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RESUMEN

Actualmente el cancer es una de las enfermedades con mayor incidencia en la poblacion,
presentando en numerosas ocasiones un mal prondstico, siendo una de las principales
causas de mortalidad. Debido a esto, muchas de las nuevas investigaciones que se llevan
a cabo, estan encaminadas al descubrimiento de nuevas terapias que reduzcan la
mortalidad y aumenten la calidad de vida de las personas que lo padecen. Es, en la
busqueda de estas alternativas, donde empiezan a cobrar cada vez mas importancia los
estudios acerca de la accion de los componentes de diferentes plantas sobre el desarrollo
de los tumores.

Trifolium pratense (trébol rojo), se utiliza principalmente para el tratamiento de los
trastornos asociados a la menopausia gracias, especialmente, a las isoflavonas que
presenta en su composicion. Sin embargo, en los ultimos afios, han aumentado los
estudios acerca de las propiedades antitumorales que estas isoflavonas pueden presentar.
Dichos estudios, se basan principalmente en los tumores asociados a hormonas,
centrandose en cancer de mama y de prostata; pero también se han descubierto evidencias
de su posible utilidad para el tratamiento del osteosarcoma y de su actividad sobre la
angiogenesis implicada tanto en la generacion, como en el mantenimiento de muchos

tumores.
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INTRODUCCION

Trifolium pratense, mas conocida como trébol rojo, pertenece a la familia de las
leguminosas. Es una herbacea perenne de entre 10 y 60 cm de altura, pudiendo llegar a
alcanzar los 110 cm de altura, y que presenta pilosidad variable sobre tallos erectos o
ascendentes y un sistema radicular que consta de una raiz pivotante. Las hojas son
trifoliadas, dispuestas alternamente, con foliolos ovalados, blandos, de grandes
dimensiones (de 1 a 3 cm de longitud y de 8 a 15 mm de ancho), con dos estipulas basales
estrechadas en arista, un peciolo de 1-4 cm de longitud y de color verde con un
caracteristico tono palido creciente en la mitad mas externa de la hojuela. Las flores, de
12 a 15 mm de longitud, poseen corolas formadas por 5 pétalos soldados de color rosa
violaceo y con menor frecuencia blancas o purpdreas, siendo membranosas en la
fructificacion. El caliz estd formado por 5 sépalos soldados formando un tubo casi
zigomorfo de apariencia campanulada, piloso, con 10 nervios, dientes lineares y una
callosidad en la garganta. Las flores se presentan agrupadas en inflorescencias de unos 2
cm de didmetro con forma de cabezuelas globosas, sésiles y cubiertas en su base por las
estipulas de las hojas superiores. El fruto es una legumbre sentada, incluida en el céliz,
indehiscente, de forma ovoide y contiene una semilla. Estas son de forma acorazonada,
muy pequefias y de tonalidades que varian del amarillo al violeta (figura 1). Las yemas
de recambio se encuentran en la superficie del suelo o inmediatamente debajo durante la

estacion desfavorable, es decir, su biotipo es hemicriptdfito.

Figura 1. Imagen obtenida de la revista online Botanical en la que se puede visualizar la estructura de Trifolium

Pratensel.

Las partes utilizadas de la planta son tanto las hojas como las flores, siendo en estas

ultimas donde encontramos en mayor concentracion los principios activos que presentan
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utilidad terapéutica: las isoflavonas. Las isoflavonas, también conocidas como
fitoestrogenos, son una subclase de flavonoides con una estructura quimica similar a la
del estradiol y con una actividad estrogénica débil. En Trifolium Pratense encontramos
dos minoritarias, la formononetina y la Biochanina A; y dos mayoritarias, la genisteina y

la daidzeina, ambos metabolitos de las dos minoritarias (figura 2).

FORMONONETINA BIOCHANINA A

OH

OH 17p-Estradiol

Figura 2. Estructura quimica de las cuatro isoflavonas principales de Trifolium Pratense y del estrégeno enddgeno
17-B- Estradiol (L. Krenn et al., 2009)

Las isoflavonas pueden encontrarse conjugadas en forma de glucésidos, o libres, en forma
de agliconas, siendo asi mas facilmente absorbibles debido a su alta liposolubilidad y su
menor peso molecular®. En el caso de Trifolium Pratense se encuentran en forma de
glucdsidos, requiriendo una hidrdlisis previa llevada a cabo por ®-gulcosidasas de la
mucosa intestinal para poder ser absorbidas, provocando este hecho una disminucién en
su velocidad de absorcion.

