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RESUMEN

Los fitoestrégenos han generado interés en la salud humana debido a su
posible capacidad de disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas.
Algunos estudios epidemioldgicos, al investigar la asociacion entre los fitoestrogenos
y la salud, se han visto limitados debido a la dificultad de cuantificar el consumo de
estos. Por ello, es necesario establecer un biomarcador para determinar su consumo.
En este sentido, los niveles séricos de fitoestrégenos representan una alternativa
como indicador de exposicion a estos compuestos. Sin embargo, debe disponerse de
métodos sensibles y especificos. Por lo anterior, en el presente trabajo se
implementd un método para la cuantificacion de fitoestrogenos en suero por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS). Ademas, se
evalud el uso de estos niveles séricos de fitoestrogenos como biomarcadores de su

consumo dietario en mujeres adultas sanas de Hermosillo, Sonora.

El método para la determinacién de 16 fitoestrogenos (luteolina, kaempferol,
equol, biochanina A, formononetina, quercetina, naringenina, cumestrol,
secoisolariciresinol, genisteina, matairesinol, enterolactona, enterodiol, daidzeina,
gliciteina y resveratrol) se realiz6 por HPLC-DAD-ESI-MS en suero. Los
fitoestrogenos fueron extraidos en fase sélida, previo tratamiento de la muestra. Los
analitos fueron detectados por MS con un cuadrupolo simple usando ionizacién por
electrospray en modo negativo. EI método presentdé una alta especificidad y
sensibilidad, con una respuesta lineal de 0.02 a 3000 ng/mL.

Los niveles séricos de isoflavonas, flavonoides, lignanos, cumestrol y
resveratrol fueron de 68.4, 107.9, 2.7, 1.6 y 3.2 nmol/L. Estos niveles no presentaron
correlacion con el consumo determinada a partir del recordatorio de 24 horas. Sélo
se presento correlacion para naringenina (r = 0.47, p <0.001), luteolina (r = 0.4 p
<0.001) y genisteina (r = 0.32, p < 0.01). Dada la variacién en el consumo y la
concentracion en suero, el uso de los dos métodos (niveles séricos de fitoestrogenos
y recordatorio de 24 horas) en conjunto seria de utilidad al investigar la relacion entre

fitoestrogenos y el estado de salud.

Xi



INTRODUCCION

Los alimentos de la dieta tienen la capacidad de aumentar o disminuir el
riesgo de desarrollar enfermedades cronicas como cancer, osteoporosis y
cardiovasculares. Estos efectos son el resultado de la ingestion de
macronutrientes, micronutrientes y sustancias bioactivas [1]. Dentro de estas
tltimas se encuentran los fitoestrogenos, los cuales modulan diversos procesos
biolégicos que pueden incidir en la salud [1-2]. Esta modulacién puede
producirse a través de la union a receptores hormonales, o bien, mediante la
regulaciéon enzimética [3-4]. Dado que las hormonas sexuales estan
relacionadas con las vias de sefalizacion y factores de crecimiento, los
fitoestrogenos, al actuar sobre este sistema, participan en procesos

cancerigenos y ateroscleroticos [5].

Los estudios epidemiolégicos se han visto limitados por la dificultad de
cuantificar el consumo de fitoestrogenos, debido a la escasez de datos
relacionados con el contenido de éstos en los alimentos y en la dieta. De la
misma forma, en México la informacion relacionada con el consumo de
alimentos ricos en fitoestrégenos es escasa [6-7]. Por ello, existe la necesidad
de contar con un biomarcador que mida el consumo de estos fitoquimicos. En
este sentido, los niveles séricos representan una alternativa para determinar el
consumo de fitoestrégenos [8-11]. Sin embargo, existen pocos estudios donde
se haya analizado la relacion entre las concentraciones séricas de

fitoestrogenos y la dieta [12-13].

El interés que han recibido los fitoestrogenos en la salud ha llevado a la
necesidad de desarrollar técnicas cada vez mas rapidas, sensibles y

especificas para su cuantificacion en diversas matrices [2]. Una de las técnicas



es la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) sin embargo, presenta
baja sensibilidad y selectividad [1-2]. La cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) presenta alta sensibilidad pero requiere de
varios pasos de preparacion y derivatizacion de la muestra [5, 14]. Por ello, el
método cromatrografico preferido por su alta sensibilidad, selectividad vy
confirmacion de los analitos de interés es la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS), utilizando ionizacion por electrospray
(ESI) o quimica (APCI) [15-17]. Esta técnica, permite la determinacion
simultanea de 7 a 13 fitoestrégenos por andlisis. Por lo tanto, los datos
generados por este sistema pueden ser utilizados para complementar los
estudios epidemiolégicos y, con la informacion recabada, determinar las

posibles asociaciones entre el consumo de fitoestrégenos y la salud.

Con base en los argumentos anteriores, en el presente trabajo se evalué
el uso del suero como biomarcador del consumo dietario de fitoestrégenos en
mujeres adultas sanas de Hermosillo, Sonora. Para ello, se establecido una
metodologia para el analisis de fitoestrogenos en muestras biolégicas por
HPLC-DAD-ESI-MS.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Fitoestrégenos

El interés en los fitoestrégenos ha sido impulsado por su efecto potencial
para reducir el riesgo de desarrollar diferentes enfermedades cronicas [2].
Algunos estudios epidemioldgicos indican que una dieta rica en fitoestrogenos
se asocia con una reduccion del riesgo de cancer dependiente de hormonas,
enfermedades cardiovasculares y osteoporosis [2, 18-20]. A su vez, estudios in
vitro e in vivo con animales de experimentacién, sugieren que los fitoestrogenos
presentan un papel protector en el desarrollo de cancer [1]. En este sentido,
incluir en la dieta el consumo de fitoestrogeno, podria representar una via para

disminuir el riesgo de padecer diversas enfermedades crénicas [21].

Los fitoestrégenos son compuestos difendélicos biolégicamente activos,
de origen vegetal, que estructuralmente mimetizan la accion del 17p-estradiol
[4, 22-23]. Su actividad puede producirse a través de la union a receptores
hormonales, o bien, a través de la regulacién enzimatica [3-4]. De esta forma,
intervienen en el metabolismo y produccion de hormonas sexuales, proliferacion
de células malignas, diferenciacién celular, regulacion de niveles enzimaticos
intracelulares y balance oxidativo [1]. Basados en su estructura quimica, los

fitoestrégenos se dividen en flavonoides y no flavonoides (Figura 1).



Flavonoides

Los flavonoides son el grupo mas grande de polifenoles, con una
estructura base de difenilpropanos (C6-C3-C6), que consta de dos anillos
aromaticos (A y B) unidos a través de tres atomos de carbono (Figura 1). Los
flavonoides se dividen en base a las variaciones que presenta el anillo C en

flavonas, flavanonas, flavonoles, catequinas, antocianidinas e isoflavonas [24].

Flavonoides

Flavonoles Flavonas Flavanonas Isoflavonas

P e

o

No Flavonoides

Cumestanos Lignanos Estilbenos

Q

Figura 1. Clasificacion de los fitoestrégenos de acuerdo a su estructura quimica

Flavonoles, Flavonas y Flavanonas

Dentro de estas subclases, los flavonoles considerados como

fitoestrogenos son quercetina y kaempferol, la flavanona naringenina y la
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flavona apigenina [4]. Recientemente se incluye a esta lista a luteolina por su
capacidad de inhibir actividades procancerigenas [25].

OH

HO 0 O

Naringenina

OH O

Apigenina Luteolina
Figura 2. Flavonoles, flavanonas y flavonas considerados como fitoestrégenos

Estos compuestos se encuentran distribuidos ampliamente en bebidas y
alimentos como frutas, verduras, té, chocolate, cerveza y vino [24, 26]. Dentro
del grupo de los flavonoles y flavonas, quercetina es el que se encuentra en
mayor cantidad en los alimentos [27]. A su vez, kaempferol, miricetina,
apigenina y naringenina estan presentes en citricos, manzanas, cebollas, té y
vino [28]. Quercetina es el principal flavonol presente en cebolla, mientras que
quercetina y kaempferol son los principales compuestos en té [24]. En cuanto a
luteolina, metabolito proveniente de diosmetina, se encuentra en hojas de olivo
[25]. Por ello, existe una gran variedad de alimentos que contienen flavonoides

en la dieta.

El potencial de estos polifenoles como fitoestrégeno ha recibido menor
atencion que los isoflavonas. La importancia de estos compuestos radica en su
actividad antioxidante mas que en su actividad como fitoestrégenos. Esto se

debe a que presentan nula o baja actividad estrogénica. No obstante,



flavonoides débilmente estrogénicos se producen en plantas comestibles y en
ocasiones se utilizan con fines terapéuticos [26]. A pesar de su baja actividad,
algunos son buenos inhibidores del citocromo P450 aromatasa. Este se
encuentra implicado en la conversion de los andrégenos a estrogenos y por lo

tanto, en cierta forma, intervienen en los niveles estrogénicos de la mujer [26].

Isoflavonas

Los isoflavonas difieren de los flavonoides en presentar el anillo B unido
al C3, y no al C2, del heterociclo principal (Figura 1). La variacion estructural
dentro de los isoflavonas es muy diversa, incluyendo no sélo el niumero y
complejidad de los sustituyentes, sino también diferentes niveles de oxidacién
del heterociclo [26].

Los isoflavonas presentes en la dieta, se dividen generalmente en
isoflavonas simples y glicésidos [26]. Las isoflavonas constituyen el grupo
principal de los flavonoides con 364 compuestos aglicados [5]. Dentro de este
grupo, las de mayor interés con relacibn a su actividad estrogénica son
genisteina, daidzeina, gliciteina, biochanina A y formononetina (Figura 3).
Ademas los glicésidos con esta actividad biolégica son daidzina, genistina y
glicitina (ya sea en forma glucosidica, acetilglucosidica o malonilglucosidica)
[23].

Los isoflavonas presentan una distribucion limitada en el reino vegetal ya
que se encuentran principalmente en la subfamilia de las leguminosas, la
Papilionaceae. En algunas investigaciones, se ha detectado su presencia en
otras familias de las angioespermas, incluyendo a Compositae (lechuga),
Iridaceae (azafran), Myristicaceae (nuez moscada) y Rosaceae (manzana) [29].



Por ello, son relativamente pocas las especies que contienen isoflavonas en la

dieta.

OMe

Formononetina

HO O OH
I
OH

Gliciteina Biochanina A O-desmetilangolesina
HO o}
I L.,

Equol

Figura 3. Isoflavonas y sus metabolitos considerados como fitoestrégenos

La principal fuente dietaria de isoflavonas es la soya. Altos niveles de
genisteina y daidzeina se presentan en alimentos a base de soya, harina de
soya y concentrados de soya. También se han identificado como fuentes al
garbanzo, los chicharos, el frijol y otras leguminosas, asi como el trébol y
alfalfa; ademas de los granos de cereales [23]. A su vez, la col, frutas secas,
esparragos, ajo y bebidas alcohdlicas proporcionan isoflavonas a la dieta [23,
26]. Si bien la soya es el alimento con mayor concentracién de isoflavonas, se
cree que algunas frutas como la papaya y el kiwi podrian ser una fuente dietaria
importante de isoflavonas [5].

La concentracion y composicion quimica de las isoflavonas se ve

afectada por su procesamiento comercial [30]. Por lo que, los productos



altamente procesados (como la salsa de soya y el miso) pierden casi el total de
las isoflavonas en su elaboracion, mientras que los alimentos sin procesar
mantienen inalteradas sus concentraciones [23]. Los cambios quimicos
dependeran del procesamiento del alimento, presentandose alteracion en el
glicosido hasta pérdida del mismo. Los alimentos minimamente procesados,
como la harina de soya, contienen 6""-O-malonildaidzin y 6""-O-malonilgenistina
como principales compuestos. En cambio, los alimentos tratados térmicamente,
presentan 6 "-O-acetildaidzina y 6 "-O-acetilgenistina. Durante el proceso de
fermentacion, se presenta remocion de glicosilaciones. Por ello, los alimentos
no fermentados contienen mayores niveles de glucosilaciones, mientras que los
alimentos de soya fermentados contienen mayores niveles de isoflavonas

aglicadas [23].

No flavonoides

Los difenoles no flavonoides considerados como fitoestrégenos

pertenecen a los cumestanos, lignanos y estilbenos.

Cumestanos

Los cumestanos se estan relacionados genéticamente con las isoflavonas [31].
De esta forma, el cumestrol se deriva de la daidzeina por una serie de
reacciones que incluyen hidroxilacion y oxidacion en el C2 y la formacion de un
anillo entre el C4 del heterociclo y C2"del anillo B (humeracién de acuerdo a las
isoflavonas) [26]. Dentro de los cumestanos, se han identificado una gran

variedad de ellos pero soélo algunos presentan actividad estrogénica. Por lo
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tanto, dentro de esta clase, el de mayor interés en relacion a su actividad
estrogénica es el cumestrol. Siendo, la principal fuente dietaria, el germen de

soya Yy la alfalfa. También se encuentra en el garbanzo, los chicharos y el frijol.

HO 0.0
t& A
ag
OH

Figura 4. Cumestrol

Lignanos

Los lignanos son un grupo de metabolitos secundarios de plantas que
consisten principalmente de unidades fenilpropanoides (C6-C3) (Figura 1). Son
un grupo de compuestos diversos, ampliamente distribuidos en todo el reino
vegetal donde funcionan como agentes de defensa [26]. Los principales
lignanos presentes en plantas son secoisolariciresinol y matairesinol. Sin
embargo, se ha demostrado que también las plantas contienen en pequefias
cantidades lariciresinol, pinoresinol, siringaresinol, 7-hidroximatairesinol, entre
otros. Lo anterior sugiere que el consumo de estos compuestos puede ser mas
alta y diversa a lo estimado. En la actualidad, se han identificado cerca de 500

estructuras diferentes de lignanos en plantas [32].

Los lignanos estan presentes en las raices, tallos, hojas, granos y frutos,
encontrandose la mayor cantidad en la capa externa de los granos (Figura 5)
[26, 33]. Las fuentes dietarias mas importantes de estos compuestos son las
semillas de lino y soya, cereales integrales (trigo, centeno y avena),
leguminosas, hortalizas, nueces y frutas (principalmente las moras) [23, 34]. A

su vez, se incluye el consumo de bebidas como el café, té y vino [32]. Ademas,



las dietas ricas en fibra son fuente de estos compuestos especialmente en

paises occidentales [21].

MeO MeO
sps- spo.
HO OH HO
l OMe l

OH OH

Secoisolariciresinol Matairesinol

Enterodiol Enterolactona

Figura 5. Principales lignanos presentes en la dieta y sus metabolitos

Estilbenos

El resveratrol (3, 5, 4 -trihidroxiestilbeno) es el Unico estilbeno
considerado dentro de los fitoestrégenos. Su estructura consiste en la unién de
dos anillos fendlicos por un enlace doble estireno (Figura 6). El doble enlace es
responsable de la presencia de los isébmeros cis y trans, pero el isbmero trans
es el mas estable desde el punto de vista estérico. Si bien los dos isébmeros
presentan actividad estrogénica, es el isomero trans el mas estudiado
probablemente por encontrarse en mayor concentracion en los alimentos y por

presentar mayor actividad anticancerigena [35-36].
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Figura 6. trans-resveratrol

El resveratrol pertenece al grupo de las fitoalexinas, las cuales se
producen en las plantas bajo estrés microbiano o por radiacion ultravioleta. A
pesar de que los sustratos, 4-coumaroil-CoA y malonil-CoA, necesarios para la
biosintesis de este estilbeno estan presentes en todas las plantas, no todas
contienen la enzima resveratrol sintasa necesaria para su sintesis. Sin
embargo, se han identificado méas de 70 especies de plantas que contienen este
estilbeno. Asi, el resveratrol se encuentra en la dieta en alimentos como el vino,
las moras, arandanos, uvas y el cacahuate [37-38]. Su concentracién en los
alimentos dependera del clima y la presion fangica ya que al ser un fungicida su

sintesis es inducida por la infeccion de diversos microorganismos [35].

Absorcién, metabolismo y excrecion de fitoestrogenos en humanos

Para poder establecer el papel de los fitoestrogenos en la salud humana
es importante esclarecer su metabolismo, lo cual no se ha logrado por
completo. La informacion recabada al momento se centra en las isoflavonas
daidzeina y genisteina y, en menor medida, en los lignanos enterodiol y
enterolactona [39]. Existe poca o nula informacion relacionada con otros
flavonoides como los prenilados o los cumestanos, por lo que a continuacion

s6lo se mencionara el metabolismo de las principales isoflavonas y lignanos.
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La mayoria de los fitoestrogenos presentes en los alimentos existen
como glicésidos. Cuando se consumen, son sometidos a transformaciones
metabdlicas por enzimas tisulares o bacterianas, dando como resultado la
formacion de compuestos similares a hormonas con actividad estrogénica débil
[5]. Por lo que, la biodisponibilidad de estos componentes de la dieta depende
de diversos factores. Entre estos factores esta la tasa de captacion de forma
libre y conjugada, hidrdlisis de glicosidos, metabolismo posterior (formacién de
compuestos glucurdnidos en el higado, circulacion enterohepética), y tasa de

excrecion en heces y orina [26].

