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Un approccio terapeutico multidisciplinare per donne giovani in 
menopausa

 indotta dal trattamento nel carcinoma mammario

Isoflavoni di Trifoglio Rosso



Sindrome menopausale indotta dal trattamento:

•Le cosiddette vampate
•Sudorazioni improvvise e profuse
•Variazioni dell’umore
•Facile irritabilità
•Aumento di peso
•Disturbi del sonno
•Disturbi sessuali calo del desiderio, secchezza vaginale)
•Osteoporosi

Isoflavoni del trifoglio rosso
e carcinoma della mammella



trattamento

TOS controindicata

Attività fisica

Dieta

Stile di vita

Fitormoni

Sindrome Menopausale



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

Il loro non uso comporta, altresì, la predisposizione 
alle malattie, un ritardato accrescimento 
ed un precoce invecchiamento…

Ippocrate
 

 ATTIVITA’ FISICA



Clin Obst Gyn 2008

ATTIVITA’ FISICA, ALIMENTAZIONE E STATO DI SALUTE

Review



ATTIVITA’ FISICA

 mortalità (50%)

 NIDDM, ipertensione e dislipidemie 

 neoplasie (mammella, endometrio, colon) ?

 osteoporosi Am J Nutr, 2003; Clin Geriatr Med, 2003

Cancer Causes Control, 1998; New Engl J Med, 1998,        
J Natl Cancer Inst 2008

Metanalisi, Br J ports Med, 2002

 sintomi climaterici

N.H.S., New Engl J Med, 1999

 Maturitas (review)  2009

 obesità e malattie cardiovascolari

Metanalisi, Med Sci Sports Exer, 1999



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 è però in rapida modificazione per il 
cambiamento dello stile di vita legato allo sviluppo 
industriale (basta una generazione),avvalorando 
ulteriormente l’importanza della dieta.  

  



Am J Epidemiol  2009

DIETA e CARCINOMA MAMMARIO

Am J Clin Nutr 2009

National Istitutes of Health-AARP                                 
    Diet and Health Study



Correlatione tra assunzione di grassi e mortalità per ca mammella



Meccanismi che legano la dieta e il rischio di carcinoma 
mammario

stile di vita e dieta         dieta ipercalorica
occidentale           proteine animali                  IGF-I 

             
zuccheri raffinati     
& grassi saturi        resistenza  IGFBP 1 e 2   IGF-I
                            insulinica   basse          libero
obesita’    
           
estrogeni           iperandrogenismo
          &
Estrogeni           SHBG bassa
  liberi                           Proliferazione



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

ento%
P   Cambiam

ento%
P

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 
     il rischio

• Grassi totali
• Proteine animali
• Indice glicemico
• Pressione arteriosa
• Circonferenza vita

    Riducono
     il rischio

• Carboidrati totali
• Pattern vegetariano
• Indice antiossidante
• (Omega-3)



TRIFOGLIO ROSSO
   















 



Fitoestrogeni – Osteoporosi

- Mantenimento del BMD in ratti ovx con efficacia simile a  ECE                         

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

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

- Genisteina: stimolo su numero e funzione degli osteoblasti, inibizione 
dell’attività osteoclastica e soppressione del riassorbimento osseo

(Blair, 1996)

  (Arjmandi 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)



Studi osservazionali in donne cinesi in post-menopausa Studi osservazionali in donne cinesi in post-menopausa *

* Dati limitati suggeriscono che lDati limitati suggeriscono che l’’assunzione protratta di  55-90 mg/die di assunzione protratta di  55-90 mg/die di 
isoflavoni sia in grado di proteggere lisoflavoni sia in grado di proteggere l’’ossoosso

MAMA

NOI OCCIDENTALI SIAMO IN GRADO DI CONSUMARE TALI DOSI DI NOI OCCIDENTALI SIAMO IN GRADO DI CONSUMARE TALI DOSI DI 

ISOFLAVONI, PER LUNGHI PERIODI DI TEMPO, CON UNISOFLAVONI, PER LUNGHI PERIODI DI TEMPO, CON UN’’ALIMENTAZIONE ALIMENTAZIONE 

NATURALENATURALE

• Correlazione positiva tra assunzione alimentare di isoflavoni Correlazione positiva tra assunzione alimentare di isoflavoni 
e Densità Minerale Ossea lombaree Densità Minerale Ossea lombare

• Markers riassorbimento osseoMarkers riassorbimento osseo

* Azione protettiva sullAzione protettiva sull’’osso simile a quella degli estrogeniosso simile a quella degli estrogeni
(Interazione con ER (Interazione con ER ))

Mei e coll, JCEM, 2001

Fitoestrogeni – Prevenzione dell’Osteoporosi





 FITOESTROGENI E  TUMORE DELLA MAMMELLA

studi epidemiologici

 assunzione di isoflavoni fin dall’infanzia (Stephens Y 1997)  protezione 

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 l’effetto del TAM (Liu B. 2005)

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



FITOESTROGENIFITOESTROGENI
SERMs di origine naturale
Esistono diverse sotto-classi: isoflavoni, lignani, cumestani, stilbeni
Gli isoflavoni possono derivare dalla Soia o dal Trifoglio Rosso

Effetto “breast sparing”



Fitoestrogeni – Tumore della mammella

• Fattore predisponente: obesità
• 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 invasività)

•  Minore tendenza alla metastatizzazione

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

studi osservazionali-caso/controllostudi osservazionali-caso/controllo

•     Nessuna modificazione della densità mammaria alla           
mammografia                                                                                                   (Rozenbaum 2007)





