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RESUMEN GENERAL

Los fitoestrogenos son compuestos fendlicos que presentan una similitud con la
hormona 17 B-estradiol, con lo cual pueden presentar actividad estrogénica y
antiestrégenica, ademas de tener capacidad antioxidante. Es por estas
propiedades, que se les ha relacionado con posibles efectos benéficos sobre el
riesgo de enfermedades crénicas como las cardiovasculares y el cancer, sin
embargo, los resultados son contradictorios. Por lo tanto, calibrar los métodos
dietarios y estimar el consumo de fitoestrogenos en diferentes poblaciones,
podria aclarar de cierta manera el efecto de estos compuestos en la salud. Una
limitacion importante de los estudios donde se establece la relacion entre
ingestion de fitoestrégenos y salud, es la falta de informacion sobre el contenido
de fitoestrogenos en los alimentos caracteristicos de la dieta de cada poblacion.
Es por lo anterior, que el objetivo de este trabajo fue estimar el consumo de
fitoestrégenos a través del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
y de recordatorio de 24 horas en mujeres del noroeste de México, comparar los
métodos dietarios, asi como analizar el contenido de fitoestrégenos por HPLC-
MS en los principales alimentos aportadores. Se entrevisto a 100 mujeres
adultas aparentemente sanas del noroeste de Meéxico, se les aplico un
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos y un recordatorio de 24
horas y, para corregir el coeficiente de correlacion por variaciéon intra e
interindividual, a una submuestra de 50 mujeres se les aplicé un segundo
recordatorio. Se analizo un total de 39 alimentos, seleccionados en base a su
frecuencia de consumo y su posible aportacion de fitoestrégenos. El trabajo se
presenta en dos capitulos, el primero aborda la ingestion de fitoestrogenos, la
comparacion entre meétodos dietarios y los principales alimentos aportadores de
fitoestrégenos. En el segundo capitulo, se muestran los resultados de la
determinacién de fitoestrogenos en alimentos por HPLC-MS. Por ultimo, se

describen las fortalezas y limitaciones del estudio.



INTRODUCCION GENERAL

Diversos estudios epidemiolégicos indican que las menores tasas de
incidencia y mortalidad por enfermedades crdénicas en paises de oriente en
comparaciéon con las de occidente, no solo se deben a factores genéticos sino
también a factores relacionados con el estilo de vida, como es el caso de la dieta
(Maskarinec et al., 1998; Probst — Hensch et al., 2000; Usui, 2006). En los paises
asiaticos, la dieta es baja en grasa saturada y alta en fitoestrégenos, los cuales
pueden contribuir con este papel protector, debido a que se han relacionado con
la disminucién en el riesgo de enfermedades crénicas como el cancer y
enfermedades cardiovasculares (Torres et al., 2000; de Kleijn et al., 2001; Pérez
et al., 2004).

Los fitoestrogenos son compuestos con anillos fendlicos que se
sintetizan en las plantas. Los principales fitoestrogenos son las isoflavonas,
lignanos, cumestanos y estilbenos, los cuales se encuentran en alimentos como
la soya, linaza y frijol, entre otros (Dixon et al., 2004; Branca y Lorenzetti, 2005;
Drago et al., 2006). Poseen una ligera actividad estrogénica debido a la similitud
estructural con el estradiol (Ronco y de Stefany, 1999), ademas de presentar
capacidad antioxidante (Scalbert et al., 2007).

Se ha estudiado el posible efecto de los fitoestrogenos sobre las
enfermedades en humanos, sin embargo los resultados de estos estudios son
contradictorios, ya que algunos han encontrado un efecto protector (Torres et
al., 2000; Atkinson et al., 2005a), mientras que otros no han observado algun
efecto (Murkies et al., 1995, Atteritano et al., 2007). En este sentido, la
estimacion de la ingestion de fitoestrogenos en diferentes poblaciones resulta
relevante, ya que aclararia aspectos importantes sobre los efectos de estos
compuestos en la salud humana (Hernandez et al., 2009). Sin embargo, uno de
los aspectos mas dificiles de medir es la dieta, debido a la enorme variabilidad

intraindividual en el consumo de los diferentes nutrimentos (Thompson y Subar,



2009).

Las encuestas alimentarias, como el cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos y el recordatorio de 24 horas, son los métodos mas
utilizados para la medicion de la ingestion dietaria, debido a que son técnicas
relativamente rapidas y baratas (Martin-Moreno y Gorgojo, 2007). Sin embargo,
dada la gran variabilidad en el consumo, es importante disponer de
cuestionarios calibrados que se adapten a poblaciones especificas con
diferentes contextos socioeconémicos, culturales y geograficos, que podrian
tener una dieta muy diversa (Fraser, 2003; Kaaks, 2006). Asi, los cuestionarios
calibrados para medir la ingestion de fitoestrogenos, pueden proporcionar
informacion mas fidedigna y confiable acorde a cada regién (Trinidad et al.,
2008).

La importancia que tiene la calibracion de métodos dietarios para la
estimacion de la ingestidon de fitoestrogenos en una region en especifico,
también cobra valor al contar con tablas de composicion de alimentos
completas, ya que ésta es una de las principales limitaciones de los estudios
epidemiologicos (Bhakta et al., 2006). Muchas de las bases de datos utilizadas
son una compilacién de valores encontrados en la literatura y estan creadas con
un limitado numero de alimentos (McCabe-Sellers y Chenard, 2008;
Pennington, 2008), ademas de que son determinados usando diferentes
técnicas de laboratorio (Horn-Ross et al., 2006). Adicionalmente, se tiene que
los datos analiticos obtenidos en un pais, no necesariamente seran relevantes
para otro pais (Padovani et al., 2007). Lo cual dificulta establecer el impacto real
los fitoestrégenos en la salud, especialmente en paises en desarrollo (Galvan et
al., 2007). Es por ello que resulta necesaria la generacién de datos que
complementen el tipo y niveles presentes de fitoestrogenos en alimentos
propios de las diferentes regiones o paises (Morales de Leodn et al., 2005).

Es por lo anterior y por el interés que este tema tiene en la actualidad,

que con este trabajo se pretendié estimar el consumo de fitoestrégenos en



mujeres sanas del noroeste de México comparando dos metodologias dietarias,
como son el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos y el
recordatorio de 24 horas. Adicionalmente y dada la importancia de
complementar y actualizar las tablas de composicion de alimentos, se analizé el
contenido de fitoestrogenos en los alimentos mayormente consumidos en la
region sonorense.

La informacion se presenta en dos capitulos. ElI primero aborda la
ingestion de fitoestrogenos en la dieta de las mujeres en estudio, la
comparacion de los métodos de recordatorio de 24 horas y cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos para la determinacion de fitoestrogenos,
asi como los principales alimentos aportadores de estos compuestos. En el
segundo capitulo, se muestran los resultados de la determinacién de
fitoestrogenos, por HPLC-MS, realizados en 39 de los principales alimentos
consumidos en la poblacion. Asimismo en este capitulo se presentan los
resultados y discusion en una misma seccién, dado que para el tema de analisis
de alimentos, la informacion se publica de esa manera. Por ultimo, se describen

las fortalezas y limitaciones del estudio.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Fitoestrogenos

Definicion

Los fitoestrogenos son compuestos fendlicos de origen vegetal que son
activos biolégicamente y presentan una estructura similar al 17B-estradiol
(Duncan, 2003; Sirtori et al., 2005). La definicién general de fitoestrégenos,
segun la Food Standards Agency (2003), es cualquier planta, sustancia o
metabolito que induce respuestas biolégicas en vertebrados y que puede
mimetizar o modular las acciones de los estrogenos endoégenos, usualmente
por unirse a los receptores de estrogenos. En la figura 1, se muestra una

comparacién de algunos de los fitoestrogenos con el estradiol.

Tipos de fitoestrégenos y metabolismo

Los fitoestrégenos se encuentran naturalmente en las plantas en forma
glicosilada, conjugada con glucosa u otros carbohidratos (inactiva) (Patisaul y
Jefferson, 2010). Después de ingerirlos, pierden su glucosa mediante la accién
enzimatica de bacterias de la microflora del intestino delgado, pero también esta
hidrolisis sucede en el colon y en el higado (Cassidy et al., 2000). Al deglicosilarse
los fitoestrogenos se activan, se absorben e ingresan a la circulacion
enterohepatica. En el higado se vuelven a conjugar pudiendo ser excretados por
la bilis (Lopez, 2002). Una vez excretados, volveran a perder la glucosa por medio
de la flora intestinal, se reabsorberan y reconjugaran nuevamente por el higado vy,

finalmente, excretados en la orina (Tracy et al., 2005).
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Figura 1. Estructura de algunos fitoestrébgenos y comparacion con el
estradiol.
Fuente: Food Estandar Agency, 2003.

De acuerdo con su estructura quimica, los fitoestrogenos pueden ser
clasificados en 6 grupos principales: flavonoles, flavonas, isoflavonas, lignanos,
cumestanos y estilbenos (Ronco y de Stefany, 1999). De todos ellos, los que mas
se han estudiado en la nutriciéon y salud, son las isoflavonas y los lignanos
(Navarro, 2005).

Las isoflavonas son el grupo que presenta mayor actividad estrogénica
(Setchell et al., 2003). Los compuestos mas importantes de este grupo son la
genisteina, formononetina, gliciteina, biocanina A y daidzeina (Sfakianos et al.,
1997). La daidzeina se metaboliza a otras dos formas: ecuol, que presenta

actividad estrogénica y O-desmetilangolensina, sin actividad estrogénica (Garrido
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et al.,, 2003). Sin embargo, solo el 30% de los humanos pueden metabolizar

daidzeina a ecuol (Atkinson et al., 2005b).

Los lignanos son un grupo de compuestos que se encuentran formando
la pared celular de los vegetales, conocida como lignina (Arts y Hollman, 2005).
Los principales tipos de lignanos son secoisolariciresinol, matairesinol,
pinoresinol, lariciresinol, y estan presentes en gran variedad de vegetales
(Pérez et al., 2004). Estos carecen de actividad estrogénica por si mismos,
aunque secoisolariciresinol y matairesinol se transforman por la flora bacteriana
en compuestos con actividad estrogénica, llamados enterodiol y enterolactona,
respectivamente (Milder et al., 2005).

Dentro de los flavonoles, los mas importantes son la quercetina y el
kaempferol. Y para el caso de las flavonas, los compuestos representativos son

la luteolina y la naringenina (Manach et al., 2004).

Principales alimentos aportadores de fitoestrogenos

Debido a que los fitoestrogenos se encuentran en una gran variedad de
plantas, sus fuentes son muy diversas, siendo su concentracién un factor
determinante. Las isoflavonas estan presentes en mayor cantidad en frijol de soya
y en los subproductos de la soya como leche, harina y tofu (Cederrot et al., 2009).
Sin embargo, los factores ambientales como los cambios de temperatura y la
exposicidon a la luz, afectan el contenido de isoflavonas en la soya. El contenido
de isoflavonas sin procesamiento es de aproximadamente 1 mg/g de soya, con un
rango de 0.4 a 2.4 mg/g (Dixon et al., 2004).

Los lignanos se encuentran en mayor concentracion en cereales como la
linaza, el centeno, legumbres, verduras, frutas y en bebidas como el té, café y

vino (Drago et al., 2006). Las fuentes mas abundantes de cumestanos



(cumestrol) son frijol, trébol, alfalfa y germen de soya, mientras que el
resveratrol (estilbeno) se encuentra de manera natural en uva y vinos (Branca y
Lorenzetti, 2005).

La principales fuente de flavonoles son la cebolla (1.2 g/kg de alimento
fresco), el vino tinto y el té. En estos ultimos, se encuentra en concentraciones
mayores a 45 mg/L. Las flavonas, estan en menores concentraciones en los
alimentos, como las frutas y verduras, en comparacién con los flavonoles
(Manach et al., 2004).

La estructura quimica de los fitoestrégenos determina su estabilidad
durante el procesamiento de los alimentos (Wang et al., 1990). Se ha
observado una mayor pérdida para daidzeina en comparacién con genisteina
(Mathias et al., 2006).

Segun un estudio realizado por Milder y colaboradores (2005), en donde
se analizé el contenido de fitoestrogenos en alimentos, los valores obtenidos de
lignanos en vegetales hervidos fueron un 25% mas bajo que en los crudos,
mientras que en alimentos fritos fueron un 30% mayor. Afirman que el
incremento en la concentracion de lignanos en alimentos fritos puede

explicarse por el decremento del contenido de humedad.

Actividad estrogénica y antioxidante

Los fitoestrégenos poseen capacidad para unirse a los receptores
estrogénicos (RE) por su similitud con el 17-B-estradiol, debido a que también
presentan un anillo aromatico, grupos hidroxilo y naturaleza hidrofébica, lo que
les permite unirse al receptor (Kenneth et al., 1999). EI complejo ligando-
receptor que se forma, es capaz de inducir actividad transcripcional (Hu y

Aizawa, 2003). Sin embargo, la concentracion requerida para inducir actividad



transcripcional es de 10* veces mayor para la genisteina que para el estradiol
(Navarro, 2005).

La posicion de los grupos hidroxilo en el anillo fendlico, el cual requiere
para unirse a los receptores de estrogenos RE-a y RE-B, es un factor
determinante en la habilidad para unirse a dichos receptores y activar el
proceso de transcripcion (Le Bail et al., 2000). En comparacién con el estradiol,
el cual presenta afinidad similar con los RE-a, muchos de los fitoestrégenos
tienen mayor afinidad por el RE-B (Lehmann et al., 2005). Esto podria tener un
efecto en la diferenciacion de tumores en mama, ya que la expresion del RE-
es indicativo de tumores benignos, mientras que la expresion de RE-a es

indicativo de tumores malignos y mas agresivos (Shaaban et al., 2003).

Los antioxidantes protegen a la célula de dafos oxidativos y por lo tanto,
ayudan a disminuir el riesgo de padecer enfermedades degenerativas
asociadas al estrés oxidativo (Kehrer y Smith, 1994). Al ser polifenoles, el grupo
fendlico de los fitoestrogenos puede aceptar un electrén, de esta manera
neutraliza los radicales libres que pueden causar dafios a los componentes de
la célula, como los lipidos y el DNA (Scalbert et al., 2007). Dentro de los
fitoestrégenos, la genisteina y el resveratrol tienen mayor capacidad
antioxidante, ademas de tener propiedades antiinflamatorias (Robb et al., 2008).

Debido a la capacidad antioxidante y a la afinidad del los fitoestrégenos
por el receptor de estrégenos, estos compuestos pueden presentar efectos en
sistemas regulados por estrogenos incluidos el cardiovascular, metabdlico,
esquelético y el sistema nervioso central (Cederroth et al., 2009). En la figura 2,

se muestra un resumen de las posibles funciones de los fitoestrogenos.
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Figura 2. Posibles funciones de los fitoestrogenos.

Fuente: Mense y colaboradores, 2008.

Fitoestrogenos v Posibles Efectos en la Salud

Los estudios epidemiolégicos han comprobado que una dieta rica en
alimentos de origen vegetal protege de enfermedades degenerativas como el
cancer y enfermedades cardiovasculares. Estos alimentos contienen fibra,
vitaminas y minerales, entre otros nutrientes (Torres et al., 2000). Ademas,
contienen fitoestrégenos, compuestos que se han estudiado ampliamente en los
ultimos afos debido a sus posibles efectos benéficos sobre los sintomas de la
menopausia y enfermedades cronicas como la osteoporosis, las enfermedades
cardiovasculares y el cancer de mama (Manach et al., 2005, Patisaul y
Jefferson, 2010).

Sintomas de la menopausia

El primer efecto benéfico del consumo de fitoestrégenos fue el alivio de
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los sintomas de la menopausia como los bochornos y las sudoraciones
nocturnas (Patisaul y Jefferson, 2010). Sin embargo, los estudios realizados en
cuanto a los efectos de las isoflavonas en la reduccion de los bochornos en
mujeres post-menopausicas son controversiales. Mientras que algunos autores
no reportan efecto del consumo de harina de soya (Murkies et al., 1995), otros
mencionan una reduccién de bochornos significativa al consumir diariamente
proteina de soya conteniendo 76 mg (Albertazzi et al., 1998) o 100 mg de

isoflavonas (Han et al., 2002).

Un estudio realizado por Nikander y colaboradores (2003) en muijeres,
evalu6é los efectos del consumo diario de isoflavonas en los sintomas
climatéricos y en la calidad de vida de pacientes con historial de cancer de
mama. Para lo cual, un total de 56 mujeres fueron asignadas aleatoriamente a
dos tratamientos, uno en donde se consumieron por 3 meses tabletas de 114
mg de isoflavonas y el segundo solo placebo. Después de un periodo de lavado
de 2 meses, se invirtieron los tratamientos entre los dos grupos, terminando los
2 tratamientos. Se midi6 el impacto del consumo de isoflavonas en los
sintomas de la menopausia, la capacidad de trabajo y cambios de humor. Como
resultado obtuvieron que el consumo de fitoestrogenos no representd un
impacto benéfico significativo. Sin embargo, segun la percepcion de cada mujer,
el 56% de las mujeres prefirié el tratamiento con isoflavonas, 15% placebo vy el

resto no presento preferencia.

Osteoporosis

Los estrégenos ayudan a mantener la densidad mineral del hueso, y se
ha hipotetizado que los fitoestrdgenos pueden conferir efectos similares
(Patisaul y Jefferson, 2010). Por lo tanto, los fitoestrégenos pueden ejercer

efectos osteoprotectores, ya que pueden igualar la funcion de los estrégenos e
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impedir la resorcion (Ishimi et al, 1999; Picherit et al, 2001), asi como estimular
la formacion de hueso (Fanti et al, 1998). Otros estudios han indicado que los
fitoestrogenos pueden modular la formacion y activaciéon de los osteoclastos
(Viereck et al, 2002).

