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Un approccio terapeutico multidisciplinare per donne giovani in
menopausa
indotta dal frattamento nel carcinoma mammario

Isoflavoni di Trifoglio Rosso



Isoflavoni del trifoglio rosso
e carcinoma della mammella

Sindrome menopausale indotta dal trattamento:

*Le cosiddette vampate

*Sudorazioni improvvise e profuse

*Variazioni dell’'umore

*Facile irritabilita

*Aumento di peso

*Disturbi del sonno

*Disturbi sessuali calo del desiderio, secchezza vaginale)
*Osteoporosi



Sindrome Menopausale

trattamento
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ATTIVITA FISICA

Tutte le parti del corpo che hanno una funzione, se
usate con continuita e moderazione, si sviluppano
normalmente ed invecchiano lentamente.

I/ loro non uso comporta, altresi, la predisposizione

alle malattie, un ritardato accrescimento
ed un precoce invecchiamento...

Ippocrate
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Role of Exercise
and Nutrition
in Menopause

ALLISON R. HAGEY, JD, and MICHELLE P. WARREN, MD

Department of Obstetrics and Gynecology, Columbia University
Medical Center, New York, New York

Abstract: Menopause and the aging process itself
cause many physiologic changes, which explain the
increased prevalence of chronic d ases observed in
postmenopausal women. Exercise and nutrition play
important roles in the prevention and treatment
of cardiovascular disease, cancer, obesity, diabetes,
osteoporosis, and depression.

Key words: menopause. cardiovascular disea se, cancer,
obesity, diabetes, osteoporosis, depression

Cardiovascular Disease and

the Role of Nutrition
Cardiovascular disease (CVD) incidence
increases with advancing age in women,
with a notable increase after menopause,
possibly as a result of estrogen deficiency.
Cerondry heart disease (CHD) is the lead-
ing cause of death among postmeno-
pausal women.' Smoking, hypertension,
hypercholesterolemia, obesity, diabetes
mellitus, a sedentary lifestyle, and estro-
gen deficiency all increase the risk of
atherosclerotic plaque formation.2

Correspondence: Michelle P. Warren, MD, Wyeth-
Ayerst Professor of Women's Health, Deparintent
af Obsteirics and Gynecology, Columbia University
Medical Center, 622 West 168 Streer, New York, N V.
E-mail: mpw i@ columbia.edu

LIPIDS

CVD risk factors, such as lipid changes,
become more pronounced during meno-
pause. Postmenopausal women not only
have higher total low-density lipoprotein
cholesterol (LIDLc) plasma levels, but also
the low-density lipoprotein (LDL) parti-
cle itself becomes more dense, and is
linked to CHD risk.? Patients who have
both high triglyceride levels and low high-
density lipoprotein cholesterol (HIDLc)
levels have an increased incidence of
CVD. Several studies indicate that low
HDLec levels in women are stronger
predictors of CVID mortality than total
cholesterol levels.* CHD in women is
also more strongly related to the total
cholesterol HDLc ratio than to either
total cholesterol or to LDLc. The entire
lipid profile should be assessed vearly and
dietary and exercise interventions should
be prescribed to women who are not with-
in the range of optimal cholesterol
and lipoprotein profile. As of 2001, the
National Cholesterol Education Program
{NCEP) suggests that people at low
or moderate risk of CHD maintain
LDL levels <100-mg/dL. LDLc? (Tables
1 to 3).
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Dieta abituale e Ca mammario

Numerosi lavori dimostrano prognosi

significativamente differenti sulla base di
abitudini alimentari (donne giapponesi vs
donne occidentali)



Apporto dietetico isoflavoni
stimato in differenti popolazioni

Asiatico-cinese 25-45 mg/die
Giapponese 200 mg/die
Europeo 3 mg/die

(Coward 1993; Cassidy 1994)

La situazione attuale é pero in rapida modificazione per il
cambiamento dello stile di vita legato allo sviluppo
industriale . . ),avvalorando
ulteriormente l'importanza della dieta.
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Since evidence relating diet to breast cancer risk is not sufficiently consistent to elaborate preventive proposals,
the authors examined the association between dietary pattemns and breast cancer risk in a large French cohort
study. The analyses included 2,381 postmenopausal invasive breast cancer cases diagnosed during a median
9.7-year follow-up period (1993-2005) ameng 65,374 women from the E3N-EPIC cohort. Scores for dietary
patterns were obtained by factor analysis, and breast cancer hazard ratios were estimated by Cox proportional
hazards regression for the highest quartile of dietary pattern score versus the lowest. Two dietary patterns were
identified: “alcohol/Western" (essentially meat products, French fries, appetizers, rice/pasta, potatoes, pulses,
pizza/pies, canned fish, eggs, alcoholic beverages, cakes, mayonnaise, and butter/cream) and “healthy/Mediter-
ranean” (essentially vegetables, fruits, seafood, olive oil, and sunflower oil). The first pattern was positively
associated with breast cancer risk (hazard ratio = 1.20, 95% confidence interval (Cl): 1.03, 1.38; P = 0.007 for
linear trend), especially when tumors were estrogen receptor-positive/progesterone receptor-positive. The
“healthy/Mediterranean” pattern was negatively associated with breast cancer risk (hazard ratio = 0.85, 95%
Cl: 0.75, 0.95; P = 0.003 for linear trend), especially when tumors were estrogen receptor-positive/progesterone
receptor-negative. Adherence to a diet comprising mostly fruits, vegetables, fish, and olive/sunflower oil, along with
avoidance of Western-type foods, may contribute to a substantial reduction in postmenopausal breast cancer risk.