En cuanto a su mecanismo de accion, las isoflavonas poseen la capacidad de unirse a los
receptores estrogénicos, presentando mayor afinidad por los receptores estrogénicos tipo

® que por los tipos (; a diferencia del estrogeno endogeno 17 ®-estradiol que presenta
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afinidades similares por ambos receptores. EI complejo resultante de la union de las
isoflavonas con los receptores estrogénicos es funcionalmente equivalente al formado por
el 17-® estradiol, ya que es capaz de inducir actividad transcripcional, aunque para que
esto ocurra es necesario que la concentracion de isoflavonas sea muy superior a la del
estrogeno enddgeno. También se encuentra documentada la posibilidad de que las
isoflavonas tengan capacidad antiestrogenica, observandose que la capacidad agonista o
antagonista de las isoflavonas depende de su propia concentracion y de la cantidad de
estrogenos enddgenos, actuando como agonistas a bajas concentraciones y como
antagonistas a concentraciones elevadas*; hecho que se explicara con mayor profundidad

en el apartado de resultados.

En cuanto al resto de componentes quimicos, en Trifolium Pratense encontramos:

Acidos: oxalico, glutamico, salicilico y cafeico. Estos dos ultimos solo aparecen en
las flores.

- Flavonoides.

- Aminoécidos: arginina, histidina, isoleucina, treonina, valina, leucina, lisina,
metionina y serina.

- Vitaminas: niacina, tiamina, colina y vitamina C.
- Fibra.
- Minerales: calcio, potasio, fésforo, magnesio, selenio, cromo, cobalto, sodio y

hierro?.

En cuanto a sus propiedades terapéuticas, Trifolium Pratense destaca por su utilidad en

la mejora de los sintomas menopausicos y por la reduccion en la incidencia de distintos
procesos patoldgicos, como las enfermedades cardiovasculares y la diabetes; ademas de
sus propiedades antitumorales®.

La menopausia se asocia a un incremento de la concentracion en suero de la hormona
estimulante de los foliculos (FSH), a la aparicion de fallo ovarico y a una reduccion de
los niveles de estradiol; lo que provoca, entre otros sintomas: sofocos, reduccion de la
densidad 6sea y cambios de humor®. Hasta hace unos afios estos sintomas eran tratados
con estrégenos sintéticos, pero se descubrido que esta terapia de reemplazamiento
hormonal aumentaba considerablemente el riesgo de padecer cancer de mama u otros

efectos secundarios como sangrado uterino’. Los extractos de Trifolium Pratense han sido
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sometidos a multitud de estudios para dilucidar su utilidad en el tratamiento de estos
sintomas caracteristicos de la menopausia, aportando como resultados que estas
preparaciones presentan multiples efectos beneficiosos?, aunque el mecanismo de accion
no esta clarificado completamente, siendo aun desconocidos sus efectos a largo plazo.
En cuanto a la enfermedad cardiovascular, el Comité de Nutricion de la Asociacion
Americana del Corazon elaboré un informe en el que evalua el papel de las isoflavonas
sobre los principales factores de riesgo de las enfermedades cardiovasculares, entre los
que se encuentran: colesterol-LDL, colesterol-HDL, triglicéridos, lipoproteina(a) y
presion arterial. Dicho Comité concluyd que estos compuestos no reducen
significativamente el colesterol-LDL ni modifican el colesterol-HDL, los triglicéridos o
la presion arterial®. En cambio, si que existen evidencias de la inhibicion de la agregacion
plaquetaria y la trombogénesis por parte de las isoflavonas; debido a su actividad como
inhibidoras de las tirosinquinasas, a la inhibicién competitiva de la unién del tromboxano
A-2 a su receptor plaquetario y al bloqueo que ejercen sobre los canales de calcio®®, por
lo que se demostrd su utilidad en la prevencion de patologias cardiovasculares.

Respecto a la diabetes, una de sus principales complicaciones es la glicosilacion no
enzimatica de la hemoglobina, cuyo grado aporta informacion importante acerca de los
efectos a largo plazo que tendra la patologia en el paciente!!. Al tratarse de una reaccion
oxidativa, los antioxidantes ejercen un importante papel preventivo; siendo las
isoflavonas, especialmente la genisteina y la diadzeina, las encargadas de captar los

radicales libres que provocan la oxidacion; mejorando asi la patologia diabética'?.