Un estudio realizado por Yamori y colaboradores (2002) en mujeres post-
menopausicas, encontré que las mujeres que consumian mayores productos de
soya (clasificadas en el quintii de consumo mas alto) presentaron mayor
densidad 6sea en la espina femoral y/o lumbar, en comparacion con las que
consumieron menores cantidades de alimentos derivados de la soya (quintil de
consumo mas bajo).

En un estudio de tipo experimental (aleatorio, doble ciego, y controlado
con placebo) realizado por Atkinson y colaboradores (2005a), se suplementd
diariamente por un afio a mujeres de 49 a 65 anos con una dosis de isoflavonas
consistente en 26 mg de biocanina A, 16 mg de formononetina, 1 mg de
genisteina, y 0.5 mg de daidzeina. Como resultado obtuvieron que las pérdidas
de minerales del hueso de la espina lumbar y de la densidad mineral del hueso
fueron significativamente menores (p<0.04 y p<0.03, respectivamente) en las
mujeres que tomaron el suplemento en comparacién con las que tomaron el

placebo.

Enfermedades cardiovasculares

Algunos estudios reportan que los estrégenos ejercen efectos favorables
sobre las lipoproteinas, los factores de coagulacién y sobre el perfil de lipidos,
ademas de tener efecto protector sobre las paredes arteriales, entre las cuales
estaria la produccién de moléculas vasoactivas, tales como o6xido nitrico y
prostaglandinas (Darblade et al, 2002; Pendaries et al, 2002). Se ha propuesto

que los fitoestrogenos actuan como agonistas estrogénicos, pudiendo producir
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efectos similares.

Es por su actividad antioxidante, que las isoflavonas pueden proteger de
la oxidacién al colesterol LDL, ejerciendo asi un efecto preventivo ante la
ateroesclerosis (de Kleijn et al., 2001). Sin embargo, el efecto beneficioso de los
fitoestrogenos en la modificacién de los niveles del colesterol sérico aun no ha

sido demostrado en ensayos clinicos.

En un estudio realizado por Atteritano y colaboradores (2007), en donde
se administré genisteina (54 mg/d) a un grupo de mujeres adultas italianas
(n=198) y al grupo control se le dio placebo (vitamina D y calcio), se concluyé
que, después de un aio, la suplementacion con genisteina (aunado a una vida
saludable) bajaba los niveles de fibrindgeno y tuvo un pequeno impacto en los
niveles de colesterol LDL y HDL, aunque los resultados no fueron significativos

para los ultimos.

En un meta-analisis realizado por Sacks y colaboradores (2006), se
afirma que solo hay una pequefa reduccion en los niveles de colesterol LDL en
estudios de intervencion con soya en animales y humanos. La reduccion mas
significante en los niveles de colesterol LDL es de menos del 3% y solo se
presentd en individuos con altos niveles de colesterol que reemplazaron una
porcion de proteina animal con soya, consumiendo de esta manera de 40 a 318
mg de isoflavonas por dia. Ademas, concluyen que no hay efecto significativo

del consumo de soya en el colesterol HDL, triglicéridos y Lipoproteina (a).

Cancer de mama

Las tasas de mortalidad por cancer de mama en México, varian entre 3.5
y 13.4 por 100,000 habitantes, las cuales se concentran de manera diferencial

entre el norte y el sur del pais, siendo mayor la mortalidad en el norte (Registro
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histopatolégico de neoplasias malignas, 2002). Asimismo, el patron dietético es
contrastante en ambas regiones. Los estados del Norte se caracterizan por un
alto consumo de grasa de tipo animal y alcohol, aunado a un bajo consumo de

frutas y verduras, comparados con los del sur (Galvan et al., 2007b).

Estd bien establecido que una mayor exposicion a estrégenos
(menarquia temprana, corto periodo de lactancia o nuliparidad) aumentan el
riesgo de cancer de mama, y debido a que los fitoestrogenos se unen al
receptor de estrégenos, se ha hipotetizado que pueden aumentar el riesgo y la
recurrencia de cancer de mama (Patisaul y Jefferson, 2010). Por otro lado,
también se ha establecido un posible efecto protector de los fitoestrogenos
porque reemplazan a los estrogenos en dichos receptores (Kenneth et al.,
1999). Otras investigaciones han postulado que los fitoestrogenos tienen
diferentes efectos en la proliferacion celular, dependiendo de la concentracion
en que se encuentren, estimulando el crecimiento a bajas dosis e inhibiendo a
altas dosis (>10 yM) (Schmitt et al., 2002; Rice & Whitehead, 2006; Mense et
al., 2008). Esto podria explicar las bajas tasas de incidencia de cancer de
mama reportadas para Asia, en donde el consumo de fitoestrogenos es elevado
(Adlercreutz et al., 2002; Maskarinec et al., 1998).

Algunos estudios han afirmado que cuando los pobladores de paises
asiaticos migran a paises occidentales y adoptan la dieta caracteristica de esta
poblacién, aumenta en ellos el riesgo de cancer de mama (Dai et al., 2001; Shu
et al., 2004). Lo cual sugiere que el estilo de vida, incluyendo cambios en la
dieta y en la ingestion de fitoestrogenos, podrian explicar este aumento en el
riesgo (Probst — Hensch et al., 2000; Usui, 2006).

Varios estudios epidemiolégicos han explorado el papel de los
fitoestrogenos en el riesgo de cancer de mama, sin embargo, los resultados
han sido inconsistentes; mientras que unos estudios no han reportado ninguna

relacion (Horn-Ross et al., 2000; Zheng et al., 1999), otros indican un efecto
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protector del consumo de fitoestrogenos sobre el riesgo de la neoplasia
(Cotterchio et al., 2008; Yamamoto et al., 2004).

A nivel enzimatico, los fitoestrogenos pueden ejercer un efecto protector
en el inicio y progresion del cancer mamario. Estos compuestos influyen en el
metabolismo de procarcinégenos mediante la modulacién de la expresion de la
enzima citocromo P450 responsable de la activacion de carcinogénesis
(Suschetet et al., 1997). Al mismo tiempo, los fitoestrégenos inhiben la actividad
de ornitina descarboxilasa, enzima clave en la sintesis de poliaminas asociadas
a la proliferacién celular (Scheider et al., 2000). Adicionalmente tienen efecto en
la estimulacion del DNA para su reparacion, limitando la formacién de células

malignas (Yang et al., 2001).

Las isoflavonas y los lignanos son inhibidores de la aromatasa, que es
una enzima clave en la conversion de andrégenos a estrogenos. Esta enzima
se sobreexpresa en un 60% mas en los casos de carcinomas mamarios (Le Bail
et al., 2000, Lacey et al., 2005, Rice y Whitehead, 2006). También se ha
observado que inhiben la angiogénesis y la metastasis, ademas de inducir la
apoptosis de las células tumorales, reduciendo el crecimiento de tumores
(Schmidt et al., 2005).

Algunas investigaciones realizadas en mujeres pre y postmenopausicas
demostraron que las isoflavonas aumentan la metabolizacién de los estrogenos
a C-2-hidroxiestrona, reduciendo la concentracion de C-16-hidroxiestrona (Xu et
al., 2000). En estudios realizados en mujeres postmenopausicas con cancer de
mama se ha encontrado una baja relacion C-2 hidroxiestrona/C-16
hidroxiestrona (Kabat et al., 1997). Esto es importante porque un aumento del
cociente C-2/C-16 conlleva a una reduccion del riesgo de cancer mediado por

estrogenos (Coppola et al., 2005).

En México, existen pocas investigaciones donde se ha evaluado el

posible efecto del consumo de alimentos caracteristicos de la dieta mexicana
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sobre el riesgo de cancer de mama. Un estudio realizado por Torres y
colaboradores (2000), evalud6 la ingestion de fitoestrogenos en mujeres del sur
del pais y su relacién con el riesgo de cancer mamario. Como resultado
obtuvieron un efecto protector del consumo de mas de una rebanada de cebolla
al dia, con una razén de momios (RM) de 0.27 (IC al 95%=0.16-0.47).

Importancia y Evaluacion del Consumo de Fitoestrégenos

Diversas investigaciones epidemiolégicas de disefio caso control y de
cohorte en poblacion asiatica, han demostrado una reduccion en el riesgo de
cancer de mama con el consumo de fitoestrogenos (Dai et al., 2001; Yamamoto
et al., 2004). Sin embargo, la evidencia cientifica sobre los beneficios de estos
compuestos en paises de occidente es limitada e inconsistente (Keinan-Boker
et al., 2004; Torres et al., 2000). Por lo antes mencionado, es necesario contar
con métodos que nos permitan medir la exposicion o el consumo de
fitoestrogenos de manera exacta y precisa, sobre todo en poblaciones en donde
el consumo de soya es bajo, por lo que, la fuente de fitoestrégenos proviene de

otro tipo de alimentos, como es el caso de las poblaciones de occidente.

Como alternativa para estimar los niveles de fitoestrégenos en el cuerpo,
diversos estudios epidemioldgicos han utilizado biomarcadores como el suero
(Pietinen et al., 2001) y la orina de 24 horas (Ingram et al., 1997). Sin embargo,
debido al corto tiempo de vida (usualmente entre 72 y 96 h), los biomarcadores
no necesariamente representan la ingestién habitual de fitoestrogenos, ademas
de que son afectados por factores como la microflora intestinal, uso de
antibidticos, factores genéticos que tienen influencia en su metabolismo y por el
sexo (Bhakta et al., 2005). Por lo tanto, las encuestas alimentarias, como el
método de frecuencia de consumo de alimentos (FCA) y el recordatorio de 24
horas (R-24 h), son métodos factibles para la medicion del consumo de

alimentos en la poblacién, porque es la forma mas directa, rapida y barata
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(Martin-Moreno y Gorgojo, 2007). Sin embargo, dado que nos enfrentamos a la
evaluacion de un comportamiento, no existe un método dietario que pueda

evaluar la dieta sin error (Cade et al., 2003).

Frecuencia de consumo de alimentos (FCA)

El cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FCA) es una de
las herramientas mas utilizadas en estudios epidemiolégicos donde se desea
establecer la asociacion entre salud y dieta o componente dietario, ademas de
que puede aplicarse a un gran numero de sujetos como lo requieren las

investigaciones epidemioldgicas (Bhakta et al., 2005).

El FCA consiste en un listado de alimentos que sirve para cuestionar al
entrevistado acerca de la frecuencia de consumo de cierto alimento durante un
periodo determinado, ya sea al afio, mes, semana o diario, asi como la cantidad
consumida y estimada (Cade et al., 2003, Suverza et al., 2004). Este método
tiene como objetivo conocer el consumo de diferentes grupos de alimentos en el
pasado, lo cual permite conocer los habitos alimentarios del sujeto (Thompson y
Subar, 2009).

Una parte crucial en la elaboracion del FCA es el listado de alimentos, por
lo que contar con informacion previa acerca de la dieta de la poblacién nos
puede ayudar a identificar alimentos comunmente consumidos, asi como recetas

para poder incluirlas en el cuestionario (Tsubono et al., 1996).

En cuanto al hecho de preguntar sobre el consumo de un grupo de
alimentos o por un alimento en especifico, Serdula y colaboradores (1992)
concluyen que hay una subestimacion al preguntar por grupos de alimentos,
mientras Krebs-Smith y colaboradores (1995) afirman que el interrogar por algun
alimento en particular tiende a proporcionar una ingestion sobreestimada. Segun

una revision realizada por Cade y colaboradores (2003), el nUmero de alimentos
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que componen un FCA debe estar dentro de un rango de 5 a 350, con una

mediana de 79.

Dentro de las ventajas del método de FCA esta que permite clasificar a la
dieta de los individuos de acuerdo a su nivel de ingestion de nutrientes en
categorias de consumo (Cade et al., 2003), ademas de que permite disminuir
los sesgos asociados a la variabilidad intraindividual, asi como la influencia
estacional (Tee et al., 2004; Harrison et al., 2004).

Recordatorio de 24 horas (R 24 h)

Este método cuantitativo es una excelente alternativa para evaluar el
consumo actual de nutrimentos de la persona si se aplica en ocasiones
repetidas. El recordatorio de 24 horas consiste en registrar todos los alimentos y
bebidas que el sujeto consumio durante las 24 horas previas a la entrevista. Para
ayudar a recordar y cuantificar la cantidad de alimentos consumidos, se
muestran modelos de plastico y de cartén de alimentos, asi como utensilios de
cocina previamente identificados con su capacidad de peso y de volumen
(Linnuson et al., 1974; Lechting et al., 1976).

Debido a que los alimentos consumidos durante las ultimas 24 horas no
reflejan el consumo usual de una persona, la aplicacién de dichos cuestionarios
en dos 0 mas ocasiones (no consecutivas) puede evaluar el consumo usual del
individuo. Para corregir la estimacion de la ingestion habitual de alimentos de
una poblacion a partir de recordatorios de 24 horas, se requiere estimar los
coeficientes de variacion intra e inter-individual a partir de métodos estadisticos
disefados con ese proposito. Un minimo de dos recordatorios no consecutivos,

nos permite estimar dicha variacion (Thompson y Subar, 2009).

El método de recordatorio de 24 horas puede realizarse mediante
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entrevista personal, por teléfono o de forma automatizada, en programas
informaticos realizados para tal efecto. El propio programa de computo va
recordando a la persona entrevistada la informacion que debe proporcionar
sobre el recordatorio de 24 horas que se esta realizando (Gonzales et al., 2009;
Monteiro et al., 2008).

La ventaja del recordatorio de 24 horas es que puede aplicarse a
personas analfabetas, con diversos grados de estado cognitivo. Por esto, el
método es utilizado cuando se desea valorar la dieta de familias de diversos
grupos sociales y econémicos (Holmes et al., 2007).

Al igual que cualquier método dietario, el recordatorio de 24-h no esta
exento de subestimar o sobreestimar la ingestion. Un estudio realizado por
Kesgles y colaboradores (1995) en poblacién estadounidense, determiné una
subestimacion del 31% en el total de energia consumida, mientras que Pryer y
colaboradores (1997) calcularon una subestimacion del 29% para el caso de
mujeres adultas britanicas. De igual manera, Lares y colaboradores (2011)
afirma que existe una subestimacion en las cantidades de alimentos ingeridos al
utilizar el recordatorio de 24 horas, ya que al evaluar los indicadores dietéticos
en la poblacién adulta de Venezuela, se encontré una dieta con deficiencia en la
adecuacion caldrica, clasificandose como dieta hipocaldrica. Esto representa
cierta contradiccion con los resultados observados en la parte antropométrica,
donde claramente se establece que la mayoria de los sujetos posee sobrepeso
u obesidad. Por otro lado, se ha observado que la probabilidad de que un sujeto
subestime las cantidades de alimentos consumidos se incrementa junto con el

indice de masa corporal (IMC) (Polusna et al., 2009).

Calibracion de encuestas dietarias

La evaluacion de la dieta en poblaciones grandes puede ser costosa y

complicada, pero es necesaria en epidemiologia. El instrumento mas practico
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para evaluar la dieta es el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
(FCA) (Jaceldo-Siegl et al., 2008), por lo tanto, es importante evaluar el grado en
el que el cuestionario puede estimar la ingestion verdadera (Willet, 1998). Debido
a que la medicion del error asociado al cuestionario puede atenuar la relacion
entre dieta y riesgo de presentar alguna enfermedad, la validacién del método es
un paso esencial en el disefio de cualquier estudio nutricional epidemioldgico
(Fraser, 2003; Kaaks, 2006). Esto implica la comparacion de resultados
obtenidos del cuestionario con un método superior, el cual es libre de errores
(estandar de oro). Sin embargo al tratar de medir la dieta, definida como un
comportamiento, no existe un método o encuesta dietaria libre de error
sistematico. Es por esto que surge el término calibracion, el cual se refiere al
proceso en el cual se comparan los resultados de un método relacionado
cuantitavamente con los valores obtenidos con otro método superior,
considerado como referencia o estandar (Willet, 1998). Al contar con
cuestionarios calibrados para medir la ingestién de un determinado componente
dietario o la dieta en general, los resultados obtenidos podran ser mas confiables
(Paul et al., 2005; Trinidad et al., 2008).

Una manera de calibrar un FCA para una poblacion en especifico es
comparar los resultados obtenidos con un método de referencia, como el
recordatorio de 24 horas (National Cancer Institute, 2007), estimando la
asociacién entre ambos métodos, mediante el calculo de los coeficientes de

correlacion.

Asociacion del método de FCA con el R 24 h para la estimacion de la ingestion

de fitoestrégenos. Tanto el FCA como el recordatorio de 24 h, se ha utilizado en

estudios epidemioldgicos para evaluar el consumo de fitoestrogenos en una
determinada poblacion (Milder et al., 2005; Cotterchio et al., 2007; Galvan et
al., 2007; Yamamoto et al., 2004; Surh et al.,, 2006). Sin embargo, dada la
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importancia de contar con meétodos calibrados para estimar el consumo de
fitoestrogenos en la poblacion, diversos estudios han calibrado el FCA para

dicho propdsito.