breast neoplasms; cohort studies; diet; diet, Mediterranean; factor analysis, statistical; postmenopause

Abbreviations: Cl, confidence interval; ER, estrogen receptor; HR, hazard ratio; PR, progesterone receptor.

Breast cancer incidence varies widely between countries,
suggesting the influence of environmental factors. The Japa-
nese have traditionally been at low risk of breast cancer (1), but
breast cancer incidence in Japan has recently increased (2)
concomitantly with major changes in traditional habits, espe-
cially diet (3). Indeed, during the past 50 years in Japan, the
proportion of energy obtained from fat increased until it rep-
resented up to 25% of total energy, and the consumption of
dairy products increased 10-fold (4). Thus, the increasing in-
cidence of breast cancer in Japan can be attributed at least
partly to the adoption of a Western diet, which is notably
characterized by higher intakes of meat, dairy products, and
saturated fat, and decreased consumption of traditional Japa-

nese foods such as seafood products (3). However, to date,
evidence for associations between breast cancer risk and spe-
cific foods or nutrients has been limited, except for alcohol (5).

The recent approach to dietary patterns (6) classifies sub-
jects according to dietary behavior and facilitates public
health recommendations; in contrast, the nutrient/food ap-
proach permits better assessment of biologic mechanisms
involved (7). Several epidemiologic studies have investi-
gated the association between dictary pattern and breast
cancer risk (8). A significant inverse relation has been de-
scribed between breast cancer risk and a “prudent™ (9, 10)
or “healthy” (11) dietary pattern and specific regional pat-
terns (12-14), in contrast to positive associations with
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al Istitutes of Health-AARP
Diet and Health Study

Dietary fiber intake and risk of breast cancer in postmenopausal
women: the National Institutes of Health—-AARP Diet and Health

Study '™

Yikyung Park, Louise A Brinton, Amy F Subar, Albert Hollenbeck, and Arthur Schatzkin

ABSTRA
Background: Although dietary fiber has been hypothesized to
lower risk of breast cancer by modulating estrogen metabolism,
the association between dietary fiber intake and risk of breast cancer
by hormone receptor status is unclear.

Objective: The objective was (o examine the relation of dietary
fiber intake to breast cancer by hormone receptor status and histo-
logic type among postmenopausal women in the National Institutes
of Health-AARP Diet and Health Study (n = 185,598; mean age:
62 y).

Design: Dictary intakes were assessed with a food-frequency ques-
tionnaire. Incident breast cancer cases were identified through link-
age with state cancer registries. Cox proportional hazard models
were used to estimate relative risks (RRs) and 2-sided 95% Cls
Results: During an average of 7 y of follow-up, 5461 breast cancer
cases were identified, of which 3341 cases had estrogen receptor
(ER) and progesterone receptor (PR) status. Dietary fiber intake was
inversely associated with breast cancer risk [RR for the highest
quintile (Q5) compared with the lowest quintile (Q1): 0.87; 95%
CIL: 0.77, 0.98; P for trend: 0.02], The inverse association appeared
to be stronger for ER™/PR™ tumors (RRgsusqi: 0.56; 95% CI: 0.35,
0.90; P for trend: 0.008; 366 cases) than for ER*/PR* tumors
(RRgsvsqr: 0.95; 95% CI: 0.76, 1.20; P for trend: 0.47; 1641 cases).
The RRgsy:q1 of lobular tumors was 0.66 (95% CI: 0.44, 0.97; P for
trend: 0.04), and the RRgsysq of ductal tumors was 0.90 (95% CI:
0.77, 1.04; P for trend: 0.10). Fiber from grains, fruit, vegetables,
and beans was not related 1o breast cancer.

Conclusion: Our findings suggest that dietary fiber can play a role
in preventing breast cancer through nonestrogen pathways among
postmenopausal women. Am J Clin Nutr 2009:90:664-71.

INTRODUCTION

Breast cancer, the most common cancer in women worldwide,
is a hormone-related malignancy. Reproductive factors and body
fatness, which affect estrogen, progesterone, and insulin status,
have been identified as risk factors for breast cancer (1). In
addition, intakes of dietary fat and alcohol, which have been
implicated in estrogen metabolism, have been related to an in-
creased risk of breast cancer (1).