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es realizar una revision bibliogréfica actualizada acerca
de las propiedades antitumorales que presenta Trifolium Pratense, identificando la
molécula activa frente a cada tipo de cancer y explicando detalladamente su posible

mecanismo o mecanismos de accion en dicha patologia.
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METODOLOGIA

El presente trabajo se realiz6 mediante la basqueda de articulos en las principales bases
de datos de ambito cientifico, tales como NCBI-Pubmed o MedLine; asi como
publicaciones en revistas cientificas e informes llevados a cabo por el Comité Cientifico
de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), procediendo,
una vez obtenida toda la informacién, a sintetizar y seleccionar los aspectos mas

relevantes.

RESULTADOS

La utilidad terapéutica de las distintas isoflavonas presentes en Trifolium Pratense frente

a tumores de tipo hormonal ha sido evaluada por mdultiples estudios, arrojando los

siguientes resultados:

> CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres, y la segunda causa de muerte
mundial por esta enfermedad en dicho sexo®?, por lo que su investigacion es fundamental
en la actualidad. Se trata de una enfermedad heterogénea, que se puede categorizar en dos
subtipos: Receptor estrogénico positivo (RE+) y receptor estrogénico negativo (RE-).
Ambos subtipos son considerados biolégicamente como enfermedades distintas, y
asociados con diferentes perfiles genéticos. Es por ello que los estrdgenos juegan un papel
muy importante en el desarrollo del cancer de mama, ya que regulan un gran nimero de
procesos patoldgicos en los tumores de tipo RE+, entre los que se encuentran la
proliferacion celular, la invasion de otros tejidos y los cambios en la arquitectura celular®.
Los estrogenos presentan diferentes mecanismos inductores del cancer de mama: por un
lado, pueden ser metabolizados en diferentes catecoles gracias a dos enzimas del
citocromo P-450, la estrogeno-2-hidroxilasa y la estrégeno-4-hidroxilasa, que hidroxilan
los estrdgenos en las posiciones 2 y 4 respectivamente. Estos metabolitos hidroxilados
pueden ser convertidos en guinonas y semiquinonas, ambos compuestos carcinogénicos
en animales. Por otra parte, los radicales libres generados por alguno de los metabolitos
producidos en las hidroxilaciones anteriores pueden provocar dafio oxidativo en el

ADN?®°, Como ya se ha mencionado, los fitoestrogenos, a bajas concentraciones, actGian
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como agonistas de los receptores estrogénicos estimulando la proliferacion celular;
mientras que a concentraciones elevadas, actian como antagonistas de los receptores
estrogenicos inhibiendo dicha proliferacion e induciendo la apoptosis.

La principal isoflavona de Trifolium pratense que tiene actividad antitumoral en el cancer
de mama es la formononetina (figura 2), que lleva a cabo su accion sobre la linea celular
MCF-7, una de las poblaciones celulares RE+ mas caracteristicas en dicho cancer, a
través de tres mecanismos principalmente:

-Inhibicion de la proliferacion celular e induccion de la apoptosis. El estudio de J. Chen
en 2012 confirmo que la formononetina no era capaz de inhibir el crecimiento de células
ER-, por lo que corrobor6 que ésta actuaba uniéndose al receptor estrogénico para inhibir
la proliferacion®®. Tras la union del estrogeno al receptor, se produce la activacion de una
de las principales vias de sefializacidn citoplasmatica, la MAPK (protein-quinasa activada
por mitdgenos)!’. La activacion se produce por estrogenos o por agonistas estrogénicos,
que se unen al receptor de tirosina-kinasa que se encuentra en la superficie celular. Esta
unién provoca la activacion del Ras, que a su vez provoca la activaciéon de la protein-
kinasa Raf. El Raf activado es capaz de fosforilar la proteina p38, activandola y
permitiendo que esta pueda inducir la apoptosis. Ademas, p38 puede inducir también la
fosforilacion de Bax, dando como resultado su translocacion a la membrana mitocondrial.
Bax es una proteina pro-apoptotica perteneciente a la familia Bcl-2. La activacion de su
componente intracelular provoca el aumento de permeabilidad de la membrana
mitocondrial, iniciandose asi la cascada apoptotica al liberarse de esta el citocromo CY7.
La formononetina ademas disminuye los niveles de Bcl-2, proteina que se encuentra en
la membrana externa de la mitocondria y que impide la salida del citocromo c, por lo que
act(la como una proteina anti-apoptotica®®.