Para estimar la ingestibn de proteina de soya, Jaceldo-Siegl y
colaboradores (2008) utilizaron como método de referencia el recordatorio de
24 horas, aplicando 6 recordatorios en dos distintas ocasiones del afo y en
diferentes dias de la semana en 100 hombres y mujeres de Estados Unidos y
Canada. El coeficiente de correlacion crudo (95% CI) entre la estimacion
obtenida por el FCA y por el recordatorio de 24 horas fue de 0.67 (0.46-0.81), e
incrementé a 0.88 (0.57-1.00) después del ajuste por atenuacion con los
coeficientes de variacion intraindividual, obtenidos a partir de los recordatorios
de 24 horas aplicados. Los autores concluyeron que el FCA es un instrumento
valido para la evaluacion del consumo de proteina de soya en una poblacion

con un intervalo muy amplio de consumo de soya.

En un estudio donde se analizé la ingestién de productos de soya en
mujeres de Shanghai, se calibré el método de FCA por medio del recordatorio
de 24 horas. Los coeficientes de correlacion de Spearman entre la ingestion
derivada del FCA y el promedio obtenido por recordatorio de 24 horas fueron
0.59-0.66 para macronutrientes, 0.41-0.59 para micronutrientes, 0.41 para
productos de soya y 0.41-0.66 para otros grupos de alimentos (Shu et al.,
2004). Como conclusién, los autores afirman que el FCA desarrollado mide de
forma fiable y precisa la ingestion habitual de los principales nutrientes y grupos

de alimentos (soya) entre las mujeres de Shanghai.

Bhakta y colaboradores (2005), realizaron un estudio donde calibraron un
FCA para estimar la ingestion de fitoestrogenos en mujeres provenientes del sur
de Asia que radicaban en el Reino Unido. A un total de 108 mujeres sanas se
les aplicd un recordatorio de 24 horas cada mes por un periodo de un afo, y al

término del mismo completaron el FCA. Segun los resultados obtenidos, el
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FCA produjo una estimacion ligeramente mayor en comparacion con el
recordatorio de 24 horas (476 vs. 304 p/dia respectivamente), tomando solo en
cuenta el consumo de daidzeina, genisteina, secoisolariciresinol y matairesinol.
Los coeficientes de correlacion de Spearman ajustados por energia entre
ambos métodos fueron de 0.55 para genisteina, 0.60 para daidzeina, 0.70 para
secoisolariciresinol, y 0.63 en el caso del matairesinol (p<0.001). Dichos
autores concluyen que el cuestionario de FCA disehado es una herramienta
relativamente valida para estimar el consumo de fitoestrégenos en mujeres del

Sur de Asia que radican en el Reino Unido.

Un estudio realizado en el 2006 por Horn-Ross y colaboradores, calibro
el cuestionario de FCA para la ingestion de fitoestrogenos en mujeres
norteamericanas. Para esto, se obtuvieron los coeficientes de correlacién entre
los resultados obtenidos por el cuestionario de FCA y 4 recordatorios de 24
horas. Los coeficientes de correlacion para los fitoestrogenos daidzeina,
genisteina y secoisolariciresinol oscilaron entre 0.67 y 0.81. Para el resto de los
fitoestrogenos, los valores variaron de 0.43 a 0.54. Resultados similares fueron
obtenidos por Yamamoto y colaboradores (2001) en donde se calibré un FCA
auto administrado para el consumo de isoflavonas, utilizando como referencia el
método de registro dietario, obteniendo un coeficiente de correlacion de
Spearman, ajustado por energia, de 0.64. Estos resultados indican que el
cuestionario de FCA es una alternativa para cuantificar la ingestion de

fitoestrogenos.

Ingestion de fitoestrégenos a nivel mundial y en México

En general se ha observado que el consumo de fitoestrégenos varia
entre las diferentes regiones. El consumo de isoflavonas en los paises de

occidente es significativamente menor debido al bajo consumo de soya y sus
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productos derivados (Cotterchio et al., 2007). La ingestion de genisteina no

excede del 2 al 4% del total de fitoestrogenos dietarios en dichos paises

(Scalbert y Williamson, 2000).

Para la poblacion japonesa se ha estimado un consumo de 18.3 mg/dia 'y

31.4 mg/dia para daidzeina y genisteina, respectivamente (Yamamoto et al.,

2004). Ingestiones menores se han reportado para la poblacion coreana, ya que

se ha observado un consumo de 23 mg/dia para el total de isoflavonas y

cumestrol (Surh et al.,, 2006). En la tabla 1 se muestra la ingestién diaria de

fitoestrogenos en paises de Asia, Europa y América.

Tabla 1. Ingestion diaria estimada de fitoestrogenos en diferentes paises.

Autores  Ano N Poblacién Ingestion estimada de
estudiada fitoestrégenos (mg/dia)
Surh et al. 2006 220 Corea Total de isoflavonas 23.3
y cumestrol
Mulligan et 2007 11 843 Inglaterra Isoflavonas totales <1
al. Mujeres 0.30-0.64
Hombres 0.39-0.82
Boker et al. 2002 17140 Alemania Total de isoflavonas 0.88
Total de lignanos 1.11
Hernandez 2008 52 Espana Total de isoflavonas 0.12
et al. Total de lignanos 1.32
De Kleijinet 2001 964 Estados Total de isoflavonas 0.76
al. Unidos Total de lignanos 0.64
Horn-Ross et 2000 447 América latina Total de isoflavonas 2.87
al. y Afroamérica Total de lignanos 0.18

Fuente: Hernandez et al., 2009.
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En el caso de paises europeos, en un estudio realizado en Holanda por
Milder y colaboradores (2005), se estim¢ la ingestion de lignanos en un total de
4660 adultos de 15 a 97 afios de edad. Para esto se aplicaron 2 recordatorios
de 24 horas no consecutivos (entre semana y fin de semana). EI consumo
dietario de lignanos fue de 0.979 mg/dia, donde lariciresinol y pinoresinol
contribuyeron con el 75% del consumo total y el resto fueron secoisolariciresinol
y matairesinol. Las principales fuentes de lignanos fueron las bebidas (37%),
vegetales (24%), semillas (14%), pan (9%) y frutas (7%). No se encontraron

diferencias entre hombres y mujeres.

Valores bajos de consumo de fitoestrogenos también son reportados
para paises de Norteamérica. La ingestion dietaria de fitoestrégenos en mujeres
de Ontario, Canada se estimé a partir de un estudio realizado por Cotterchio y
colaboradores (2007). Se aplicd un cuestionario de FCA, con un listado de los
principales alimentos que contienen fitoestrogenos y que son caracteristicos de
la dieta de los pobladores canadienses. Se tuvo como resultado una ingestidn
de 1.784 mg/dia, con una contribucion del 29% de isoflavonas y 71 % de

lignanos.

El primer estudio de consumo de fitoquimicos en mujeres mexicanas, lo
realizaron Galvan y colaboradores (2007), en el Estado de Morelos. Se estimé
la ingestién a través de cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos.
El consumo de lignanos fue de 0.116 mg/dia y 1.7 mg/dia de cumestrol. Las
principales fuentes de fitoestrogenos fueron el frijol, naranja, salsa picante,
brécoli, manzana y cebolla. Una limitacion que se menciona en este estudio, es
que se utilizaron tablas de composicion extranjeras (USDA flavonoid database,
2003), que no incluian el analisis de todos los tipos de fitoestrogenos o el

analisis en todos los alimentos consumidos en la region estudiada.

Para la poblacion femenina de Hermosillo, no hay informacion del

consumo de fitoestrogenos, ni del contenido de éstos en los alimentos
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caracteristicos de la dieta regional. Gonzalez (2008), determind los alimentos
principales que forman parte de la dieta de la poblacién sonorense en general.
De éstos, los que aportan fitoestrogenos son el frijol (75 g/dia), tomate (19
g/dia), papa (16 g/dia), lechuga (14 g/dia), manzana (28 g/dia), arroz (25 g/dia)
y naranja (46 g/dia), y utilizando las tablas internacionales que emplearon
Galvan y colaboradores (2007), se puede obtener un consumo aproximado de
lignanos de 71.04 pg/dia para esta poblacion. Sin embargo, los datos del
consumo de alimentos que podrian ser fuente importante de fitoestrogenos en
esta poblacion como el aguacate, jugo de naranja, pasta, salsa picante y

cerveza, no estan estimados.

Ademas de la importancia que tiene la validacion de métodos dietarios
para la estimacion de la ingestidon de fitoestrégenos en una region en especifico,
también cobra valor el contar con tablas de composicion de alimentos
completas. Esto resulta ser una de las principales limitaciones de los estudios
epidemioldgicos en donde el consumo de fitoestrégenos puede subestimarse o
sobreestimarse (Bhakta et al., 2006). Muchas de las bases de datos utilizadas
son una compilacion de valores encontrados en la literatura y estan creadas con
un limitado numero de alimentos y usando diferentes técnicas de laboratorio
(Horn-Ross et al.,, 2006). Dado que en México no existe informacion del
contenido de fitoestrégenos en los alimentos que se consumen en el pais, los
investigadores no tienen acceso al contenido de fitoestrogenos en esos
alimentos y se ven obligados a escoger alimentos a partir de tablas de
composicién elaboradas en otros paises. Es por eso que la estimacion de la
cantidad de fitoestrogenos provenientes de la dieta esta limitada y es muy
probable que presente un sesgo importante. De ahi que se requiere el
establecimiento de bases de datos que incluyan la composicion de

fitoestrégenos en alimentos comunmente consumidos en el pais.
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Analisis de Fitoestrégenos en Alimentos por HPLC-MS

Debido al enorme incremento en el estudio del impacto de los
fitoestrégenos sobre la salud del humano, es necesario el desarrollo de nuevas
técnicas exactas y precisas para el analisis cuantitativo de estos compuestos.
Diversos métodos cromatograficos se han desarrollado, como cromatografia de
capa fina y de columna abierta (Tsao y Deng, 2004; de Rijke et al., 2006; citado
por de la Rosa et al., 2010), cromatografia de gases acoplado a masas (CG-
MS), cromatografia liquida de alta resolucion simple (HPLC, por sus siglas en
inglés) (Franke et al., 1994) acoplado a masas (HPLC-MS) (Milder et al., 2005,
Kuhnle et al., 2007), y electroforesis capilar (Horie et al., 2000). Ademas, se
han descrito métodos no cromatograficos como inmunoensayos Yy

radioinmunoensayos (Wang et al., 2002).

La eleccion del método para determinar la concentracion de
fitoestrogenos depende de la sensibilidad necesaria, la complejidad de la matriz
del alimento, la resolucion, asi como el aspecto econémico (Wang et al., 2002).
Para su caracterizacion, el método de HPLC acoplado a diferentes técnicas de
deteccion como UV-Visible, de arreglo de diodos (DAD) y espectroscopia de
masas (LC-MS), son los métodos mas utilizados (de la Rosa et al., 2010). La
rapidez, simplicidad, precision y relativamente bajo costo del método, lo hacen

factible para el analisis de una gran cantidad de muestras (Franke et al., 1995).

En los alimentos, los fitoestrégenos estan comunmente conjugados con
glucosa o con una mezcla de carbohidratos, impidiendo su analisis directo y
requiriendo un paso adicional, la hidrolisis. Sin embargo, las isoflavonas son
inestables bajo condiciones acidas, por esto, se prefiere generalmente la
hidrélisis enzimatica, en donde son utilizadas celulasas, glucosidasas y

glucoronidasas (Kunhle et al., 2007).
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HIPOTESIS

La estimacion de la ingestion de fitoestrégenos en mujeres adultas sanas
del noroeste de México utilizando el método de frecuencia de consumo de

alimentos se asociara con la estimada mediante recordatorio de 24 horas.

OBJETIVO GENERAL

Estimar el consumo de fitoestrogenos en mujeres adultas de la region
noroeste de México, a través del cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos y el recordatorio de 24 horas y comparar ambos métodos dietarios,
asi como determinar el contenido de fitoestrégenos por HPLC-MS en alimentos

comunmente consumidos en la regién.

OBJETIVOS PARTICULARES

Analizar, por medio de HPLC-MS, el contenido de fitoestrégenos en los
principales alimentos aportadores de éstos en la dieta sonorense,
seleccionados con base a las encuestas dietarias aplicadas y a la informacion

existente de estudios anteriores en la region.
Estimar la ingestion de fitoestrogenos en un grupo de mujeres adultas
sanas de Hermosillo, Sonora, utilizando el recordatorio de 24 horas y el

cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.

Evaluar la relacion existente entre la ingestion de fitoestrégenos obtenida

por el cuestionario de FCA y la determinada por recordatorio de 24 horas.
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Complementar las tablas de composicion de alimentos regionales con el

analisis de fitoestrogenos en los alimentos seleccionados en este estudio.
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CAPITULO |

Estimacion de la ingestion de fitoestrégenos en mujeres sanas del
noroeste de México utilizando el cuestionario de frecuencia de consumo

de alimentos y el recordatorio de 24 horas
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RESUMEN

Los fitoestrogenos son compuestos que se han relacionado con efectos
benéficos sobre enfermedades cronicas, siendo los resultados contradictorios.
La ingestion de fitoestrégenos en las mujeres de la region noroeste de México,
no ha sido evaluada, por lo que el objetivo de este trabajo fue estimar la
ingestion de fitoestrogenos en mujeres sanas de la region noroeste de México,
ademas de comparar el consumo de fitoestrogenos obtenido por 2
metodologias dietarias. Se entrevistd a 100 mujeres adultas a las cuales se les
aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos y un recordatorio
de 24 horas. Para ajustar por coeficientes de variacion intra e interindividual, se
aplicdé a una submuestra de 50 mujeres un segundo recordatorio. EI consumo
de isoflavonas totales utilizando el recordatorio de 24 horas fue de 200.2 ug/dia,
de lignanos totales 204.3 pug/dia, de cumestrol de 10.61 pg/dia y de
fitoestrégenos totales de 2357.5 pg/dia. Los coeficientes de correlacion de
Spearman ajustados fueron mayores para secoisolariciresinol (0.27, p<0.05),
cumestrol (0.47, p<0.001), quercetina (0.24, p<0.05) y para fitoestrogenos
totales (0.27, p<0.05), encontrandose para el resto de los fitoestrogenos
coeficientes entre 0.04 a 0.19. La obtencion de coeficientes de correlacion
menores a los obtenidos en otros estudios se puede deber a la aplicacion de un
solo recordatorio de 24 horas. Por lo tanto, el cuestionario desarrollado puede
ser una herramienta util para la estimacion del consumo de secoisolarisiresinol,
cumestrol, quercetina y fitoestrogenos totales, pudiéndose utilizar en estudios
epidemioldgicos donde se desee relacionar la exposicion a fitoestrogenos en

esta region con el riesgo de padecer alguna enfermedad cronica.
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INTRODUCCION

Diversos estudios epidemiologicos indican que las tasas menores de
incidencia y mortalidad por enfermedades cronicas en paises de oriente en
comparaciéon con las encontradas en los paises de occidente, no solo se deben
necesariamente a factores genéticos sino también a factores relacionados con
el estilo de vida, como es el caso de la dieta (Maskarinec et al., 1998; Probst —
Hensch et al., 2000; Usui, 2006). En los paises asiaticos, la dieta es baja en
grasa saturada y alta en fitoestrogenos, los que puede contribuir con su papel
protector, debido a que se han relacionado con la disminucion en el riesgo de
enfermedades crénicas como el cancer y enfermedades cardiovasculares
(Torres et al., 2000; de Kleijn et al., 2001).

Los fitoestrogenos son compuestos con anillos fendlicos que se
sintetizan en las plantas. Los principales fitoestrogenos son las isoflavonas,
lignanos, cumestanos y estilbenos, que se encuentran en alimentos como la
soya, linaza vy frijol, entre otros (Dixon et al., 2004; Branca y Lorenzetti, 2005;
Drago et al., 2006). Poseen una leve actividad estrogénica debido a la similitud
estructural con el estradiol (Ronco y de Stefany, 1999), ademas de presentar
capacidad antioxidante (Scalbert et al., 2007).

Se ha estudiado el posible efecto de los fitoestrogenos sobre las
enfermedades en humanos, sin embargo los resultados de estos estudios han
sido inconsistentes, ya que algunos han encontrado un efecto protector (Torres
et al., 2000; Atkinson et al., 2005a), mientras que otros no han observado el
mismo efecto (Atteritano et al., 2007). Es por esto, que existe la necesidad de
contar con instrumentos que estimen de manera valida y confiable el consumo
de fitoestrogenos en poblaciones de diferente estado socioecondémico,
geografico, cultural y social.

El cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FCA) es una de

las herramientas mas utilizadas en estudios epidemiolégicos donde se desea
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establecer la asociaciéon entre un evento de salud y la dieta o componente
dietario (Bhakta et al., 2005). Sin embargo, debido a que la medicion del error
asociado al cuestionario puede atenuar la relacion entre dieta y riesgo de
presentar alguna enfermedad, la validaciéon del método es un paso esencial en
el disefio de cualquier estudio nutricional epidemiolégico (Fraser, 2003; Kaaks,
2006). Esto implica que los resultados obtenidos con el cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos se comparen con los obtenidos a través de
un método de referencia, que puede ser el recordatorio de 24 h aplicado en mas

de una ocasion.

No se han realizado estudios sobre el consumo de fitoestrégenos en esta
region. La ingestion de dichos compuestos es muy dificil de medir, debido a que
se encuentran muy concentrados en pocos alimentos como la soya, que es
escasamente consumida por la poblacion. Una caracteristica comun en los
paises de occidente, es que la ingestion total de fitoestrégenos esta dada por
una gran variedad de alimentos que aportan una pequefa cantidad de estos

compuestos.

Por lo anterior y por el gran interés que el tema de los fitoestrégenos
presenta en la actualidad, el objetivo de este trabajo fue estimar la ingestion de
fitoestrégenos en mujeres sanas de la region noroeste de México, utilizando el
recordatorio de 24 horas y el cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos, ademas de comparar el consumo de fitoestrégenos obtenido por

ambas metodologias dietarias.