More than 2 decades ago, dietary fiber was hypothesized to
lower the risk of breast cancer, based on findings suggesting that
vegetarian women had increased fecal excretion of estrogens and
decreased plasma concentration of estrogen compared with

omnivorous women (2). Dietary fiber could protect against breast
cancer through inhibition of the intestinal reabsorption of
estrogens excreted by the biliary system and an increasc in fecal
excretion of estrogens; both mechanisms could lower circulating
estrogen concentrations (2-4). In addition, dietary fiber could
play a role in modulating insulin resistance and insulin-like
growth factors, which have been associated with breast cancer
risk (5-7).

Observational epidemiologic studies, however, have reported
inconsistent findings. A meta-analysis of 12 case-control studies
(8) found that dietary fiber intake was significantly inversely
associated with risk of breast cancer in postmenopausal women
[relative risk (RR): 0.85 for a 20-g/d increment of dietary fiber
intake; P = 0.02]. However, most prospective cohort studics
have found no association between dietary fiber and breast
cancer risk (9-15). A few cohort studies observed a suggestive
inverse association between dietary fiber and breast cancer in
premenopausal (14) and postmenopausal (16, 17) women. These
inconsistent results may be explained, in part, by breast cancer
heterogeneity. If the relation of dietary fiber to breast cancer
differed by breast cancer hormone receptor status (eg, both es-
trogen and progesterone positive, both estrogen and pro-
gesterone negative) or by histology type (eg, ductal tumor,
lobular tumor), examinations of total breast cancer may have
missed breast cancer sublype-specific associations. Moreover,
associations with breast cancer may differ by type of dietary
fiber (eg, soluble and inscluble fiber) as well as specific food
sources of fiber. We therefore examined among postmenapausal
women in a large prospective cohort study whether total dietary
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Correlatione tra assunzione di grassi e mortalita per ca mammella
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Meccanismi che legano la dieta e il rischio di carcinoma

mammario
stile di vita e dieta dieta ipercalorica
occidentale @— proteine animali —> |GF-I

N "

zuccheri raffinati
& grassi saturi —> resistenza — IGFBP1e2 —> IGF-I

. —> insulinica basse libero
obesita’ .
estrogeni < Iperandrogenismo
& '
Estrogeni <— SHBG bassa

liberi Proliferazione




DIANA-1: effetti di 4,5 mesi di dieta

Cambiam P Cambiam P
ento% ento%

SHBG +25.2 0.0001 glicemia -5.7 0.026
Testosterone -18.3 0.0040 Area glicemica +4.8 0.85
Estradiolo -18.0 0.1300 GH +54.2 0.22
Testosterone libero -28.6 <0.0001 GHBP +29.1 0.002
Estradiolo libero -23.4 0.0500 IGF-1 -5.9 0.64
Insulina -10.4 0.1400 IGFBP-1 +12.2 0.015
Area insulinica -7.7 0.0404 IGFBP-2 +30.4 0.0004
C-Peptide -19.1 0.03 IGFBP-3 -4.5 0.21




ORDET: Dieta e carcinoma mammario

Aumentano Riducono
il rischio Il rischio

* Grassi totali

* Proteine animali

* Indice glicemico

* Pressione arteriosa
* Circonferenza vita

Carboidrati totali
Pattern vegetariano
Indice antiossidante

(Omega-3)



TRIFOGLIO ROSSO




Composizione

_ (Genisteina Daidzeina

Trifoglio rosso Genisteina Daidzeina

E' ormai ampiamente noto che I'azione degli isoflavoni
si esplica non solo con il metabolita finale (equolo) ma
anche, ¢ soprattutto, attraverso I'azione pleiotropica
chel precursorl presenti,

Bibkografla

1. Mur MM, Sia D, Dai D, Mason RS, The Effect of lsoflavones en Hu-
man Osteoblast Proliferation, Actimty and Life-span in vitro, Presanted
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Blochanina A Formononetina

La ricerca ha dimostrato che:

La Blochanina A La Formononetina

> Ha effetti protettivi » Favorisce
aLil vasi sanguigni & sul la proliferanone
sistema cardiovascolare™  degli osteoblast™

> |nibisce |a crescita,
stimolata da EGF
(Epidermal Growth
Factor), del tumare alla
prostata®




Trifogllo rosso

Quantita di
isoflavoni Ingerita

Nel Trifoglio rosso
gli isoflavoni sono
presenti in forma di
agliconi (privi della
parte zuccherina)

Quantita di
isoflavoni In clrcolo

= |La quantitd di fitoestrogeni dichiarata in Promensil (40 mg

o 80 mg) riguarda la sola componente fitormonale, I'unica
attiva.

