un IC50 (concentracién a la que se inhibe el 50%) de valor de
75 microM a las 24 h de tratamiento.

-
=
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En diversos estudios se comprobd que la concentracién efectiva de
Dp3-Sam para la induccién de apoptosis parece mayor que la
concentracion fisiolégica posible porque la concentracion
plasmatica de antocianina es, en general, baja. s =3 m
Sin embargo, también observamos la induccién de apoptosis por Concentration (kM)
Dp3-Sam a 40 micras durante 12 h puede usarse para la induccion

de apoptosis.

Survival rate (% of contral)

[
[
T

5.2.5 Induccion de apoptosis por el dcido protocatecuico del Hibisco en células de
leucemia humana mediante la reduccion de la fosforilacion del retinoblastoma (RB)
y la expresion de Bcl-2. (In vitro HL-60) (25)

Hibiscus acido protocatecuico (PCA) es un acido fendlico que ha demostrado inhibir la accién
cancerigena de varios quimicos en diferentes tejidos a partir de sus potentes efectos
antioxidantes y antitumorales (potencial anticancerigeno y quimioprevencion).

En este estudio se comprobd que la proliferacion celular, diferenciacién y senescencia eran
mediadas mediante la fosforilaciéon de la proteina retinoblastoma (RB) cuyo estado de
fosforilacidn varia en funcion del evento del ciclo celular y proliferacion.

temprana que produce la liberacion del factor de transcripciéon E2F, resultando en la
transcripcion de numerosos genes involucrados en la progresion del ciclo celular.
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disminucion de la hiperfosforilacion de RB e incrementa su estado hipofosforilado que
inactiva al factor E2F contribuyendo al arresto en la fase G1, asi previene la entrada de las
células HL-60 en la fase S. llustracion 12.

Ademas recientes investigaciones han comprobado G,

gue seguida a esta defosforilacién, se produce la
escision de RB por proteasas tipo ICE lo que conduce
a la apoptosis en lineas celulares independientes de M
p53 como las células leucémicas humanas HL-60.

Como hemos visto anteriormente, la familia de
genes Bcl-2 muestra una red compleja que regula la
apoptosis. En estudios actuales se observé que PCA S E2F P
reduce la expresion de la proteina Bcl-2 (anti- A q'“'
apoptoética) al 47% y aumenta la expresion de la VI %
proteina Bax (pro-apoptotica) al 181%. Lo que

contribuye a la letalidad celular.

Por lo tanto los efectos antiproliferativos de PCA en células HL-60
mediante la apoptosis estd asociado a la reduccion de |Ia
fosforilacién de la proteina RB y a la supresion de la expresion de
Bcl-2 (protoncogen).

En cuanto a su citotoxicidad, PCA presentd un efecto inhibitorio
dependiente de la concentracién sobre el crecimiento de las células
HL-60 asi como la expresidn de caracteristicas tipicas de apoptosis
observadas mediante un examen morfoldgico en las células tratadas
con PCA. Entonces se comprobé que a dosis superiores de 0,2 mM,
PCA posee efectos citotdxicos asociados con la induccidn de
apoptosis en células leucémicas (Figura 3).

5.2.6 Sintesis de nanoparticulas de oro conjugadas con extracto de flor de Hibiscus
sabdariffa con efecto anti-leucemia mieloide aguda en comparacion con la
daunorrubicina en modelos leucémicos de roedores 2019. (In vivo) (24)

En la actualidad el uso de las plantas para la sintesis de nanoparticulas esta en auge debido a
su biocompatibilidad y no-toxicidad. Este estudio investigd el potencial del extracto acuoso
de flores de H. sabdariffa L. en la biosintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) por sus
propiedades anticancerigenas, en este caso sobre la leucemia mieloide aguda en un modelo
de ratén leucémico. Siendo relevante la comparacion con el farmaco de quimioterapia, la
daunorrubicina.

En este estudio in vivo se subdividié en 6 grupos a los ratones tratados con DMBA (12-
dimetilbenz[za]antraceno): HAuCls (4cido clorodurico), H. sabdariffa L., AuNPs,
daunorrubicina, no tratados y control.
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En el experimento reciente:

A) En el grupo tratado con DMBA se le indujo correctamente la leucemia mieloide aguda

debido a los siguientes hallazgos:

$ Disminuyéd significativamente (P < 0.01) el recuento de RBC (eritrocitos), plaguetas y

linfocitos y otros parametros (Hb, PCV, MCV, MCH, MCHC).

$ Aumentd el numero total del recuento de WBC, blastos, monocitos, neutrdfilos,

eosinofilos, basofilos y nRBC.

$ Se redujeron significativamente las citocinas antiinflamatorias (IFNa, IL4, IL5, IL10 e
IL13). Y aumentaron significativamente las citocinas proinflamatorias que incluyen

IFNY, TNFa, IL1, IL6, IL12 e IL18.