41



SUJETOS Y METODOS

Participantes y Marco Muestral

El presente trabajo es un estudio de tipo transversal que incluyé a 100
participantes del sexo femenino. Los criterios de inclusion fueron: mujeres
sanas, mayores de 25 afios de edad, con residencia minima de 5 afos en
Hermosillo, Sonora, sin antecedentes de enfermedades -cardiovasculares,
cancer o diabetes. Dentro de los criterios de exclusién se tiene que las mujeres
no debieron estar embarazadas o lactando al momento del estudio o en el afo
previo al mismo.

Para establecer el tamafo de muestra, se consideré una correlacion
minima de r=0.30 entre los fitoestrogenos obtenidos por recordatorio de 24
horas y los obtenidos por el método de frecuencia de consumo de alimentos. Se
establecio un poder de la prueba del 80%, y se considerd una confiabilidad del
95% (p<0.05).

Las mujeres se seleccionaron aleatoriamente de la poblacion segun el
Marco Muestral Maestro (MMM), el cual es la base muestral de viviendas para
las encuestas que conforman el Sistema de Encuestas Nacionales de Salud.
Este programa contiene informacion de las areas geoestadisticas basicas
(AGEBSs) en cada estado, la cual es proporcionada por el Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI). Las AGEBs son divisiones
geograficas minimas empleadas con fines estadisticos y censales por el INEGI,
por lo tanto, esta clasificacion suele ser valiosa cuando se quieren hacer

muestreos poblacionales.

El presente trabajo fue aprobado por el comité de ética del CIAD, A.C. A
las mujeres se les explico de qué trataba el estudio, su importancia, los riesgos
y los beneficios y se les pidi6 que firmaran una carta de consentimiento

informado si decidian participar.
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Cuestionario de Informacién General

Se utilizé un cuestionario para colectar informacion sobre el estado
socioeconoémico, historia de salud, uso de anticonceptivos, medicamentos,
hormonas o suplementos y algunas variables de tipo reproductivo, como la
edad de la menarquia, de la menopausia y numero de hijos. Las entrevistas se
llevaron a cabo en la casa de la participante.

Para la clasificacién por nivel socioeconémico (NSE), se utilizaron los
puntos de corte establecidos por Camberos (2006). Para NSE bajo, familias con
ingresos menores a 5 salarios minimos; NSE medio, familias con 5 a 10 salarios
minimos de ingreso; y NSE alto, ingresos superiores a los 10 salarios minimos.

El objetivo de este cuestionario fue explorar, ademas de las variables
demograficas y socioecondmicas, algunos factores relacionados con la salud y
estilos de vida de las participantes, para tener una descripcion general de
algunas de estas caracteristicas y considerarlas, si fuera necesario, al momento

del analisis de los datos.

Evaluacion Antropomeétrica

Peso Corporal

A cada participante se le pesé con el minimo de ropa posible y sin
zapatos. Se utilizdé una balanza electronica digital con capacidad de 150 Kg £ 50
g (AND FV-18 150 KA1, fabricada por A&D Co. LTD, Japdn). Para tomar la
lectura, la persona encargada de examinar a la mujer se colocé frente a la
balanza. El procedimiento se llevo a cabo de acuerdo a lo descrito por Jellife y
Jelliffe (1989).
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Talla

Para la medicién de la talla se utilizé un estadidmetro portatil marca
SECA modelo 225. A la participante se le pidié que se quitara los zapatos y que
se colocara con la espalda, gluteos y cabeza pegados a la pared. Los brazos
debieron caer naturalmente hacia los costados del cuerpo y la cabeza tenia que

estar en posicion recta (plano Frankfurt) (Jellife y Jelliffe, 1989).

indice de masa corporal (IMC)

Con los resultados obtenidos de peso y talla, se calculé el indice de
masa corporal (IMC = kg/m?). Para describir a las mujeres de acuerdo a su IMC,
se utilizé la clasificacion recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, 2003). Asi, cuando el valor obtenido es menor de 18.5, la persona se
clasifica de bajo peso; si el IMC se encuentra entre 18.5 a 24.99 su peso es
normal; valores de 25.00 a 29.99 es sobrepeso; de 30.00 a 34.99 es Obesidad
tipo I; mayor de 35 es obesidad tipo Il y valores de IMC mayores de 40 indican

obesidad tipo Ill.

Evaluacion Dietaria

Para cuantificar el consumo de fitoestrégenos se llevd a cabo una
evaluacion dietaria. Los métodos que se utilizaron fueron el cuestionario de
Frecuencia de Consumo de Alimentos (FCA) validado, segun la metodologia
descrita por Quizan-Plata y Ortega (2000) y modificado para este estudio, y el
recordatorio de 24 horas segun Linnuson y colaboradores (1974) y Lechting y
colaboradores (1976).

En ambas encuestas dietarias se recopilé informacién sobre el consumo

de manteca vegetal y/o animal y de aceites vegetales. Adicionalmente, se
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evalu6 la forma de preparacién de los alimentos preguntando a la mujer si
utilizaba métodos de asado, cocido o frito. Los datos obtenidos a partir del
cuestionario de FCA y del recordatorio de 24 horas se codificaron y analizaron
individualmente para estimar la ingestion de los componentes dietarios,
utilizando el procedimiento descrito por Ortega y colaboradores (1999). Asi,
para calcular el contenido de nutrientes en las dietas se utilizaron los datos
obtenidos de un diccionario de alimentos basado en el banco de datos de
alimentos de la USDA, del Instituto Nacional de Nutricion y la base de
composicion de alimentos del Centro de Investigacion en Investigacion y
Desarrollo (CIAD A.C.) (Grijalva et al., 1995).

Adicionalmente, a este diccionario se le agregd el contenido de
fitoestrogenos de los alimentos mas consumidos en la region, cuyo analisis se
llevé a cabo en CIAD A.C., y se explicara a profundidad en el capitulo 2. La
informacion que se agrego al diccionario fue el contenido de 13 fitoestrogenos:
daidzeina, genisteina, ecuol, (dliciteina, biocanina A, formononetina,
secoisolarisiresinol, matairesinol, pinoresinol, lariciresinol, enterolactona,
enterodiol y cumestrol. Ademas, la informacién se complement6 con los datos
de 11 diferentes tablas de composicion reportadas por Kunhle y colaboradores,
(2008a), Kunhle y colaboradores, (2008b), Kunhle y colaboradores, (2009a),
Kunhle y colaboradores, (2009b), Milder y colaboradores, 2005; Thompson vy
colaboradores, 2006; USDA, 2008; USDA, 2007, Horn-Ross y colaboradores,
2000a; Keinan-Boker y colaboradores, 2002; Galvan-Portillo y colaboradores,
2007; Pillow, 1999.

Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FCA)

El cuestionario de FCA fue validado y aplicado por Quizan-Plata y
Ortega (2000) en mujeres de bajo ingreso de Hermosillo, para consumo de

alimentos en general. En el presente trabajo se modifico con el fin de que

45



incluyera los alimentos aportadores de fitoestrégenos de la dieta de la region,
segun las bases de datos existentes.

El cuestionario consisti6 en pedirle al entrevistado la frecuencia y
cantidad de consumo de 168 alimentos (frutas, jugos, verduras, leguminosas,
productos lacteos, huevo, platillos preparados, carnes, embutidos, aceites,
salsas, cereales, panes, pescados, mariscos, dulces, postres, bebidas, frutos
secos y semillas). Para cada alimento se considerd el tamano de una porcién
predeterminada, asi como la frecuencia de consumo clasificada en 10
categorias que van de “nunca” hasta “6 veces al dia”. Se hizo énfasis en que las
participantes proporcionaran informacion sobre sus habitos dietéticos 1 afo

antes de la fecha de entrevista.

Recordatorio de 24 horas (R 24 h)

En el R 24 h, se le pidi6 a la entrevistada que sehalara el tipo y la
cantidad de alimentos que consumid durante las 24 horas anteriores a la
entrevista. Para ayudar a recordar y cuantificar la cantidad de alimentos
consumidos, se mostraron a las entrevistadas modelos de plastico y de cartdn
de alimentos, asi como utensilios de cocina previamente identificados con su
capacidad de peso y de volumen. Con el fin de corregir el error de solo aplicar
un recordatorio de 24 horas, a una submuestra de 50 mujeres se les aplicd un
segundo recordatorio, para calcular los coeficientes de variacion intraindividual
(CVintra) e interindividual (CVinter) y corregir el coeficiente de correlaciéon
(Willet, 1998).

Analisis Estadistico

Se realiz6 una revision de la base de datos constante, como parte

importante del control de calidad en el manejo de la informacién. Se realizaron
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analisis descriptivos para las caracteristicas de la poblacion en estudio y las
variables dietarias, utilizando la media y desviacion estandar, la mediana y los
intervalos intercuartiles y la media geométrica con intervalos de confianza al
95%. Se utilizé la suma de rangos de Wilcoxon (pareada, no paramétrica) para
comparar la ingestion de macronutrientes, micronutrientes y fitoestrégenos
entre métodos dietarios.

El ajuste de las variables dietarias por energia total consumida se realizo
utilizando los residuales de energia, obtenidos de un modelo de regresién lineal
simple de los errores normales del nutrimento (Willet, 1998). Se realizé la
clasificacion por cuartiles de consumo de isoflavonas, lignanos, cumestrol y
fitoestrogenos totales para determinar el nivel de correspondencia entre los
métodos dietarios, para lo cual se calcul6 el porcentaje de mujeres que fueron
clasificadas en el mismo cuartil, en el adyacente (x1), o en el opuesto (cuartil 1
al 4).

Para evaluar la asociacion entre el consumo de fitoestrogenos estimado
por el cuestionario de FCA con lo estimado por recordatorio de 24 h, se utilizo el
analisis de correlaciéon de Spearman como prueba no paramétrica, ya que las
variables presentaron un comportamiento anormal. Se calcularon los
coeficientes de variacion (CV) intraindividual e interindividual y se utilizaron para
ajustar el coeficiente de correlacion de acuerdo a la metodologia descrita por
Willet y colaboradores (1998).

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el paquete estadistico
STATA version 8.0 (StataCorp LP, College Station, TX) con un nivel de

significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Un total de 100 mujeres fueron las que integraron este estudio, con un
rango de edad de 25 a 78 afios. Las caracteristicas generales de las
participantes se presentan en la tabla 1. La media de escolaridad fue de 10.4
afios. De las mujeres participantes, el 21% tuvo nivel de licenciatura, el 42%
cursd secundaria o alguna carrera técnica, 11% estudiaron preparatoria y el

25% de la poblacion llegd hasta algun grado de primaria.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio (n=100).

Variable Media = DE
Edad (afos) 4485 + 12.88
AfRos de escolaridad 10.35+4.43
Peso (kg) 74.93 £ 15.80
Talla (cm) 159.41 £ 6.06
IMC (kg/m2) 29.61+£6.12
Edad de la menarquia (n=100) 12.77 £ 1.42
Edad del primer embarazo (n=97) 22+45
Numero de embarazos (n=97) 3.66 + 1.94
Numero de hijos (n=97) 3.14 £ 1.60
Edad de la menopausia n=43 (anos) 46.54 + 5.87

DE=Desviacién estandar

Con respecto al estado civil, la mayoria de las mujeres eran casadas
(75%), seguidas de las viudas (8%), union libre (6%) y el resto (11%) son
solteras, separadas o divorciadas. En cuanto a la clasificacion por nivel
socioeconémico, mas de la mitad de la poblacién de estudio (62%) se
encuentra dentro de la clasificacion de nivel socioecondmico bajo, el 20%
correspondieron a nivel medio, el 13% a alto y el resto (4%) no contestd o

desconoce sus ingresos.
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La talla media de las mujeres del estudio fue de 159.4 cm, el peso de
74.9 kg y un promedio de indice de Masa Corporal (IMC) de 29.6 kg/m?, lo cual
ubica a muchas de estas mujeres en la clasificacion de sobrepeso. En la misma
tabla 1, también se muestran algunas caracteristicas reproductivas de las
mujeres, observandose que la mayoria de ellas (97%) ha estado embarazada al
menos 3 veces Y tiene el mismo numero de hijos, siendo la media de edad del
primer embarazo de 22 anos. El promedio de la edad para la menarquia fue
menor a los 13 afnos, mientras que la edad media de la menopausia no rebasé

los 50 anos.

Consumo de Energia y Macronutrimentos

En la tabla 2, se puede observar el consumo diario de los diferentes
componentes de la dieta determinados por los métodos dietarios de
recordatorio de 24 horas (R-24 h) y el cuestionario de frecuencia de consumo
de alimentos (FCA). Segun los resultados obtenidos por R-24 h, el 52.4% del
total de energia consumida proviene de carbohidratos, 32.4 % de grasa 'y 15.2%
de proteinas, mientras que para el caso del cuestionario de FCA la estimacion
fue mayor para el caso de los carbohidratos (57.5%) y menor para grasa y
proteina, 29.1% y 13.4% respectivamente. Para todos los componentes de la
dieta la estimacion por el FCA fue mayor (p<0.01), que la obtenida por el R 24
h.

La ingestion diaria de energia, carbohidratos, proteina, grasa total, grasa
saturada, colesterol, fibra y vitaminas, fue mayor en el cuestionario de FCA que
en lo obtenido por el R 24 h siendo las diferencias estadisticamente

significativas (p<0.01).
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Tabla 2. Estimacion de la ingestidon de componentes dietarios a partirde R 24 h

y de FCA.
R24 h FCA

Media Geométrica Media Geométrica
Componente (95% de IC)* (95% de IC)* p**
Energia (Kcal/dia) 1578.60 2399.21 0.00

(1455.15-1702.05) (2230.61-2580)
Carbohidratos (g/dia) 202 40 (190.79-214.73)  364.98 (352.45-377.95) 0.00
Proteina (g/dia) 52.77 (48.97-56.87) 81.77 (78.13-85.58) 0.00
Grasa Total (g/dia) 53.74 (49.63-58.18) 79.01 (74.22-84.09) 0.00
Grasa Saturada (9/dia) 1721 (15.45-19.17) 20.30 (17.76 — 23.19) 0.00
Colesterol (mg/dia) 200.83 (175.60-229.67) 244.27 (217.09-274.86) 0.00
Fibra (g/dia) 15.90 (13.63-18.55) 40.56 (37.89-43.42) 0.00
Vit C (mg/dia) 82.94 (65.53-104.9) 248.34 (227.01-271.68) 0.00
Vit A (ug RAE/dia) 3.74 (3.18-4.39) 2021.13 (1754.13-2328.78)  0.00

IC=Intervalo de confianza.
*Ajustada por energia total.

**Nivel de significancia de 0.05, suma de rangos de Wilcoxon.

RAE= Equivalentes de retinol.
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Consumo Diario de Fitoestrégenos

En la tabla 3, se muestra la ingestion de fitoestrégenos estimados a partir
de los métodos dietarios de frecuencia de consumo de alimentos y de recordatorio
de 24 horas. ElI consumo de lignanos totales fue ligeramente mayor al consumo
de isoflavonas totales en ambos métodos dietarios. Las isoflavonas mas
consumidas fueron la genisteina y la daidzeina, y los lignanos fueron el
secoisolariciresinol y el matairesinol. Sin embargo, la estimacion obtenida del
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos en cuanto al consumo diario
de isoflavonas totales y lignanos totales, fue mayor a la estimada por el
recordatorio de 24 horas (p<0.0001).

Para el consumo de cumestrol, el cuestionario arroja el doble de la
ingestion que el recordatorio (p<0.001). Del grupo de los flavonoles y de las
flavonas, el de mayor consumo fue la quercetina seguido de la naringenina segun
el recordatorio de 24 horas, y tomando en cuenta el cuestionario de frecuencia, el
consumo de naringenina fue 3 veces mayor que el de la quercetina. Para
fitoestrogenos totales parece haber una sobreestimacion del cuestionario de
frecuencia de consumo de alimentos (p<0.0001), o una subestimacion del
recordatorio de 24 h, ya que el FCA estima una ingestion de 7.89 mg/dia,

mientras que lo obtenido del recordatorio de 24 horas fue de 2.36 mg/dia.

Correlacién entre Frecuencia de Consumo de Alimentos y Recordatorio de 24

Horas para la Estimacion de la Ingestidon de Fitoestrogenos

Los coeficientes de correlacién de Spearman entre la ingestiéon de cada
uno de los fitoestrégenos por el FCA y el recordatorio de 24 h, ajustados por

variabilidad intraindividual e interindividual, se encuentran en la tabla 4. De los
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Tabla 3. Estimacion del consumo de fitoestrogenos a través del R de 24 h y FCA (ug/dia).