Linea cell. T47-D

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



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 

           Progetto Premio



Clinico prospettico randomizzato

Arruolamento: 80 Pz. / in un anno

Premenopausa con ca mammario 
in terapia ormonale antiestrogenica

Disegno dello studio

           Progetto Premio



    Progetto Premio

R
Doppio cieco

Placebo

1 cpr/die
per 24 mesi

Trifoglio rosso

1 cpr (80 mg)/die
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 , 
N0/1, MO
In terapia con Tamoxifene e/o aLHRH
Con/senza chemioterapia
Carcinoma non insorto in gravidanza
Funzionalità 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

 Progetto Premio



Al  momento del reclutamento, previa  compilazione  e firma di un consenso 
informato,  la paziente verrà 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 densità  mammografica
•  Prelievo del siero  per  studio in vivo

PROGETTO PREMIO



PROGETTO PREMIO

Metodi di valutazione

Qualità Vita e Sintomi: Menopause rating scale

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

Controlli oncologici:  clinici e strumentali a cadenza prestabilita



   Progetto Premio

                      Obiettivi primari

Miglioramento qualità della vita 

Non tossicità e non interferenza al trattamento





    Progetto Premio

Intervento nutrizionale

per prevenire o limitare l’incremento ponderale durante il trattamento 

e le comorbidità  metaboliche-cardiovascolari-osteoarticolari correlate



PROGETTO PREMIO
 

INTERVENTO NUTRIZIONALE

• ANAMNESI MEDICA 

• ANAMNESI NUTRIZIONALE

• STORIA DEL PESO o ANAMNESI ALIMENTARE 
(NUTRIZIONALE E COMPORTAMENTALE) 
                                       
• PARAMETRI ANTROPOMETRICI o PESO, ALTEZZA, BMI, CIRC. VITA, 
       CIRC. FIANCHI  
                                                                              
• PARAMETRI BIOCHIMICI o PROFILO LIPIDICO, 
GLICEMIA, URICEMIA                                                                                                                                          
             



CARATTERISTICHE DIETA:

Viene esclusa l’assunzione abituale di alimenti contenenti fitoestrogeni tramite 
l’anamnesi alimentare

L’intervento è 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 attività fisica (30 min cammino almeno 5 v/sett)

PROGETTO PREMIO
 INTERVENTO NUTRIZIONALE



• Limitare il consumo di alimenti ad alta densità 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 ml/die) o limitare il consumo di sale (5g/die) o 
eliminare il fumo

PROGETTO PREMIO
 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

PROGETTO PREMIO
 INTERVENTO NUTRIZIONALE



           Progetto Premio

                    Obiettivi secondari

 conferma dell’effetto sulla capacità migratoria delle cellule tumorali 

Su linee cellulari estrogeno dipendenti e indipendenti MCF7, T47D



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’attività 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 

PROGETTO PREMIO



16 donne gruppo Verum

4 donne sane in peri-menopuasa

Pool di sieri

 16 donne gruppo Placebo
Campioni BiologiciCampioni Biologici

MCF7

T47D
Linee cellulari di adenocarcinoma 

mammario ormono-responsive 

Linee Cellulari

Valutazione profilo sicurezza:   test in vitro

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



Test in vitro      

• I 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 qPCR( PGR, GREB1, TFF1, TGFA, 
CCND1)

           Progetto Premio

  1     Valutazione dell’attività estrogenica



   
 

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

      -Test di migrazione
     -Test di invasione 

         -Wound healing test

2 Valutazione delle modificazioni dell’attività migratoria di linee cellulari

Test in vitro

           Progetto Premio



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 

           Progetto Premio



Test in vitro

           Progetto Premio



Derivano dalla piante Trifoglium pratense.

Composto da: Genisteina, Daidzeina,                
               Bichanina A e Formonectina 

                               
Sono presenti come composti aglicati

Isoflavoni del Trifoglio Rosso



      CRESCITA CRESCITA 
IN PRESENZA DI ESTRADIOLO IN PRESENZA DI ESTRADIOLO 

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value < 0.0001***

ESPRESSIONE GENICAESPRESSIONE GENICA
  DI ESR1 E ESR2 DI ESR1 E ESR2 



SAGGI DI CRESCITA IN PRESENZA DEI DIVERSI POOL DI SIERI SAGGI DI CRESCITA IN PRESENZA DEI DIVERSI POOL DI SIERI 

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value <0.0001***



MODULAZIONE DELLMODULAZIONE DELL’’ESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: MCF-7  ESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: MCF-7  

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value <0.0001***



MODULAZIONE DELLMODULAZIONE DELL’’ESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: T47DESPRESSIONE DI GENI ESTROGENO-INDOTTI: T47D

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value <0.0001***



ESPRESSIONE DEI GENI CODIFICANTI ESPRESSIONE DEI GENI CODIFICANTI 
PER ESR1 ED ESR2 NELLE MCF7 E T47DPER ESR1 ED ESR2 NELLE MCF7 E T47D

MCF7

T47D

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value <0.0001***

Progetto Premio



SAGGI DI INVASIONE NELLE MCF-7 E T47D SAGGI DI INVASIONE NELLE MCF-7 E T47D 

SAGGI DI MIGRAZIONE NELLE MCF-7 E T47DSAGGI DI MIGRAZIONE NELLE MCF-7 E T47D

0.001< p.Value < 0.01    *
0.000< p.Value < 0.001  **
             p.Value <0.0001***

Progetto Premio



GrazieGrazie

Grazie
GrazieGrazie

Grazie

GrazieGrazie
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