En el ser humano, los fitoestrégenos aparecen en el plasma a un ritmo
rapido y a un mayor nivel después de su administracion oral en forma libre que
los conjugados. Asi por ejemplo, daidzeina, pero no sus glicésidos, es
facilmente transportada a través de las células intestinales (Figura 7). Se ha
sugerido que su hidrdlisis inicia en la saliva y en el estbmago, pero existen
desacuerdos al respecto. Por su parte, las B-glucosidasas en el higado y en los
enterocitos del intestino delgado son capaces de hidrolizar las isoflavonas
glicosiladas. Asi mismo, las B-glucosidasas de bacterias como lactobacilos,
bacteroides y bifidobacterias, juegan un papel en la hidrélisis [39]. Una vez
hidrolizados, los fitoestrogenos pueden ser absorbidos, o bien, pueden ser

metabolizados por la flora bacteriana.

Una vez absorbidos, los fitoestrégenos son reconjugados con acido
glucurénido y, en menor medida, con sulfatos. La conjugacion se lleva a cabo
en el higado o en el intestino por accién de las UDP-glucuronosil transferasas y
sulfotransferasas [39]. De esta forma, los fitoestrogenos presentes en

circulacion estaran glucuronidados, sulfatados o sulfoglucuronidados.

A pesar de que la ingestion de isoflavonas resulta en un incremento de
las mismas en plasma y orina, estos compuestos son posteriormente

metabolizados. Asi, Biochanina A y formononetina son rapidamente
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desmetilados después de su ingestion por bacterias y por la actividad de
diferentes citocromos P450 en el higado. Biochanina A se transforma a
genisteina, la cual es metabolizada a p-etilfenol y dihidrogenisteina. Este ultimo
es posteriormente metabolizado a 6-hidroxi-O-desmetilangolesina. En cambio,
a O-

formononetina se transforma a daidzeina y a continuacion

desmetilangolesina (O-DMA), equol y otros metabolitos [5, 23].

Circulacién: Glucurdnidos/sulfatos

HO,C
HO 0 o o HSOQC o
o) PN 0 O
0% o
Dihidrodaidzeina o~ "0H
Daidzeina
O-desmetilangolesina
HO,C HO,C,
HO 0 o oH HO—A-0
HO‘%\\/ N x HO‘%?);Q/O O o
=
0
o] .S.
0" "OH 3
2 | Intestino Daidzeina e
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L3 A1 © HO,C
HO 0 | HO—%A-0
e seP - < L |
T ) V4 ’ = O
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HO Sl OO =)
W 1L J V4 Equol
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Ingestion: Eliminacion:
B-glicosidos Glucurénidos/sulfatos

Figura 7. Representacion esquematica del metabolismo de daidzeina
Antes de ser absorbida en el intestino, daidzina es hidrolizada a daidzeina por accion
de enzimas bacterianas y tisulares. Para pasar a circulacion, daidzeina es
glucuronidada y/o sulfatada por accién de UDP-glucuronosil transferasas o sulfatasas
presentes en el higado o en el intestino. Estos conjugados pueden ser excretados de
nuevo al intestino via circulacion enterohepética donde son deconjugados por enzimas
bacterianas. De esta forma, pueden ser reabsorbidos, transformados y/o excretados.

Si bien las isoflavonas presentan actividad estrogénica, su metabolito
equol; es significativamente mas estrogénico. Por lo tanto, es en gran medida
responsable de los efectos fisiolégicos del consumo de isoflavonas. Sin
embargo, la habilidad para producir equol no es la misma en todos los

individuos. Su conversion se ve afectada por factores como la microflora del
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intestino, consumo de carbohidratos, fibra y antibioticos principalmente. A pesar
de ello, equol puede ser ingerido a partir de alimentos como la leche, carne y
mariscos [5, 26, 40].

Por su parte, el metabolismo de los lignanos es bastante complejo. Una
vez ingeridos se convierten en fitoestrégenos activos por la accion de la
microflora en el colon proximal. Asi, secoisolariciresinol se convierte a
enterodiol a través de reacciones que implican hidrdlisis, deshidroxilacion y
desmetilacién. Posteriormente el enterodiol es metabolizado a enterolactona por
oxidacion. Mientras que matairesinol se metaboliza a enterolactona a través de
deshidroxilacion y desmetilacion [23]. A su vez, pinoresinol y lariciresinol son
metabolizados a enterolactona [41]. De esta forma, los lignanos encontrados en
sangre y orina son enterodiol y enterolactona, aunque también pueden

presentarse lignanos como lariciresinol e isolariciresinol [42].

Los fitoestrégenos conjugados y sus metabolitos, pueden ser excretados
de nuevo al intestino por circulacién enterohepatica. Una vez ahi, las enzimas
B-glucuronidasas y arilsulfatasas bacterianas pueden liberar a los fitoestrogenos
y dejarlos disponibles para su reabsorcion [39]. La actividad de ciertas bacterias
puede seguir metabolizando y degradando a los fitoestrogenos, previniendo su
reabsorcion. Finalmente, los fitoestrogenos son eliminados por la bilis o via
urinaria, presentandose bajas recuperaciones, resultado de la extensa
degradacion bacteriana, produciéndose compuestos tan simples como p-
etilfenol [43].
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Efecto de los Fitoestrogenos de la Dieta en la Salud Humana

Los estrégenos promueven la proliferacion y el crecimiento de células de
tejidos especificos en el cuerpo como las glandulas mamarias, utero, vagina,
ovarios, testiculos, epididimo y pristata. Los estrOgenos a su vez intervienen en
el mantenimiento de diferentes sistemas como el 6&seo, nervioso Yy
cardiovascular. La funcion del estrogeno en el organismo se realiza por su
afinidad y especificidad de union a proteinas intracelulares denominadas
receptores de estrogenos a y B (REa y RER) [44]. Una vez unido el estrégeno al
RE se produce una serie de sefiales que conllevan a la modulacion de la
transcripcion de genes [45].

Los fitoestrogenos, por su similitud estructural con el 17B-estradiol,
presentan actividad estrogénica débil (10° - 10* veces menor que el estrégeno)
[46]. Estos compiten con el estrégeno por la unién del RE, modulando la
transcripcion de genes [47]. La capacidad de union al RE dependera de la
presencia del anillo aromatico, grupos hidroxilo y el caracter hidréfobo de la
estructura [48]. Como se observa en la figura 8, existe una similitud estructural
entre el estradiol y los fitoestrogenos. La distancia entre el hidroxilo del C7 y del
C4’en las isoflavonas es casi idéntico a los hidroxilos del C3 y C17 del estradiol
[26]. Por lo que la distancia entre los dos grupos hidroxilo en los fitoestrogenos

y los presentes en el 17 B-estradiol, es esencial en la union al RE [49].

Un cambio en la estructura repercute en la actividad estrogénica. Asi por
ejemplo, la metilacion o glicosilacién disminuye la capacidad de unién al RE.
Por ello, formononetina y biochanina A son menos estrogénicos que daidzeina y
genisteina. En cambio, la isoprenilacion incrementa la unién la RE. La
capacidad de union relativa de los fitoestrégenos puede describirse como sigue:
estradiol = cumestrol > genisteina = equol > daidzeina > gliciteina > kaempferol

> paringenina > resveratrol > biochanina A = enterolactona = formononetina [39,
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44, 50]. Por lo tanto, la estructura quimica de los fitoestrégenos determina la
afinidad, selectividad y eficiencia de union al RE [51].

OH ] OH

EQUOL

RESVERATROL

ESTRADIOL

I OH
OH
OH
HO

ENTERODIOL CUMESTROL

Figura 8. Similitud estructural de los fitoestrégenos con estradiol

La unién del fitoestrégeno al RE es equivalente al formado por el
estradiol, por lo que induce actividad transcripcional. Los fitoestrogenos
presentan mayor afinidad por el REB que por el REa. EL REB se expresa en
ovarios, utero, cerebro, testiculos, préstata, pulmones, sistema cardiovascular y

0seo [44]. Por lo que, la accion agonista en REB y la baja activacién del REaq,
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tienen un efecto benéfico en la menopausia, osteoporosis, proteccion

cardiovascular, metabolismo de lipidos, cancer de prostata y mama [45, 47, 52]

Los fitoestrogenos también ejercen sus efectos biolégicos a través de
mecanismos no estrogénicos. Por esta via modulan la inhibicion de enzimas
como la tirosina cinasa, ADN topoisomerasa | y I, y la cinasa ribosomal S6, las
cuales estan involucradas en mecanismos de sefializaciéon, diferenciacion y
proliferacion celular [53]. Ademas, presentan actividad antioxidante inhibiendo la
formacion de peroxido de hidrogeno, iones superdxido, y aumentando la

actividad de enzimas antioxidantes [23].

Es a través de estos efectos estrégenicos y no estrogénicos que se han
estudiado a los fitoestrogenos en diferentes padecimientos. Con base en estos
estudios epidemioldgicos y clinicos, se ha considerado que los fitoestrégenos
pueden presentar un efecto benéfico en la salud.

Fitoestr6genos y menopausia

En la menopausia, el uso de la terapia hormonal de reemplazo (THR)
ofrece un efecto protector contra enfermedades cardiovasculares, mejora la
funcion cognitiva y alivia la sintomatologia neurovegetativa. Sin embargo, existe
poca confiabilidad en su uso debido a datos epidemiolégicos y clinicos que
indican un aumento en el desarrollo de cancer mamario [54]. Para ello, el uso
de fitoestrogenos ofrece un alivio potencial en la sintomatologia de la
menopausia por proveer de estrégenos exogenos [23]. En esta forma, se evitan
los riesgos por el uso prolongado de la THR y se reduce el riesgo de cancer y

osteoporosis [55]

17



A pesar de posible efecto positivo de los fitoestrogenos en la
menopausia, ciertas investigaciones revelan no necesariamente los
fitoestrogenos ayudan a aliviar los sintomas de la menopausia. Ademas
aseguran que el alivio en la severidad y frecuencia de los bochornos es
“‘modesto” en comparacién con los de la THR [56]. Pese a esta informacion, se
ha observado que las mujeres productoras de equol presentan la menor
severidad en la sintomatologia neurovegetativa de la menopausia. Lo anterior
remarca el hecho de qué las mujeres continien recomendando el consumo de
alimentos ricos en fitoestrogenos para minimizar los sofocos [57]. La evidencia,
al momento, es escasa para poder afirmar que los fitoestrégenos reducen los
bochornos, sobre todo diversos disefios de estudio hacen dificil comparar los
efectos [58].

Fitoestrégenos y riesgo cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se encuentran dentro de las
principales causas de muerte en los paises occidentales. Las personas con
obesidad central, hipertension, bajos niveles de colesterol unido a las
lipoproteinas de alta densidad, dislipidemia e hiperglucemia, se encuentran en
alto riesgo de padecer una ECV [59]. Sin embargo, se ha observado que un alto
consumo de fitoestrégenos puede reducir este riesgo [37, 60].

Los estrégenos brindan proteccion cardiovascular al inhibir mediadores
pro-inflamatorios, estimular la produccion de prostaciclinas (PGl,; previenen la
formacion y agregacion paqueteria) y de prostaglandina (aumenta la
permeabilidad del tejido para el paso de antiagregantes plaguetarios) al activar
la ciclooxigenasa 2 (COX-2). De la misma forma, los fitoestrégenos presentan
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efectos sobre el sistema cardiovascular, incluso los que presentan baja
actividad como biochanina A [61]. Asi, se ha observado que biochanina A
presenta efectos benéficos al regular la expresion hepatica del mMRNA de apoA-
1 a través de la union al RE [44, 52].

Los flavonoides presentan actividades anti-inflamatorias a través de la
produccion de PGIl, e inhibicion de enzimas como lipoxigenasas Yy
cicloxigenasas, y factores como 6xido nitrico sintasa (iNOS), el factor nuclear-
KB (NF-kB), y moléculas de adhesiéon celular (ICAM-1 y VCAM-1) [37, 61-63].
Estos efectos resultan de la union de los flavonoides al RE, ya que al inhibir la
actividad del receptor a través de antagonistas como ICI 182,780 (medicamento
que permite la disminucion del RE), los fitoestrégenos son incapaces de
producir PGI, [61].

Los fitoestrogenos a su vez, protegen contra la peroxidacion lipidica a
través de su actividad antioxidante. Estudios in vitro demuestran que genisteina,
daidzeina, sus derivados glicosilados, metoxilados y metabolitos, son capaces
de inhibir la oxidacion de las LDL [64-65]. De hecho los metabolitos equol y O—
desmetilangolesina presentan mayor actividad antioxidante. Lo anterior sugiere
qgue la ausencia del doble enlace en los carbonos 2,3 y el grupo oxo en el
carbono 4 incrementa la actividad antioxidante. Asi mismo, el numero y la
posicion de los grupos hidroxi (en el C-4", C-5, C-7) son determinantes en la
inhibicién de la peroxidacion [64, 66].

Fitoestrogenos y osteoporosis

La deficiencia de estrdgenos en mujeres postmenopausicas puede llevar

a desgaste 6seo. Esto por un aumento en la reabsorcion 6sea y por disminucién
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en la formacion de los huesos [26]. Los fitoestrégenos al presentar accion
estrogénica podrian reducir el riesgo de osteoporosis. Los mecanismos para
estos efectos incluyen la estimulacion en la proliferacion de osteoblastos,
proteccion de estas células del dafio oxidativo y aumento en la apoptosis de
células progenitoras de los osteoclastos [67-68]. Por consiguiente, existe un
gran interés de los fitoestrogenos en el posible papel en la reduccién de

osteoporosis.

La genisteina, a bajas concentraciones (0.1 uM), presenta efectos a
través de la unién al RE, mientras que a altas concentraciones inhibe a tirosina
cinasa (enzima involucrada en la actividad de los osteoclastos). De la misma
forma, se ha sugerido que la genisteina podria modular la produccion de éxido
nitrico lo que resultaria en la modulacion de la formacion del hueso y por lo
tanto, la disminucion de la pérdida de material 6seo [67]. Incluso se ha
observado que la genisteina (a 1 nM) protege a los osteoblastos MC3T3-E1
contra el dafo oxidativo en mayor medida que las vitaminas E y C [69].

Si bien los fitoestrégenos no presentan el mismo mecanismo de accion,
se ha observado que son capaces de ejercer sus efectos a través de diferentes
vias. Tal es el caso de daidzeina, la cual es incapaz de inhibir a tirosina cinasa.
A pesar de ello, daidzeina presenta actividad (a 1 nM) al reducir la
diferenciacion de osteoclastos en respuesta a la vitamina D. Ademas, puede
inducir la apoptosis de células progenitoras de osteoclastos a través de la
activacion de caspasas 8 y 3, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos
apoptoticos. Estos efectos los logra daidzeina por su unién al RE, ya que al
inhibir la actividad del receptor a través de ICI 182,780, daidzeina es incapaz de

activar a las caspasas, permitiendo la formacion de los osteoclastos [70].

Por otro lado, los flavonoides son capaces de inhibir la proliferacion,
diferenciacion y mineralizacion de los osteoblastos. La proliferacion de los

osteoblastos se ve inhibida cuando las células son expuestas a quercetina a
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una concentracion de 5 yM a 10 uM. Asi mismo, quercetina (a 10 uM) detiene a
la célula en la primera fase del ciclo celular (G1) al estimular la expresién de
MRNA de p21 que conlleva a la inhibicion de cinasas dependientes de ciclina y
la fosforilacion de las histonas 1. Una vez que los osteoblastos han dejado de
proliferar, la genisteina reduce la actividad de fosfatasa alcalina, la expresion de
mRNA de osteocalcina, los depdsitos de Ca* y la formacién de nédulos
mineralizados, los cuales son marcadores de la diferenciacion de osteoblastos
[71].

A pesar de los mecanismos de accién propuestos, el consumo de
fitoestrégenos provenientes de la soya presenta mecanismos independientes a
sus efectos estrogénicos. En primer lugar, los alimentos con soya son fuente de
calcio. En segundo lugar, una dieta rica en proteinas de soya, puede prevenir la
pérdida urinaria de calcio comparado con una dieta rica en proteina animal [23].
Por lo que el efecto protector de los fitoestrogenos en la osteoporosis adn no
esta bien establecido.

Fitoestrogenos y cancer

Existen diversas investigaciones que apoyan la hipétesis de que el
consumo de fitoestrégenos reduce el riesgo de cancer, como el de mama, colon
y préstata. Esto se debe a que pueden inhibir la angiogénesis (esencial en la
expansion del tumor) e inhibir la actividad de diversas enzimas, por mecanismo
dependiente o independiente de union al elemento de respuesta a estrégenos
(ERE) [22].