R24 h FCA
Fitoestrégeno Media geométrica (95% de IC)* Media geométrica (95% de IC)* p**
Daidzeina 72.67 (51.57-102.48) 180.63 (147.42-221.33) 0.00
Genisteina 72.35 (50.88-102.89) 218.26 (178.71-266.57) 0.00
Gliciteina 18.56 (13.56-25.41) 26.13 (20.41-33.45) 0.00
Biocanina A 2.56 (1.86-3.54) 12.44 (10.79-14.35) 0.00
Formononetina 1.68 (1.36-2.07) 6.98 (5.51-8.83) 0.00
Secoisolariciresinol 28.43 (21.88-36.93) 163.11 (34.5-197.82) 0.00
Matairesinol 6.09 (4.63-8.02) 14.52 (12.92-16.32) 0.00
Lariciresinol 45.57 (37.25-55.76) 133.01 (118.22-149.65) 0.00
Pinoresinol 12.95 (9.8-17.13) 63.23 (56.03-71.35) 0.00
Cumestrol 10.61 (6.95-16.19) 21.88 (16.73-28.61) 0.00
Naringenina 664.03 (440.8-1000.14) 3859.9 (3020.5-5932.78) 0.00
Luteolina 90.1 (56.5-143.68) 363.38 (287.23-459.71) 0.00
Kaempferol 177.87 (116.77-270.94) 953.1 (789.69-1150.32) 0.00
Quercetina 795.33 (525-1204.25) 1369.91 (1160.25-1617.45) 0.00




€g

Continuacion

R24 h FCA
] . Media geométrica (95% de IC)* Media geométrica (95% de IC)* p**
Fitoestrégeno
Resveratrol 0.03 (0.02-0.05) 0.11 (0.09-0.12) 0.00
Isoflavonas totales * 200.21 (148.9-269.2) 484.69 (403.26-582.57) 0.00
Lignanos totales * 204.37 (200.53-208.28) 485.10 (405.88-517.03) 0.00
Fitoestrogenos totales* 2357.5 (1748.84-3177.87) 7889.9 (6557.7-9492.8) 0.00

*Ajustado por energia total consumida.

“Isoflavonas totales: suma de la ingestion de daidzeina, genisteina, ecuol, biocanina A y formononetina.

*Lignanos totales: suma de la ingestion de secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol, pinoresinol, enterodiol y
enterolactona.

* Fitoestrogenos totales: suma de la ingestion de daidzeina, genisteina, ecuol, biocanina A, formononetina,
secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol, pinoresinol, enterodiol, enterolactona, cumestrol, naringenina, luteolina,
kaempferol, quercetina y resveratrol.

**Nivel de significancia de 0.05, suma de rangos de Wilcoxon.



fitoestrogenos que presentaron mayor correlacion significativa (p<0.05), fueron los
obtenidos para formononetina (isoflavona), secoisolariciresinol (lignano),

cumestrol (cumestano), quercetina (flavonol) y fitoestrogenos totales.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion para la ingestidon de fitoestrégenos entre
FCAyR 24 h.

Fitoestrégeno CC crudo CC ajustado * p

Daidzeina 0.076 0.085 0.450
Genisteina 0.042 0.047 0.650
Gliciteina 0.046 0.052 0.647
Biocanina A 0.157 0.176 0.119
Formononetina 0.187 0.210 0.062
Total de Isoflavonas 0.090 0.101 0.372
Secoisolariciresinol 0.249 0.274 0.013
Matairesinol -0.150 -0.167 0.138
Lariciresinol 0.082 0.092 0.417
Pinoresinol -0.005 -0.005 0.963
Total de Lignanos 0.067 0.074 0.510
Cumestrol 0.425 0.475 0.000
Kaempferol 0.192 0.214 0.056
Quercetina 0.211 0.237 0.035
Resveratrol 0.052 0.058 0.609
Fitoestrogenos totales 0.216 0.241 0.031

CC=Coeficientes de correlacion de Spearman.
*Ajustados por la variacion intra e interindividual.

La tabla 5 muestra los rangos de ingestidon para la clasificacion por cuartiles
por las 2 diferentes metodologias dietarias, mismos que sirvieron para estimar el
nivel de correspondencia entre métodos. Se observa que los intervalos de
ingestion de fitoestrégenos en cada cuartil son muy diferentes en el recordatorio

de 24 h con respecto al cuestionario de FCA, con valores muy superiores en éste
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ultimo.

La Tabla 6, muestra el nivel de correspondencia para la clasificacién en
cuartiles de consumo de fitoestrogenos entre métodos dietarios. Se puede
observar que la mayoria de las mujeres se clasificaron en el mismo cuartil o en un
cuartil adyacente por los 2 métodos para isoflavonas totales, lignanos totales,
cumestrol y fitoestrogenos totales, siendo muy bajo el porcentaje de mujeres (5-

7%) que se clasificaron en cuartiles extremos u opuestos (cuartil 1 al cuartil 4).

Principales Alimentos Aportadores de Isoflavonas, Lignanos y Cumestrol

Los principales alimentos aportadores de isoflavonas, lignanos y cumestrol
en la dieta se muestran en la tabla 7. Los alimentos se seleccionaron a partir de la
informacion dietaria de 100 recordatorios de 24 horas y enlistados segun el orden
de importancia, que se obtuvo multiplicando el aporte de fitoestrégenos del

alimento por la frecuencia de consumo del mismo

De los alimentos aportadores de fitoestrogenos en la dieta y en los que se
analizé el contenido de fitoestrogenos (Capitulo 1) estan el jamén de pavo, jugo
de soya saborizado, pastel comercial, papa cocida, naranja, pepino, repollo, frijol y
tomate cocido. Los valores obtenidos se incorporaron en la base de datos para

estimar el consumo de fitoestrégenos.

Dentro de los principales alimentos aportadores de isoflavonas destacan
los productos derivados de la soya y los alimentos que son fortificados con ésta,
como el jamon y los productos de panificacion. El principal alimento aportador de
lignanos en la dieta fue el pan multigrano, debido a que los lignanos se
encuentran en la cascara de los granos. Destacaron como principales alimentos
aportadores de cumestrol en la dieta, las bebidas (café y cerveza), frijol y

vegetales como brocoli y tomate.
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Tabla 5. Rango de ingestién para la clasificacién por cuartiles de consumo, segun

el R 24 h y el cuestionario de FCA.

Rango de ingestion (pg/dia)

Fitoestrogenos Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
R24 h

Isoflavonas Totales 0-44.8 44.9-182.1 182.2-455.1 455.2-6926.3
Lignanos totales 0-45.6 45.7-92.2 92.3-185.4 185.5-2959.66
Cumestrol 0-0.7 0.8-2.1 2.2-41 4.2-447 1
Fitoestrogenos totales 0-599.5 599.6-1468.5 1468.6-3672.7 3672.8-110131.5
FCA

Isoflavonas Totales 0-267.1 267.2-401.5 401.6-771.5 771.6-10213.4
Lignanos totales 0-320.1 320.2-402.0 402.1-638.8 638.9-2584.6
Cumestrol 0-9.40 9.41-14.58 14.59-40.7 40.8-341.7
Fitoestrogenos totales 0-3970.9 3971.0-6091.1 6091.2-11150.5 11150.4-68672.8

Tabla 6. Nivel de correspondencia entre métodos dietarios para la clasificacion

en cuartiles de consumo.

Mismo 1 Cuartil
cuartil cuartil Opuesto
Isoflavonas totales 33 27
Lignanos totales 32 29 12
Cumestrol 36 43
Fitoestrégenos totales 31 33 5
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Tabla 7. Principales alimentos aportadores de isoflavonas, lignanos y cumestrol

en la dieta de las mujeres del noroeste de México

Aportadores de

Aportadores de Aportadores de

Isoflavonas lignanos Cumestrol
Alimento *  Alimento * Alimento *
Polvo para preparar 3 Pan multigrano 2 Café 21
una bebida de soya
Leche de soya 1 Pera 4 Frijol germinado 1
Jamédn de pavo 23 Repollo 9 Leche 57
Jugo de soya 3 Té sabor limoén 7 Frijol 66
Saborizado
Pan blanco 12 Pepino 23 Cereal de caja 4
Café 21 Cerveza 1 Brocoli cocido 3
Pan integral 9 Cacahuates 6 Carne molida 16
Dona comercial 1 Naranja 9 Yogurt de frutas 7
Pastel comercial 6 Papa cocida 44 Cerveza 1
Pan virginia 7 Café 62 Tomate cocido 28

*Numero de personas que consumieron el alimento.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que la poblacion de mujeres del
noroeste de México tiene un consumo bajo de isoflavonas, lignanos, cumestrol
y algunos flavonoides, en comparacién con los paises de oriente. También se
observo que la ingestion de fitoestrogenos obtenida por el recordatorio de 24 h
mostré correlacion con la obtenida por el cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos para los fitoestrégenos secoisolariciresinol, cumestrol,
quercetina y para fitoestrégenos totales, no asi para el resto de los

fitoestrogenos.

Al consultar los datos de consumo de fitoestrogenos reportados para
otros paises, se observd que el consumo de fitoestrogenos en este estudio es
muy inferior al consumo reportado para paises de oriente, el cual varia en un
rango de 23.3 a 49.7 mg/dia de fitoestrogenos totales. Para la poblacion de
Corea, Surh y colaboradores (2006), estimaron un consumo de isoflavonas vy
cumestrol de 23.3 mg/dia, que fue constituido por 14.2 mg de daidzeina, 6.7 mg
de genisteina, 0.9 mg de gliciteina, 1.0 mg de formononetina, 0.2 mg de
biocanina A, y de 0.3 mg de cumestrol. Mientras que el consumo de isoflavonas
en la poblacion estudiada es de solo 0.2 mg/dia y de cumestrol de 0.01 mg/dia,
estimada por el método de recordatorio de 24 horas.

El consumo de fitoestrogenos en nuestra poblacion es similar a lo
reportado en mujeres que radican en el Reino Unido. Bhakta y colaboradores
(2006) estimaron una mediana de consumo de isoflavonas de 0.184 mg/dia
para las mujeres originarias del sur de Asia que radican en el reino Unido, y de
0.334 mg/dia para las mujeres nativas de este pais. Para el caso de lignanos,
el consumo de las mujeres de nuestro estudio fue mayor (0.2 mg/dia) que el
reportado para las mujeres de oriente radicando en el Reino Unido (0.111

mg/dia) y el de las britanicas (0.149 mg/dia). De hecho el consumo de
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isoflavonas y lignanos en las mujeres britanicas del estudio mencionado, fue
significativamente mas bajo que el reportado para las mujeres originarias de
Asia (p<0.001, p<0-05 respectivamente). En el estudio mencionado, se
corrobora que las mujeres asiaticas, caracterizadas por consumir gran cantidad
de soya, al migrar a otro pais cambian su dieta, ya que disminuyen el consumo
de fitoestrogenos.

Horn Ross y colaboradores (2006) estimaron el consumo de
fitoestrogenos en mujeres norteamericanas aplicando 4 recordatorios de 24
horas no consecutivos, obteniendo ingestiones promedio de isoflavonas de 1.6
mg/dia, proveniente principalmente de daidzeina y genisteina, de cumestrol y
de lignanos de 0.157 mg/dia y de 0.16 mg/dia, respectivamente. Valores
similares se obtuvieron en el presente estudio en cuanto a la ingestion de
lignanos (0.2 mg/dia), sin embargo, difieren de los obtenidos para isoflavonas y

cumestrol (0.2 mg/dia y 0.01 mg/dia, respectivamente).

En mujeres mexicanas, Galvan-Portillo y colaboradores (2007),
estimaron el consumo de lignanos a través de la aplicacién de 2 cuestionarios
de frecuencia de consumo de alimentos, aplicados con una diferencia de un
afo. Se obtuvo un promedio de consumo de secoisolariciresinol de 0.12
mg/dia, de matairesinol de 0.013 mg/dia, 0.205 mg/dia de lariciresinol, 0.087
mg/dia de pinoresinol y para cumestrol de 1.7 mg/dia. Resultados semejantes
se obtuvieron para el consumo de lignanos totales en nuestro estudio, pero
fueron muy inferiores para cumestrol, el cual fue de 0.01 mg/dia. Una diferencia
importante entre ambos estudios es el uso de valores diferentes en lo que se
refiere al contenido de cumestrol en frijol, uno de los principales alimentos
consumidos por la poblacion sonorense y mexicana. En el estudio de Galvan-
Portillo y colaboradores, se tiene que el frijol aporta 1.18 mg por cada 100 g
(con base en tablas de composicion internacionales), mientras en este estudio
el frijol pinto (que es el mas consumido en la regién) aportd solo 0.35 pg/100 g

de frijol (dato determinado a partir de su analisis, Capitulo II).
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La estimaciéon del consumo de isoflavonas, lignanos, cumestrol,
flavonas, flavonoles, estilbenos y fitoestrogenos totales a partir de frecuencia
de consumo de alimentos fue mayor a la estimada a partir de recordatorio de
24 horas. Los valores mayores obtenidos se pueden deber a que el
cuestionario de frecuencia representa la ingestion diaria promedio en un afo,
cubriendo las variaciones entre temporadas, por lo contrario el recordatorio solo
es la ingestién de un dia. Ademas, el cuestionario de FCA por su naturaleza
misma (lista de alimentos), tiende a sobreestimar los consumos promedios. Por

ello, solo es util para mostrar niveles de consumo.

Resultados similares obtuvieron Bhakta y colaboradores (2005) para
mujeres del sur de Asia que radican en el Reino Unido, ya que el cuestionario
de frecuencia sobreestimé el consumo de genisteina, daidzeina,
secoisolariciresinol y matairesinol, en comparacion con lo obtenido por
promedio de 12 recordatorios, aplicados uno cada mes. Dicho autor menciona
que una fuente de error que pudo ocasionar la sobrestimacion por parte del
cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos, es el numero de alimentos
enlistados y la separacion de un grupo de alimentos en alimentos individuales.
En el caso de nuestro estudio, por ejemplo, se separd el grupo de panes en
integrales y blanco, asi como tostado o natural, debido al diferente aporte de
fitoestrogenos. Ademas, Krebs-Smith (1995), afirma que puede ser mejor
preguntar por alimentos individuales y no por grupos de alimentos, pero que al
incrementar el numero de alimentos puede resultar en una sobreestimacion de
la ingestion. Otro motivo de error que puede explicar la variacion, es que para la
mayoria de los alimentos enlistados en el cuestionario de frecuencia se tienen
datos sobre el aporte de fitoestrégenos, no asi para algunos alimentos que
aparecieron en el recordatorio de 24 horas.

En cuanto a la asociacion entre métodos dietarios para la estimacion del
consumo de fitoestrogenos, un estudio realizado en mujeres asiaticas

residentes en el Reino Unido, realizado por Bhakta y colaboradores (2005),
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estimé el consumo de fitoestrogenos a través de la aplicacion de un
cuestionario de frecuencia y de 12 recordatorios, obteniendo coeficientes de
correlacion de Spearman superiores a los establecidos en este estudio. El
coeficiente de correlacion para isoflavonas (daidzeina y genisteina) fue de 0.53
y, ajustado por energia total, aument6 a 0.57. Para lignanos
(secoisolariciresinol y matairesinol) se estimé un coeficiente de correlacion
crudo de 0.66 y ajustado de 0.70.

Los resultados obtenidos en cuanto a las coeficientes de correlacion, son
muy inferiores a los reportados por Horn Ross y colaboradores (2006) para la
poblacion femenina que radica en el estado de California, E.U.A. Los
coeficientes de correlacion ajustados por energia total entre frecuencia de
consumo de alimentos y el promedio obtenido a partir de la aplicacién de 4
recordatorios, fueron de 0.71, 0.49 y 0.75 para isoflavonas, cumestrol y
lignanos, respectivamente.

No existen referencias acerca de los coeficientes de correlacion para la
estimacion del consumo entre FCA y recordatorio de 24 horas para los
fitoestrogenos quercetina, y kaempferol, ya que en los estudios donde hacen
esa relacion no los incluyen.

Los resultados de las estudios anteriormente mencionados (Bhakta et
al., 2005; Horn Ross et al., 2006) apoyan la conclusién de que el FCA es una
herramienta util y valida para estimar el consumo de fitoestrégenos en la
poblacion estudiada, y que de esta manera se convierte en un método que
puede utilizarse en estudios epidemiologicos donde se requiere establecer la
relacion entre la ingestion de fitoestrogenos y la presencia de cierta
enfermedad. Cabe destacar que en dichos estudios, los resultados arrojados
por el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos son correlacionados
con los obtenidos por multiples recordatorios (de 4 a 12 recordatorios). Asi, el
aplicar mas de un recordatorio nos permite minimizar el efecto de la temporada,

ademas de que se puede tener una estimacion mas representativa de lo
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consumido en un afo, y por lo tanto, lo hace comparable a lo obtenido en el
cuestionario.

El consumo de fitoestrogenos de la poblacién presenta una amplia
variacion, debido a que estdn en grandes cantidades en tan solo algunos
alimentos que no son frecuentemente consumidos en Sonora, como la soya y la
linaza. Willet (1990), menciona la necesidad de aplicar multiples recordatorios
no consecutivos cuando se requiere conocer la variacion del consumo de
nutrimentos que se encuentren muy concentrados en pocos alimentos. Es a
partir de esto, que se puede concluir que el tener coeficientes de correlaciéon
menores que lo obtenido por otros investigadores, puede deberse a que solo se
aplicd un recordatorio, ya que éste no alcanza a cubrir las variaciones en un
afo.

Se puede decir que el cuestionario de frecuencia de consumo de
alimentos es una herramienta util para la estimacion del consumo de algunos de
los fitoestrogenos (secoisolariciresinol, cumestrol, quercetina y fitoestrégenos
totales) ya que los valores de los coeficientes de correlacion fueron mayores a
0.21 y son significativos (p<0.05), no asi para el resto de los fitoestrégenos.

A pesar de los bajos coeficientes de correlacion obtenidos, al clasificar
por cuartiles de consumo de fitoestrogenos entre el cuestionario y el
recordatorio de 24 h aplicados a la poblacién del estudio, una alta proporcion de
mujeres clasificaron en el mismo cuartil, o la diferencia fue de 1 cuartil. La
clasificacion por cuartiles o quintiles de consumo es muy utilizada en estudios
epidemioldgicos para clasificar la exposicion y relacionarla con la probabilidad
de presentar riesgo de cierta de enfermedad. De hecho, Willet y colaboradores
(1998) mencionan que el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos,
es sumamente util para poder establecer asociaciones entre la dieta y el riesgo
de enfermedad, mas que para describir el consumo de nutrimentos en una
poblacién. Por lo tanto, el cuestionario disefiado en este trabajo, aunado a una

calibracion utilizando mas recordatorios de 24 horas pudiera utilizarse, afinando
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los detalles necesarios, para el estudio de la relacion consumo de
fitoestrégenos-salud.