= Gli isoflavoni del Trifoglio resso non necessitano di alcuna
idrolisi enzimatica preliminare, a Ivello intestinale, ed entra-
no in circolo dopo soli 15 minuti dall'assunzione.

Quantitd di o 1
isoflavoni ingerita " "

Nella Soia gli :
isoflavoni sono .
presenti in forma .
gliconata } .

I, H

--.#F '

Quantita di
isoflavoni in clrcolo

= La quantith di fitoestrogeni dichiarata in confezione compren-
de anche linutile parte zuccherina (40 mg di fitoestrogeni
gliconati = circa 20 mg di soflavoni attivi).

= Gli isoflavoni della soia necessitano di idrolisi enzimatica pre-
liminare a Ivello intestinale.




Farmacocinetica
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T max: tempo di raggiungimenta della massima concentrazione ematica (in ore)
T 12 tempo di dimezzamento della massima concentrazione ematica (in ore)
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Effetti degli isoflavoni del Trifoglio rosso sui sintomi, sui lipidi e sulla vagina
nelle donne durante la menopausa

Hidalgo L. &. at al, The effect of red clowver isoflavones on menopausal sympioms, lipids and vaginal cytology in menopausal women:
A randomized, double-blind, placebo-conbtrollad study.
Gyrac, Endocr. 2MNS, 21 25754

== Background: B Bas=iins
| rizultatl inatkasi dalle studioc Womean's Haalth Initiative hanmo ri-
dotta I'uso della HRT convenzionale, modificando la corslderazio-
ma sulla stessa sia degli specialisti sia dalle pazieant] ed aumantan-
do l'interasse par opzioni altarmativa.

= Obiettivi:

Valutare gli effetti degli soflavoni comtanutl nel Trifoglio rosso sui
sintomi, sui lipidi e sulla vagimna di donne in Manopawsa.

= Metodi:

B0 domne in maenopausa B8 supariomm al 40 annid cha mon usavarno
HRT, con un indice di Kupperman magegiom o aeguale a 15, sono
state randomizzate inm doppio ckeco par rfcevare 20 mg di isoflavoni
da Trifoglio meso o un placabo par 90 giomil. Sucoessvameanta, dopo
un pardodo di 7 glornl di wash out, Ie paziant hanmo Acevuto | tratta-
mearito atternativo par altrl 90 glomil. Valutazionl simtomatologicha con B Beseline
indice di Kupparmnan, dosagel amaticl @ praliewl citologicl vaginall
somo statl effetbuati al tempo e, dopo 90 glornl @ dopo 180 giorni.

= Risultati:

53 donna (83 2%) hamnmo completato & ricarca. Vet media ara
di 51,3+3 5 anni. MNon sl & riscontrato nessun aeffatto =ignificativo
su BMI, peso corpores & pressione arteriosa in nessuna fase di
trattarmamto. |l puntegeio dall'indice di Kupperman & diminuito si-
gnificativameamnta dopo opgnil rattameanto, in maniem pid imMmportamts
mnal grnuppo tattato con Trifioglio nosso rispetto al gruppo placebo.

Indice dil Kuppermman

Baselina 2Fr.2 = 7,7
Isoflavoni 59 + 3,9 (p<D.05)
Placealxo 209 = 53

Lintegraziona con Trifogllo ros=ao ha ridotto guindi In amtita signifi-
cativa la sommatoria del sintomi menopausali ed ha avuto un af-
fatho po=sitive sulla vagina comea quantificato, dall'aurmamnto di tuth
gli imndici, da tampone vaginale: parcarmtuale di callule squamoss
com picmosi nuckara, con acidofilia citoplasmatica (indica di cor-
maificaziona) e percantuale di callule basali {indica di mMmaturazio-
ma). Somo diminuiti anche | valori di colestarolo totale, dell'LDIL-
colesterolo & del trigliceridi, quest'ultirmo parametro inm maniera
significativa rispaetto al gruppo placabo.

Parcantuale dai sintomi

Fercartuale e simtomi

Sukrackne  recania

61 L

Indice cariopikcnotico Cellula wrﬂnll
elluka

Andice di maluraz kne)

TROGE
LCheare]

> Conclusioni:z

comparando al placsbo un’integrazione di Boflavoni da Trifoglio ros=so in donne in post-menopasa, si & rilevato che il rata-
mento ha ridotto in maniera significativa i sintomi ed ba mostrato effetti positivi sulla vagina e sui livelli dei trigliceridi.




Effetto degli isoflavoni ottenuti da Trifoglio rosso sul profilo lipidico di donne
In post-menopausa con un elevato Indice dl massa corporea

Chedraul P., 5an Migual G., Hidalgo L., Morocho M., Ross 5. Effect of Trifollum pratense-derived isoflavones on the lipid profile of

postmenopausal women with Increased body mass Index. Ginecol. Endocr. 2008: 24, 620624

» Dbiettivi:

Diversl dati epkdemiologici indicano che Il rischio cardiovascolare
aumenta con l'armivo dalla manopausa, una situaziora direttamean-
te comelata ad un aumento dalla sindrome matabolica.

