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RIASSUNTO: Potenzialita cliniche del trifoglio rosso.

V. UNFER, M. MINOZZI

Vengono analizzate le caratteristiche e le peculiariti dell'uso in terapia degli isoflavoni d< tri; glio 1 sso. In particolare sono esaminati nuo-

vi dati sulla farmacocinetica dei metabolici attivi degli isoflavoni.

Lemivita di questi, particolarmente piis lunga rispetto a isoflavoni da soia, offre o trifaglic nuove applicazioni cliniche, diverse dalla me-

ra gestione degli effetti vasomotori della menopausa.
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Le terapie ormonali sostitutive, pur in gradcidi a
re notevoli benefici alla donna, hanno una .carse >m-
pliance, sia perché possono causare urincreniento del
rischio di tumori mammari, sia percl é spes o causano
effetti collaterali da sovradosaggis zon a2slodinia, au-
mento di peso, gonfiore e rii nzio.=_ idrica, cefalea,
bleeding.

La necessita di ottim“ zare l¢ compliance ha porta-
to a studi clinici con desagg’ fino a un quarto di quel-
li usati solo pochi suni fa.

Il tumore al seno > il ramore pitt diffuso nei nostri
Paesi industric:izzad. Ulia donna su 10 ha un tumore
al seno nella vita. La/progressione del tumore al seno ¢
influenzica da estrogeni, progesterone e dai loro recet-
tori. Il rischio di tumore al seno ¢ il principale limite
de'i. ditfusionie della terapia HRT: gli studi epidemio-
10gic1 tostrano un incremento del 20-40% del rischio
per tratamenti di lunga durata (piti di 5 anni). Meno
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del 10% delle donne in postmenopausa continua la
HRT per un periodo superiore ad un anno.

Cresce l'interesse a principi attivi che, mantenendo
un buon profilo d’azione, siano dotati di sicurezza e
innocuita.

Gli estrogeni di provenienza vegetale sono cono-
sciuti sino dagli anni ’40.

Il trifoglio rosso pud essere catalogato nella catego-
ria dei cumestani. Contiene tutti e quattro gli isoflavo-
ni che hanno attivita biologica: biochanina A, precur-
sore della genisteina, la formononetina, la genisteina
stessa e la daidzeina; tutti, con simili cinetiche, meta-
bolizzano verso I'equolo.

E stato proposto un meccanismo genomico e uno
non genomico per giustificare gli effetti terapeutici de-
gli isoflavoni del trifoglio sulla regolazione della atti-
vita proteica, la regolazione del metabolismo cellulare
e la attivita antiossidante.

Dal punto di vista generale, gli isoflavoni vengono
definiti come estrogeni deboli, poiché I'attivita biolo-
gica, ossia la loro potenza, ¢ notevolmente inferiore
agli estrogeni (si consideri che un livello plasmatico di
estradiolo di 100 picomoli/l ¢ equivalente a un livello
di isoflavoni di 500.000 picomoli/l).

Gli isoflavoni tuttavia, se introdotti in adeguate
quantitd, sono in grado di esercitare interessanti effet-
ti biologici.
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Metabolismo degli isoflavoni.
Somiglianze e diversita
tra soia e trifoglio

Nella ricerca di un pitt sicuro approccio alla HRT,
una grande popolarita ¢ stata ottenuta dall’uso di
estrogeni di origine vegetale, normalmente denomina-
ti fitoestrogeni. Questi composti possono essere estrat-
ti da differenti piante, come soia o trifoglio rosso
(Trifolium Pratense).

Gli estratti sono tuttavia caratterizzati da differenti
composizioni. Il trifoglio contiene quattro isoflavoni:
biochanina A, formononetina, genisteina e daidzeina.
Tutti questi composti hanno una debole attivita estro-
genica e vengono sottoposti a metabolismo intestinale
dove la biochanina A e la formononetina sono trasfor-
mate in genisteina e daidzeina.