Los resultados obtenidos para los principales alimentos aportadores de
fitoestrogenos en la dieta, coinciden con lo reportado por Galvan-Portillo y
colaboradores (2007), en donde se identificé también como aportadores a la

naranja, brocoli, salsa picante vy frijol.

Las isoflavonas en la dieta resultaron de productos derivados de la soya,
como los jugos y la leche, que a pesar de ser escasamente consumidos por la
poblacion, la elevada concentraciéon de isoflavonas los hace la principal fuente.
Ademas, también los alimentos que son fortificados con harina o proteina de
soya, como el jamén y los productos de panificacion, fueron una fuente
importante de isoflavonas. En el caso del jamén, la soya es utilizada como un

sustituto de carne, especialmente en productos econdmicos.

El principal alimento aportador de lignanos en la dieta fue el pan
multigrano, esto debido a que los lignanos se encuentran en la cascara de los
granos. Resultados similares son reportados para las mujeres que radican en
Gran Bretafa, donde se identific6 como las principales fuentes de lignanos al
pan y a los vegetales (Bhakta et al., 2006). Debido al gran consumo de frijol en
la poblacion, este destaca dentro de los principales alimentos aportadores de

cumestrol.

El café debido a su alto consumo y por su contenido de isoflavonas (40
pMg/100 g) y de cumestrol (30 pg/100g) (USDA, 2008), es un aportador
importante de fitoestrégenos en la dieta de la poblacion. De igual manera,
Horn-Ross y colaboradores (2000b) en la poblacion norteamericana (latinas,
afroamericanas y americanas), estimé que una de las mayores fuentes de

daidzeina, lignanos y cumestrol, era el café.
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CONCLUSION

El consumo de fitoestrogenos en esta poblacion es bajo, similar a lo
consumido por mujeres europeas y de Estados Unidos, y muy inferior a la
ingestion reportada para la poblacion asiatica. Debido a que el consumo de
fitoestrogenos se ha relacionado con la disminucion del riesgo de enfermedades
como las cardiovasculares y cancer, la poblacion sonorense pudiera presentar
mayor riesgo de padecer dichas enfermedades cronicas. Sin embargo, cabe
aclarar que el consumo de fitoestrégenos es uno de los multiples factores que
pueden estar influyendo en el riesgo de presentar la enfermedad.

El FCA sobreestim6 el consumo de todos los macronutrientes y los
fitoestrogenos, comparado con los resultados obtenidos por el recordatorio de
24 horas. Esto se pudiera deber a la cantidad de alimentos incluidos en el
cuestionario, ya que los alimentos de un mismo grupo se separaron para
cuestionar de manera individual por su diferente contenido de fitoestrogenos. La
tendencia del cuestionario a sobreestimar la ingestion de alimentos y nutrientes
se ha reportado en otros estudios.

La estimacion del consumo de fitoestrogenos totales, secoisolariciresinol,
cumestrol y quercetina obtenida por el cuestionario de FCA se correlacion6 con
lo obtenido por el método de recordatorio de 24 horas, no asi para el resto de
los fitoestrégenos.

La aplicacion del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos,
haciendo algunos ajustes, pudiera ser de gran utilidad en estudios de tipo
epidemioldgico para clasificar por el grado de exposicion a fitoestrogenos en la
poblacién y relacionarla con un evento de salud, en mujeres de la region
noroeste de México. Sin embargo, se recomienda mayor investigacion para
calibrar/validar el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos, para

estimar el consumo de cada uno de los fitoestrégenos de manera confiable.
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CAPITULO I

Analisis de fitoestrégenos en alimentos comunmente consumidos en el
noroeste de México utilizando cromatografia liquida de alta resoluciéon

acoplada a masas (HPLC-MS)
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RESUMEN

Los fitoestrogenos son compuestos fendlicos de origen vegetal que
presentan actividad estrogénica y antioxidante, por lo que se han relacionado
con posibles efectos benéficos sobre enfermedades cronicas; sin embargo los
resultados son contradictorios. Una de las principales limitaciones es la falta de
informacion sobre el contenido de fitoestrégenos en los alimentos. El objetivo de
este trabajo fue analizar, mediante HPLC-MS, el contenido de fitoestrogenos en
39 alimentos caracteristicos de la dieta sonorense. Con el método empleado se
logré tener una sensibilidad de 0.001 a 0.2 ug por cada 100 gramos de
alimento. Los porcentajes de recuperaciéon de 14 fitoestrégenos estuvieron
dentro de los valores 65.75% a 112.82%. Dentro de los alimentos que
presentaron mayor concentracion de isoflavonas estan el jamoén de pavo, el
pastel comercial y el jugo de soya, y para lignanos, la linaza, moringa, pan
birote y frijol pinto presentaron mayor contenido. El cumestrol fue detectado en
bajas concentraciones en los alimentos, siendo las principales fuentes el frijol
pinto y mayocoba, asi como la papa frita. Y para el caso del aporte de flavonas
y flavonoles, destacé el aporte de la moringa. EI método empleado ofrece la
ventaja de que es muy sensible, lo cual permite detectar fitoestrégenos en
alimentos que estan en muy bajas concentraciones. El desarrollo de
metodologias mas sensibles es necesario sobre todo en los paises de
occidente, donde la ingestion diaria de fitoestrogenos esta dada por gran

numero de alimentos que contribuyen con una pequefa cantidad.
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INTRODUCCION

Los fitoestrogenos son compuestos con anillos fendlicos que se
sintetizan en las plantas y poseen una leve actividad estrogénica debido a la
similitud estructural con el estradiol (Ronco y de Stefany, 1999), ademas de
presentar capacidad antioxidante (Scalbert et al.,, 2007). Dentro de los
principales fitoestrogenos estan las isoflavonas, lignanos, cumestanos,
estilbenos, flavonas y flavonoles, los cuales se encuentran en alimentos como
la soya, linaza, frijol y frutas y verduras en general (Dixon et al., 2004; Branca y
Lorenzetti, 2005; Drago et al., 2006).

Las tasas de incidencia y mortalidad por enfermedades cronicas en paises
de oriente son bajas en comparacién con las de occidente; diversos estudios
epidemioldgicos indican que puede deberse, entre otros factores, a la dieta
(Maskarinec et al., 1998; Probst-Hensch et al., 2000; Usui, 2006). En los paises
asiaticos, la dieta es baja en grasa saturada y alta en fitoestrogenos, los cuales se
han relacionado con la disminucion en el riesgo de enfermedades cronicas como
el cancer y enfermedades cardiovasculares, aunque los resultados han sido
inconsistentes (Torres et al., 2000; de Kleijn et al., 2001; Atkinson et al., 2005a;
Atteritano et al., 2007).

Una de las principales limitaciones de los estudios epidemiolégicos que
han relacionado la ingestion de fitoestrogenos con efectos en la salud, es la
falta de informacion sobre el contenido de fitoestrogenos en los alimentos
(Bhakta et al., 2006). Muchas de las bases de datos que existen son una
compilacién de valores encontrados en la literatura y estan creadas con un
numero limitado de alimentos (McCabe-Sellers y Chenard, 2008; Pennington,
2008), que ademas son determinados usando diferentes técnicas de laboratorio
(Horn-Ross et al., 2006). Adicionalmente, se tiene que los datos analiticos
obtenidos en un pais, no necesariamente seran relevantes para otro pais

(Padovani et al.,, 2007). Todo esto dificulta el estudio del impacto de los

70



fitoestrogenos en la salud, especialmente en paises en desarrollo (Galvan-
Portillo et al., 2007a). Es por ello que resulta necesaria la generacion de datos
de composicion de fitoestrogenos en alimentos propios de las diferentes
regiones o paises (Morales de Ledn et al., 2005).

El método mas utilizado en los ultimos anos para el analisis de
fitoestrogenos ha sido la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS) (Milder et al., 2004; Thompson et al.,
2006; Kuhnle et al., 2007). Esto es debido a que es un método rapido, sensible,
simple, preciso, automatizado y de costo relativamente bajo, lo cual lo hace
factible para el analisis de una gran cantidad de muestras (Franke et al., 1995).

El objetivo de este estudio fue analizar un total de 16 fitoestrégenos en
alimentos comunmente consumidos en la region noroeste de México utilizando
HPLC-MS. Para poder utilizar la informacion del analisis de fitoestrogenos en
estudios relacionados con la nutricion y salud, los datos obtenidos contribuyeron
para actualizar las tablas de composicion de alimentos que actualmente se

tienen en la region.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion y Preparacion de la Muestra

Los alimentos que se analizaron en este estudio se seleccionaron de
acuerdo a la informacién que se obtuvo de las encuestas dietéticas (Capitulo I),
con base en tres criterios principales: la frecuencia con que se consumio el
alimento, su posible contenido de uno o varios de los fitoestrégenos de interés
y si el alimento era regional. Ademas, se considero la preparacion del alimento,
de tal manera que se pudo escoger un mismo alimento con dos o tres formas
de preparacion diferentes (ej. crudo, cocido, frito). Se analizaron un total de 39
alimentos. Las muestras como las frutas y verduras se obtuvieron de 3
diferentes supermercados, se cortaron en pequenos cubos y se mezclaron para
obtener asi una muestra representativa. En el caso de alimentos regionales
(queso fresco regional, queso cocido, tortillas de harina de trigo y de maiz) la
seleccién se realiz6 comprando el alimento en diferentes establecimientos
tratando de cubrir las zonas norte, centro y sur de la ciudad de Hermosillo,
Sonora. En el caso de productos empacados como el puré de tomate, jamon de
pavo y el empanizador, se hizo una mezcla de todas las marcas existentes en el
mercado. Las muestras se congelaron a -70°C vy liofilizaron en un liofilizador
marca Virtis BenchTop a una temperatura de -50°C al vacio. Una vez liofilizadas

se almacenaron a -20°C, hasta su analisis.

Determinacion de Fitoestrogenos por HPLC-MS

Para el andlisis de fitoestrogenos en los alimentos se siguieron dos
metodologias: para su extraccién se utilizé la cromatografia en fase sélida
descrita por descrita por Kuhnle y colaboradores (2007) y para su cuantificacion

la descrita por Wyns y colaboradores (2010); cabe mencionar que ambas
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técnicas fueron modificadas en base a las condiciones de trabajo de nuestros
laboratorios.

Para llevar a cabo la extraccion de los fitoestrégenos se pesaron 100 mg
de alimento liofilizado, el cual fue mezclado con 1 mL de metanol al 10% en
acetato de sodio 0.1 M a pH=5, se mezclé en un vortex y se sonicd por 30
minutos. Posteriormente la mezcla se centrifugd por 30 min a 3000 rpm, el
sobrenadante fue colectado y el precipitado se resuspendié de nuevo con 1 mL
de metanol al 10% en acetato de sodio (0.1M, pH=5) y se centrifugo
nuevamente. Los dos sobrenadantes se combinaron. A los 2 mL de
sobrenadante colectados, se les agregd 3 mL del agente de hidrdlisis, el cual
contenia las enzimas B-glucuronidasa de Helix pomatia, B-glucosidasa
proveniente de almendras y celulasa de Trichoderma reesi, a una
concentracion de 10 U/mL cada una. La extraccion en fase sdlida se llevo a
cabo en cartuchos Strata C-18 (50 mg/mL), los cuales previamente fueron
lavados con 1 mL de metanol al 100% y activados con 1 mL de metanol al 5%.
Se agregd la mezcla de incubacion, se lavé con 2 mL de metanol al 5% y se
eluyé con 3 mL de metanol al 100%. El eluato fue secado con nitrégeno, una
vez seco se lavaron las paredes del tubo con 500 yL de metanol al 100%, se
volvié a evaporar y posteriormente a esto, se reconstituyé con 200 yL de una
mezcla de metanol: solucidn inicial (65% de acido formico al 0.025% y 35% de
una solucién de metanol/acetonitrilo (80:20) con acido férmico al 0.025%), en
una proporcién 40:60.

Las modificaciones realizadas a la técnica descrita por Kuhnle vy
colaboradores (2007), fue en la extraccion en fase sdlida, ya que en primer
lugar, se agrego6 toda la mezcla de incubacién al cartucho (aproximadamente 5
mL) y se eluy6 con 3 mL de metanol, en vez de utilizar solo 1 mL como lo indica
la técnica. En segundo lugar una vez llevado a sequedad el eluato, se procedié
a un lavado con 500 pyL de metanol para asegurar que no hubiera quedado

muestra en las paredes. Se evaporé a sequedad de nuevo y se reconstituyo,
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como ya se indicé previamente. Con estas modificaciones se obtuvieron
mejores resultados en cuanto a los porcentajes de recuperacion. Ademas, la
reconstitucion fue hecha con una mezcla de metanol-solucién inicial (65% de
acido férmico al 0.025% y 35% de una solucion de metanol/acetonitrilo (80:20)
con acido férmico al 0.025%), en una proporcién de 40:60, mejorando con ello
la resolucion de los picos cromatograficos.

Las enzimas utilizadas fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y el
metanol grado cromatografico de J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Los
estandares de fitoestrogenos daidzeina, genisteina, ecuol, gliciteina, biocanina
A, formononetina, secoisolariciresinol, matairesinol, enterodiol, enterolactona y
resveratrol fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
quercetina, luteolina y naringenina fueron adquiridos a través de INDOFINE
Chemical Company, Inc (Hillsborough, NJ, USA) grado HPLC, GC y TLC.

La determinacion de los fitoestrogenos en los alimentos se hizo por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para lo cual se utilizé un
equipo Agilent 1100 serie LC/MSD acoplado a un espectrometro de masas con
cuadrupolo simple G1946A, modelo VL, con software Chemstation (Rev
B.03.02) (Agilent Technologies, Inc., Palo Alto, Ca, USA). EI HPLC contaba con
una bomba de gradiente cuaternario, auto-muestreador, horno de columna con
termostato y un detector UV de arreglo de diodos. Se utiliz6 una columna de
C18 Water Xbrindge (3.5 ym, 3 mm DI x 150 mm), a una temperatura de 52°C y
con un flujo de 0.6 mL/min.

La elusion de los compuestos se llevd a cabo utilizando un gradiente de
agua con acido formico al 0.025% (solvente A) y metanol/acetonitrilo (80:20)
con acido formico al 0.025% (solvente B). El gradiente fue programado de la
siguiente manera: 0-5 min: 35% del solvente B, 5.01-16 min: 40% del solvente
B, 16.01-19 min: 100% solvente B, 19.01-22 min: 35% del solvente B. Los
compuestos eluidos fueron detectados a diferentes longitudes de onda: 260,

280, 290, 310 y 360 nm. La identificacion de los fitoestrégenos en esta parte, se
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hizo mediante los tiempos de retencidn y con los espectros de absorcion de 190
a 500 nanémetros.

La confirmacién de los fitoestrogenos se realizé mediante el detector de
masas simple cuadrupolo, el cual consta de una fuente de ionizacion por
Electrospray en modo negativo, la temperatura de secado utilizada es de
350°C, la presion del nebulizador fue de 60 Psi, con un voltaje del capilar de 3.5
kV y flujo de gas de secado a 11 L/min. La confirmacién y cuantificacion de los
fitoestrogenos en los alimentos analizados se hizo a través de las siguientes
relaciones masa-carga (m/z): resveratrol 227.1, gliciteina 163.1 y 283.0,
naringenina 271.0, kaempferol 285.1, biocanina A 283.1, secoisolariciresinol
361.1, luteolina 285.1, ecuol 241.1, cumestrol 267.1, daidzeina 253.1,
matairesinol 357.0, genisteina 269.0, quercetina 151.1 y 301.1, enterodiol

253.1, enterolactona 297.1 y para formononetina 267.1.

Estandarizacion del Método de Analisis de Fitoestrégenos en Alimentos

Previo al analisis de las muestras de alimentos, se estandarizo la técnica
de extraccidon de fitoestrégenos en fase sdlida, para lo cual se fortificaron las
muestras a diferentes concentraciones (16, 40 y 60 ng/mL) utilizando un tejido
blanco o libre de fitoestrégenos, se realizd la extraccién y se calcularon los
porcentajes de recuperacion y los coeficientes de variacion. Se considerd que la
técnica estaba estandarizada una vez que se obtuvieron del 60 al 110% de los
porcentajes de recuperacion de cada uno de los fitoestrogenos, y coeficientes
de variacion menores al 20% (FDA, 2001).

Linealidad del Método

La linealidad del método se determind a partir de la extraccion de

muestras fortificadas, con los fitoestrogenos de interés para el estudio, a
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diferentes concentraciones: 1200, 800, 80, 8, 0.8, 0.08 y 0.008 ng/mL. Tanto los
estandares de fortificacidon como las muestras fortificadas, fueron inyectados por
triplicado el mismo dia que fueron realizadas las extracciones. Los coeficientes
de correlacion se calcularon para las mezclas de los estandares y para las

muestras fortificadas.

Aseguramiento de la Calidad de los Datos

Como parte del aseguramiento de la calidad de los datos y debido a que
las enzimas utilizadas vienen contaminadas con fitoestrogenos, cada dia que se
analizaron las muestras se realizaron blancos (cristaleria, reactivo y muestra).
Las interferencias se restaron a las muestras. Se utilizé como estandar interno
la 4-hidroxibenzofenona, agregando 100 pyL de una solucién de 20 pg/mL a
cada muestra realizada. Ademas se realizaron muestras fortificadas a 100
ng/mL para los calculos de los porcentajes de recuperacidon en cada corrida de
muestras.