E' stato incltre precedentemente riportato che 'obesita gloca un
ruolo centrale come fattore di rischio per linsorgenza della sindm-
me matabolica in donne in post-menopausa. Considerando quindi
I'elevato rischio cardiowascolare di questo tipo di donne, & di prande
interasse studiare gli effetti degli isoflavoni, sostanze naturali sirmil-
astropaniche, su queste problematicha, gla note per la loro capaci-
ta di alleviara | sintomi tipicl della manopausa,

» Protocollo dello studio:

60 donne, con la saguent| caratteristiche, sono state arruolate per
questo studio:

Post-menopausa accertata

Eta: 50 anni

BMI: > 28

Indice di Kupperman: > 15
Le donne sono stata divise in dua pruppi @ sono state trattate per
un perodo di 90 glornl con un astratto di B0 mg di soflavoni da

Trifoglio rosso, o placebo, Dopo un perodo diwash-out di 7 glornl
I trattamanto & stato Invartito par ultarior] 90 glami (cross-over),

» Risultati:
Il presenta studio ha mostrato che la supplementazione di Trifo-

glio rosso ha diminuito il livello di trigliceridi totall del 4,6%, le
LDL-C del 15,6% e le LpA del 63,8%.

M Basaline Dopo Tritaglio rosso [ Pacebo
23 155
225 TC (mgidl) 151 LDL-C (mgddl)
2% — Ll 145
234 — = 45
= =
Ezzz . — EWi— -
— 23 — o 15 —
= - Ll — 5 1m- o
218 4 —_— — 1B —
214 = — W —_
W = lirm I:I:p:-_|_P'I.|uh:|_ U8~ Glire | Dape | Placeba
Fifoglio rmasa Tritagin rosse
M Baseline Dopo Trifoglio rosso [ Placebo
&0
B2 LpA (mg/dl)
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E 0 e
%, 1
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| |
t Basziine " Dope Fiogic mes ' Pacebe
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Receptor binding and transactivation activities of red clover isoflavones
and their metabolites
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Sicurezza degli isoflavoni del Trifoglio rosso

|| Trifoglio rosso @ I'alternativa alla Terapia Ormonale Sostitutiva (TOS)

(i isoflavoni, contanuti nell'estratto di Trifoglio rosso, nteragscono con | recetton estroganici esplicando un'attvith regolstonia, contamporanaameannte:
» pro-p-estrogenica (apparato cardiovascolare e struttura ossaa)
» anti-c-estrogenica (ghiandola mammaria ed utero)

Terapia Ormonale Sostitutiva (TOS) Isoflavoni da Trifoglio rosso

# 5
il Carvello

O —

Utero

Organi attivati ] I Organi non attivati




Fitoestrogeni — Osteoporosi

- Mantenimento del BMD in ratti ovx con efficacia simile a ECE
(Arjmandi et al, 1998)

- Genisteina: stimolo su numero e funzione degli osteoblasti, inibizione

dell’attivita osteoclastica e soppressione del riassorbimento osseo
(Blair, 1996)

- In donne in postmenopausa, l’integrazione di 40 g di proteine della soia/di

per 6 mesi ha aumentato il BMD (Potter et al, 1998)

- Assenza di variazioni nei markers del turnover osseo

con 100-160 mg di isoflavoni/die per 9 mesi (Mackey et al, 1998)



Fitoestrogeni — Prevenzione dell’Osteoporosi

*} Studi osservazionali in donne cinesi in post-menopausa

e C(Correlazione positiva tra assunzione alimentare di isoflavoni
¢ Densita Minerale Ossea lombare

° 1 Markers riassorbimento 0sseo

% Azione protettiva sull’osso simile a quella degli estrogeni
(Interazione con ER [3)

*k Dati limitati suggeriscono che 1’assunzione protratta di 55-90 mg/die di
isoflavoni sia in grado di proteggere 1’0sso

W
NOI OCCIDENTALI SIAMO IN GRADO DI CONSUMARE TALI DOSI DI

ISOFLAVONI, PER LUNGHI PERIODI DI TEMPO, CON UN’ALIMENTAZIO\\@)

NATURALE -
Mei e coll, JCEM, 2001




Gli isoflavoni da Trifoglio rosso sono sicuri e ben tollerati in donne
con una storla famlllare dl cancro al seno

Trewor J Powles, Red clover isoflavones are safe and well
tolerated in women with a family history of breast cancer.
Menopause Intemational 2008: 14: 6-12.