- Interrupcion del ciclo celular, provocando la parada del mismo. EIl control del ciclo
celular es un proceso altamente regulado que se divide en cuatro fases: G1, S, G2y M.
Estas fases siguen una transicion secuencial en respuesta a factores de crecimiento o a la
estimulacion por oncogenes®®. Las células en proliferacion pasan por unos puntos de
control entre las diferentes fases, siendo el que se produce entre G1 y S el mas importante
para la replicacién del ADN y la mitosis. Es por esto que la modulacion de la expresion
de las proteinas que regulan el ciclo celular es una importante diana en el tratamiento
terapéutico del cancer. La ciclina D1 tiene un papel fundamental en el control del ciclo
celular, provocando el desarrollo de tumores cuando se encuentra en elevadas

cantidades®®. La formononetina actta disminuyendo la cantidad tanto de ciclina D1 como
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de su ARN mensajero. Esta proteina se sintetiza durante la fase G1 del ciclo celular,
previa activacion de la ciclina dependiente de quinasa 2. Se comprob6 mediante el analisis
del contenido de ADN de células tratadas con diferentes concentraciones de
formononetina como éstas se encontraban en su mayoria paradas en la fase GO/G1 del
ciclo celular, aumentando la proporcién de células afectadas a medida que aumenta la
concentracion de la isoflavona; pudiendo asi verificar que la formononetina provoca la
parada del ciclo celular por un mecanismo dosis-dependiente. Otra molécula que estimula
la produccion de ciclina D1 es el Akt, que se activa mediante una compleja via de
sefializacion intracelular que se inicia con la union del factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-1, un potente mitdgeno) a su receptor, que es de tipo tirosina quinasa, y que
se encuentra situado en la membrana celular'®. Al ser activado, el receptor fosforila
diferentes proteinas y activa vias de sefializacion intracelulares que tienen un papel
fundamental en la actividad celular. Una de estas vias es la PI3K/Akt, imprescindible en
la regulacion del ciclo celular, ya que el Akt actla aumentando los niveles de ciclinas G1,
asi como la actividad de las ciclinas G1 dependietes de quinasas, cuyo objetivo es la
activacion de la ciclina D1. En este caso, la formononetina actda inhibiendo la via de
sefializacion IGF1/IGF1R-PI3K/Akt, mediante la inactivacion de IGF-1R y Akt, como se
pudo comprobar con un analisis Western Blot, en el que ambas moléculas estaban
disminuidas con respecto a muestras de la misma linea celular no tratados con
formononetina’

- Inhibicion de la migracion e invasion de diferentes lineas celulares caracteristicas de
estos tumores. Es especialmente interesante frente al denominado cancer de mama triple
negativo, que es el que peor pronostico presenta y que recibe este nombre debido a la
ausencia del receptor estrogénico {, del receptor de progesterona y del receptor del factor
de crecimiento epidérmico?. Los pacientes con cancer de mama triple negativo presentan
un gran riesgo para el desarrollo de metastasis; siendo ésta un proceso escalonado, en el
cual, en primer lugar, se produce el desprendimiento de la célula tumoral del tumor
primario, seguido de la migracion, adhesion e invasion de dicha célula en la sangre o en
los vasos linfaticos. Para que la celula cancerigena consiga atravesar la pared vascular del
vaso en el que se encuentra es necesaria la colaboracion de las metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMPs), las cuéles permiten a la célula llegar al tejido objetivo al
llevar a cabo una degradacion proteolitica de la matriz extracelular?t. En el cancer de
mama se encuentran sobreexpresadas tanto la MMP-2 como la MMP-9, conocidas por

ser enzimas clave en la degradacion del colageno tipo 1\V?2. Fue Zhou R en 2014 el que
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llevd a cabo un importante estudio sobre la accién de la formononetina frente a la
metastasis, y para ello utilizé la linea celular MDA-MB-435, formada por células
metastasicas triple negativas, y la linea 4T1 murina®. Demostrd en su estudio que la
formononetina era capaz de inhibir las habilidades migratorias e invasivas de dichas

células tumorales a concentraciones no citotoxicas (figura 3).
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Figura 3. Concentracidon de células migratorias e invasivas en funcion de la concentracion de

formononetina. (Zhou, et al., 2014)

Al no poder deberse el efecto a su citotoxicidad, el estudio se encaminé a dilucidar qué
mecanismo llevaba a cabo la formononetina frente a estas lineas celulares. Se observé
que los niveles de MMPs en las lineas celulares tratadas con la isoflavona estaban
claramente disminuidos, mientras que los niveles de los reguladores especificos de estas
metaloproteasas, los denominados TIMPs, estaban aumentados, especialmente TIMP-1y
TIMP-2 (figura 4); lo que se relaciona con la inhibicion de la invasion de tejidos por parte

de las células tumorales?.
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Figura 4: Aumento de la cantidad de TIMPs al aumentar la concentracion de formononetina (Zhou, et al., 2014)