Gli isoflavoni agiscono principalmente attraverso il
legame ai recettori degli estrogeni.

Si caratterizzano per una affinita di legame maggio-
re nei confronti del recettore di tipo beta rispetto a
quello alfa.

Dopo l'assunzione, gli isoflavoni subiscono un ra-
pido metabolismo a livello gastrico e, in seguito, a li-
vello enterico. La caratteristica peculiare degli isoflavo-
ni del trifoglio rispetto a quelli della soia ¢ la partico-
lare biodisponibilita della coniugazione naturaic, tale
da rendere disponibili le forme agliconiche auive el
trifoglio senza una preliminare idrolisi enz esice a ui-
vello intestinale. Questa caratteristica d+#2rn.ina per il
trifoglio un tempo di raggiungimen o delx massima
concentrazione ematica nell’ordir= dc'le 3 Lre (la soia
richiede almeno 6 ore) e un “mpcidi dimezzamento
della stessa nell’ordine di 17 or: (la suia si dimezza in
sole 7 ore). Questa origirale fai nalocinetica determi-
na che il pool degli isoflavo.:i de. trifoglio sviluppi par-
ticolari attivita speciniche oriria di arrivare al metabo-
lita comune sia per 1 soia che per il trifoglio, I'equolo.

Gli effiti degl isoflavoni del trifoglio

:li cFetridei fitoestrogeni del trifoglio sul sistema
sardicrascolare sono scarsamente conosciuti, € non so-
no maistati descritti effetti sulle cellule del sistema va-
:colale da parte degli stessi. I quattro fitoestrogeni so-
no stati cimentati in un sistema di cellule endoteliali
umane. Sono stati misurati dopo 48 ore gli incremen-
ti nella sintesi dell’ossido nitrico (NO), incrementi di-
pendenti dalla concentrazione dei fitoestrogeni e sulla
attivitd della sintetasi endoteliale dell’ossido nitrico
(eNOS).

Sebbene I'azione dei composti singoli fosse piutto-
sto debole, la miscela delle quattro sostanze alle con-
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centrazioni relative riproducenti la concentrazione pla-
smatica ricavata dal metabolismo e dalla farmacocine-
tica era invece capace di indurre attivita sia su NO che
eNOS.

Queste azioni sono riferibili all'aumento dell’espr -
sione di eNOS e indicano un effetto trascrizionale.

Poiché i deboli estrogeni possono agire anche ceme
antagonisti degli estrogeni, abbiamo anche valutats e
azioni degli estratti di trifoglio rosso in pieserza (i dif-
ferenti livelli di estradiolo, nel prima c so live li piut-
tosto elevati corrispondenti al perican di {eeditita della
donna, nel secondo caso bassi Mv:lli ccrrispondenti a
una situazione di post menopatsa. ! risultati degli
esperimenti hanno dimostato un| (ctivazione additi-
va di eNOS quando i fitoe tregont sono addizionati a
basse concentrazioni diestadiolo e nessun effetto
quando aggiunti ad 2ltc'en icentrazioni di estrogeni.

In conclusiefici noutri risultati dimostrano che gli
estratti di trifoglie” zeas0 esercitano effetti diretti pro-
tettivi sull celluiv.endoteliali umane attraverso la re-
golaziorie ¢/ienrima eNOS.

Ulraltro avpetto che ¢ importante valutare per de-
terininarciil rischio cardiovascolare ¢ 'espressione en-
datelinle delle molecole d’adesione leucocitarie, in
granto queste molecole giocano un ruolo importante
nel sviluppo dell’aterosclerosi e nella destabilizzazio-
r¢ della placca. E noto che gli estrogeni sono in grado
di ridurre l'espressione di queste molecole. E stato di-
mostrato che anche gli estratti di trifoglio hanno que-
sta proprieta e che la esprimono attraverso I'inibizione
sia delle molecole intracellulari ICAM-1) che di quel-
le vascolari (VCAM-1).