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un potente

estimulador de la angiogenesis. Los fitoestrégenos, como genisteina, inhiben el
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crecimiento vascular hasta un 50% cuando se utilizan concentraciones de 370
MM. Sin embargo, estos resultados no son relevantes ya que las
concentraciones en circulacién son de 1 a 10 yM [72]. Por otro lado, estudios
donde se utilizaron concentraciones menores de genisteina (1 a 50 pM) se
observé, en células de tumor de mama (F3Il) y de melanoma (B16F0), una
reduccion en la migracion celular [73]. Se sabe que las isoflavonas ejercen su
efecto antiangiogénico por inhibicion del VEGF, pero no se sabe si los demas
fitoestrogenos presentaran los mismos efectos y el mecanismo de accién [72-
73].

Los fitoestrogenos, a través de la regulacion enzimética, inhiben a
tirosina cinasa, topoisomerasa Il e histidina cinasa, relacionadas con la
expresion de oncogenes [74]. Cabe mencionar que las tirosinas cinasas son
esenciales en los mecanismos de traduccién de sefales. Los fitoestrégenos, al
inhibir la actividad de estas enzimas, previenen la progresién de la célula a la
fase S, la detienen en G2/M e inducen la apoptosis [51, 75]. Asi, por ejemplo,
genisteina (75 pM) inhibe el crecimiento celular de cancer cérvico-uterino
(HeLa) al reducir la expresién de toposomerasa |l. Esta variacion de los niveles
de topoisomerasa Il juega un papel en la apoptosis de las células cancerosas
[76].

La transduccion de genes no se limita por su union al ERE. Los
fitoestrogenos presentan este efecto, al regular las cascadas de sefializacion
responsables de la expresién de genes, ciclo celular, proliferacion celular y
apoptosis a través de ERa y ERB. Resveratrol y naringenina inhiben cinasas
reguladas por sefales extracelulares (ERK) y la activacién de la proteina cinasa
activada por mitégeno p38 (MAPK) en diferentes lineas celulares (HelLa y
HepG2). Mientras que, genisteina y daidzeina regulan la actividad de proteina
cinasa activada por mitogeno 1 (MEK1) y por ERK en células cancerosas de
mama. Lo anterior, conlleva a la supresion del NF-k y ciclina D1y, por lo tanto,

22



a la apoptosis. Estos efectos no se ven inhibidos por la presencia del
antiestrogeno ICI 182 780, lo que comprueba que la actividad es independiente

de la capacidad estrogénica del fitoquimico [22, 72, 75].

A pesar de los diversos estudios realizados, éstos no son concluyentes
por lo que el posible efecto protector de los fitoestrégenos en la prevencion del
cancer sigue siendo incierta [22]. Algunos trabajos mencionan efectos
moderados entre el consumo y el riesgo, otros han detectado nula asociacion, y
algunos han determinado un marcado efecto protector [21, 77-78]. Otros

aseguran que los resultados benéficos no son aplicables in vivo [51].

Estimacion del Consumo de Fitoestrégenos

Generalmente la estimacion del consumo de fitoestrogenos se realiza a
través de cuestionarios, diarios o entrevistas. Estos métodos implican ya sea la
recopilacion de la ingestidn reciente, con el recordatorio de 24 h, o la ingestién
habitual, con el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos. Para ello,
se requiere la cantidad consumida y una descripcién detallada del alimento. La
informacién obtenida de los cuestionarios se traduce a datos cuantitativos a
través de la tabla de composicion de alimentos con lo que se establece el

consumo del individuo [79-80].

Existen diferentes factores que afectan la formacion y concentracién de
los fitoestrogenos en los alimentos. Dentro de estos factores se encuentran las
condiciones ambientales, tipo, madurez y variedad del alimento [4]. Ademas,
existen factores que influyen en la ingestion y absorcion como son el patron de
consumo de alimentos, las diferencias en el metabolismo, flora bacteriana y

consumo de antibidticos entre otros [81-82]. Por lo anterior, el contenido de
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fitoestrogenos en los alimentos es variable y, su ingestion lo es aun mas. De
esta forma, se observan estimaciones de consumo que van de 10 a 100 mg/dia,
incluso de 200 mg/dia o bien, por debajo de los 5 mg/dia [4, 8, 27, 83].

Numerosos estudios se han centrado en estimar el consumo de
fitoestrogenos, sin embargo, los resultados son diversos. Esto se debe a que
los cuestionarios dietarios estdn asociados a errores aleatorios y sistematicos
[84]. Estos errores surgen del uso de las tablas de composicion de alimentos, la
evaluacion de la frecuencia del consumo, el tamafio de la porcion, la variacion
diaria del consumo y un fallo en el reporte de la dieta (ya sea por cambios en la
alimentacion o un reporte erréneo del entrevistado) [79, 84]. La presencia de
estos errores conlleva a que los cuestionarios carezcan de exactitud. En
cambio, un biomarcador es un indicador objetivo del consumo, por lo que los

podrian reemplazar los métodos tradicionales [80].

Es indudable que al evaluar la actividad estrogénica de los
fitoestrogenos, la concentracion de estos compuestos debera estar en un
intervalo cercano al encontrado en humanos. En este sentido, muchos factores
deben tomarse en cuenta, tales como su consumo diaria, su metabolismo,
niveles plasmaticos y excrecion; factores que varian entre individuos [4]. Una
vez logrado esto, se podra contribuir a establecer la relacion entre el consumo

de fitoestrogenos y el estado de salud de las personas.

Evaluacién del consumo de fitoestrogenos en México

En México, la mayoria de las investigaciones relacionadas con el
consumo de fitoestrogenos han sido realizadas en mujeres sanas del centro del

pais y en mujeres con cancer de mama [6-7, 85]. El estudio en mujeres sanas
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reveld que los alimentos que contribuyen al consumo de los fitoestrogenos son:
frijol pinto, brécoli, manzanas, salsas, cebollas y naranjas. Sin embargo, el
estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, el analisis se limit6 a
nueve fitoestrogenos, por lo que no refleja el consumo total de ellos. En
segundo lugar, no incluye el contenido de los compuestos de algunos alimentos
locales y de su consumo frecuente. En tercer lugar, la informacion sobre la
preparacion de alimentos no fue incluida en los cuestionarios. Por ultimo, los
datos obtenidos no reflejan a la poblacion de la republica por lo que no pueden

ser generalizados [6].

El estudio realizado en México acerca de la ingestién de fitoestrogenos y
el riesgo de cancer de mama fue consistente con investigaciones realizadas en
paises como Grecia, ltalia y Estados Unidos. Se observo que las mujeres
postmenopausicas, con alto consumo de flavonoles y flavonas, presentaban
una reduccion significativa de riesgo de cancer mamario (RM = 0.21, IC 95 %:
0.07-0.60 y RM = 0.29, IC 95 %: 0.10-0.82 respectivamente). Dentro de este
estudio también se observo un efecto similar de los lignanos pero en mujeres
premenopausicas (RM = 0.32, IC 95 %: 0.10- 0.99 y RM= 0.19, IC 95 %: 0.06-
0.62). Estos resultados respaldan el papel protector de los fitoestrogenos en el
cancer de mama a diferentes estados menopausicos, independientemente de

otros factores reproductivos [7].

Aunado a lo anterior, es necesario evaluar la ingestion de fitoestrégenos
y su relacion con la salud en el norte de México. El norte del pais tiene una tasa
de incidencia de cancer de mama mayor que los del sur de México. En el 2009,
la Direccion General de Epidemiologia inform6 una incidencia de cancer de
mama en Sonora de 8.09 por 100 000 habitantes. Si bien, la incidencia se
encuentra por debajo de la nacional (15.41 por 100 000 habitantes), los estados
del sur de México presentan incidencias menores a 5 por 100 000 habitantes.

Existen diversos factores que podrian explicar esta diferencia, pero debe
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tenerse en cuenta que los habitos alimenticios son distintos. La dieta del sur se
caracteriza por ser baja en grasas y carne roja, pero rica en alimentos con
flavonas y lignanos. Por otro lado, la dieta del norte, se caracteriza por el alto
consumo de grasas, azUcares y carnes rojas, y bajo consumo de frutas y
verduras [7]. Por ello, conocer el consumo de fitoestrogenos a través de la dieta
regional sonorense permitiria hacer asociaciones con en el posible riesgo de

cancer de mama y otras enfermedades cronicas.

El Suero como biomarcador del consumo de fitoestrégenos

Los estudios epidemiolégicos se han visto limitados por la dificultad de
cuantificar la ingestién de los fitoestrégenos. Esto puede atribuirse a la escasez
de datos sobre las concentraciones de estos compuestos en los alimentos y su
consumo diaria. La extraccion y el andlisis de los fitoquimicos es dificil dada la
variedad y la variacion de alimentos en los cuales se encuentran presentes [86].
Las bases de datos de composicién de alimentos son costosas y dificiles de
establecer, sobre todo en alimentos procesados, funcionales y suplementos
alimenticios. Por lo tanto, la disponibilidad de un biomarcador como medida
independiente y objetiva de la exposicibn a estos compuestos exdégenos

representa una alternativa atractiva [10, 19].

Un biomarcador se define como un cambio medible, ya sea bioquimico,
fisiolégico o patoldgico, en un organismo, relacionado a una exposicion o efecto
especifico [51]. Existen tres tipos de biomarcadores: de exposicion, efecto y
susceptibilidad a la exposicion [87]. Los marcadores de exposicion indican que
el compuesto exdgeno (0 sus metabolitos) se encuentra biodisponible en el

organismo. Los biomarcadores de efecto miden la capacidad funcional, o
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cualquier indicador del estado del cuerpo afectado por la exposicion. Por altimo,
los marcadores de susceptibilidad permiten identificar a los individuos mas
susceptibles a dafios debido a la exposicién en una poblacién [79]. Por lo tanto,
un biomarcador es una medicion en el organismo que refleja cuantitativamente

la interaccion con el agente exdgeno [88].

Para ello, un biomarcador ideal, para ser utilizado, debe de cumplir con
las siguientes caracteristicas [89]:

o Debe ser de relevancia biolégica para el tipo de efecto o de
compuesto que pretenda controlarse o medirse.

o El método de cuantificacion debe ser sensible, de forma que
refleje un cambio debido a la exposicion al agente.

o Debe ser especifico para un agente determinado.

o Debe ser detectable en muestras disponibles, no invasivas y no
destructivas para el organismo (sangre, orina, pelo).

o El método de cuantificacion debe ser reproducible y de bajo costo.

o La variabilidad natural y modificaciones temporales del indicador

debieran ser controlables o al menos conocidas.

Dentro de los biomarcadores de exposicion a fitoestrégenos, que pueden
ser utilizados, se encuentran el suero y orina de 24 h [8]. Se ha visto que estos
presentan una alta correlacion con los cuestionarios de consumo como el
recordatorio de 24 h. Lo anterior sugiere que cualquiera de los dos puede ser
utilizado como marcador del consumo cuando no se cuente con informacién
suficiente sobre la dieta. Establecer un biomarcador del consumo de
fitoestrogenos permite desarrollar estudios epidemiolégicos de mayor impacto
con resultados precisos. Ademas, fortalece la informacion contenida en los
recordatorios dietarios y reduce el tiempo de andlisis para estimar el consumo

de fitoestrogenos [19].
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El uso de la orina o el suero como marcadores biolégicos tiene sus
ventajas y desventajas. La orina es facil de recolectar y de manejar, mientras
qgue el suero puede ser considerado invasivo para algunos individuos. Uno de
los problemas en el uso de orina es que la concentracién del analito depende
de la dilucion en la misma. Para ajustar la variabilidad en la dilucion se ajustan
las concentraciones de los fitoquimicos en relacion a la excrecion de creatinina
[19]. Ademas, la orina de 24 h no se recolecta por completo en muchas de las
muestras. En el caso del suero no es necesario llevar a cabo ningun ajuste. Sin
embargo, las concentraciones son menores en el suero que en la orina. A pesar

de ello, el suero es considerado un marcador fiable y aplicable [27, 90].

El andlisis de fitoestrégenos en suero corresponde principalmente a su
consumo reciente dado la rapida eliminacion de estos compuestos [83, 91].
Generalmente, los fitoestrogenos son eliminados del organismo de 6 a 96 h [83,
92]. De este modo, se ha observado una mayor relacion entre los niveles de
fitoestrégenos en plasma y la dieta actual (recordatorio de 24 h) que con la dieta
habitual (cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos) [93]. Por lo

tanto, los niveles séricos de fitoestrogenos reflejan una exposicién reciente.

Existen pocos estudios donde se ha determinado la relacion entre las
concentraciones plasmaticas de los fitoestrégenos y la dieta [12-13]. Hasta
ahora, estas investigaciones han encontrado asociaciones débiles a
moderadas. Lo anterior puede deberse al numero de compuestos
determinados. En algunos casos sélo se han establecido los niveles de
secoisolariciresinol, matairesinol y enterolactona [34, 93-94]. O bien, sélo se
centran en determinaciones de isoflavonoides o flavonoles [43, 95-97]. Por lo
que, si se desea conocer cuales son los principales fitoestrogenos de la dieta y
disminuir el error de medicion, el numero de compuestos a cuantificar debe ser

mayor [33]. Sobre todo, deben medirse aquellos fitoestrogenos de la dieta con
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mayor actividad biologica, es decir, los flavonoides, cumestrol, lignanos y

resveratrol.

Métodos para la Extraccion y Cuantificacién de Fitoestréogenos

Desde el inicio del estudio de los fitoestrogenos se han desarrollado una
gran cantidad de técnicas para su extraccion, determinacion y cuantificacion.
Estas metodologias se han aplicado a numerosos alimentos, fluidos bioldgicos y
tejidos [30, 98-99]. Para ello, las técnicas deben presentar alta sensibilidad,
especificidad, precision y exactitud. Ademas, las metodologias deben ser
capaces de procesar numerosas muestras para poder ser aplicadas en estudios
epidemioldgicos a gran escala [60, 100]. Para lograr esto, la extraccion y
andlisis de las muestras debe realizarse con el menor gasto de disolventes y en
el menor tiempo [90]. Por lo que, los métodos para la extraccion y cuantificacion

de fitoestrogenos se desarrollan constantemente.

La mayoria de los métodos publicados para la extraccion de
fitoestrégenos de muestras biolégicas implican técnicas complejas de
preparacién de las mismas. A pesar de ello, existen extracciones sencillas,
incluso de un solo paso, que pueden ser empleadas. Entre estas se encuentra
la extraccion en fase solida (SPE) y extraccion liquido-liquido [101-102]. La mas
utilizada es la SPE ya que se pueden prevenir los problemas asociados a la
extraccion liquido-liquido, es decir, no se producen separaciones de fases
incompletas, se mantienen los rendimientos de extraccion y se reduce el tiempo
de procesamiento. El adsorbente C,g en la SPE es ampliamente utilizado en la

extraccion, concentracion y limpieza de muestras biolégicas ya que no se
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requiere de un pretratamiento de la muestra para mantener el porcentaje de

recuperacion [90].

En general, las técnicas de cuantificacion de fitoestrogenos se pueden
clasificar en cromatograficas y no cromatograficas. En las primeras se incluyen
a la cromatografia liquida (HPLC) y gases (GC) acoplados o no a
espectrometria de masas (MS) [78, 103]. Mientras que en las segundas se
incluyen a los inmunoensayos como el fluoroinmunoensayo de tiempo resuelto
(TR-FIA) [104-106]. Cada una de ellas determina y cuantifica un numero

limitado de fitoestrégenos en muestras biologicas [2, 17].

Una de las técnicas que ha sido ampliamente utilizada es el TR-FIA. Esta
se ha utilizado principalmente para determinar enterolactona, genisteina,
daidzeina, O-desmetilangolesina y equol [34, 106-107]. Las ventajas del método
son su alta sensibilidad y répido analisis. Sin embargo, presenta baja
especificidad comparado con el MS. Debido a esto, se pueden cometer errores
de medicidn entre compuestos estructuralmente similares a los fitoestrégenos
presentes en la muestra. Otra limitacion del método es que Unicamente puede
cuantificar un analito por ensayo [16, 90]. Por lo tanto, no es conveniente si se

desea analizar varios fitoestrogenos por muestra.

La metodologia de eleccion por su selectividad y sensibilidad en el
analisis cuantitativo de fitoestrogenos en muestras biolégicas es GC-MS [14]. A
pesar de sus beneficios, las muestras requieren numerosos pasos de limpieza y
un tiempo de procesamiento largo [2, 16]. Ademas, al ser compuestos no
volatiles, los fitoestrogenos requieren derivatizarse antes de llevar a cabo el
analisis [5, 90]. Por lo que en la mayoria de los casos se opta por utilizar HPLC-
MS.