Pero la formononetina no es la Gnica isoflavona de Trifolium pratense que actua frente al

cancer de mama. La biochanina A (figura 2) inhibe la aromatasa, enzima fundamental en

10
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la sintesis de estrogenos a partir de colesterol. Los anillos A y C de la isoflavona compiten
debido a su similitud estructural con los anillos C y D de los andrégenos por el sitio activo
de la enzima® y, aunque el resto de isoflavonas presentan una estructura similar, la
biochanina A es la Gnica que alcanza un IC50 a concentraciones muy bajas (10-114(M).
La genisteina, a pesar de tener una elevada similitud con la biochanina A por ser un
metabolito de ésta, no presenta esta actividad inhibitoria, seguramente debido a la
presencia de un grupo metil éter en la posicion 4’ que crea un impedimento estérico con
la union al sitio activo de la enzima®. Pero no actGa Gnicamente como un inhibidor
competitivo de la enzima, la biochanina A actda a nivel transcripcional reduciendo los
niveles de ARN mensajero de la aromatasa; inhibiendo asi la expresion génica de dicha

enzima.

> CANCER DE PROSTATA

El cancer de prostata consiste en una forma agresiva de adenocarcinoma, el cual se
caracteriza por provocar disfuncion prostatica y metastasis en otras partes del cuerpo,
debido a que, desafortunadamente, éstas células cancerigenas comienzan a proliferar sin
control invadiendo tejidos adyacentes, dando como resultado el desarrollo de nuevos
tumores?,

En la prostata estan expresados tanto los estrogenos como los receptores estrogénicos, y
ambos juegan un papel fundamental en el desarrollo de la carcinogénesis?’. Los
estrdgenos ejercen su accion por una via especifica a través de receptores nucleares. El
receptor estrogénico ( no se expresa en las células epiteliales prostaticas?, sino que la
accion estrogénica es llevada a cabo unicamente por el receptor ®, que es el encargado
de regular el crecimiento y su inhibicion?®. Como se explicé anteriormente, los
fitoestrdgenos Unicamente actlan como agonistas de los receptores estrogénicos,
estimulando la proliferacion celular cuando se encuentran a bajas concentraciones, siendo
antagonistas de estos receptores y Utiles para el tratamiento antitumoral a elevadas
concentraciones; por lo que Unicamente actuaran sobre las células que expresen
receptores estrogénicos®®. Las dos principales isoflavonas presentes en Trifolium
Pratense que presentan actividad antitumoral a nivel prostatico son la formononetina y la

biochanina A, al igual que ocurre en el cancer de mama.

11



1 contenida en el mismo.

S
N
=
=
=
-
3
=
)
2
S
)
2
S
S
el
S
&
)
N
<
N
Q
S
-~
)
%6}
~
Q
S
=

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

La formononetina disminuye el nimero de células pertenecientes a las lineas PC-3 y
LNCaP, dos de las lineas celulares més caracteristicas de este tumor, aunque el efecto
maximo se observa sobre esta Ultima. Esta isoflavona causa la detencion del ciclo celular
en la fase GO/G1 mediante la inactivacion de las vias IGF1/IGFR1- PI3K/Akt3!, como ya
se explico en el apartado anterior sobre el cancer de mama. Ademas, el estudio llevado a
cabo por Y. Ye junto a su grupo de trabajo (Y. Ye, et al., 2012) midié la activacion de la
via MAPK, una de las principales vias de proliferacion celular como se sefialo en el
apartado anterior, en presencia de formononetina a diferentes concentraciones; y los
resultados obtenidos confirmaron que esta molécula disminuye la activacion de dicha via,
principalmente en la linea celular LNCaP®. Ademas, la formononetina, al igual que en el
cancer de mama, actla sobre Bcl-2 y Bax. Como se explicd anteriormente, Bcl-2 es uno
de los reguladores de la apoptosis mas importante, presentando potentes propiedades
antiapoptdticas; mientras que Bax consiste en una proteina pro-apoptética que regula la
muerte celular programada®.Las células tumorales de la linea PC-3 presentan una
elevada proporcion de Bcl2 sobre Bax, lo que refleja que en estas células poseen las
caracteristicas fisiologicas para inhibir la apoptosis. En cambio, células tratadas con
formononetina presentan esta proporcion invertida, es decir, que la proporcion de Bcl2 es

inferior a la de Bax, generandose asi un proceso pro-apoptotico. (figura 5)