B) En los grupos tratados con HAuCls, H. sabdariffa L., AuNPs y
daunorubicina, cuyas propiedades antioxidantes pueden estar
asocidas a su actividad anti-hemolitica, se observo:
© La mejora significativa del recuento de glébulos rojos,
plaquetas, linfocitos y otros pardmetros en comparacién con
el grupo no tratado.
© Se redujo el numero de WBC, blastos, monocitos, neutroéfilos,
eosinofilos, basoéfilos, y nRBC
© Mejoraron significativamente las citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias en comparacion con el grupo no tratado.

En caso de lineas celulares de leucemia mieloide aguda disminuyeron
la viabilidad celular en presencia de HAuCls, H. sabdariffa L., AUNPs y
daunorrubicina de manera dosis dependiente (Figura 4). Ademas
AuNPs producia una viabilidad celular baja similar a la daunorrubicina
contra Murine C1498 y Human HL-60/vcr.

Siendo IC50 de HAuCls H. sabdariffa L., AuNPs y daunorrubicina
contra la linea celular Murine C1498 respectivamente 761,

397, 185, and 163 pg/ml. Y contra la linea celular humana HL-60 fue
803, 587, 189, and 178 ug/ml, respectivamente.
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Al final del estudio se comprobd que los mejores resultados correspondieron al grupo
tratado con AuNPs. El cual expresaba una similitud a la daunorrubicina significante (P < 0.05)
Por lo tanto las nanoparticulas de oro conjugadas con extracto de flor de Hibiscus sabdariffa
L. pueden usarse para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda como un farmaco

guimioterapéutico en un ensayo clinico.

A todo esto se le suma que in vitro mediante el test DPPH se revelé que la daunorrubicina y
las nanoparticulas de oro con extracto de hibisco (AuNPs) tenian un potencial antioxidante
similar contra radicales libres como DPPH y sin ninguna actividad citotéxica en lineas
celulares humanas normales. Se observd una excelente prevencion a dosis de 1000 pg/ml.
Siendo los IC50 de BHT, H. sabdariffa L., AuNPs y daunorrubicina 414, 328, 199, and 168

ug/ml, respectivamente (Figura 5).
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6.CONCLUSIONES

Existen evidencias suficientes de las propiedades anticancerigenas de los extractos de la
planta medicinal Hibiscus sabdariffa L. Esto es gracias a sus compuestos bioactivos, que
proveen de efectos beneficiosos a la salud, principalmente antocianinas (Dp3-Sam) y
compuestos fendlicos (PCA) siendo compuestos antimutagénicos con potencial en
propiedades quimiopreventivas evitando la carcinogénesis.

El efecto anticancerigeno de los extractos de antocianina de roselle (HAs 0,2%) sobre la
carcinogénesis, evidencia su potencial como agente quimiopreventivo contra la evasion de
la apoptosis, la insensibilidad a las sefiales de anti-crecimiento, la invasion de tejidos vy la
metastasis. Por lo tanto, es necesario un ensayo en humanos del efecto protector del
extracto de antocianina de roselle sobre la leucemia pues podria ser una fuente para el
descubrimiento de farmacos o terapia alternativa. Ademas de prevenir la proliferacion
celular y causar la apoptosis en células promielociticas humanas (HL-60).

Concretamente se demostré que la concentracion de HAs que inhibia el 50% de la viabilidad
celular (IC50) en HL-60 era de 2,49 mg/ml las cuales mostraban caracteristicas tipicas de
apoptosis. Y que los antocianos del hibisco promueven la detencién del ciclo celular G2/M.
Asi como resultados relevantes de estudios in vivo donde HAS 0.2% redujo la incidencia de
leucemia en un 33.3%, e inhibid la progresion de esta enfermedad inducida por NMU. A
esto se le afiade que la tasa de mortalidad de las ratas que recibieron una alta dosis de HA
(0,2%) varié del 50% en el grupo NMU a un 8,3% del grupo HAs.

También cabe destacar la evidencia de que PCA a dosis superiores de 0,2 mM, posee efectos
citotdxicos asociados con la induccién de apoptosis en células leucémicas.

Resultados de las investigaciones realizadas nos permiten plantearnos los extractos del
hibisco como una alternativa para elaborar tratamientos coadyuvantes para el tratamiento
de la leucemia. Puesto que son conocidos sus mecanismos moleculares que causan la
muerte celular o apotosis de las células leucémicas mediante la via intrinseca y extrinseca
junto con la via MAPK y la influencia del aumento de ROS sobre la cascada de caspasas.

Por lo tanto es evidente el potencial de esta planta medicinal y la necesidad de realizar

ensayos clinicos en humanos para poder determinar asi su eficacia y establecer
cientificamente unas dosis recomendadas para ser utilizado contra la leucemia.
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