» Obiettivo dello studio:

Verificare la sicurezza e la tollerabilith dell'utilizzo di un integratore
a base di isoflavoni da Trifoglio nosso (40 mgd in donne con wna
storia familiare di cancro al seno e valutare la possibilitd di wutiliz-
zane questa integraziona per la prewanzione dal cancro al s2no in
danne sara.

= Disegno dello studio:

Donne sane di etd compresa tra i 35 e 170 anni (401 donne) con
almeno un caso di tumore al seno a parerti di primo grado, hanno
rcevuto eoflavoni da Trifoglio nosso per tre anni in uno studio ran-
domizzato, in dopplo cieco contro placebo.

= Risultati:

Messuna differenza significativa nella densitd mammaria, spessora
endometriale, livelli di colesterolao, livelli di FSH & dersitd minarale
nssea & stata rilkevata tra ke donne cha assumevano Trifoglio osso e
quelle che assumevano placabo.

= Concluslonl:

Cuesto importtante studio, della durata di tre anni, supporta
I'evidenza che il tratameanto con isoflavoni da Trifoglio msso
& sicum a ben tollerato, anche in donne con storia familiar
di cancro al seno. Lintzgraziona di isoflavoni da Trifoglio rosso
rian modifica, in akoun modo, la densita mammaria @ non ha
certarmante affetti negativi sullo stato dellke cs=a e dal sistemna
cardicvascolare, anzi si nota una tendanza ad un migliorarmean-
to di entrambi gli elermeanti. Melke donrneg in post-meropausa ko
spessore endometriale non & stato in alkcun moda modificato
dal trattarmerto con isoflavoni da Trifoglio rossa.

Variazione della densitd mammarna durante il trattaments
con isoflavoni da Trifoglio rosso o placebo

B Promersil [ Placebo
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Variazione delle spessore endometriale durante il trattamento
con isoflavoni da Trifoglio rosso o placebo
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FITOESTROGENI E TUMORE DELLA MAMMELLA

studi sperimentali: vitro-vivo

- influenza sulla soppressione indotta da TAM su cellule MCF-7 (Bodinet C. 2002)

- stimolo proliferativo su linee cellulari normali (Schmidt S 2005)

- effetto antiproliferativo bifasico concentrazione-dipendente ( MCF-7)(Yap S
2005)

- protettivo antiossidante sui danni ossidativi del DNA (Sierens J 2001)

- nei ratti una dieta povera di isoflavoni annulla I’effetto del TAM (Liu B. 2005)

- alti dosaggi non modificano ’istologia dei dotti mammari (Hows 2004)
studi epidemiologici

protezione —— assunzione di 1soflavoni fin dall’infanzia (Stephens Y 1997)



FITOESTROGENI

»SERMs di origine naturale

> Esistono diverse sotto-classi: isoflavoni, lignani, cumestani, stilbeni
> Gli isoflavoni possono derivare dalla Soia o dal Trifoglio Rosso

Cervello

Cuore
Arterie

FITOESTROGENI

Effetto “breast sparing”




Fitoestrogeni - Tumore della mammella

studi osservazionali-caso/controllo
* Fattore predisponente: obesita

* Fattore protettivo: dieta ricca di fitoestrogeni (isoflavoni)

* Minore incidenza di tumore mammario nelle donne cinesi e giapponesi
(1/10)

* Importanza del fattore alimentare (donne orientali in dieta occidentale
sviluppano la stessa incidenza di tumore)

Prognosi migliore per le donne giapponesi rispetto alle donne
occidentali
Maggiore frequenza di forme “in situ” (bassa invasivita)

* Minore tendenza alla metastatizzazione

* Influenza/rallentamento sulla progressione tumorale (?)
(Wu et al, 1998)

* Nessuna modificazione della densita mammaria alla

mammografia (Rozenbaum 2007)



Dagli atti di:

The Breast, First international Congress on Breast Development Functions and Disease

La somministraziona dl una miscala di Isoflavon| da Trifoglio msso

@ In grado di Inibire la migraziona estrogenc-indotta dalla linea
tumorale T47-0. (Fig 1)

Flg. 1: Le cellule tumorall sono state trattate con estradiolo o
estradiolo + mix di fitoestrogeni @ valutate per la loro capacita

- 3 3 " ___.j'
.Il. c::lrrtn:lllcu B: Estradlnln C: ostradiok +
mix fitoestrogani

Torino, 27-30 Settembre 2007

Guesto effetto & dovuto al blocco dell'ativaziona, estrad lolo-Indot-
fa, della moesina. (Fig. 2}

Fig. 2: Mediante esperimentl di Western Blot & stata valutata
I"attivazione della moesina (Moesina Fosforilata) dopo differenti
trattamenti.