The ratios of Bax/Bcl-2

Figura 5: Aumento del ratio Bax/Bcl-2 al aumentar la concentraciéon de formononetina. (Xing Zhang et al,. 2015)

La biochanina A también presenta una elevada actividad frente a las células tumorales
del cancer de prostata. En este caso, su mecanismo de accion se encuentra directamente
enlazado con el ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de necrosis

tumoral (TRAIL). Este ligando desempefia un papel fundamental en la vigilancia

12
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antitumoral llevada a cabo por el sistema inmune mediante las células T y las NK. Actla
induciendo la apoptosis de las células tumorales sin presentar toxicidad para las celulas
que no se encuentran afectadas por el tumor®. El ligando inductor de la apoptosis se une
a los receptores de muerte que se encuentran presentes en las células tumorales (DR),
iniciandose de esta forma la muerte celular programada de la célula, activandose esta
mediante una cascada de sefializacion la caspasa 8. El problema radica en que existen un
gran nimero de tumores que son resistentes al TRAIL, debido a factores como la ausencia
de receptores de muerte en las células tumorales o la expresion de proteinas
antiapoptoticas®®. La biochanina A sensibiliza a estas células tumorales resistentes frente
a la accion de TRAIL, aumentando en gran medida el potencial apoptético de este
ligando. Este efecto se consigue gracias a que la Biochanina A aumenta la expresién de
receptores de muerte en la superficie de las células tumorales, especialmente en las de la
linea LNCaP. Ademas, el factor de transcripcién nuclear NF- B, que acttia como un factor
de supervivencia protegiendo a las células tumorales de la accidén de TRAIL, es inhibido
por la biochanina A provocando de este modo una disminucion de la resistencia de las
células tumorales frente al ligando inductor de la apoptosis®”.

Una dieta rica en isoflavonas de Trifolium pratense tiene méas ventajas sobre el cancer de
préstata ademas de las ya mencionadas anteriormente producidas por el consumo de altas
concentraciones de formononetina y de biochanina A. En primer lugar, provoca que los
receptores estrogenicos ® se expresen como receptores funcionales en el ndcleo y no
como receptores citoplasmaticos, que es como se encuentran en ausencia de estas
isoflavonas. Estos receptores son conocidos por inhibir la proliferacién celular excesiva,
proceso que es caracteristico tanto de la hiperplasia benigna de prostata como del cancer
de préstata. La otra ventaja importante que presenta esta dieta rica en isoflavonas de
Trifolium pratense es un gran aumento en la expresion de la proteina de adhesién E-
caderina. Esta proteina dependiente de calcio juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la arquitectura tisular, ya que ancla las células a su matriz
extracelular®, reduciendo asi en gran medida el riesgo de metastasis®®. Por Gltimo,
también se produce una reduccion de los niveles del factor de crecimiento transformante
®-1 (TGF®1), que es un potente inhibidor de la proliferacion celular, el cual se expresa
principalmente como respuesta al crecimiento excesivo caracteristico de la hiperplasia

benigna de prostata y del cancer de prostata®. La reduccion de este factor de crecimiento,

13
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que Unicamente se expresa en situaciones patoldgicas en el epitelio prostatico, sugiere

que las isoflavonas disminuyen la proliferacion celular incontrolada en éste®!,

> OSTEOSARCOMA

El osteosarcoma es la mas comun de las neoplasias malignas no hematoldgicas que
afectan al hueso, siendo una de las principales causas de muerte por cancer en la
adolescencia®’. Los osteoblastos expresan receptores estrogenicos, y tras numerosos
estudios realizados, se ha llegado a la conclusién de que el osteosarcoma puede
considerarse como un tumor ER positivo, jugando los estrégenos un importante papel en
el desarrollo del mismo.