En los dltimos afios se han registrado diversos estudios que utilizan

HPLC-MS para la determinacion de fitoestrogenos [2, 96, 108]. En ésta técnica,
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se han utilizado ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) y por
electrospray (ESI), tanto en modo positivo como negativo [17, 109]. A su vez, se
han empleado espectrometros de masas con diferentes analizadores incluidos
trampa de iones, cuadropolar y triple cuadropolar [109]. La maxima sensibilidad
y selectividad se consigue utilizando HPLC acoplada a espectrometria de
masas en tandem (HPLC-MS/MS) a través del espectrémetro de masas triple
cuadrupolar [90]. Una de las ventajas de utlizar HPLC-MS es que la
preparacion de las muestras se simplifica y, a diferencia de la GC-MS, no se

requiere derivatizar [2, 16].

Las nuevas metodologias para el analisis de fitoestrogenos por HPLC-
MS permite la determinacion simultanea de hasta 13 fitoestrogenos. Ademas,
son adecuados para procesar numerosas muestras debido a su tratamiento
simple, tiempo de corrida corto (2-10 min) y confirmacién simultanea. Asimismo,
sus parametros de validacion como la exactitud y precisibn se encuentran
dentro de los intervalos permitidos. Asi mismo, los limites de cuantificacién se
encuentran en el orden de las partes por billén (ppb). Asi, el sistema HPLC-MS
puede ser utilizado en estudios epidemioldgicos y, con la informacion generada,
establecer, de manera mas precisa, las posibles asociaciones entre el consumo

de fitoestrogenos y la salud [2, 17, 19, 90].
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HIPOTESIS

Los niveles séricos de fitoestrogenos en mujeres sanas se pueden utilizar

como biomarcadores de su consumo reciente en la dieta sonorense.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el uso de niveles séricos de fitoestrégenos determinados por
HPLC-DAD-ESI-MS como biomarcadores de su consumo dietario reciente en

mujeres adultas sanas de Hermosillo, Sonora.

Obijetivos Particulares

e Establecer la metodologia para la determinacion de 16 fitoestrogenos
(luteolina, kaempferol, equol, biochanina A, formononetina, quercetina,
naringenina, cumestrol, secoisolariciresinol, genisteina, matairesinol,
enterolactona, enterodiol, daidzeina, gliciteina y resveratrol) por HPLC-
DAD-ESI-MS.

e Determinar los niveles de fitoestrégenos en suero de mujeres sanas de
Hermosillo, Sonora por HPLC-DAD-ESI-MS.

e Evaluar la posible correlacion entre los niveles séricos de fitoestrogenos
y el consumo de éstos determinada por recordatorio de 24 h, en mujeres

sanas de Hermosillo, Sonora.
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SUJETOS Y METODOS

Sujetos de Estudio

En el estudio participaron 100 mujeres aparentemente sanas mayores de
25 afos de edad, no embarazadas, ni en periodo de lactancia, sin antecedentes
de enfermedades como cancer, diabetes o del corazén, que no hayan
consumido algun medicamento o antibidtico siete dias antes de la toma de
muestra y con residencia minima de 5 afios en Hermosillo, Sonora. El estudio
fue aprobado por el comité de ética del CIAD A.C. A cada participante se le
solicitd que leyera y firmara, si estaba de acuerdo, una carta de consentimiento
informado en donde se le explicé el objetivo de la investigacion asi como los

riesgos y responsabilidades de las participantes.

Disefio Experimental

El disefio del estudio es de corte transversal. Las mujeres fueron
seleccionadas a traveés del marco muestral maestro (MMM) proporcionado por
el Instituto Nacional de Salud Publica. EI MMM comprende areas
geoestadisticas basicas (AGEBs), las cuales se agruparon en unidades
primarias de muestreo (UPM) para fines de seleccion muestral. Las UPM se
agruparon por niveles socioeconomicos bajos, medios y altos. Para cada uno
de estos subgrupos se seleccion6 de manera aleatoria una manzana. El

namero de viviendas muestreadas (una mujer por vivienda), se distribuy6 de
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manera proporcional al numero de viviendas en cada subgrupo de nivel
socioeconémico. En cada manzana se seleccionaron de manera aleatoria las
viviendas donde se buscaba la presencia de una mujer que cumpliera con los
criterios de elegibilidad. Cuando no se encontré una mujer elegible o que no
haya aceptado formar parte del estudio, se procedidé a ubicar en el siguiente
domicilio de la lista.

Se realizaron mediciones antropométricas, un recordatorio de 24 h y un
cuestionario socio-demografico. El recordatorio de 24 h se realiz6 el dia de la
toma de muestra, por personal entrenado de la institucion. De esta forma, se
identifico los alimentos consumidos y el tamafio de las porciones. El analisis de
los componentes dietarios se derivan de la adaptacion del diccionario de
alimentos realizado en el CIAD A. C. (Coordinacion de Nutricion), provenientes
de numerosas tablas de composicion de alimentos (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, Instituto Nacional de Nutricion en México y
articulos cientificos). Asi mismo, se evaluaron los niveles séricos de
fitoestrogenos a través del método por HPLC-DAD-ESI-MS.

Soluciones de Trabajo de Fitoestrégenos

Los fitoestrégenos estudiados fueron biochanina A (bio), formononetina
(for), kaempferol (kae), gliciteina (gli), daidzeina (dai), cumestrol (cum),
secoisolariciresinol (sec), genisteina (gen), matairesinol (mat), enterolactona
(enl), enterodiol (end), equol (eq) y resveratrol (res) de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA) y quercetina, luteolina, y naringenina de INDOFINE Chemical
Company Inc. (Hillsborough, NJ, USA) grado HPLC, GC y TLC. Se prepararon
las soluciones patron de cada fitoestrogeno a 1.0 mg/mL en metanol, excepto
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para biochanina A que se preparé en etanol. A gliciteina y cumestrol se le
afadieron 20 uL de dimetilsulféxido para aumentar su solubilidad en metanol. A
partir de éstas, se preparo la solucién de trabajo a un nivel de concentracion en
suero de 16 ng/mL en metanol. Se utiliz6 como estandar interno a 4-
hidroxibenzofenona (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), la cual fue preparada
en metanol a una concentracion de 0.2 pg/mL. Los disolventes metanol y etanol
fueron grado HPLC de J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). El dimetilsulfoxido
fue grado HPLC (pureza = 99.7%) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Mezclas de Estandares Internos de Deconjugacion

El 4-metilumbeliferilsulfato de potasio y la fenolftaleina glucurénido
(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) fueron utilizados como estandares de
deconjugacion para corroborar la reaccién enzimatica de acuerdo al manual de
procedimientos de laboratorio de la CDC (Center of Disease Control and
Prevention, por sus siglas en inglés) [110]. Los estandares fueron preparados a
una concentracion de 400 pyg/mL para fenolftaleina glucurénido y 330 pg/mL
para 4-metilumbeliferonasulfato en metanol y agua respectivamente. Las
muestras y controles fueron fortificados con 10 uL de la mezcla de estandares

de deconjugacion.
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Muestras de Suero

Se solicité a cada participante la donacion de una muestra de sangre, de
preferencia en ayunas, la cual fue recolectada en tubos vacutainer con gel
separador sin anticoagulante. Las muestras fueron transportadas al laboratorio
de Toxicologia de Plaguicidas de la Coordinacion de Ciencia de los Alimentos
del CIAD, A. C. en hielo. Posteriormente se separé el suero a 1 400 x g durante
15 min a 4°C (centrifuga refrigerada Allegra 6R Beckman) y se formaron
alicuotas de 1.0 mL de suero en viales de polipropileno de 2 mL. Todas las

muestras se almacenaron a una temperatura de -70°C hasta su analisis.

Tratamiento y Extraccion de Fitoestrogenos en Suero

El tratamiento y extraccion de fitoestrogenos se realizé de acuerdo a una
técnica previamente descrita [17]. Se realizaron modificaciones a la técnica de
extraccion en fase soélida para mejorar los porcentajes de recuperacion de los
analitos. A 1 mL de la muestra de suero se le agregé 1.0 mL de hexano y 800
ML de ésta fueron transferidos a un tubo de polipropileno de 2 mL. Se
adicionaron 200 pL de metanol para la precipitacion de proteinas.
Posteriormente, se adicionaron 50 pL del estandar interno, 10 pyL de estandares
de deconjugacion, 800 pl de la mezcla de enzimas (33 mg/mL de Helix pomatia
en buffer acetato de sodio pH 5, 0.1 M; 300 U/mg de B- glucuronidasa y 15.3
U/mg de sulfatasa) y se incubd a 37°C por 12 h. Los cartuchos Bond Elut Cig
(3ml, 100 mg, Varian) fueron previamente acondicionados con 3 mL de metanol
y 3 mL de buffer acetato de sodio. Las muestras fueron centrifugadas durante

10 min a 7 200 x g y el sobrenadante se aplico a los cartuchos para ser lavados
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con 3 mL de metanol al 5%. Los cartuchos se dejaron secar durante 5 min a -10
kPa. Los fitoestrogenos se eluyeron con 4 mL de metanol. El eluato se llevo a
sequedad con nitrogeno y se resuspendid con 200 pL del disolvente de

reconstitucion (metanol/fase mavil inicial 40:60, v/v).

Cromatoqgrafia Liquida y Espectrometria de Masas

El analisis de los fitoestrégenos se realiz6 mediante una técnica
previamente desarrollada [17] a la cual se le realizaron ciertas modificaciones.
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). La
separacion cromatografica se realizd6 con una columna XBridge Cig, (150 x 3
mm, 3.5 um) conectada a una precolumna XBridge Cig (20 x 3 mm, 3.5 um). La
fase movil consisti6 en agua (solucidon A) y metanol/acetonitrilo 80:20, v/v
(solucién B), ambas acidificadas con acido férmico al 0.025% (v/v). La velocidad
de flujo y gradiente fue como sigue: 0 — 5.0 min; 35 — 40 % de B (flujo: 0.6
mL/min), 5.0 - 16 min; 40 — 100 % de B (flujo: 0.6 mL/min); 16 — 19 min; 100%
de B (flujo: 0.8 mL/min), 19 — 19.1 min; 100 — 35 % de B (flujo: 0.6 mL/min) y 2.9
min para reequilibrar la columna. Los compuestos eluidos fueron detectados a
260, 280, 290, 310 y 360 nm e identificados por comparaciéon de los tiempos de
retencién de acuerdo a los estandares y con los espectros de absorcion de 190
a 500 nm utilizando un detector de arreglo de diodos. La confirmacién de los
compuestos se hizo por espectrometria de masas, con un cuadrupolo simple y
fuente de ionizacion por electrospray en modo negativo. Los analitos entraron a
la camara de ionizacién durante los primeros 15 min. Se seleccion6 el i6n

padre, voltaje de fragmentacién y el valor de ganancia 6ptimo para cada
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fitoestrégeno a través de su analisis por FIA (analisis por flujo de inyeccion) y
por SCAN (barrido completo de iones). Se utilizaron las cuatro sefales del
detector de espectometria de masas para la cuantificacion en monitoreo del i6n
selecto (SIM).

Optimizacion del Método de Andlisis de Fitoestrogenos en Suero

Para optimizar el método, se establecieron las condiciones
cromatograficas y los tiempos de retencion de los analitos. EI método fue
establecido de acuerdo a la Guia para Validacion de Métodos Bioanaliticos de
la FDA (U.S. Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) [111]. Los
parametros evaluados fueron: selectividad, linealidad y porcentajes de

recuperacion.

Aseguramiento de la calidad de los datos

En todos los analisis realizados durante la optimizacién y procesamiento
de muestras, se incluyé un blanco cristaleria, un blanco reactivo, una muestra
blanco (libre de fitoestrogenos), una muestra adicionada (muestra blanco

fortificada con la solucion de trabajo) y la solucion de trabajo.
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Selectividad del método

Se identificaron sueros blanco comerciales libres de fitoestrogenos
(Innovative Research; Novi, MI, USA), los cuales fueron utilizados para
determinar la selectividad del método. Se analizaron cinco sueros blancos
provenientes de diferentes donadores. A cada suero blanco se le evalu6 la
presencia de interferencias, las cuales no deben encontrarse por arriba del

limite de cuantificacion.

Porcentajes de recuperacion

El porcentaje de recuperacion (%RE) se realizO comparando los
resultados del analisis de muestras adicionadas a 16 ng/mL antes de la
extraccion (A) con la solucién de trabajo (B).

%RE = (A/B)(100)

Se consideran como %RE aceptables de 70 a 120 %, con un coeficiente
de variacibn menor al 20%. Debido a la heterogeneidad del suero, los
porcentajes de recuperacion se realizaron en seis sueros comerciales blanco

independientes.
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Linealidad del sistemay del método

Se evaluo la linealidad del sistema, la cual fue demostrada a través de
curvas de calibracion a concentraciones de 0.16, 1.6, 16, 160, 1600, 16000 y
24000 ng/mL de la mezcla de fitoestrogenos. Para evaluar la linealidad del
método, se utilizaron sueros blanco adicionados con la mezcla de
fitoestrogenos a una concentracion final de 0.02, 0.2, 2.0, 20, 200, 2000 y 3000
ng/mL. Ademas, se incluyé un suero blanco adicionada con el estandar interno
y un suero blanco. La linealidad del sistema y del método, se realiz6 en dos
ocasiones y cada uno de los niveles de concentracion se inyectd por triplicado
en el cromatografo. De los cromatogramas generados se obtuvieron los gréficos

de concentracion, area y el coeficiente de correlacion.

Se determiné el limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)
como la minima concentracion en sueros adicionados con la mezcla de
fitoestrogenos con una sefial 3 y 10 veces, respectivamente, mayor que la sefal

ruido de la solucion de inyeccién o de sueros comerciales blancos.

Anédlisis Estadistico

Los datos obtenidos durante la optimizacion del método fueron
analizados por estadistica descriptiva considerando la media, desviacion
estandar, coeficiente de variacion, coeficiente de correlacién de las curvas de

calibracion de cada fitoestrogeno y la linealidad del sistema.

El tamafio de muestra considerado para la prueba de correlacion fue de

100 individuos. De esta manera, se plante6 encontrar correlaciones
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significativas para cada uno de los fitoestrogenos que aparecen comunmente

en la dieta y suero, con al menos una r = 0.30.

Se realiz6 un analisis descriptivo de los sujetos de estudio utilizando
media aritmética, desviacion estandar y porcentajes. Dada la dispersion de los
niveles de los fitoestrogenos en suero y dieta, éstos se describen utilizando la
media y desviacion estandar, asi como la media geométrica e intervalo de

confianza al 95% y la mediana con el correspondiente intervalo intercuartil.

Se evalué la normalidad de la distribucion de los niveles de los
fitoestrogenos en suero. Se observaron cudles fitoestrégenos estaban
presentes en suero en comparacion a los encontrados en los alimentos de los
recordatorios de 24 h. Para los fitoestrégenos que se encontraron tanto en dieta
como en suero, se correlacionaron las concentraciones de cada uno de ellos

mediante la prueba no-paramétrica de Spearman.

El analisis estadistico se llevé a cabo en el programa estadistico NCSS
2001. Para cada uno de los analisis, la significancia estadistica se consider6 a

un valor de p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacién del Método de Andlisis de Fitoestrogenos en Suero por HPLC-
DAD-ESI-MS

Parametros de LC-DAD

Se establecieron los parametros para la separacion e identificacion de los
16 fitoestrogenos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
un detector de arreglo de diodos (DAD). Siguiendo las condiciones
cromatograficas establecidas por el método de Wyns et al., (2010), se logro la
resolucién de resveratrol, secoisolariciresinol, formononetina y biochanina A
[17]. Por lo tanto, para optimizar la separacion de los 16 fitoestrogenos de
interés, se probaron cambios en la temperatura de separacion, longitud de
columna, velocidad de flujo y gradiente de la fase movil. De esta forma, se
disminuyo la temperatura de separacion a 52°C, se incrementd el tiempo de
cambio del porcentaje de la solucién B. Por otro lado, se aumento el tiempo de
corrida a 2 min con respecto al método original, manteniendo la longitud de la
columna y velocidad de flujo (Tabla 1). Bajo estas condiciones, se logré una
resolucibn adecuada de 5 fitoestrégenos por HPLC. Sin embargo, por
espectrometria de masas (MS), estas condiciones permiten la cuantificacién de
los 16 fitoestrégenos, apartado que se discutird en la seccién de LC-ESI-MS.

La primera fase de identificacion de los fitoestrégenos se realizé por sus
espectros de absorcion en UV. Dado que los fitoestrégenos cuentan con una
estructura muy diversa por las diferentes conjugaciones y radicales en los

anillos aromaticos, sus longitudes de maxima absorbancia pueden diferir. Sin
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embargo con el uso de un detector de arreglo de diodos y la presencia de
anillos aromaticos, la identificacion de los fitoestrégenos se vio favorecida por
su barrido en el UV. De esta forma, los 16 estandares de fitoestrégenos se
pudieron identificar con sus espectros de absorcion en UV como se observa en

la figura 9.