Para confirmar que la hidrdlisis enzimatica se llevara a cabo de manera
completa, se analizaron alimentos ricos en isoflavonas, como el jugo de soya
(control positivo para isoflavonas) y en lignanos, como la linaza (control positivo

para lignanos).

Analisis Estadistico

Los porcentajes de recuperacion se fueron calcularon a partir de la
comparacién entre el area obtenida del estandar de fortificacion y el area de la
muestra fortificada para cada fitoestrogeno.

El contenido de fitoestrogenos en las muestras se determiné a partir del
area del estandar, considerando el volumen de reconstitucion y el porcentaje de

humedad de cada alimento. Los limites de deteccion y de cuantificacion fueron
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calculados a partir de la sefial de ruido de cada fitoestrégeno y multiplicada por

3y 10, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Limites de Deteccidn, Cuantificacion y Porcentajes de Recuperacion

Los limites de deteccidén y cuantificacion del método empleado fueron
diferentes para cada uno de los fitoestrogenos, siendo el menor para
enterolactona y el mayor para ecuol (Tabla 1). Dichos valores corresponden a
una concentracion en el alimento de 0.001 a 0.2 ug/100 gramos de alimento
fresco, la cual varia dependiendo de la humedad de éste.

Los limites de deteccion del método, fueron menores a los establecidos
para el método desarrollado por Milder y colaboradores (2004) para la
cuantificacion de lignanos donde se utilizé HPLC-MS/MS. Dichos valores
fluctian de 1.6 a 3.6 ng/mL, que corresponden a 0.2-10 ug de fitoestrégenos
por 100 g de muestra humeda. También el limite de deteccion en este estudio
resultd menor al método desarrollado por Kunhle y colaboradores (2007) en
donde se utiliz6 HPLC-MS/MS, vy se logré detectar menos de 1 ng/mL (1.5
Mg/100g muestra fresca).

El método modificado en nuestros laboratorios, al contar con limites de
deteccion y cuantificacion muy bajos, permite detectar fitoestrogenos que estan
en concentraciones muy bajas en los alimentos de consumo regional. La
implementacion de metodologias mas sensibles es necesario sobre todo en los
paises de occidente, donde la ingestion diaria de fitoestrogenos esta dada por
gran numero de alimentos que contribuyen con una muy pequefia cantidad,
debido al bajo consumo del principal aportador de fitoestrogenos, la soya.

En la Tabla 2, se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos
para cada uno de los fitoestrogenos, asi como los coeficientes de variaciéon
estimados a partir de la curva de calibracion realizada. Los porcentajes de

recuperaciéon muestran que 14 fitoestrégenos se encuentran en un rango de 66
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Tabla 1. Limites de deteccién y cuantificacion del método de HPLC-MS para

cada fitoestrégeno.

Limites (ng/mL)

Fitoestréogeno Deteccion Cuantificacion
Resveratrol 0.025 0.084
Gliciteina 0.212 0.709
Naringenina 0.014 0.041
Kaempferol 0.008 0.029
Biocanina A 0.006 0.022
Secoisolariciresinol 0.023 0.078
Luteolina 0.009 0.033
Ecuol 1.061 3.541
Cumestrol 0.003 0.117
Daidzeina 0.011 0.037
Enterodiol 0.043 0.144
Matairesinol 0.012 0.041
Genisteina 0.021 0.006
Quercetina 0.011 0.036
Enterolactona 0.002 0.008
Formononetina 0.007 0.023

a 113%. Bajas recuperaciones fueron obtenidas para kaempferol, luteolina y
resveratrol (15 a 44%), estos bajos porcentajes de recuperacion podrian
deberse a que esta metodologia no fue desarrollada originalmente para el
analisis de flavonas y flavonoles. Los coeficientes de variacion fueron menores
a 18 y la linealidad del método fue de 0.98 (rango de coeficientes de correlacion
de 0.97 a 0.99).

Kuhnle y colaboradores (2007), utilizando HPLC-MS/MS, obtiene
recuperaciones de 89 a 107%, rango mas estrecho a lo obtenido en este
estudio (66-113%). Sin embargo y debido a la gran variedad de matrices

analizadas, dichos autores utilizaron un buffer, fortificando antes y después de
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la extraccion en fase sdlida. Los porcentajes de recuperacion se calcularon a
partir del radio entre el area antes y después de la fortificacién. Valores
similares obtuvieron Liggins y colaboradores (2000), para daidzeina y

genisteina, fluctuando entre 70% y 109%.

Tabla 2. Porcentajes de recuperacion obtenidos para cada uno de los

fitoestrogenos analizados por HPLC-MS*.

Fitoestrogeno % de recuperacion cVv
Daidzeina 67 12
Genisteina 113 8
Ecuol 94 6
Gliciteina 92 9
Formononetina 78 1
Biocanina A 74 7
Secoisolariciresinol 66 6
Matairesinol 87 13
Enterolactona 85 3
Enterodiol 72 18
Cumestrol 88 10
Naringenina 70 10
Luteolina 20 5
Kaempferol 15 9
Quercetina 80 8
Resveratrol 44 4

CV=Coeficiente de variacion.
*Calculados a partir de la curva de calibracion.

Milder y colaboradores (2004) desarrollaron una metodologia para la

cuantificacion de lignanos utilizando cromatografia liquida acoplada a
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espectrometria de masa en tandem (HPLC-MS/MS) y obtuvieron porcentajes de
recuperacion mayores para secoisolariciresinol (73-82%) y menores para
matairesinol (51-55%), que lo obtenido con el método aqui utilizado.

En las figuras 1 y 2, se pueden apreciar los cromatogramas
correspondientes a la mezcla de fitoestrégenos a una concentracion de 2 ug/mL
y una muestra de jamon de pavo, en la que se identificaron 7 fitoestrogenos:
gliciteina, naringenina, kaempferol, secoisolariciresinol, daidzeina, genisteina y

enterodiol.

400000 Biochanin A
300000 3 Naringenina Kaempferol N
200000 Gliciteina | =
Resveratrol J W
100000 1 J
0 ; T T T T T
4 5 g 10 12 14 min
250000 3
200000 4 Luteolina Cumestrol
150000 J . L.
100000 3 Secoisolariciresinol ) Ecuol
£0000 3 W N
0 T T T T T T
4 & g 10 12 14 min
150000 3§ L L
125000 3 Daidzeina Matairesinol Genisteina
100000 3
75000 3
£0000 3
25000
04 T T T T T T N
4 5 8 10 12 14 min
E Matairesinol
200000 Enterolactona
150000 . Enterodiol
Quercetina W
100000 5 /
£0000 4 N
o T T T T T T
4 5 g 10 12 14 m

Figura 1. Cromatograma de una mezcla de fitoestrogenos a 2 uyg/mL.
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Figura 2. Cromatograma de una muestra problema (Jamén de pavo).

Alimentos mas Consumidos y Analisis de Fitoestrégenos por HPLC-MS

En la Tabla 3, se presentan los alimentos mas consumidos por las
mujeres adultas de Hermosillo, segun el método dietario de recordatorio de 24
horas y frecuencia de consumo de alimentos (Capitulo I). Segun los resultados
obtenidos, dentro de los 15 alimentos mas consumidos por la poblacion
estudiada, se encontraron los frijoles guisados, tortillas de maiz, papa, huevo y
verduras como la lechuga y el tomate, entre otros. Y como las bebidas mas
consumidas se encontraron el café y el refresco de cola.

Dentro de las frutas y verduras analizadas que tienen una mayor
concentracion de isoflavonas estan la mandarina, manzana, chile serrano y
chile verde (Tabla 4). Dentro de cereales y leguminosas se encontré que el
empanizador, el pan birote y el frijol pinto cocido, tuvieron mayor concentracion
de isoflavonas y el huevo resulté ser el principal aportador del grupo de
alimentos de origen animal. Los alimentos procesados, como el jamon de pavo

y el pastel comercial, presentaron una elevada concentracién de isoflavonas en
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comparacion con los demas alimentos. También se encuentra el puré de tomate
y como era de esperarse el jugo de soya fue el principal aportador de
isoflavonas (Tabla 5).

Para el jamén consumido en Canada, Thompson y colaboradores (2006)
reportan 0.8 y 0.6 pg/100g de alimento para daidzeina y genisteina, valores
muy inferiores a los obtenidos en este estudio (395.2 y 356.2 pg/100g
respectivamente). Esto puede deberse al uso de soya para fortificar o para
sustituir la carne, sobre todo en las marcas comerciales mas econémicas que
se expenden en la regidon. Concentraciones mayores fueron obtenidas para
daidzeina (125.8 ug/100g) vy genisteina (461.2 ug/100g) en pastel comercial en
comparacién con las reportadas por Thompson y colaboradores (2006) y por la
USDA (2008), los cuales reportan mismas concentraciones para genisteina y
daidzeina (100 pg/100 g de pastel). Lo cual podria deberse al tipo de harina
utilizada en la elaboracion de estos productos (preparada comercialmente) y
también, al grado de fortificacion con soya. El uso en alimentos de aditivos
como la proteina y la harina de soya, han contribuido en gran manera a la
ingestion total de isoflavonas en los paises occidentales (Horn-Ross et al.,
2000).

En el caso del puré de tomate, Kuhnle y colaboradores (2009a)
encontraron valores similares a los obtenidos en el presente estudio para la
concentracion de daidzeina, genisteina y matairesinol (0.5, 4 y 0.5 pg/100 g,
respectivamente) en este alimento. Aunque la naringenina en el puré de tomate
no ha sido reportada en otras tablas de composicion, en este estudio si se
obtuvo el mencionado fitoestrégeno, probablemente porque el tomate contiene
680 pg/100 g de alimento de naringenina, por lo que la concentracion aqui
encontrada podria ser aportada por el tomate que pudiera tener el puré. El
empanizador, segun la USDA (2008), es una fuente de las isoflavonas
daidzeina y genisteina, conteniendo 400 y 300 ug/100g respectivamente, sin

embargo, valores muy por debajo se detectaron en el analisis del empanizador

83



en este estudio. Las diferencias en cuanto al contenido de las mencionadas
isoflavonas en el empanizador se puede deber a que el analizado en este
estudio, no indica que esta adicionado con soya, solo indican que el producto se
elaboré en equipos que procesan alimentos como la soya, por lo que su
presencia tan baja se puede deber a la contaminacion. La presencia de
lignanos en el empanizador se debe a que estan presentes en la cascara de los
granos (Dixon et al., 2004).

El ecuol se detectd en huevo y en queso fresco, no asi para el caso de
queso cocido, por lo que se puede decir que este fitoestrogeno pudo ser
afectado por el calentamiento que tiene el queso cocido. Kuhnle vy
colaboradores (2008) reportan una concentracion de 4 ug de ecuol por cada
100 g de queso procesado. Al igual que dichos autores, en este estudio también
se detectd formononetina, biocanina A y los lignanos secoisolariciresinol y
enterolactona en queso cocido.

En las Tablas 6 y 7, se muestra el contenido de lignanos y cumestrol en
alimentos, presentando la mayor concentracion de lignanos la mandarina,
naranja, calabacitas guisadas, moringa, nopalitos, pepino y el tomate guisado.
Para cumestrol, los alimentos de mayor aporte fueron la papa frita, el frijol
mayocoba cocido y el frijol pinto cocido. Los alimentos que presentaron mayor
contenido de flavonas y flavonoles fueron la mandarina, naranja, moringa,
tomate, frijoles, jugo de soya y el puré de tomate (Tablas 8 y 9).

Las frutas como la naranja, mandarina, manzana y platano no son una
fuente importante de isoflavonas y de los lignanos secoisolariciresinol y
matairesinol, ya que estos fitoestrogenos se encuentran en una concentracion
menor de 1 ug/100 g. Sin embargo, los alimentos mencionados son fuente de
enterodiol y enterolactona (Thompson et al., 2006; Keinan-Boker et al., 2002;
Milder et al., 2005; Kuhnle et al., 2009a). Segun los resultados obtenidos, la
manzana es un aportador importante de gliciteina y biocanina A, y la naranja y

mandarina de ecuol. Sin embargo, no se esperaria encontrar ecuol en
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alimentos de origen vegetal, solo en los de origen animal, ya que el ecuol es
producto de la conversién de daidzeina realizada por la microflora intestinal
(Setchell et al., 2002). Los fitoestrégenos enterodiol y enterolactona también
son productos de la metabolizacion realizada por la microflora y otros autores
han reportado estos metabolitos en frutas y verduras, por lo tanto, de igual
manera se puede encontrar ecuol en alimentos de origen vegetal

El contenido de cumestrol y de biocanina A en frijol pinto fue muy inferior
a lo reportado por Pillow y colaboradores (1999) aunque el secoisolariciresinol
presentd valores similares. Dichos autores reportaron una concentracion de
cumestrol en frijol pinto refrito de 1263.5 pg, de biocanina A de 196 ug y de
secoisolariciresinol de 27.7 ug por cada 100 g de frijol cocido. Sin embargo, las
concentraciones de cumestrol en frijol se obtuvieron a partir de un analisis
hecho en 1995 por Franke y colaboradores, en donde se utilizé solo HPLC con
detector de fluorescencia y el analisis se realiz6 en frijol crudo y seco, por lo que
hicieron un ajuste por cocimiento, pudiendo ser este procedimiento una fuente
de error adicional.

Al contrario de lo obtenido por Franke y colaboradores (1995) mediante
HPLC para la cuantificacion de cumestrol, lo detectado en este estudio, en
donde se utiliz6 HPLC-MS, fue mucho menor (0.1 pug/100 g). Thompson y
colaboradores (2006), determinaron el contenido de cumestrol en frijol negro
también por HPLC-MS y se obtuvo una concentracién todavia menor (0.025
Mg/100 g de frijol) que lo obtenida en el presente estudio. La utilizacion de la
espectrometria de masas ofrece una ventaja, ya que permite confirmar y
cuantificar con mayor precision los compuestos que se estan analizando, por lo
que se puede concluir que existe una sobreestimacion al utilizar solo HPLC con
deteccion por fluorescencia. Adicionalmente, se observd que el contenido de
cumestrol entre variedades de frijol es diferente, siendo mayor para frijol pinto
(0.59 ug/100 g), seguido por el frijol mayocoba (0.35 ug/100 g) y menor para
frijol negro (0.1 ug/100 g).
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Tabla 3. Principales alimentos consumidos segun R 24 h y cuestionario de FCA.

R-24 h FCA
Frecuencia de Consumo Frecuencia de Consumo

Alimento consumo® (%) (g/dia) Alimento consumo® (%) (g/dia)
Café preparado 83 366.49 Lechuga 100 23.54
Tortilla de Maiz 66 74.86 Pasta cocinada 100 18.72
Huevo 54 57.92 Tortilla de Maiz 99 85.15
Tortilla de harina 52 51.56 Puré de tomate 99 18.36
Lechuga 47 53.85 Papas cocidas 99 13.51

Tomate fresco 46 62.80 Media crema 99 6.93

Papa cocida 44 89.78 Tamales de carne 99 4.63

Leche entera 44 166.07 Frijoles guisados 98 136.74
Frijoles guisados 42 57.33 Pepino 98 26.54
Cebolla cocinada 41 20.03 Tomate fresco 98 21.18
Azdcar morena 36 9.1 Aguacate 98 12.46
Azucar blanca 35 8.99 Elote cocido 98 8.76

Soda de cola 34 329.22 Soda de cola 97 229.25
Mayonesa 32 10.61 Platano fresco 97 40.38
Aceite de maiz y canola 31 4.60 Huevos fritos 97 38.04
Queso regional 29 33.01 Calabacitas cocidas 97 11.73
Aceite de soya 29 1.65 Carne aldilla 97 11.44
Aguacate 28 52.29 Carne asada 97 8.90




18

Continuacion

R-24 h FCA
Frecuencia de Consumo Frecuencia de Consumo
Alimento consumo® (%) (g/dia) Alimento consumo* (%) (g/dia
Cebolla blanca cruda 27 22.04 Mayonesa 97 3.51
Puré de tomate enlatado 25 41.28 Naranja 96 54 .54
Jugo de limon 25 15.47 Manzana 96 39.29
Platano 25 101.08 Brocoli cocido 96 12.29
Frijoles cocidos 24 75.69 Jugo de limoén 96 8.18

*Definido como nimero de personas (en porcentaje) que consumieron el alimento.
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Tabla 4. Contenido de isoflavonas en frutas y verduras, expresados en ug/100 g de alimento comestible.

Alimento Daidzeina Genisteina Ecuol Gliciteina Formononetina Biocanina A Isoflavonas
totales

Frutas
Mandarina 0 0 11.60 0.53 0.06 0.04 12.23
Manzana 0.06 0 0 16.24 0 1.23 17.54
Naranja 0 0 4.81 0.58 0.23 0.13 5.76
Platano 0 0 0 0 0 0 0
Verduras
Calabacitas guisadas 243 0.03 0.70 0 0 3.17
Cebolla cruda 0 0 0 0.01 0.02 0.03
Cebolla guisada 0 0 0.50 0.07 0.05 0.62
Chile serrano 0.02 0 11.61 0.06 0.02 0 11.71
Chile verde 0 0 43.41 0.02 0.03 0.01 43.47
Lechuga 0.04 0.03 0 0 0 0 0.08
Moringa 0 0 0 0 0 0 0
Nopalitos 0 0 0 0 0 0 0
Papa cocida 0.91 0.33 0 0 0 0 1.24
Papa frita 2.05 1.55 0 2.15 0.01 0.28 6.05
Pepino 0 0 0 0 0.02 0.05 0.07
Repollo crudo 0 0 0 0 0 0.04 0.04
Tomate bola crudo 0 0.07 0 0 0 0 0.07
Tomate bola guisado 0 0.24 0 0 0 0.41 0.65
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Continuacion.