In pit, ¢ stato validato che la presenza degli isofla-
voni non altera attivita estrogenica nel periodo fertile
della donna e la sostiene nella menopausa.

Questi dati confermano che gli isoflavoni possono
essere sia agonisti che antagonisti degli estrogeni a se-
conda del modello sperimentale o del momento fisio-
logico della donna.

In sintesi, gli isoflavoni del trifoglio rosso esercita-
no un’attivita anti-inflammatoria e anti-aterogenica at-
traverso 'inibizione delle chimochine cellulari NF-kB.

Trlfogllo rosso e validazione clinica
dell’efficacia vascolare

Lo studio ¢ stato intrapreso per individuare negli
effetti vascolari dei singoli isoflavoni del trifoglio rosso
le proprieta cardioprotettive riferite agli estratti di
trifoglio rosso.

Sono state studiate in particolare la biochanina e la
formononetina.

In uno studio randomizzato, pubblicato su Arthe-
rioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003;23:1066-1071 in
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doppio cieco, 80 soggetti sani, 46 uomini e 34 donne,
di eta tra 45 e 75 anni hanno ricevuto un pool di iso-
flavoni arricchito di biochanina o formononetina (pre-
cursori della genisteina e daidzeina, per totali 80 mg-
giorno), con cross-over dei gruppi in due periodi di 6
settimane. LCend-point della ricerca ¢ stato valutato al
tempo zero e dopo ogni periodo di trattamento e in-
cludeva la valutazione della rigidita dalle grandi arterie
(systemic arterial compliance-SAC e pulse wave velocity-
PWV A|F), la funzione endoteliale nelle arterie bra-
chiali (flow-mediated vasodilatation), la misurazione
ambulatoriale della pressione sanguigna e la resistenza
periferica totale-TPR.

La presenza degli isoflavoni riduce significativa-
mente la rigidita arteriosa con miglioramento della “sy-
stemic arterial compliance” (P=0.04), dato attribuibile
alla riduzione della resistenza periferica totale (P=0.03)
ed una corrispondente riduzione della “central pulse
wave velocizy” (P=0.02) nei confronti con il gruppo
placebo.

Gli isoflavoni non modificavano significativamente
la pressione sanguigna (P=0.5) o la flow-mediated vaso-
dilatation (P=0.44).

I miglioramenti significativi sembrano limitati al
gruppo di isoflavoni ricchi di formononetina
(P=0.06).

Il gruppo trattato con trifoglio arricchito di formo-
nonetina mostrava anche una riduzione delle.mo.:co-
le di adesione vascolare circolanti-VCAM-1 VP 1, &
0.01).

In conclusione negli uomini neimceesiie nelle
donne in postmenopausa, gli isofla oni dil trifoglio
rosso, specialmente se ricchi in {crmonanictina, ridu-
cono la rigidita arteriosa e lascsisterira vascolare tota-
le, ma non hanno significativi effetti sulla pressione
sanguigna.

Sicurezza d<1 tiifo lio

Un altro aspcitoche ha caratterizzato la ricerca di
base sulrifoglio rosso ¢ stata I'attenzione posta alla si-
curezz: dell’'ugo su pazienti a rischio.

2a signifilativamente inferiore incidenza del tumo-
e al scno e alla prostata nelle popolazioni dell’Estremo
Orientc ¢ stata associata a differenze nella dieta e spe-
sialniente ad un significativamente pilt alto consumo
di fitoormoni.

Scopo dello studio di M. Imhof (Universita di
Vienna), che riprendiamo per esaminare l’attivita gno-
mica e nongenomica del trifoglio rosso, era di caratte-
rizzare le conseguenze funzionali di un consumo di fi-
toormoni sull’espressione di mRNA di determinate li-
nee cellulari.