Tabla 1. Método descrito por Wyns et al., (2010) y su optimizacién para el
andlisis de 16 fitoestrégenos por HPLC en el presente estudio

Pardmetros Wyns et al., 2010 Método optimizado
Columna Cis, (150 x 3 mm, 3.5 um) Cis, (150 x 3 mm, 3.5 um)
Temperatura 55 °C 52 °C
Velocidad de flujo 0.6 mL/min 0.6 mL/min

0-35min=35-45%B 0-5min=35-40% B
Gradiente 35-55 r_nin =45% B 5-16 min =40-100% B

13— 16 min =100 % B 16 — 19 min = 100 % B

16.1-20min=35%B 19-22min=35%B

La identificacion de resveratrol por su espectro de absorcion se realiz6
considerando sus dos longitudes de maxima absorcion (Amax) @ 215y 310 nm, lo
cual es caracteristico de alquenos y m-dihidroxibencenalquenos
respectivamente [38]. En cuanto a cumestrol, esté se realiz6 con sus cuatro
bandas caracteristica de maxima absorcion a 342 (banda 1), 303 (banda Il), 242
(banda 1ll) y 208 (banda IV) nm [31]. Para los lignanos, las Anax fueron 200, 220
y 280 nm, por la presencia de furanos, bencilos y fenilarilos. Por ultimo, para los
flavonoides e isoflavonas, sus longitudes de méaxima absorcion, en la fase
movil, fueron de 302 a 375 nm (banda | o anillo B) y de 200 a 280 nm (banda Il
o anillo A) [112]. Las diferencias en los espectros son resultado de los distintos
radicales y conjugaciones presentes en los anillos. De esta forma, flavonas,
flavonoles, flavanonas e isoflavonas presentan diferentes longitudes de maxima
absorcion. La flavona luteolina presentd una Anax @ 350 nm, mientras que los
flavonoles quercetina y kaempferol a 375 y 366 nm respectivamente. La

ionizacion de los hidroxilos en los C3 y C4" de kaempferol y quercetina dio lugar
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a un corrimiento de la banda | sin afectar la banda Il [112]. La flavanona
naringenina, al faltarle el sistema enona conjugado, presenta absorcién del
anillo aromatico a 290 nm. En cuanto a las isoflavonas, su Amax fue a 260 nm

para genisteina, biochanina A y gliciteina, y 250 nm para daidzeina y
formononetina.
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Figura 9. Perfil cromatografico y espectros de absorcibn en UV para la
identificacion de fitoestrégenos por HPLC-DAD

Parametros del LC-ESI-MS

Los parametros de confirmacion y cuantificacion de los fitoestrégenos a

su vez se establecieron por espectrometria de masas utilizando un cuadrupolo
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simple. Los parametros probados fueron: modo de ionizacion, voltaje de
fragmentacion, ganancia, temperatura de secado, presion del nebulizador, flujo
del gas de secado y voltaje capilar. Lo anterior permitié reducir la formacion de
fragmentos, disminuir el ruido, aumentar la intensidad de los iones e

incrementar la sensibilidad del método.

Primeramente se llevd a cabo la identificacibn y separacion de
fitoestrégenos mediante el método en modo FIA (analisis por flujo de inyeccion).
En esta parte se realizaron inyecciones directas (sin columna) probando
diferentes voltajes de fragmentacién, modo de ionizacion y valores de ganancia.
Cada fitoestrogeno (1 pg/mL) fue inyectado por separado probando su
fragmentacion de 50 a 300 V, tanto en modo positivo como negativo y con un
rango de masa de 50 a 400. Se selecciondé como voltaje de fragmentacion el
gue presentdé mayor intensidad de los iones y menor niumero de fragmentos.
Para todos los fitoestr6genos, la ionizaciébn en modo negativo presenté menor
namero de iones y menor ruido (Figura 10). A pesar de la alta intensidad de los
iones en modo positivo, el ruido de la sefal fue alta por lo que se selecciono la
ionizacion en modo negativo. En cuanto al voltaje de fragmentacion, éste varié
entre cada fitoestrogeno pero fueron similares a los reportados en el método
propuesto por Wyns et al, (2010). Se seleccionaron los voltajes de
fragmentacién de 100, 130, 160, 180 y 200 V. Por su parte, la ganancia se llevo
hasta un valor de 5 para aumentar la sefial del detector y aumentar la
sensibilidad del método. Sin embargo, este parametro fue finalmente definido
hasta el analisis de los fitoestrogenos por monitoreo del ion seleccionado (SIM).

Asimismo, se establecieron los parametros para la cAmara de spray en
modo FIA. Las modificaciones realizadas a estos parametros no presentaron
cambios en la formacién y abundancia de los iones. Por ello, se fijaron de

acuerdo a la velocidad de flujo del disolvente (descrito por la guia practica del

46



equipo) a una temperatura de secado de 350°C, presion del nebulizador a 60
psi, voltaje del capilar de 3.5kV vy flujo del gas de secado a 11 L/min.

700000

W G‘R’E‘S& T Q\B‘G\ &‘i“"@o\ (\‘Q\E@ G‘V\E@ 6“2(& 6‘“‘6@
600000 ef C R R A T B A A G A
500000 -

400000 7

=

A P g P @‘ AR B @ | ] P
300000 e ’ T *" @ ]

200000 _.n"
100000 ) T

U_'

B | js00000 1
12000009

1000000 7

o
laowl a0 | @ | @ @ | 40| & & o O | o0 .y o
e @ G oA ¢ L 0% 0¥ @ 9% [0
| tﬂﬁ &‘Tﬁ i Do((; Do”ﬁ\ ‘_Be‘“ A o \@‘“\ 2
|
("l
800000 7 ||

| (i )
S

600000

I\
400000 7| \

200000 3

Figura 10. Cromatograma generado en modo FIA de biochanina A, cumestrol y
kaempferol (1 ug/mL) a diferentes voltajes de fragmentacion en modo negativo
(A) y positivo (B).

Una vez establecidos los parametros de fragmentacion, los
fitoestrégenos fueron evaluados en modo SCAN (barrido completo de iones).
Se utilizaron las cuatro sefiales del detector de masas con 100, 130, 160, 180, y
200 V en el fragmentador y un valor de ganancia de 5. Los fitoestrégenos,
fueron evaluados en modo positivo y negativo, empleando un rango de masa de
50 a 400. Los tiempos de retencién, espectros de absorciéon en el UV, la masa
molecular y la m/z de los iones en las cuatro sefiales permitieron identificar y
confirmar la estructura de cada fitoestrégeno. ElI cromatograma en modo SCAN
de los fitoestrogenos se presenta en la figura 11, con los espectros de masas
de algunos fitoestrégenos. Los iones predominantes fueron [M+H]" y [M-H]". A
Su vez, se observo la formacion de fragmentos, pero su abundancia relativa fue
baja. Por su parte, la ionizacibn en modo negativo presenté menor

fragmentacién y por lo tanto, mayor intensidad de la sefial del ibn padre y menor
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sefal ruido que en modo positivo. Por ello, los pardmetros establecidos en el
método por FIA fueron adecuados para evitar la formacion de fragmentos,

disminuir el ruido, aumentar la intensidad y abundancia del ion padre.
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Figura 11. Cromatograma en modo SCAN de los 16 fitoestrogenos (3000
ng/mL) y espectros de masas de resveratrol, gliciteina, enterodiol y biochanina
A con voltaje de fragmentacion de 180 V y ganancia 5 en modo negativo.

La ionizacién de los fitoestrégenos se llevé a cabo por pérdida de radical
a [M-H]'y [M—OH]J. Los fragmentos de los fitoestrogenos por pérdida de radical
fueron [M-CHs], [M—-CH,OH]. Estos se presentaron en formononetina y
biochanina y el ultimo en enterodiol y enterolactona. De la misma forma, esta
ionizacion se ha observado en otros estudios al utilizar diferentes interfaces y
detectores de masas [90, 113]. La fragmentacion también se llevé a cabo por
via Retro-Diels-Alder (RDA), donde cada fragmento es caracteristico de cada
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flavonoide [112]. Lo anterior permitio diferenciar entre flavonas, flavonoles,

flavanonas e isoflavonas. Asi mismo, favorecio la identificacion de lignanos.

Debido a que gliciteina, quercetina y enterodiol coeluyeron, y estos dos
altimos presentan la misma masa molecular, los tres estandares fueron
inyectados individualmente usando el modo SCAN. Los espectros de masas de
estos tres fitoestrogenos se presentan en las figuras 12 y 13. Los iones de
quercetina fueron: 301.1, 179 y 151.1. En cambio, enterodiol presenté m/z de
301.1, 253 y 271.1. Los primeros dos iones de enterodiol son utilizados
generalmente para la cuantificacion y confirmacion, con la inclusion del ién con
m/z de 241[2]. Sin embargo, este ultimo, se observo al utilizar APCI como
interface en un detector cuadrupolo triple. Por su parte, se evalué la formacién
de fragmentos de gliciteina para evitar la seleccion de fragmentos similares a
guercetina o enterodiol. Los iones de gliciteina presentaron un m/z de 283,
178.9 y 163. Generalmente, los iones seleccionados son 283/268, o bien
283/184 [15, 90, 113]. Sin embargo, bajo las condiciones de fragmentacion
establecidas, el i6n observado fue 163 y no 184. Por lo tanto, los iones
seleccionados para cuantificacion fueron: quercetina; 151.1, enterodiol; 253 y
gliciteina; 283. Adicionalmente se incluyo el ibn con m/z de 163 para confirmar
la presencia de gliciteina.

En conjunto, tiempo de retencion, espectros de absorcion en UV y los
espectros de masas, permitieron la identificacion de los 16 fitoestrégenos. Dado
gue la sensibilidad en modo SCAN es baja en el cuadrupolo se prosiguié a
aplicar las condiciones establecidas en modo SIM (monitoreo del i6n

seleccionado).
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Figura 12. Espectros de masas y fragmentacion propuesta para quercetina (A) y
enterodiol (B) (1 ug/mL) en modo negativo, voltaje de fragmentacion de 200 V y
ganancia de 5.

Los iones de mayor abundancia, [M-H], fueron seleccionados para

aumentar la especificidad, sensibilidad y el rango de trabajo del método en

modo SIM. Se selecciondé un segundo ion (fragmento) para la confirmacion de
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gliciteina (m/z: 163). A su vez, se utilizo el ibn con m/z de 151.1 y 253 para la

cuantificacion de quercetina y enterodiol.
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Figura 13. Espectro de masas y fragmentacion propuesta para gliciteina (1
Mg/mL) en modo negativo, voltaje de fragmentacion de 160 V y ganancia de 5.

Los fitoestrégenos fueron analizados utilizando las cuatro sefales del
detector. De acuerdo a los tiempos de retencion, los fitoestrogenos fueron
agrupados dentro de las diferentes sefiales y se establecieron los tiempos de
monitoreo para cada uno de los iones (Tabla 2). De esta forma se facilitd la
deteccidon de los compuestos desde el inicio hasta el final de su elucién. En la
figura 14, se ilustra el cromatograma normalizado de la mezcla de
fitoestrogenos (16 pg/mL) al ser analizado con las cuatro sefales del detector
de masas. Por su parte, los valores de ganancia se evaluaron individualmente
por ion hasta que se obtuvo la mayor sensibilidad. Asi mismo, se probaron de
nuevo los voltajes de fragmentacion establecidos en el modo FIA y SCAN.
Finalmente, se ajustaron las condiciones de deteccién en modo SIM como se

observa en la tabla 2.
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Tabla 2. Sefales del detector de masas, tiempo de retencion, voltaje de
fragmentacion y ganancia para la cuantificacion de fitoestrogenos en modo SIM

Senal Fitoestrogeno TR (min) [6bn (m/z) Frag (V) G
1 Resveratrol 3.7 227.1 180 15
Gliciteina 6.9 163/283.0 160 25
Naringenina 8.0 271.0 180 15
Kaempferol 9.5 285.0 200 15
Biochanina A 12.8 283.1 180 10

2 Secoisolariciresinol 4.5 361.1 100 20
Luteolina 7.2 285.1 180 20

Equol 8.3 241.1 160 35
Cumestrol 9.7 267.1 200 10

3 Fenolftaleina B-D-glucurénido* 4.7 493.1 100 10
Daidzeina 5.9 253.1 180 10
Enterodiol 7.0 253.1 180 10
Matairesinol 7.8 357.0 130 10
Genisteina 8.6 269.0 180 10
Fenolftaleina* 9.2 317.1 100 10
4-hidroxibenzofenona* 10.0 197.1 100 5

4 4-metilumbeliferona’ 4.0 175.1 100 10
Quercetina 6.6 151/301 200 20
Enterolactona 9.0 297.1 180 20
Formononetina 113 267.1 200 10
4-metilumbeliferilsulfato* 13.8 293.2 100 10

* Estandar interno * estandares de deconjugacion
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Figura 14. Cromatograma normalizado en modo SIM de la mezcla de

fitoestrogenos (16 pg/mL) en el disolvente de reconstitucion (MeOH/Solucién
Inicial; 40:60)

Extraccion de los fitoestr6genos del suero

Dada la diversidad de los niveles séricos de fitoestrogenos, los analitos
deben concentrarse para facilitar su cuantificacion [2]. De igual manera, el suero
debe ser sometido a pretratamiento para minimizar la presencia de compuestos
gue pudieran interferir en el andlisis de los fitoestrégenos [114-115]. Por lo

tanto, las muestras fueron pretratadas y extraidas por extraccion en fase soélida
(SPE) para su posterior analisis.
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Pretratamiento de la muestra

Las proteinas son uno de los componentes del suero que interfieren en la
recuperacion de los fitoestrogenos; al inhibir la hidrélisis enzimatica o al
interactuar con el cartucho de extraccion [115-116]. Por ello, su presencia en la
muestra debe reducirse de tal manera que no repercuta en las recuperaciones
de los analitos de interés. Por lo tanto, la remocién de proteinas se probo

utilizando diferentes disolventes a diferentes volimenes.

La precipitacion se realizd6 con metanol, acetonitrilo y etanol. Se observo
mayor precipitado al usar etanol, pero los porcentajes de recuperacion fueron
mayores con metanol. La mayor precipitacion con etanol puede deberse a que
disminuye en mayor medida la constante dieléctrica de la muestra, lo cual
tiende a disminuir la solubilidad de las proteinas [117]. Sin embargo, la
solubilidad de los fitoestrogenos es mayor en metanol por lo que presenta
mejores recuperaciones. Asi mismo, se ha reportado que los flavonoides no son
estables en acetonitrilo, lo que degrada estos compuestos y repercute en las
recuperaciones [118]. Usualmente se recomiendan dos volimenes de
disolvente para la precipitacion, pero las mejores recuperaciones se obtuvieron
al precipitar con 200 yL de metanol. Por su parte, Coward et al., (1996)
reportaron que la precipitacion de proteinas reduce sustancialmente las
recuperaciones. A pesar de ello, se han presentado buenas recuperaciones al
utilizar etanol y acetonitrilo [11, 16, 119]. Incluso las recuperaciones se
mantienen al utilizar tres volimenes de etanol o un volumen de acetonitrilo
[119-121].

Los lipidos son otros de los componentes del suero que interfieren en el
analisis de los fitoestrogenos; al incrementar los tiempos de retencion e inhibir
la actividad enzimatica [114-115]. A pesar de estos efectos, existen pocas
extracciones donde se desgrasa el suero. Para remover los lipidos del suero se

usaron diferentes volumenes de n-hexano. Por lo tanto, se probaron 1y 1.5 mL
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de hexano por 1 mL de muestra. No se presentaron diferencias en el andlisis de
fitoestrégenos al aumentar el volumen de hexano, por lo que el desgrasado del
suero se mantuvo 1:1 (v:v). Incluso al utlizar 4 mL de hexano, las
recuperaciones se mantuvieron dentro de los mismos porcentajes, por lo que no

fue necesario aumentar su volumen [114].

Extraccién en Fase sdélida

La extraccion en fase sdlida permite la limpieza y concentracién de la
muestra. Por ello, debe tomarse en consideracion cualquier paso que pudiera
minimizar el potencial de extraccion de los analitos [2]. Para aumentar los
porcentajes de recuperacion, se realizaron cambios al método de extraccién
original [17]. Se probaron diferentes condiciones de centrifugacion para evitar
gue cualquier residuo de proteina fuera cargado a la columna de extraccidén. Se
selecciond la condiciones de centrifugacion a 7 200 x g por 10 min ya que se
observé una mejor formacion del pellet. Asi mismo, se realizaron cambios en el
volumen de elucién. A pesar de que se recomienda utilizar 3 volumenes de
disolvente por tratarse de un cartucho de 3 mL, al aumentar a 4 volimenes se
presentd una mejora en la recuperacion. Sin embargo, al eluir con 5 volimenes,
las recuperaciones se mantienen. La mejora en las recuperaciones puede
deberse al caracter no polar de los fitoestrogenos, sobre todo de cumestrol, que

requiere de mayor volumen para su elucion.