Alimento Daidzeina Genisteina Ecuol Gliciteina Formononetina Biocanina A Isoflavonas
totales
Tomate saladett crudo 0 0 0 0 0.03 0.02 0.05
Tomate saladett guisado 0 0.39 0 0 0.15 0.14 0.68
Zanahoria cocida 0 0 0 0 0 0 0
Zanahoria cruda 0 0.23 0 0 0.02 0.02 0.27
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Tabla 5. Contenido de isoflavonas en cereales, leguminosas, alimentos de origen animal y productos
comerciales, expresados en ug/100 g de alimento comestible.

Alimento Daidzeina Genisteina Ecuol Gliciteina Formononetina Biocanina A Isoflavonas

totales

Cereales y leguminosas

Arroz blanco cocido 0 0 0 0 0 0 0
Empanizador 4.51 0 0.83 6.25 0.03 0.53 12.16
Frijol mayocoba cocido 0 0.11 0 0 0 0.11
Frijol negro cocido 1.25 0.66 0 0 0 1.90
Frijol pinto cocido 3.50 1.96 0 0.04 0 5.51
Linaza 0.34 0 0 0.70 0 1.05
Pan birote 8.73 1.33 0 5.53 0 1.19 16.77
Tortilla de harina 0 0 0 0 0 0
Tortilla de maiz 1.42 1.33 0 0 0 0 2.76
Alimentos de origen animal

Huevo guisado 3.50 1.33 0.52 2.35 0.03 0.26 7.99
Queso cocido 0 0 0 0.09 0.03 0.39 0.52
Queso fresco 0 0.16 0.47 0.99 0.02 0 1.64
Productos comerciales

Jamén de pavo 395.24 356.24 0 172.39 0 0 923.86
Jugo de soya 757.64 430.82 0 275.70 0.07 0.17 1464.40
Pastel comercial 125.87 461.23 0.39 28.76 0.09 0.23 616.58
Puré de tomate 0.70 0.89 0 0 0 0.36 1.96

Sabritas Tostitos 0 0 0.90 2.66 0.24 0 3.80
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Tabla 6. Contenido de lignanos y cumestrol en frutas y verduras, expresados en ug/100 g de alimento comestible.

Alimento Secoiso- Matairesinol Enterolactona Enterodiol Lignanos Cumestrol
lariciresinol totales
Frutas
Mandarina 2.51 0.02 0.03 4.87 7.43 0.02
Manzana 0 0 0.02 0 0.02 0
Naranja 1.12 0 0 0 1.12 0
Platano 0 0 0.03 0 0.03 0.04
Verduras
Calabacitas guisadas 1.69 6.95 0 0 8.64 0
Cebolla cruda 0 0 0.02 0 0.02 0.15
Cebolla guisada 0 0 0.01 0 0.01 0.10
Chile serrano 0 0 0 0 0 0.01
Chile verde 0 0 0 0.09 0.09 0.03
Lechuga 0.64 0 0 0.21 0.84 0
Moringa 29.69 0 0 0 29.69 0
Nopalitos 1.96 0 0 0 1.96 0
Papa cocida 0.81 0 0 0.01 0.82 0.04
Papa frita 0.26 0 0.04 0.51 0.81 0.36
Pepino 1.90 0 0.01 0.02 1.92 0
Repollo crudo 0 0 0 0 0 0
Tomate bola crudo 0 0 0 0 0 0.05
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Continuacion

Alimento Secoiso- Matairesinol Enterolactona Enterodiol Lignanos Cumestrol
lariciresinol totales

Tomate bola guisado 0 1.32 0 0 1.32 0.18

Tomate saladett 0 0 0 1.01 1.01 0.03

Tomate saladett guisado 0 1.25 0 0.01 1.25 0.10

Zanahoria cocida 7.10 0 0 0.01 7.52 0.01

Zanahoria cruda 0 0 0.01 0 0.01 0.03




Tabla 7. Contenido de lignanos y cumestrol en cereales, leguminosas, alimentos de origen animal y productos
comerciales, expresados en ug/100 g de alimento comestible.

€6

Alimento Secoiso- Matairesinol Enterolactona Enterodiol Lignanos Cumestrol
lariciresinol totales
Cereales y leguminosas
Arroz blanco cocido 0 0 0 0 0 0.05
Empanizador 0 17.33 0 0 17.33 0.17
Frijol mayocoba cocido 3.91 0 0 3.91 0.35
Frijol negro cocido 4.53 0 1.28 5.81 0.10
Frijol pinto cocido 14.24 0 0 14.24 0.59
Linaza 68.37 3.46 0 0 71.83 0
Pan birote 11.08 0.21 0 11.29 0.18
Tortilla de harina 0 0 0 0 0
Tortilla de maiz 0.36 0 0 0.36 0.06
Alimentos de origen animal y productos comerciales
Huevo guisado 0 0.14 0 0.14 0.02
Queso cocido 0.31 3.55 0 3.86 0.09
Queso fresco 0 0.27 218 0 2.45 0.03
Jamon de pavo 0 0.09 0 0.09 0
Jugo de soya sabor mango 4.29 0.02 0 4.31 0.05
Pastel comercial 0 0.75 1.49 2.25 0.03
Puré de tomate 0 1.91 0.02 0 1.92 0.05
Sabritas Tostitos 1.24 0 0.10 0 1.34 0.28
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Tabla 8. Contenido de flavonas, flavonoles, estilbenos vy fitoestrégenos totales en frutas y verduras, expresados
en ug/100 g de alimento comestible.

Alimento Naring Luteo Kaemp Querc Resve Fitoestrégenos
totales
Frutas
Mandarina 83.90 0.10 0 0.99 0 104.66
Manzana 0.29 0 0.24 1.24 0 19.33
Naranja 55.53 0.22 0 4.94 0 67.56
Platano 1.99 0 0.28 0 0 2.34
Verduras
Calabacitas guisadas 0.55 0.06 0.51 0.1 0.06 13.11
Cebolla cruda 0 0.01 0 0.11 0 0.32
Cebolla guisada 0.41 0 0.81 0.09 0 2.06
Chile serrano 0.47 0.23 0 0.16 0 12.58
Chile verde 0.68 1.19 0.15 1.41 0 47.02
Lechuga 0.06 0 0.01 0.02 0 1.02
Moringa 0.27 10.30 2386.2 2049.6 41.38 4517.48
Nopalitos 0.30 0 0.31 0 0 2.57
Papa cocida 0.11 0 0 0.11 0 2.33
Papa frita 0.03 0.21 0 0 0.34 7.80
Pepino 0 0 0 0.03 0.19 2.21
Repollo crudo 0.04 0.01 0 0.20 0 0.28
Tomate bola crudo 38.17 0 0 0.27 0 38.57
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Continuacion.

Alimento Naring Luteo Kaemp Querc Resve Fitoestrogenos
totales
Tomate bola guisado 140.60 0.15 0.07 0.33 0 143.30
Tomate saladett 18.20 0 0 0.20 0.1 20.61
Tomate saladett guisado 130.94 0.18 0.25 0.38 133.78
Zanahoria cocida 0.06 0.02 0 0.02 7.62
Zanahoria cruda 0.02 0 0 0 0.33

Naring=Naringenina, Luteo=Luteolina, Kaemp=Kaempferol, Querc=Quercetina, Resve=Resveratrol
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Tabla 9. Contenido de flavonas, flavonoles, estilbenos y fitoestrogenos totales en cereales, leguminosas,
alimentos de origen animal y productos comerciales, expresados en ug/100 g de alimento comestible.

Alimento Naring Luteo Kaemp Querc Resve Fitoestrégenos
totales
Cereales y leguminosas
Arroz blanco cocido 0.07 0 0 0 0 0.12
Empanizador 0.47 0.27 0 0 0 30.40
Frijol mayocoba cocido 3.61 0.21 803.43 0 0 811.62
Frijol negro cocido 84.40 0 28.24 1.50 0 121.96
Frijol pinto cocido 81.97 0 406.41 1.00 0 509.72
Linaza 5.45 3.15 5.34 0 0 86.82
Pan birote 0 0.24 0.05 0 9 30.51
Tortilla de harina 0.18 0 0 0 0 0.18
Tortilla de maiz 0.43 0 0 0 0 3.61
Alimentos de origen animal
Huevo guisado 0.35 0 8.50
Queso cocido 0 0 4.46
Queso fresco 0 0.05 417
Productos comerciales
Jamon de pavo 13.17 0 0.64 0 0 937.77
Jugo de soya sabor mango 25.93 0 4.37 0 0 1499.06
Pastel comercial 3.74 0 0 0.86 0 623.46
Puré de tomate 322.39 0.60 1.95 16.50 0 345.37
Sabritas Tostitos 7.14 1.47 0 0 0 14.02




El frijol también es aportador de las isoflavonas daidzeina y genisteina,
variando entre las variedades de frijol analizadas y coincidiendo con los
resultados obtenidos por Thompson y colaboradores en el 2006. Ademas de ser
el frijol fuente de daidzeina, genisteina, secoisolariciresinol y de cumestrol,
también es fuente importante de kaempferol. Un estudio realizado por Martinez
y colaboradores (datos sin publicar) en la Cd. de Guadalajara, Jalisco determino
el contenido de flavonoides en frijol, obteniendo como compuesto mayoritario a
kaempferol en frijol mayocoba, sin embargo no fue cuantificado. En el presente
estudio, el contenido de kaempferol fue también mayor en el frijol mayocoba,
seguido del pinto y después el negro.

En alimentos caracteristicos de la dieta mexicana, como la tortilla de
harina y de maiz, no hay informacién en cuanto al contenido de fitoestrégenos,
por este motivo se seleccionaron para su analisis. Se obtuvo que la tortilla de
harina no es fuente de fitoestrégenos, ya que esta elaborada con harina de trigo
refinada y, por ejemplo, los lignanos estan principalmente en la cascara de los
cereales. En contraste, la tortilla de maiz es fuente de daidzeina (1.42 ug/100
g), genisteina (1.33 ug/100 g) y secoisolariciresinol (0.36 ug/100 g).

La quercetina es un flavonol que se encuentra en frutas y verduras en
general, siendo la cebolla y el tomate de los alimentos mas ricos en este
fitoestrogeno (USDA, 2007). Los resultados aqui obtenidos para quercetina en
cebolla cruda y guisada (0.11 y 0.09 ug/100 g de cebolla respectivamente)
fueron inferiores a los reportados por Crozier y colaboradores (2007a; 2007b),
ya que los autores reportan una concentracion de quercetina en cebolla fresca
de 7.29 mg/100g y para cebolla cocida de 24.36 mg/100g, sin embargo el
analisis se hizo utilizando solo HPLC y detector de UV-Vis.

La concentracion de quercetina en tomate obtenida en este estudio fue
menor a la cuantificada en tomate crudo, la cual es de 590 pg/100 g (USDA,
2008), y en tomate cocido de 700 ug/100 g (Franke et al., 2004; y Harnly et al.,

2006). Sin embargo una similitud entre lo encontrado en este estudio y las

97



referencias antes mencionadas, es que la concentracion de quercetina es
mayor en la cebolla y el tomate cocidos que crudos. Esta diferencia puede
deberse a la perdida de agua de estos alimentos, provocando que se concentre
la quercetina en el alimento. Resultados opuestos son reportados por Crozier y
colaboradores (1997b), en donde la perdida de quercetina en tomate y cebolla
es del 75% al 80% después de hervir por 15 minutos, 65% de pérdida al cocer
en horno de microondas y alrededor del 30% al freir los alimentos.

La naringenina se detectd en la mayoria de los alimentos aqui
analizados. Sin embargo, no existen estudios que hayan analizado esta flavona
en alimentos diferentes a las frutas y verduras, como el huevo, jamon de pavo
y frijoles y alimentos procesados. En estos ultimos alimentos se encontré la
naringenina probablemente por el uso de condimentos (chiles, cebolla, tomate
entre otros) o de aditivos como el acido ascérbico, el cual es utilizado como
fortificador o como conservador.

La moringa oleifera es una plata tropical que se ha relacionado con
efectos benéficos contra el riesgo de enfermedades créonicas como las
cardiovasculares. Dicha planta se ha comercializado en esta region debido a la
gran demanda que se ha presentado por parte de la poblacion. Segun los
resultados mostrados en la tabla 6 y 8, la moringa destaca por su aporte de
secoisolariciresinol y de compuestos antioxidantes como luteolina, kaempferol,
quercetina y resveratrol, pudiendo ser estos compuestos los responsables de
los efectos benéficos que se le han atribuido a la planta. Resultados similares
son reportados por Siddhuraju y Becker (2003), en donde se encontraron la
quercetina y el kaempferol como compuestos fendlicos mayoritarios en
extractos de moringa.

Las diferencias en cuanto a las concentraciones de fitoestrogenos en un
mismo alimento reportada en otros paises, pudieran explicarse en parte debido
a que diversos factores afectan la concentracion de fitoestrogenos en los

alimentos, principalmente los factores ambientales. La exposicién a la luz tiene
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un efecto considerable en muchos de los fitoestrogenos. También se ha
observado que los vegetales producidos de manera organica o en agricultura
sustentable tienen un contenido de fitoestrégenos mayor a los producidos bajo
condiciones de estrés, como pasa en la agricultura convencional o por la falta
de agua (Asami et al., 2003). Los diferentes tipos de variedades de un mismo
alimentos pueden afectar el contenido de fitoestrégenos y ademas, el
almacenamiento los hace facilmente oxidables (Manach et al., 2004). Los
meétodos de coccion e industrializacion también presentan un efecto marcado en
el contenido de fitoestrogenos en los alimentos (Crozier et al., 1997b).

Los resultados en este estudio confirman la necesidad de elaborar las
tablas de composicién de alimentos propias de cada region o pais, ya que se
presentan muchas diferencias en la concentracion de nutrimentos dentro de un

mismo alimento entre distintas regiones.
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CONCLUSIONES

Dentro de los alimentos mayormente consumidos por la poblaciéon de
estudio y que son una fuente importante de isoflavonas estan la mandarina,
manzana, chile serrano, chile verde, frijol pinto cocido y el pastel comercial.
Dentro del grupo de alimentos de origen animal destacan por su contenido de
isoflavonas el jamon de pavo y el huevo. A pesar de consumirse poco, pero por
su gran aporte de isoflavonas, el jugo de soya es el principal aportador de este
grupo de fitoestrogenos.

La mayor concentracion de lignanos se encontré en la mandarina,
naranja, calabacitas guisadas, nopalitos, pepino y tomate guisado. Para
cumestrol, los alimentos de mayor aporte fueron la papa frita, frijol mayocoba
cocido vy frijol pinto cocido. Los alimentos que presentaron mayor contenido de
flavonoles y flavonas fueron la mandarina, naranja, moringa, tomate, frijoles,
jugo de soya y puré de tomate.

El método empleado presenté una sensibilidad mayor en comparacion
con otros métodos que se han desarrollado. Por lo tanto, nos permite detectar
fitoestrogenos que estan en muy bajas concentraciones. El desarrollo de
metodologias mas sensibles, es de gran utilidad sobre todo en los paises de
occidente, donde la ingestion diaria de fitoestrégenos proviene de un gran
numero de alimentos que contribuyen con una pequeia cantidad. Los factores
ambientales, el tiempo de almacenamiento, los métodos de coccién, asi como
los diferentes tipos de variedades, afectan el contenido de fitoestrégenos en
alimentos. Por esto, se resalta la importancia de analizar y complementar las
tablas de composicion de alimentos para su uso en estudios epidemiolégicos,
ya que la falta de informacion o el uso de tablas de composicion de otros paises
pueden llevar a errores al momento de evaluar la relacion entre fitoestrogenos y

salud.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Una de las principales limitaciones del presente estudio fue que solo se
aplicé un recordatorio de 24 horas para comparar la ingestion de fitoestrogenos
con el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Lo ideal seria
aplicar multiples recordatorios (al menos 4), para poder cubrir las variaciones
entre temporadas como lo hace el cuestionario, de esta manera se obtendrian
mayores coeficientes de correlacion. Ademas, otra limitacion es que se
agregaron mas alimentos al listado del cuestionario de FCA, que causo6 una
sobreestimacién del consumo de fitoestrogenos en comparacion con el
recordatorio de 24 horas.

A pesar de que se analizé el contenido de fitoestrégenos en algunos de
los alimentos mas consumidos por la poblacion de estudio, una limitante
importante es la falta de informacién del contenido de fitoestrégenos en muchos
otros alimentos que se consumen en la region noroeste del pais, pero que no
pudieron ser analizados. Lo cual hace necesario continuar con el analisis de
fitoestrégenos en alimentos, en futuras investigaciones.

La principal fortaleza del estudio fue que se analizé el contenido de
fitoestrogenos en alimentos caracteristicos de la dieta mexicana y sonorense,
como las tortillas, para los cuales no existian reportes. El incorporar estos datos
en las tablas de composicion, disminuye el error que se genera al utilizar tablas
de composicion de otros paises. Ademas, el método analitico empleado (HPLC-
MS), fue muy sensible, lo cual permitié detectar y cuantificar a los fitoestrégenos
en concentraciones muy bajas.

Otra fortaleza del estudio fue el tamafo de la muestra y la seleccion de
las mujeres de forma aleatoria, lo que permitié tener una muestra representativa

y homogénea de la poblacion.
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