La formononetina actda frente al desarrollo del osteosarcoma a través de dos mecanismos:
- Inhibiendo la proliferacién de las células humanas del osteosarcoma (células U20S).
En los diferentes estudios realizados se ha podido comprobar cémo tanto un aumento en
la concentracion de formononetina administrada como una mayor duracion del
tratamiento con esta isoflavona sin aumentar su concentracion, provocan la inhibicion de
estas células tumorales. Esta inhibicion tiene lugar al unirse la formononetina a los
receptores estrogenicos de las células U20S y provocar variaciones en las sefiales
transduccionales y en el metabolismo celular, alterando asi la proliferacién de un modo
similar a como acttan en el cancer de mama y de prostata®,

- Induciendo la apoptosis en las células U20S (figura 6).
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Figura 6. Incremento de células apoptoticas frente al incremento de formononetina. (Wei Hu, et al., 2015)

En este proceso de apoptosis intervienen tres moléculas, cuya concentracion varia al
administrar diferentes concentraciones de formononetina. Por un lado, encontramos miR-

375 (un tipo de micro RNA)* cuya expresion anémala esta relacionada con la aparicion
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de diferentes tumores. Este micro RNA tiene la capacidad de mejorar la sefializacion del
receptor estrogénico en las células, teniendo un papel importante en el desarrollo de
tumores de tipo estrogénico como el osteosarcoma. El estudio llevado a cabo por Wei Hu
(Wei Hu, et al., 2015), muestra como un aumento progresivo en la concentracion de
formononetina, disminuye la expresion de miR-375, posiblemente debido a que tanto este
microRNA, como las células U20S presentan vias de sefializacion comunes, inhibidas
por esta isoflavona. Las otras dos moléculas que tienen un papel fundamental en la
apoptosis de dichas células son, al igual que en los dos tumores anteriores, las proteinas

Bcl-2 y Bax; estimulando un aumento de ésta tltima y una disminucion de la primera®.

> INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS

La angiogenesis es el proceso fisioldgico que consiste en la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes. Aunque la angiogénesis es un fendmeno
natural que se produce durante el desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y
la cicatrizacion de las heridas; también es un proceso fundamental en la transformacién
maligna del crecimiento tumoral. Durante el desarrollo del tumor los factores de
crecimiento, como el bFGF y VEGF, pueden inducir el crecimiento capilar en el tumor
proveyendo a este de los nutrientes que necesita para crecer. Por lo tanto, la angiogénesis
es un paso necesario y requerido para la transicion de un pequefio grupo inofensivo de
células a un tumor de gran tamafio; pero también es imprescindible para la diseminacion
de un tumor y por tanto, para la produccién de metastasis. Ademas, la angiogénesis no
tiene importancia unicamente en el desarrollo de tumores, ya que en los ultimos afos se
ha comprobado que su exceso esta relacionado con numerosas patologias que son tipicas
en mujeres tras la menopausia; como aterosclerosis, artritis, osteomielitis, retinopatia

diabética, etc.

En este caso, son las isoflavonas daidzeina y genisteina las encargadas de llevar a cabo
la accion antitumoral. El principal estudio acerca de la inhibicion de la angiogénesis por
un extracto de Trifolium pratense se llevé a cabo por L. Krenn y D.H Papper en 20009.
Dicho estudio se llevo a cabo mediante un ensayo en membrana corioalantoidea (CAM),
muy utilizada para analizar eventos angiogénicos, que consistio en un test in vivo, sensible

y barato, utilizado para investigar el potencial antiangiogénico de distintos compuestos.
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No sélo describié la eficacia de los compuestos, sino que también proporciono
informacion acerca de la toxicidad de los mismos. Este estudié confirmd el efecto
antiangiogénico de la genisteina y daidzeina (figura 7), y ademas describiéo como un
mayor grado de metilacion en cada una de los compuestos, suponia unan masiva pérdida
de actividad antiangiogénica. Dichas isoflavonas disminuyen los niveles de RNA
mensajero (MRNA) de las proteinas relacionadas con la angiogénesis*, tales como IL-8,
metaloproteasa de la matriz 13 o fibronectina; y estimulan la produccién de inhibidores
enddgenos de la angiogenesis tales como la endostatina, la angiostatina y la

trombospondina — 1.
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Figura 7. Efecto antiangiogénico provocado por diferentes compuestos, cabe destacar la
actividad antiangiogénica de Daidzeina y Genisteina (L. Krenn, et al., 2009)

DISCUSION

Las isoflavonas, gracias a su estructura quimica, constituyen una importante baza en el

tratamiento de los tumores asociados a hormonas. Trifolium Pratense presenta en su
composicion algunas de las mas activas frente a estos tumores, como la formononetina y
la biochanina A; por lo que en los Gltimos afios se han realizado un gran nimero de
estudios acerca de las propiedades antitumorales de estos compuestos.