El disolvente de reconstitucién es otro de los componentes que puede
influir en las recuperaciones de los analitos extraidos. Por ello, debe
seleccionarse un disolvente que permita la resuspension de los analitos sin
alterar la fuerza de la fase movil [122]. Generalmente, la reconstitucion del

eluato debe hacerse con la fase movil inicial para evitar un desequilibrio en la
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fuerza de elucion (picos divididos, anchos o coleados) [122]. En ocasiones, el
disolvente de reconstitucion puede tratarse de metanol o acetonitrilo [123].

En este sentido, para aumentar la sensibilidad y las recuperaciones, se
evaluaron diferentes disolventes de reconstitucion. Utilizando 100% metanol,
propuesto por Wyns et al., (2010), las recuperaciones se encontraron entre 60—
120% para la mayoria de los fitoestrogenos. Sin embargo, la sensibilidad se vio
afectada, en particular para equol y gliciteina, cuyos limites de deteccion del
sistema se aproximaron a una concentracion de 16 ng/mL. Por lo que se decidio
condiciones se logré la cuantificacion de equol y gliciteina por debajo de 16
ng/mL, ya que al aumentar el disolvente acuoso, el limite de detecciobn aumento
[124]. Sin embargo, la solubilidad de los fitoestrogenos disminuy6 al
incrementar la polaridad del disolvente reduciendo los porcentajes de
recuperacion hasta 20%. Si bien en otros estudios se han utilizado disolventes
con mayor proporcion acuosa, incluso del 80%, cabe mencionar que soélo se
analizaron algunos fitoestrégenos [2, 90, 114]. Por lo tanto, fue necesario
incrementar el porcentaje de metanol para permitir la solubilidad de los
fitoestrégenos, manteniendo un porcentaje de la solucion inicial que aumente la
sensibilidad y evite la deformacion de los picos. Por ello, se seleccion6 como
forma, Cao et al., (2009) y Prasain et al., (2010) al reconstituir con metanol/fase
movil inicial (MeOH/acido fosférico al 0.1% (3/2, viv) y MeOH/H20 80:20),
presentaron altas recuperaciones (65-105 %) y establecieron un limite de
deteccion por debajo de los 16 ng/mL [15, 91].
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Monitoreo de la hidrélisis enzimética

La cuantificacion de los niveles séricos de fitoestrogenos asume la
hidrolisis completa de los mismos a su forma libre. Tiempos de incubacion
insuficientes resultarian en una hidrdlisis incompleta y, por lo tanto, en niveles
erroneamente bajos. Por otro lado, la incubacién por largos periodos podria
alterar quimicamente los analitos (como la oxidacion) [2]. Por ello, la hidrdlisis
enzimatica fue monitoreada con fenolftaleina glucurénido (FFG) y 4-
metilumberiferilsulfato (4-MS) para asegurar la actividad de la enzima en cada
extraccion. Asi mismo el proceso de deconjugacion fue optimizado para reducir

el tiempo requerido para la deconjugacion enzimética.

El monitoreo de los estandares de deconjugacién se realizd por HPLC y
MS. Los estandares, tanto libres (FF; fenolftaleina y 4-M; 4-metilumbeliferona)
como conjugados (FFG y 4-MS), no coeluyeron con los fitoestrogenos ni con el
estandar interno (Figurasl5 y 16). Lo anterior permitié adicionar los estandares

a cada una de las muestras analizadas.

La identificacion de los estandares se realiz6 por sus espectros de
absorcién en UV y por sus espectros de masas. El perfil cromatografico y los
espectros de absorcion de los estandares se observan en las figuras 15 y 16.
Fenolftaleina libre y conjugada presentan una Ana.x de 275 y 230 nm con
diferentes tiempos de retencién debido a la polaridad de los compuestos. En
cambio, 4-MS y 4-M presentan diferentes espectros de absorcion y tiempos de
retenciébn. Como se observa en el espectro de absorcion, 4-MS no absorbe en
el UV. Sin embargo 4-M, en solucién acida, es capaz de absorber a 322 nm
[125]. La absorcion Optica en este caso resulta de su forma excitada donde se

presenta una transferencia de carga del oxigeno del C2 al oxigeno del C7 [126].
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4-metilumbeliferona Fenolftaleina
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Figura 16. Perfil cromatografico y espectros de absorcibn en UV de los
estandares de deconjugacion en presencia de la enzima -
glucuronidasa/sulfatasa (H1)

Por otro lado, se establecieron los parametros de identificacion de los
estandares de deconjugacion en el MS. Dado que la adicién de las muestras
con los estandares fue alta (concentraciéon final en suero: 5 ug/mL y 4.13
pg/mL), los estandares fueron evaluados por modo SCAN considerando un
voltaje de fragmentacion de 100 V y ganancia de 10 en modo negativo. Bajo

estas condiciones, los iones predominantes fueron [M-H] (Figurasl17 y 18). A su
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vez, se observo la formacién de fragmentos para 4-metilumbeliferinisulfato y
fenolftaleina. Sin embargo, se seleccionaron los iones [M-H] para aumentar la
especificidad y sensibilidad en el monitoreo de la actividad enzimatica. De la
misma forma, Prasain et al., (2010) y Valentin-Blasini et al., (2000) presentaron
iones con la misma m/z de los estandares, pero con la inclusion de un segundo
ion para la confirmacion del analito [2, 15]. Los iones padres tanto de los

estandares conjugados como libres se incluyeron en el analisis en modo SIM de
los fitoestrégenos (Tabla 2).

Fenolftaleina glucuronido 4-metilumbeliferilsulfato
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Figura 17. Cromatograma en modo SCAN y espectros de masas de los
estandares de deconjugacion con voltaje de fragmentacion de 100 V y ganancia
10 en modo negativo en ausencia de la enzima glucuronidasa/sulfatasa (H1).
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Figura 18. Cromatograma en modo SCAN y espectros de masas de los
estandares de deconjugacién con voltaje de fragmentacion de 100 V y ganancia
10 en modo negativo en presencia de la enzima glucuronidasa/sulfatasa (H1).

Estudios previos reportan que la hidrélisis completa de los fitoestrégenos
en plasma requiere de una digestion durante toda la noche. Esto se debe a que
los metabolitos conjugados son mas dificiles de hidrolizar en plasma que en
otros fluidos biol6gicos como la orina. La presencia de algunos componentes
como lipidos, iones organicos y proteinas podrian ser responsables de la
inhibicion enzimatica, pero la razén de la baja eficiencia no se conoce
completamente. Por ello, se recomienda que la incubacién se realice en 16 h
[115]. Sin embargo, existen reportes que aseguran que la incubacion se puede
realizar en 4 a 8 h [2, 122]. En este sentido, la optimizacion de la hidrdlisis

enzimatica se realizé probando tiempos de incubacion a 12 y 16 h.
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Para optimizar el tiempo de incubacion de la hidrélisis enzimatica se
realiz6 el monitoreo de los estandares de deconjugacion en sueros comerciales
a 12 y 16 h. Ademas, se monitore6 la hidrélisis enzimatica de una muestra
problema a 12 y 16 h de incubacién con la inclusién de los estandares de
deconjugacion. No se presentaron diferencias significativas (p>0.05) en la
hidrélisis enzimética de los estandares de deconjugacion a 12 y 16 h. En
cambio, las concentraciones de los fitoestrogenos en la muestra fueron
mayores al incubar por 12 h (p< 0.05). Valentin-Blasini et al., (2000) reportaron
que la deconjugacion de 12 a 16 h aseguraba la hidrélisis completa sin alterar
los niveles de los fitoestrégenos [2]. Sin embargo, la incubacion de la muestra
por 16 h resultd en un decremento de la concentracion de los fitoestrégenos, lo

gue podria indicar una alteracion quimica de los analitos.

Taylor et al., (2005) afirman que si se realiza un cambio en el protocolo
(procesamiento de la muestra, adicion de fitoestrogenos de analisis o cambio de
matriz), éste debera optimizarse de nuevo para asegurar que la enzima
hidrolice bajo las nuevas condiciones [127]. En este sentido, aunque en el
método original se requirid de 16 h de incubacion, la optimizacion y adicién de
fitoestrégenos requiri6 monitorear de nuevo el tiempo de incubacién,

reduciéndose a 12 h.

Aseguramiento de la calidad de los datos

Durante la optimizacién del método y el analisis de las muestras, se
incluyeron diferentes blancos para la correccion de cualquier interferencia
presente en el suero o contaminacion de la muestra. En todos los analisis se

incluyo un blanco cristaleria, un blanco reactivo, una muestra blanco o blanco
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tejido (suero comercial libre de fitoestrégenos), un duplicado del fortificado
(suero comercial adicionado con la solucién de trabajo), la solucion de trabajo

(16 ng/mL) y un duplicado de una muestra problema.

En las figuras 19, 20 y 21 se muestra un cromatograma representativo en
modo SIM de un blanco reactivo, blanco tejido y fortificado, respectivamente.
So6lo se observaron algunos picos en los cromatogramas en los diferentes
blancos utilizados, los cuales corresponden a interferencias. Por lo que las
areas fueron restadas en los fortificados para determinar la recuperacion real de
los fitoestrogenos. De la misma manera, Wyns et al., (2010), incluyeron
diferentes blancos para minimizar las posibles interferencias en los fortificados.
Por su parte, los duplicados de los fortificados y de las muestras problemas
presentaron coeficientes de variacion por debajo del 20%, por lo que el método

propuesto presenta una repetibilidad adecuada.

El cromatograma del blanco cristaleria se encontro libre de interferencias.
En cambio, los blancos reactivo y tejido presentaron diferentes picos. Dado que
el blanco cristaleria no contiene enzima y matriz a diferencia de los blancos
reactivo y tejido, la contaminacién se debe a la presencia de la enzima y del
suero. Sin embargo, los tiempos de retencién de los picos en los blancos
reactivos y tejidos fueron similares. Asi mismo, las areas de los picos fueron
semejantes por lo que las interferencias se deben principalmente a la enzima, la
cual estd contaminada con diferentes fitoestrégenos. No obstante, no debe
descartarse alguna posible interferencia por parte del suero, apartado que se

discutird en la seccidn de selectividad del método.

Las interferencias de la enzima se han demostrado que se deben a su
contaminacion con fitoestrogenos [127-128]. A pesar de que estas enzimas
pueden obtenerse de otras fuentes, se ha observado que también presentan

ciertos niveles de fitoestrogenos [127]. Asi mismo, las concentraciones de los
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fitoestrogenos pueden variar entre presentacion y dentro de un mismo lote. Por

lo que debe tenerse en consideracion en la hidrdlisis de los fitoestrogenos.
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Figura 19. Cromatograma representativo de un blanco reactivo en las cuatro

sefales del detector de masas
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Figura 21. Cromatograma de un suero fortificado con los 16 fitoestrogenos (16
ng/mL) en las cuatro sefiales del detector de masas

Los fitoestrégenos presentes en la enzima pueden ser eliminados a
través de una extraccion en fase soélida. No obstante, la actividad enziméatica
puede verse afectada, sobre todo cuando el andlisis incluye a cumestrol [128].
Por lo tanto, la inclusion de blancos reactivos en el andlisis permite restar la
contaminacion de la enzima en cada muestra analizada. En este sentido, a
cada muestra procesada, se le restd la concentracién de fitoestrogenos

aportados por la enzima.

La enzima glucuronidasa/sulfatasa tipo H-1 de Helix pomatia presento
contaminacion con los fitoestrégenos naringenina (0.47 ng/mg), kaempferol
(0.02 ng/mg), biochanina A (0.01 ng/mg), y luteolina (0.517 ng/mg). A diferencia
de otras publicaciones, no se presenté contaminacion con secoisolariciresinol y
genisteina, fitoestrogenos que se encuentran en alta concentracién en la
enzima tipo HP-2 [127-128]. Tampoco se observo la contaminacion con otros
isoflavonas y lignanos. Debido a que estudios anteriores no incluyeron el

analisis de los mismos compuestos, la enzima HP-2 también podria estar
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contaminada con otros fitoestrogenos. De la misma forma, la enzima H-1 podria
estar contaminada con apigenina y O-desmetilangolesina, los cuales han sido
identificados en otras enzimas [127-128]. Dada la diversidad de fitoestrogenos
gue pueden estar presentes en la enzima, cada lote debe ser analizado para

establecer la concentracion y tipo de fitoestrogeno presente.

Selectividad del método

En la figura 22 se muestra un cromatograma representativo en modo SIM
de un suero blanco. So6lo se observaron algunos picos en los cromatogramas de
los diferentes sueros blanco analizados. Por lo tanto, la extraccion en fase
solida reduce las interferencias presentes en el suero. Ademas, debido a que el
método hace uso del monitoreo del i6n seleccionado, el ruido se ve reducido y
la especificidad se ve aumentada. Asi mismo, los tiempos de retencion y
espectros en UV, ayudaron a la identificacibn y cuantificacion de los

fitoestrégenos.

De igual manera, en el método descrito por Wyns et al., (2010), se
observo la presencia de algunos picos en los cromatogramas de los diferentes
sueros blanco. Principalmente, secoisolariciresinol se ve afectado por su
coelucion con componentes de la matriz. Esto conlleva a una sobreestimacion
de la concentracién de este fitoestrégeno [17]. Sin embargo, debido al cambio
en los parametros de separacion e identificacion de los fitoestrégenos en el
presente trabajo, este componente no interfiere con el andlisis de
secoisolariciresinol. Por lo tanto, el método optimizado por HPLC-DAD-ESI-MS
demostré ser altamente especifico, indicando que las sustancias endogenas del

suero no interfieren en el analisis de fitoestrogenos.
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Figura 22. Cromatograma representativo de un suero blanco en las cuatro
sefales del detector de masas

Porcentajes de recuperacién

Los porcentajes de recuperacion (%RE) de los fitoestrégenos se
realizaron en sueros adicionados a una concentracién de 16 ng/mL, al comparar
el &rea de los picos de los fortificados con el area de los picos de la mezcla de
los estandares. Los %RE para la mayoria de los fitoestrégenos fueron
superiores al 60 % y menores al 111 % (Tabla 3). Si bien, los %RE de ciertos
fitoestrégenos fueron menores comparados con el método original cabe
mencionar que Wyns et al., (2010) establecieron los %RE a concentraciones
mayores (600 ng/mL), lo que facilita su recuperacion [2]. A pesar de ello, se
incrementd el %RE para cumestrol, enterodiol y enterolactona en este trabajo,

lo que representa una mejora en la extraccion. De la misma forma, se han
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reportado recuperaciones similares en diferentes extracciones en fase sélida

Incluso con extracciones liquido-liquido [2, 15, 90, 114, 121].

Tabla 3. Porcentajes de recuperacion (%RE) y coeficientes de variacion (CV) de
los fitoestrégenos a una concentracion de 16 ng/mL en suero (n = 6)

Método actual Wyns et al., 2010*
Fitoestrogenos %RE CV %RE CV
Resveratrol 61 0.6 - -
Gliciteina 85 7.2 - -
Naringenina 66 5.8 - -
Kaempferol 22 29 - -
Biochanina A 44 12.0 - -
Secoisolariciresinol 91 6.9 95.8 0.08
Luteolina 50 3.1 - -
Equol 83 6.7 95.5 0.06
Cumestrol 33 2.5 19.7 0.71
Daidzeina 73 12.3 95.2 0.07
Enterodiol 108 5.7 95.6 0.10
Matairesinol 94 5.2 98.0 0.07
Genisteina 67 7.7 90.6 0.07
Quercetina 85 11.9 - -
Enterolactona 110 5.9 95.0 0.07
Formononetina 68 2.8 - -

* Concentracion a 600 ng/mL y 60 ng/mL para cumestrol

En el caso de cumestrol y biochanina A los %RE fueron del 33 y 44%
respectivamente. Prasain et al., (2010) reportaron %RE del 66 y 77% para
biochanina A y cumestrol respectivamente, al realizar extraccion liquido-liquido.
En cambio, en la extraccion de orina por fase soélida, Valentin-Blasini et al.,
(2000) presentaron recuperaciones de cumestrol del 91% [2]. Esto podria
atribuirse a la naturaleza acuosa de la muestra, y a que presenta menores
interferencias que el suero, las cuales pueden repercutir en la recuperaciéon de
los analitos [2]. Los %RE de luteolina y kaempferol en el presente trabajo fueron
50 y 22% respectivamente. Por su parte, Cao et al., (2009), reportaron

recuperaciones del 97 % para kaempferol y luteolina. Incluso Radtke et al.,
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(2002), lograron recuperaciones del 105% para kaempferol en extraccidon
liquido-liquido. Lo anterior indica que estos analitos pueden recuperarse por los
dos tipos de extracciones con altas recuperaciones. Sin embargo, bajo las
condiciones establecidas, no fue posible aumentar los %RE. Esto podria
deberse a una sobrecarga de la muestra en el cartucho de extraccion (100 mg
de Ci3g). Bolca et al., (2007), al analizar 800 pyL de suero utilizaron 200 mg de
Cis, por lo que se podria aumentar el empaque del cartucho. Igualmente, se
podria reducir el volumen del suero a 200 ul y extraer en un cartucho de 30 mg
[90]. De esta forma, se podria evitar la saturacion del empaque y aumentar las

recuperaciones de los analitos.