Recenti studi hanno dimostrato cha la moasina, proteina colnvolta nalla regola done dal choschelatro callulare, @ quindl iImportante nalla
migradons ad adaskong dalla calluke tumarall, & over-asprassa o attivata nal casl di tumora ad alto potenziale matastatico, GI armonl
sessuall sambrano avara un ruolo iImportanta nall' indurra questa ovar-esprassiana,

= Conclusioni:

Guestl nuovi Asultati mostrano che 'estratto di Trifoglio rosso pud fundonare da antagonista nel pathway di trasduzione, indotto da
estradiolo, che altera la capacith delle cellule cancerosa di migrare @ metastatizzare.




Effects of red clover extracts on breast cancer cell migration and invasion

Conclusioni: Il trifoglio rosso inibisce la migrazione e l'invasione delle
cellule di una linea tumorale mammaria. Questi dati evidenziano
nuovi possibili meccanismi d’azione dei fitoestrogeni sui complessi
meccanismi collegati alla crescita e migrazione di cellule tumorali

Linea cell. T47-D



Protocollo Sperimentale

Effetto dell’assunzione orale di trifoglio rosso sui

sintomi della sindrome menopausale indotta dal

trattamento ormonale adiuvante nelle donne con
diagnosi di carcinoma mammario



Disegno dello studio

Clinico prospettico randomizzato
Arruolamento: 80 Pz. / in un anno

Premenopausa con ca mammario
in terapia ormonale antiestrogenica



Progetto Premio

R

Doppio cieco

/N

Placebo

1 cpr (80 mg)/die 1 cpr/die
per 24 mesi per 24 mesi



Condotto nell’ Ambulatorio Progetto PREMIO presso la
Fondazione IRCCS Istituto Nazionale dei Tumori di Milano.

Criteri di inclusione:

> Pazienti con pregresso carcinoma mammario con stadio clinico: T 1/2,
NO/1, MO

> In terapia con Tamoxifene e/o aLHRH

»Con/senza chemioterapia

»Carcinoma non insorto in gravidanza

»Funzionalita renale, cardiaca, polmonare nella norma

» Adesione allo studio con consenso informato

> Pazienti in grado di prendere parte allo studio previsto

»>Score della valutazione MRS (Menopausal Rating Scale) > 8



Al momento del reclutamento, previa compilazione e firma di un consenso
informato, la paziente verra sottoposta a:

visita senologica

* visita dietologica

* esami ematochimici

* MOC vertebrale e femorale

* Ecografia pelvica transvaginale

* Pap test

* Questionario MRS con scala dei valori di effetti collaterali menopausali
* Valutazione della densita mammografica

* Prelievo del siero per studio in vivo



Metodi di valutazione

Qualita Vita e Sintomi: Menopause rating scale

Controlli metabolici: ematochimica, dieta, variazioni ponderali,
attivita fisica

Controlli oncologici: clinici e strumentali a cadenza prestabilita



Obiettivi primari

Miglioramento qualita della vita

Non tossicita e non interferenza al trattamento



MENOPAUSE RATING SCALE

Quali dei seguenti sintomi la riguardano attualmente? Per ognuno dei sintomi elencati ne
indichi I'eventuale intensita scegliendo I'apposito riquadro. Per i sintomi che non la riguardano
segni “assente”.

SINTOMI:
assente, lieve, moderato, grave, molto grave

Punteggio = q 2 4

Vampate di calore, sudorazicne
(episodi di sudorazione)

Disturbi cardiaci
( percezione irregolare del battito cardiaco,
tachicardia, senso di costrizione)

Disturbi del sonno
(difficolta ad addormentarsi,
sonno interrotto,risveglio precoce)

Disturbi dell'umore
(sensazione di depressione, tristezza,
pianto immotivato,apatia e cambiamenti d'umore)

Irritabilita
(nervosismo,tensione, aggressivita)

Ansia
(agitazione. sensazione di panico)
Stanchezza fisica e mentale
( calo generale delle prestazioni,
compromissione della memoria, calo di
concentrazione, smemoratezza)

Disturbi sessuali
(alterazioni del desiderio,
dell'attivita sessuale e dell'appagamento)

Disturbi dell'apparato urinario
(difficolta nella minzione, aumentato bisogno
di urinare, incontinenza urinaria)

. Secchezza vaginale
(sensazione di secchezza o bruciore vaginale,
difficolta durante il rapporto sessuale)

. Disturbi muscolari e articolari
(dolore alle articolazioni, disturbi reumatici)




Intervento nutrizionale

per prevenire o limitare I’incremento ponderale durante il trattamento

e le comorbidita metaboliche-cardiovascolari-osteoarticolari correlate



INTERVENTO NUTRIZIONALE

o ANAMNESI MEDICA
o ANAMNESI NUTRIZIONALE

. STORIA DEL PESO o ANAMNESI ALIMENTARE
(NUTRIZIONALE E COMPORTAMENTALE)

o PARAMETRI ANTROPOMETRICI o PESO, ALTEZZA, BMI, CIRC. VITA,
CIRC. FIANCHI

o PARAMETRI BIOCHIMICI o PROFILO LIPIDICO,
GLICEMIA, URICEMIA



INTERVENTO NUTRIZIONALE
CARATTERISTICHE DIETA:

Viene esclusa I'assunzione abituale di alimenti contenenti fitoestrogeni tramite
I'anamnesi alimentare

L’intervento é volto al miglioramento complessivo dello stato di salute tramite il
progressivo adattamento ai criteri proposti dalla Dieta Mediterranea e dal WCRF
(World Cancer Research Foundation)

Avere un BMI compreso tra 18,5 e 25 e ove non sia possibile ottenere un calo
ponderale del 10%

Incrementare i livelli di attivita fisica (30 min cammino almeno 5 v/sett)



INTERVENTO NUTRIZIONALE

Limitare il consumo di alimenti ad alta densita calorica (latticini e dolciumi)

Incrementare il consumo di cibi di provenienza vegetale, e di cereali poco
raffinati (almeno 600 g/die tra verdura e frutta)

Limitare il consumo di carni rosse ed evitare il consumo di carni conservate ed
incrementare il consumo di pesce

Limitare il consumo di alcool (120 mi/die) o limitare il consumo di sale (5g/die) o
eliminare il fumo



INTERVENTO NUTRIZIONALE

L’adesione alle norme dietetiche viene monitorata nel tempo tramite un
automonitoraggio giornaliero delle frequenze di assunzione degli alimenti

Le pazienti effettueranno le seguenti visite di controllo:

* durante il 1° anno: 1 visita ogni 3 mesi
* durante il 2° anno: 1 visita ogni 6 mesi



Obiettivi secondari

conferma dell’effetto sulla capacita migratoria delle cellule tumorali

Su linee cellulari estrogeno dipendenti e indipendenti MCF7, T47D



Progetto Premio

Test in vitro

Per il test in vitro si sono utilizzate due linee cellulari mammarie : MCF7, T47D
(linee cellulari ormonodipendenti)



PROGETTO PREMIO

Valutazione in vitro dell’attivita estrogenica e
dell'induzione di migrazione di linee cellulari
mammarie da parte delle pz incluse nello studio

Eseguito pool di siero dalle pz del braccio di
controllo e del braccio trattato dopo 3 mesi di
trattamento



Valutazione profilo sicurezza: test in vitro

1. Test di crescita cellulare
2. Espressione di geni estrogeno-indotti
3. Test di migrazione e invasione

Linee Cellulari

Linee cellulari di adenocarcinoma / MCF7

mammario ormono-responsive T47D

Campioni Biologici
16 donne gruppo Placebo

Pool di sieri 16 donne gruppo Verum

4 donne sane in peri-menopuasa

I



Progetto Premio

Test in vitro

@Valutazione dell’attivita estrogenica

* | test condotti su linee cellulari ormonodipendenti (MCF7,T47D):

Test di proliferazione con siero delle pz in presenza e assenza di 17B
estradiolo

Test di modulazione trascrizionale da parte del siero delle pz di geni
tipicamente estrogeno-indotti mediante gPCR( PGR, GREB1, TFF1, TGFA,
CCND1)



Progetto Premio

Test in vitro

@ Valutazione delle modificazioni dell’attivita migratoria di linee cellulari

I test su linee cellulari estrogeno dipendenti ed indipendenti(MCF7,T47D).

-Test di migrazione
-Test di invasione
-Wound healing test



Test in vitro

1) il siero da utilizzare viene raccolto dopo 3 mesi di trattamento per un livello serico
adeguato

(Imhof: potrebbero bastare 4 gg)
2) Il siero prelevato non subisce alcun trattamento

3) 16 campioni da testare per ciascuna linea cellulare
16 Red Clover + 16 Placebo

4) FCS

5) Pool di sieri di donne sane in peri-menopausa



Test in vitro

controllo estradiolo tamoxifene estrad + tamoxi
s | e | 7 | 8
siero tamox + placebo

siero sano

siero tamox + red clov




Isoflavoni del Trifoglio Rosso

Derivano dalla piante Trifoglium pratense.

Composto da: Genisteina, Daidzeina,
Bichanina A e Formonectina

Sono presenti come composti aglicati

OMe

Formononetina
(4" metossi 7idrossiisoflavone)

HO ‘ (0]
0 g OH

Daid zeina
(4’ 7-diidrossiisoflavone)

|

OH O

] OMe
Biocianina

(4" metossi-5, 7 diidrossiisoflavone)

HO O

OH o

Genisteina
(4, 5, 7triidrossiisoflavone)
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MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: MCF-7
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MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: T47D
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Progetto Premio
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SAGGI DI MIGRAZIONE NELLE MCF-7 ET47D Progetto Premio

Migration: MCF7 Migration: T47D
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FLOW-CHART DELLO STUDIO

1 4 mesi
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