Sono state studiate le linee cellulari MCF-7 del tu-

more mammario. E stata usata la tecnologia Chip ar-
ray (Affimetrix) per comparare I'effetto dell’estratto na-
turale di trifoglio rosso MF11RCE con una miscela di
fitoormoni purificati e sintetici, genisteina e daidzeina.
Le linee cellulari, sia quelle di controllo che quelle tr':¢

tate con una miscela di genisteina e daidzeina« con
Iestratto di trifoglio, sono state analizzate doro 1.20rc
di cultura.

Sono stati analizzati circa 20.000 gert vaittaido le
ibridizzazioni del mRNA positive con ' na s :cificita
con P infa 0.001.

Le ibridizzazioni positive niua linca.di controllo
erano pari a 4.470, nel gruppo tri oglio erano 4.842 e
nel gruppo fitoormoni sintisici erar< 4.981. Un incre-
mento di mRNA di 2 volte rispceso ai controlli si veri-
ficava in 117 casi.

Il repertorio dei jenivin =ressati aveva funzioni che
spaziavano tra 2:ictto Cella crescita cellulare e geni de-
dicati alla ripatozic zeedel DNA (GADD34) e insulin-
like growt!” faccor “inding protein 4. Nella linea MCEF-
7 Pestratto v trifoglio stimolava significativamente la
sintest i 39 griia 12 ore e di 68 a 24 ore, mentre con
il pool disyrmoni sintetici i geni stimolati erano rispet-
dvamonte 36 e 47.

Lanalisi differenziale tra trifoglio e ormoni sinteti-
ci aei geni “up-regolati” mostrava che tra i 10 geni
“ap-regolati” dal gruppo sintetic, ben 7 erano del
gruppo delle metallotioneine (MT).

Le MT sono binding proteins a basso peso moleco-
lare che hanno un ruolo importante nella genesi del
tumore. Anche se questa attribuzione ¢ da definire con
pil precisione e con maggiori dati, ¢ importante nota-
re che il trifoglio non stimola I'espressione di queste
MT.

Lespressione in vivo di una di queste MT, la MT-
2A, ¢ stata associata con un processo di accresciuta
proliferazione del tumore al seno.

Una conclusione da questa ricerca ¢ che I'estratto
del trifoglio ¢ meglio bilanciato e assolutamente meno
pericoloso dei fitoormoni sintetici purificati.

Un dato nuovo, presentato a Torino nel settembre
2007, in occasione di “Breast”, convegno internazio-
nale sullo sviluppo del tumore del seno, da Simoncini-
Pisa ¢ la dimostrata capacita degli isoflavoni del trifo-
glio di agire, similmente al Tamoxifene, come anti-
estrogeno su linee ER alfa positive (T47D), inibendo
lattivazione della moesina, proteina della famiglia
ERM (ezrina, radixina, moesina) che, una volta fosfo-
rilata, provvede al rimodellamento cellulare ed ¢ “over-
espressa’ in caso di prognosi negativa dei vari tipi di
tumore.

Un altro effetto biologico valutato in questo lavoro
¢ stata la capacita di interferire sulla migrazione cellu-
lare indotta dall’estradiolo. Questi dati hanno rilevan-
za nella valutazione globale di sicurezza del trifoglio.
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La prevenzione dell’osteoporosi

Premessa. La terapia con isoflavoni ¢ stata proposta
come naturale alternativa alla HRT.

La HRT ha dimostrato di avere effetti benefici sul-
losso; peraltro pochi lavori su pazienti sostengono gli
effetti degli isoflavoni sull’osso.

Lobiettivo dello studio di Atkinson et al., pubbli-
cato su Am. J. Clin. Nutr. nel 2004, era di determina-
re leffetto di un complesso di isoflavoni del trifoglio
rosso che forniva alla paziente per un intero anno di te-
rapia 40 mg di isoflavoni.

Nello studio venivano seguiti i marker biochimici
del turnover osseo e la composizione corporea.

Disegno dello studio. 205 donne in etd compresa tra
49 e 65 anni sono state seguite in uno studio in dop-
pio cieco, randomizzato, contro placebo. La densita
ossea, la composizione corporea, il turnover osseo, i
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