Linealidad del sistemay del método

Los estudios epidemiolégicos muestran que las concentraciones
plasmaticas de los fitoestrogenos pueden variar de 5 a 50 veces entre
individuos. Por lo tanto, es necesario desarrollar un método con un rango
dindmico. En este sentido, la linealidad del sistema se llevo a cabo utilizando
rangos de concentracion de los fitoestrégenos en metanol/fase movil inicial
(40:60, v/v) de 0.16 a 24 000 ng/mL. Por su parte, la linealidad del método se
realiz6 utilizando rangos de concentracién en suero de 0.02 a 3000 ng/mL. Las
curvas de calibracion de cada uno de los fitoestrogenos presentaron un
coeficiente de correlacion de 0.98 a 0.99. Los limites de deteccidon (relacion
sefal/ruido = 3) y los limites de cuantificacion (relacion sefia/ruido = 10) para el

sistema y el método se presentan en la tabla 4.

Los limites de deteccion (LD) fueron menores a los reportados por el
método original. Wyns et al., (2010), presentaron un LD de 132.6, 2.4, 17.8 y
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6.2 ng/mL para secoisolariciresinol, enterolactona, matairesinol y cumestrol
respectivamente. No obstante, con la optimizacion del método, los LD
disminuyeron de 6 a casi 600 veces de los limite reportados por Wyns et al.,
(2010). Lo anterior puede deberse al aumento de 10 veces el valor de ganancia
con respecto a los parametros descritos por Wyns et al., (2010). A su vez, el
tiempo de ciclo para daidzeina y genisteina se aumenté de 10 a 25%, por lo que
el tiempo ejecutado fue el mismo para las cuatro sefales. Asi mismo, el
pretratamiento y extraccion de la muestra permitié reducir el ruido,

disminuyendo de esta forma el limite de deteccion y cuantificacion.

Tabla 4. Limites de deteccién (LD) y cuantificacion (LC) (ng/mL) del sistema y
método

Linealidad del sistema® Linealidad del método*

Fitoestrogeno LD LC LD LC
Resveratrol 0.62 2.05 0.02 0.08
Gliciteina 0.88 2.93 0.07 0.22
Naringenina 0.22 0.72 0.13 0.44
Kaempferol 0.14 0.48 0.07 0.24
Biochanina A 0.09 0.31 0.03 0.09
Secoisolariciresinol 0.40 1.35 0.08 0.26
Luteolina 0.07 0.23 0.02 0.05
Equol 3.45 11.5 0.51 1.71
Cumestrol 0.02 0.06 0.01 0.04
Daidzeina 0.06 0.20 0.02 0.08
Enterodiol 1.45 4.85 0.15 0.50
Matairesinol 0.13 0.45 0.01 0.03
Genisteina 0.06 0.22 0.02 0.06
Quercetina 4.25 14.17 0.25 0.84
Enterolactona 0.04 0.12 0.01 0.02
Formononetina 0.11 0.37 0.04 0.15

* Concentracion de los estandares en metanol/fase mavil inicial (40:60, v/v)
* Concentracion final en suero

Los limites de deteccion en el orden de las partes por billon a su vez se

pueden obtener por HPLC con un detector electroquimico [91]. Con este
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detector, los flavonoides quercetina, kaemferol y luteolina presentaron LD de
0.7 ng/mL, similares a los establecidos en el presente trabajo. Sin embargo, el
detector electroquimico presenta la limitacion que no discrimina entre
fitoestrogenos y por lo tanto no puede ser utilizado para confirmar y predecir
estructuras [129]. En cambio, por espectrometria de masas, se logran LD por el
orden de las ppb, con la posibilidad de determinar estructuras. De esta forma,
con un cuadrupolo triple, se han establecido LD y LC de 0.5 a 2.0 ng/mL [2, 15,
90]. No obstante, con un cuadrupolo simple, como se observa en la tabla 4, los
LD y LC obtenidos son aun menores a los reportados con un cuadrupolo triple.
Por lo tanto, con el método optimizado, se logré6 un amplio rango de

cuantificacion, con una sensibilidad ideal para los estudios epidemioldgicos.

Niveles Séricos de Fitoestrogenos Determinados por HPLC-DAD-ESI-MS

En el estudio participaron 100 mujeres sonorenses, sin embargo solo fue
posible determinar los niveles séricos de fitoestrogenos en 69 muestras. Por lo
tanto, los resultados y discusiones corresponden a las 69 mujeres que contaron
con el andlisis de fitoestrogenos en suero y el recordatorio de 24 h.

En la tabla 5 se presentan las caracteristicas generales de las 69
mujeres participantes en el estudio. Se observo que la edad promedio fue de
45.6 afios, siendo la mayoria (80%) casada de un nivel socioeconémico bajo
(menos de 5 salarios minimos). De acuerdo a la clasificacion basada en el IMC
(indice de masa corporal) propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud,
las mujeres presentaron sobrepeso (IMC de 25.0 a 29.9). Asi mismo, para el
norte del pais, la ENSANUT (Encuesta Nacional de Salud y Nutricién, 2006)

reportd que el 83% de las mujeres urbanas de 40 a 49 afios mostraron
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sobrepeso y obesidad [130]. Por su parte, se observé un nivel de escolaridad de
10 afios, siendo para el estado de Sonora un promedio de 9.4 afos de estudio
[131]. Finalmente las mujeres presentaron una edad de menarquia y

menopausia de 13 y 47 afios respectivamente.

Tabla 5. Caracteristicas generales de la poblacién del estudio

Caracteristicas Media aritmética + SD
Edad (afos) 456 +12.8
Estado Civil*

Soltera 20

Casada 80
Nivel Socioeconomico”

Bajo 64

Medio 25

Alto 7

No contesto 4
IMC (kg/m?) 29.86 + 6.43
Nivel de escolaridad (afios) 10.1 £ 4.48
Menarquia 12.83+1.48
Menopausia 47.19 + 6.39

IMC= indice de masa corporal
" Expresado en porcentaje

En estudios previos, la determinacibn de los niveles séricos de
fitoestrogenos se ha centrado en la cuantificacion de enterodiol, enterolactona,
genisteina, daidzeina y equol. En menor medida, existen ciertos estudios que
determinan quercetina, kaempferol, gliciteina y luteolina. Para matairesinol y
naringenina no se han podido establecer sus niveles en suero debido a la baja
sensibilidad de los métodos establecidos. Sin embargo, para biochanina A,
formononetina, secoisolariciresinol, cumestrol y resveratrol, aparentemente no

existen estudios donde se cuantifiguen en suero o plasma.

En el presente trabajo se analizaron 16 fitoestrégenos en suero por el
método optimizado de HPLC-DAD-ESI-MS. Las concentraciones de los

fitoestrogenos fueron ajustados al 100% de recuperacion. En la figura 23 se
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muestra un cromatograma representativo del andlisis de fitoestrogenos en
suero. Los niveles séricos de fitoestrégenos de las 69 muestras analizadas se
presentan en la tabla 6. Concentraciones por debajo del limite de deteccion se
designaron como cero al calcular las concentraciones medias de los

fitoestrégenos.
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Figura 23. Cromatograma representativo de una muestra problema en las
cuatro sefiales del detecto de masas, indicando los fitoestrégenos, los
estandares de deconjugacion e interno presentes

Los niveles séricos de fitoestrogenos mas altos fueron para kaempferol
(54.0 nmol/L), equol (42.9 nmol/L) y luteolina (22.1 nmol/L). En cambio, los
niveles de mas bajos fueron para formononetina (0.5 nmol/L), enterodiol (1.0
nmol/L) y cumestrol (1.6 nmol/L). El flavonol kaempferol y la flavona luteolina
presentaron las concentraciones mas altas. Para los isoflavonas, genisteina
daidzeina y su metabolito equol, fueron los que se encontraron en mayor
concentracion. En el caso de los lignanos, enterolactona y matairesinol se

presentaron en mayor concentracion.
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Los altos niveles de flavonoides observados podrian estar relacionados
al consumo de frutas y verduras. Sin embargo, su consumo en Sonora es poco
frecuente y en pequefias cantidades [132]. No obstante, el muestreo se realizo
en invierno y primavera, temporadas donde se presenta una mayor variedad de
frutas y verduras al alcance de la poblacion [132]. Por lo que el consumo se ve
incrementado resultando en una mayor concentracion de flavonoides en

circulacion.

Al igual que en estudios previos, los niveles séricos de flavonoides
presentaron una amplia variacion (59.4 a 352.8 nmol/L). Para quercetina, sus
niveles fueron menores a los reportados anteriormente en mujeres finlandesas
(52 nmol/L) y alemanas (20.26 nmol/L) [133-134]. A diferencia de publicaciones
pasadas, los niveles de kaempferol fueron superiores a los de quercetina [91,
133]. Incluso, la concentracion de kaempferol fue mayor a lo reportado por
Radtke et al., (2002), (8.72 nmol/L) y Cao et al., (2009), (38 nmol/L) al evaluar
sus concentraciones en mujeres estudiantes [91, 133]. Asi mismo, naringenina
presentd niveles mayores a los publicados por Radtke et al., (2002) (<LD) y
Erlund et al., (2002), (4.8 nmol/L) [133-134]. Sin embargo, la concentracion de
luteolina fue menor a lo reportado por Cao et al., (2009) (77.46 nmol/L), en

estudiantes mujeres [91].

Por su parte, los niveles de genisteina y daidzeina fueron inferiores a los
reportados para japonesas (genisteina; 200 a 230 nmol/L, daidzeina; 109 a 73
nmol/L), y estadounidenses vegetarianos (198 y 143 nmol/L respectivamente)
cuyo consumo de soya fue similar a la oriental [14, 135-136]. Los bajos niveles
de isoflavonas observados en el presente estudio sugieren un consumo limitado
de productos derivados de soya. Sin embargo, los niveles de genisteina fueron
semejantes a los reportados para mujeres neoyorquinas y asiaticoamericanas
(5.7 y 6.6 nmol/L respectivamente) [10, 97]. En cambio, para daidzeina, su

concentracion solo fue similar a las asiaticoamericanas (6.5 nmol/L) [10]. Asi
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mismo, fueron mayores a los encontradas en europeas (1.5 a 4.1 nmol/L) [19,
101]. A diferencia de la mayoria de los reportes, los niveles de daidzeina fueron

similares a los de genisteina.

En contraste con estudios anteriores, la concentracion de equol fue 25 a
430 veces superior a las reportadas. Incluso, la concentracion mas alta
correspondia a 1.7 nmol/L en japonesas [14]. Ademas, el porcentaje de mujeres
productoras de equol fue del 95.65%, superior al establecido de 30 a 40% [92,
137]. De la misma manera, el porcentaje fue mayor al de excrecion urinaria en
mujeres japonesas (50%) [135]. Por lo que, el presente trabajo muestra los mas
altos niveles y porcentaje de productoras de equol reportados hasta el

momento.

Los altos niveles de equol podrian deberse a los patrones dietarios del
estado. En Sonora, se estima que 50% de la poblacién tiene un patrén
alimentario compuesto principalmente de frijol, tortilla de maiz y trigo, huevos,
carne (pollo, salchicha, jamon y res), leche, azlcar, tomates y papa [132]. Dado
que equol se encuentra en los productos de origen animal, su consumo podria
contribuir en parte a sus concentraciones séricas [138]. Sin embargo, de
acuerdo al recordatorio de 24 h, el consumo de equol en las mujeres fue bajo
(1.51 pg/dia) Las bacterias intestinales a su vez son un factor importante en la
produccién de equol. Existe una gran variedad de bacterias intestinales
involucradas en la conversién de daidzeina/daidzina a equol [139]. Aldercreutz
presume que el consumo de grasa y proteina de origen animal incrementa un
ambiente en el colon permitiendo la supervivencia de estas bacterias [33]. De
esta forma, en el recordatorio de 24 h se observé un consumo de proteina
(56.52 g/dia) y grasa (49.2 g/dia) superior a la consumo diaria recomendada (46
y 20-35 g/d para proteina y grasa respectivamente). Sin embargo, no se ha

encontrado relacion entre el consumo de proteina animal o grasa con el estatus
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de productores de equol. Hasta el momento, la asociacién entre la produccion

de equol y componentes dietarios no ha mostrado conclusiones claras.

A pesar de que la capacidad para producir equol se considera un
fendmeno estable, individuos no productores de equol pueden presentar niveles
de este fitoestrogeno después del consumo constante de soya. Por lo tanto se
piensa que su produccidon podria estar relacionada con el tipo de soya
consumida. En occidente el consumo de isoflavonas se realiza principalmente
en forma glicosilada, mientras que en oriente en forma libre, siendo ésta ultima
la mas facil en ser absorbida y metabolizada a equol [139]. Sin embargo, el
consumo de isoflavonas en las mujeres sonorenses fue bajo (237.14 ug/dia),
por lo que el alto porcentaje de productoras de equol podria no estar

relacionado con el tipo de isoflavonas consumidas.

El alto porcentaje de productoras de equol podria deberse al bajo limite
de detecciéon (0.51ng/mL) del método, el cual fue 1.5 a 47 veces mas sensible
que otras metodologias [2, 10, 17]. Wu et al., (2004) al medir los niveles
plasmaticos de equol, con un LD de 24 ng/mL, presentaron un porcentaje de
productoras de equol del 39% [10]. Asi mismo, en mujeres japonesas, con los
niveles mas altos de equol (1.7 nmol/L) y un LD de 10 ng/mL, reportaron que
s6lo el 38% presentaron concentraciones mayores a 20 nmol/L, mientras que
para las sonorenses fue del 75.36 %. En cambio, Valentin-Blasini et al., (2003)
con un LD de 2.4 ng/mL, presentaron un porcentaje de productores de equol del
1% [1]. En este sentido, Grace et al., (2004) con un método 2.4 veces mas
sensible que el presente, sélo el 38 % de la poblacion fue productor de equol
[19]. Por lo tanto, si bien la sensibilidad es alta, no puede explicar por si sélo el

porcentaje de productoras de equol en las mujeres sonorenses.

Por lo tanto, existen una gran variedad de factores involucrados en la
formacion de equol, no soélo el tipo y cantidad de alimento consumido. En

conjunto, la presencia de bacterias productoras de equol, los sustratos
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especificos (daidzina o daidzeina) y las condiciones intestinales 6ptimas para el
metabolismo (lipidos; sobre todos los poliinsaturados, proteinas) determinaran
la produccién de equol en el individuo [33, 137, 139].

Como se mencioné anteriormente, la evaluacion de los isoflavonas se ha
centrado en la determinacion de genisteina, daidzeina y equol, y en menor
medida en la cuantificacién de gliciteina. Los escasos reportes realizados de
gliciteina corresponden a mujeres europeas, donde su concentracion (0.1
nmol/L) es inferior a la encontrada en el presente trabajo [19, 101]. Por otro
lado, hasta el momento, no se han reportado concentraciones séricas de
formononetina y biochanina A. Esto puede deberse a que los dos fitoestrogenos
son metabolizados a genisteina, daidzeina y equol, por lo que su determinacion
podria ser irrelevante. Sin embargo, se observo que el 33% y 99% de la
poblacidon presentd niveles superiores al LD de formononetina y biochanina A
respectivamente. Lo anterior indica que no han sido metabolizados por
completo. Por lo tanto, la cuantificacion de formononetina y biochanina A

deberia ser incluida al evaluar los niveles séricos de isoflavonas.

La cuantificacion de lignanos en suero se centra en enterolactona y en
menor medida en enterodiol. En algunas ocasiones, se incluye el analisis de
matairesinol pero no asi el de secoisolariciresinol. Lo anterior se debe a que los
niveles plasmaticos/séricos de enterolactona son utilizados generalmente como
biomarcadores del consumo de lignanos [83, 93]. En este sentido, solamente el
3 y 10% de las muestras presentaron niveles por encima del LD para
matairesinol y secoisolariciresinol respectivamente. Lo anterior indica que la
mayor proporcion fue metabolizada. Sin embargo, solo el 16% presento niveles
de enterodiol, por lo que los lignanos consumidos fueron metabolizados
principalmente a enterolactona. Lo anterior se verifico al observar que el 100%

de las mujeres presentaron niveles de enterolactona. Por ello, la determinacién
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de lignanos en sangre podria limitarse, como indican estudios anteriores, a la

cuantificacion de enterolactona.

Los bajos niveles de lignanos (2.7 nmol/L) podrian deberse al bajo
consumo de granos y cereales. La Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos de
los Hogares (ENIGH) estim6 que solo el 18% de los gastos en alimentacion se
destinaron al consumo de cereales [140]. Por su parte, los alimentos de origen
animal, frutas y verduras representan un 40.5% y 16% de los gastos
respectivamente. En Sonora, el porcentaje destinado al gasto de cereales es
aun menor (13.6%) [141]. Lo anterior se ve reflejado en las bajas

concentraciones de lignanos observado en el presente estudio.