En el caso del cancer de mama RE positivo, los resultados obtenidos son prometedores
en cuanto a la reduccion de la migracion, la proliferacion y la invasion de las células
tumorales; si bien es muy importante recalcar que son necesarios estudios a largo plazo,

ademas de antojarse como imprescindible el conocimiento por parte de los profesionales
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de la salud de los efectos, tanto estrogénicos como antiestrogénicos, que las isoflavonas
pueden presentar en funcion de las concentraciones utilizadas. También es muy
importante destacar la utilidad que presenta la formononetina frente al cancer de mama
triple negativo, que es el que peor prondstico presenta en la actualidad, gracias a su accién
sobre las metaloproteinasas, consiguiendo reducir en gran medida la diseminacion del
tumor a otros tejidos.

En cuanto al cancer de prdéstata los estudios realizados han aportado evidencias cientificas
de que las isoflavonas de Trifolium pratense, especialmente la formononetina, pueden
presentar un papel fundamental en las alternativas terapéuticas a corto plazo frente a dicho
tumor. Ademas, una dieta rica en Trifolium Pratense aumenta el nimero de receptores
estrogéncios ® expresados como funcionales en el nicleo celular y la cantidad de proteina
de adhesion E-caderina, que juega un papel fundamental en el mantenimiento de la
arquitectura tisular.

Respecto al osteosarcoma y a la inhibicion de la angiogénesis, el niUmero de estudios
realizados es mucho menor que en los dos casos anteriores, si bien existen evidencias
cientificas acerca de su utilidad tanto para el tratamiento del tumor como para la
disminucion del proceso angiogénico, proceso que es fundamental en el desarrollo y
crecimiento de los tumores; siendo por tanto Util como tratamiento coadyuvante.

Como se puede apreciar, se han realizado un gran numero de estudios para evaluar la
eficacia terapeltica de los extractos de Trifolium Pratense, pero también es necesario
conocer cudl es la toxicidad, si la hubiera, que presenta la planta en su consumo a largo
plazo en el tratamiento preventivo de las diferentes patologias. Uno de los estudios mas
destacados se realizo a partir de varios grupos de mujeres (mujeres pre-menopausicas y
menopdusicas) y se analiz6 durante 3 afios el consumo de un suplemento dietético
comercializado de trébol rojo. Pasado el tiempo de estudio, se observé como no existian
cambios significativos en la densidad mamaria en las mujeres post-menopausicas en
comparacion con el grupo control; mientras que existid un pequefio aumento de la
densidad en las mujeres pre-menopausicas sin efectos relevantes a corto plazo. Tampoco
aparecieron efectos significativos respecto al colesterol basal, que no experimentaba
cambios entre el grupo tratado con el suplemento y el control; por lo que el consumo
continuado de isoflavonas de Trifolium Pratense tampoco afectdé a la estabilidad

cardiovascular®’,
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CONCLUSION

Trifolium pratense es conocido por ser eficaz para el tratamiento de los trastornos

asociados a la menopausia, pero en esta revision se ha demostrado como sus isoflavonas
son ademas una fuente Util para el tratamiento de determinados tipos de cancer, y por
tanto, un punto importante de partida en la busqueda de alternativas terapeuticas frente a
estos tumores. Aln asi, queda aun un largo camino por recorrer en cuanto al tratamiento
de los tumores asociados a hormonas con las isoflavonas presentes en Trifolium Pratense.
Si bien es evidente que existe eficacia frente a las lineas celulares estudiadas,
describiéndose en muchos casos su posible mecanismo de accion, se desconocen tanto
sus efectos a largo plazo como los que puede presentar en funcion de la carga estrogénica
enddgena del individuo. Esto se debe a la capacidad que presentan las isoflavonas para
actuar como agonistas o antagonistas en funcion de dicha carga.

En cuanto a sus propiedades antiangiogénicas, éstas le confieren una gran utilidad como
coadyuvante en el tratamiento de diferentes tipos de tumores, no solo los asociados a
hormonas; aunque son necesarios también estudios acerca de las posibles interacciones
que pueda presentar la planta con los antineoplasicos mas comunes en la actualidad, area
que aun estd muy poco investigada.

Refiriéndonos a la seguridad a corto plazo, se puede concluir que las isoflavonas de
Trifolium Pratense en las concentraciones estudiadas son seguras, bien toleradas y no
muestran un efecto estrogénico significativo sobre la densidad mamaria; ademas de no
afectar ni al esqueleto ni al correcto funcionamiento cardiovascular.

Por lo tanto, nos encontramos ante una fuente de compuestos antitumorales muy a tener
en cuenta en un futuro proximo y que pueden suponer una gran baza en la mejora del
tratamiento de tumores que en la actualidad no tienen un prondstico tan positivo como

cabria esperar.
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