Por su parte, las concentraciones de enterolactona en las mujeres del
presente estudio (2.1 nmol/L) fueron inferiores a las reportadas para britanicas
(28.5 a 3.15 nmol/L), estadounidenses (20.2 a 14 nmol/L), y asiaticas (14 a 11
nmol/L) [83, 93, 97, 101]. Incluso, aparentemente no existen reportes
semejantes a los niveles de enterolactona encontrados. La concentracion mas
baja reportada (de 0.11 nmol/L) se presentd en la Tercera Encuesta Nacional
de Evaluacion de Salud y Nutricibn (NHANES Ill, 1988-1994) en los Estados
Unidos [1]. Por lo que, los bajos niveles observados, como se menciond

anteriormente, podrian deberse al consumo limitado de granos y cereales.

Los niveles de enterodiol, secoisolariciresinol y matairesinol fueron
menores a los de enterolactona, presentando incluso medianas por debajo del
LD. De la misma forma, Valentin-Blasini et al., (2003) presentaron niveles de
matairesinol por debajo del LD, pero con niveles de enterodiol superiores (5.44
nmol/L) a los observados en el presente trabajo [1]. Asimismo, mujeres
europeas Yy neoyorquinas presentaron mayores concentraciones (con una
mediana de 0.24 y 1.5 nmol/L respectivamente) [101]. En cuanto a

secoisolariciresinol, no se han reportado niveles séricos o plasméaticos. En
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conjunto, los niveles de lignanos fueron bajos comparados con la mayoria de

los estudios mencionados.

Finalmente, se presentan los niveles séricos de cumestrol y resveratrol.
Si bien los niveles de cumestrol fueron bajos (1.6 nmol/L), en comparacién con
otros fitoestrégenos, se observé un alto porcentaje en suero (97 .1%). Lo
anterior puede deberse a que cumestrol se encuentra en una gran variedad de
alimentos, desde derivados de soya hasta productos de origen animal que
forman parte de la dieta sonorense [132, 138, 142]. Sin embargo, la
concentracion de cumestrol en estos alimentos es baja, Para el caso de
resveratrol se encontré una mayor concentracion (3.2 nmol/L) pero sélo en el
30.4 % de las mujeres de estudio. Esto puede explicarse en parte a que
resveratrol se encuentra principalmente en el vino y uvas, por lo que su

consumo se ve limitado [37-38].

En conjunto, los niveles séricos de la mayoria de los fitoestrogenos en el
presenta trabajo fueron inferiores a los encontrados en otros estudios de
diferentes poblaciones. En cambio, kaempferol, naringenina y equol
presentaron los niveles mas altos hasta el momento reportados. La inclusion de
resveratrol, cumestrol, secoisolariciresinol, biochanina A, (gliciteina,
formononetina y matairesinol incrementé el nimero de fitoestrogenos a

cuantificar que no han sido considerados en otros estudios.
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Tabla 6. Niveles séricos de fitoestrogenos (nmol/L) en mujeres sonorenses (n= 69)

Media DS  Media Geométrica (IC 95 %) ——¢ Perggntn —

Fitoestrégenos 2595  250.2 22.9 (187.3 - 241.9) 155.7 188.1 255.8
Flavonoides e Isoflavonas 246.4  243.8 203.3(179.6-230.2) 152.0 1824 250.8
Isoflavonas 132.2  246.8 68.4 (52.6-89.1) 41.9 60.6 120.2
Formononetina 0.1 0.3 0.5 (0.3-0.7) -* -* -*
Biochanina A 1.4 11 1.2 (1.1-1.4) 0.9 1.1 15
Gliciteina 2.6 7.7 2.6 (1.6-4.2) -* -* 1.4
Genisteina 18.9 45.9 7.0 (5.0-9.9) 2.3 5.74 16.2
Daidzeina 20.3 49.7 6.0 (4.2 -8.6) 1.7 55 13.7
Equol 89.0 231.7 42.9 (33.7 — 54.6) 20.4 41.3 53.9
Flavonoides 1142  46.2 107.9 (100.0-116.6) 88.2 102.9 126.5
Luteolina 24.0 17.3 22.1 (20.5-23.9) 19.1 21.2 23.3
Naringenina 12.5 24.8 7.7 (6.5-9.2) 4.6 6.27 10.8
Kaempferol 58.3 24.4 54.0 (49.1 — 59.3) 39.1 54.2 67.0
Quercetina 19.4 12.1 17.1 (14.9-19.7) 11.2 16.3 25.5
Lignanos 4.2 4.4 2.7 (2.2-3.4) 1.4 2.8 5.6)
Matairesinol 0.1 0.4 2.5(2.0-3.1) -* -* -*
Secoisolariciresinol 0.2 0.7 1.7 (1.1-2.8) -* -* -*
Enterodiol 0.2 0.6 1.0 (0.6 — 1.6) -* -* -
Enterolactona 3.8 4.1 2.3(1.8-3.0) 1.3 2.1 5.0
Cumestrol 3.0 8.8 1.6 (1.3-2.0) 0.9 1.4 2.3
Resveratrol 8.7 64.6 3.2(1.7-6.1) -* -* 1.2

* Valores por debajo del limite de deteccion
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Estimacién del Consumo de Fitoestrogenos por Recordatorio de 24 h

El consumo de fitoestrégenos estimado a partir del recordatorio de 24 h
se presenta en la tabla 7. El principal fitoestrogeno ingerido fue quercetina
(3,760.5 ug/dia), seguido de naringenina (1,068.7 pg/dia) y kaempferol (196.6
Mg/dia). En cambio, los fitoestrogenos menos consumidos correspondieron a
resveratrol (0.2 pg/dia), equol (1.5 pg/dia) y matairesinol (6.3 pg/dia). Dentro de
los flavonoides, quercetina, naringenina y kaempferol presentaron el mayor
consumo. Para las isoflavonas, genisteina, daidzeina y biochanina A fueron las
mayormente consumidas. Por su parte, secoisolariciresinol y enterolactona
fueron los lignanos de mayor consumo. Al igual que los niveles séricos, los

flavonoides fueron los principales fitoestrogenos ingeridos.

A pesar de que el mayor consumo correspondié a quercetina, éste fue
menor a lo reportado por Cao et al., (2009) (10,760 ug/dia), Erlund et al., (2002)
(11,000 ug/dia) y Radtke et al., (2002) (17,250 pg/dia) [91, 133-134]. De la
misma forma, el consumo fue menor a la observada en estudios anteriores para
naringenina (5,450 y 3,000 ug/dia), kaempferol (3,160 y 10,940 ug/dia) y
luteolina (7,410 pg/dia) [91, 133-134]. Por lo tanto, el consumo de flavonoides

es bajo en las mujeres sonorenses.

De la misma forma, el consumo de genisteina y daidzeina fue menor al
observado por Arai et al., (2000) (27,864 y 14,706.6 ug/dia), Yamamoto et al.,
(2001) (22,300 y 14,000 ug/dia) y Grace et al., (2004) (247.2 y 205.5 pg/dia)
[19, 86, 135]. Sin embargo, el consumo fue mayor a la reportada por Bhakta et
al.,en el 2005 (245 y 159.5 pg/dia) y 2006 (225.6 y 163.8 pg/dia) en surasiaticas
del Reino Unido y britanicas (193 y 176 ug/dia) [143]. Por su parte, el consumo

de formononetina fue menor al consumo en holandesas (79 pg/dia) y
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estadounidenses (31 ug/dia), pero para biochanina A el consumo fue mayor al
observado en estas poblaciones (1.0 yg/dia y 6 pg/dia) [60, 144].

A su vez, el consumo de lignanos fue bajo en las mujeres sonorenses.
Para enterolactona, el consumo fue menor a la observada en britanicas (173.6
Mg/dia) y surasiaticas (136.8 — 140.7 ug/dia) residentes en el Reino Unido [83,
143]. De la misma manera, el consumo de matairesinol y secoisolariciresinol fue
menor al reportado para europeas (30 y 121 ug/dia) y holandesas (73 y 988
Mg/dia) [19, 60, 144]. En cambio, mexicanas del centro del pais, presentaron un
menor consumo de matairesinol (0.8 ug/dia), pero no asi de secoisolariciresinol
(67.5 pg/dia) [7].

En el caso de cumestrol, el consumo fue mayor al observado en
holandesas (0.2 ug/dia), y estadounidenses (1.0 ug/dia) [60, 144]. Incluso, el
consumo de cumestrol superé a la reportada para mexicanas del centro del pais
(1.8 ug/dia) [7]. Por lo tanto, existe una gran variedad de alimentos aportadores

de cumestrol en la dieta sonorense, donde destaca el frijol.

El estudio de resveratrol en humanos se ha centrado generalmente en
determinar su metabolismo y biodisponibilidad. Por ello, este es el primer
trabajo, segun la bibliografia consultada, donde se determina el consumo de
resveratrol. Ademas, el andlisis de resveratrol se limita a un grupo reducido de
alimentos, por lo que su consumo se relaciona principalmente con el vino, uvas
y jugos. En este sentido, la estimacion del consumo de resveratrol (0.201
Mg/dia) fue bajo en comparacién con los demas fitoestrégenos.
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Tabla 7. Estimacion del consumo de fitoestrogenos (ug/dia) a partir del recordatorio de 24 h en mujeres
sonorenses (n= 69)

. . " Percentil
Media DS Media geométrica (IC 95 %) 5 50 75
Fitoestrogenos 14683.73 22132.31 6546.28 (4532.21 — 9455.39) 3209.1 8237.96 19925.05
Flavonoides e Isoflavonas 13965.71 22095.13 5503.27 (3638.2 —8324.43) 2526.12 7089.27 19534.1
Isoflavonas 840.25  2539.85 237.14 (169.95 — 330.9) 131.46 270.37 503.46
Formononetina 17.64 21.05 7.22 (5.07 -10.28) 2.33 4.67 27.87
Biochanina A 62.92 86.58 23.18 (15.81 - 33.97) 6.55 29.74 100.01
Gliciteina 20.94 68.78 7.83 (5.84 — 10.52) 3.13 7.03 17.75
Genisteina 460.13 1634.72 72.06 (48.49 — 107.09) 18.87 86.7 177.92
Daidzeina 277.09 872.28 58.02 (38.87 — 86.60) 18.08 87.7 135.51
Equol 1.53 1.56 1.51(1.14 - 1.99) 0 1.44 2.12
Flavonoides 131255 21865.3 5976.0(4002.1 — 8923.48) 2235.95 6514.2 17052.91
Luteolina 344.54 788.38 85.72 (45.36 - 161.97) 0.19 36.98 371.23
Naringenina 4823.58 19943.46 1068.72 (526.3 —2170.18) 0 179.4 721.1
Kaempferol 684.08 1730.88 196.56 (127.52 — 302.97) 40.29 104 335.33
Quercetina 7273.26 7934.67 3760.46 (2497.59 — 5661.88) 1406.76 4489.68 10844.21
Lignanos 450.38 2030.2 154.357 (119.87 — 198.77) 90.37 149.17 280.42
Matairesinol 10.41 15.78 6.332 (5.0 — 8.02) 3.32 6.27 11.81
Secoisolariciresinol 310.8 2031.66 50.79 (38.96 — 66.21) 25.28 49.23 79.53
Enterodiol 35.4 40.84 20.57 (14.93 — 28.35) 6.53 18.99 51.20
Enterolactona 93.77 103.48 55.40 (41.39 — 74.16) 20.5 61.91 125.98
Cumestrol 267.64 532.89 15.53 (7.91 - 30.47) 1.88 4.76 327.98
Resveratrol 0.006 0.034 0.201 (0.049 — 0.83) 0 0 0
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Asociacion Entre el Consumo vy los Niveles Séricos de Fitoestrogenos

Se evaluo la asociacion entre los niveles séricos de fitoestrégenos con el
consumo de éstos, los cuales fueron determinados a partir del recordatorio de
24 h. Para ello, se correlacionaron las concentraciones de cada uno de los
fitoestrogenos mediante la prueba no-paramétrica de Spearman. Sin embargo,
el tamafio de muestra con que se trabajé fue de 69 mujeres, nimero inferior al
calculado para que el andlisis contara con el suficiente poder. Las correlaciones
se corrigieron de acuerdo a la variacion intra e interpersonal en los
recordatorios de 24 h (ya que se realiz6 un segundo recordatorio a una muestra
de 50 mujeres). Los resultados se muestran en las tablas 8 para isoflavonas,
tabla 9 para flavonoides y tabla 10 para lignanos.

Solo se observd una correlacion positiva significativa (p<0.01) entre
genisteina, luteolina y naringenina sérica y el estimado por el recordatorio de 24
h. A su vez, se encontrd una correlacion significativa entre los niveles séricos de
daidzeina y genisteina con el consumo de isoflavonas (p< 0.05). De la misma
forma, los niveles séricos de luteolina y el consumo de flavonoides presentaron
una correlacion significativa (p< 0.04). Asimismo, los niveles séricos de
enterodiol presentaron una correlacion significativa con el consumo de lignanos
(p < 0.05).

Los niveles séricos de enterolactona y el consumo de matairesinol
presentaron una correlacién positiva y cercana a la significancia (r = 0.3485, p =
0.0553). De la misma forma, la relacion entre resveratrol sérico e ingerido fue
positiva (r = 0.2876, p = 0.0517). Un patron similar fue evidente para cumestrol
(r = 0.2579 p = 0.0835). No se encontraron relaciones positivas significativas
entre los demas fitoestrogenos. A su vez, no se encontraron correlaciones

positivas significativas entre el consumo de precursores y sus metabolitos en
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suero. No se encontré relaciéon entre fitoestrégenos séricos totales y su
consumo (r =-0.1134, p = 0.4515).

Cao et al., (2009) mostraron una correlacion significativa entre los niveles
plasmaticos de luteolina y su consumo (r = 0.44 p < 0.05), asi como para
quercetina (r = 0.51, p < 0.05) y kaempferol (r = 0.44, p < 0.05), lo cual no fue
posible demostrar para estos dos ultimos en el presente trabajo [91]. Sin
embargo, estas diferencias podrian explicarse por la poblacién de estudio de
Cao et al., (2009) el cual se realizé en estudiantes universitarias de 20 a 28
afios de edad. Se ha observado que la edad y los afios de educacion presentan
una asociacion positiva con los niveles séricos de fitoestrogenos [34, 94]. Por su
parte, Erlund et al., (2002) al correlacionar quercetina con su consumo no
encontraron una relacion significativa al igual a lo reportado en este estudio. A
diferencia de Erlund et al., (2002) si se encontr6 una correlacion significativa
para naringenina [134]. En este caso, el estudio se realizé6 con 37 mujeres (de
43 afos de edad), muestra menor a la utilizada en el presente trabajo. Cabe
mencionar que en ambos trabajos se realizaron al menos cuatro recordatorios

para estimar el consumo de flavonoides.

Radtke et al., (2001) al evaluar la correlacion de quercetina y kaempferol
séricos con su consumo encontraron correlaciones significativas, ya sea al
utilizar 1 6 7 recordatorios, resultados opuestos a lo encontrado en este estudio
[133]. Sin embargo, la mayor correlacién se encontr6 con el recordatorio del dia
anterior a la toma de muestra (quercetina, r = 0.42 p< 0.01; kaempferol, r = 0.5,
p < 0.01). Al igual que a lo observado en el presente trabajo, Radtke et al.,
(2001) reportaron un coeficiente de correlacion similar para naringenina (r =
0.47, p < 0.01).

En el caso de las isoflavonas, las correlaciones entre niveles séricos se
han realizado principalmente para genisteina y daidzeina, por lo que

aparentemente no existen datos para las demas isoflavonas. Las correlaciones
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de genisteina y daidzeina séricas con su consumo en la mayoria de los casos
han sido positivas y significativas. Las correlaciones van de 0.32 a 0.43
(p<0.001) para genisteina y de 0.25 a 0.33 (p <0.0.001) para daidzeina [19, 83,
135, 143]. Sin embargo, también se han presentado correlaciones no
significativas para los dos fitoestrogenos [83, 86, 143]. Al igual que en el
presente estudio, se han obtenido correlaciones positivas significativas entre los
niveles de genisteina y daidzeina séricos con el consumo de isoflavonas (r =
0.32, r = 0.27, p < 0.001) [19]. En cambio, no se presentd una correlacion entre
equol sérico con el consumo de daidzeina y genisteina a diferencia de otros

estudio que han observado correlaciones significativas (r = 0.14, p < 0.05) [19].

Las asociaciones entre el consumo de lignanos y los presentes en el
suero se realizan a través de sus precursores en los alimentos y sus
metabolitos en suero. A su vez, se incluye la correlacion entre niveles séricos
de enterolactona y su consumo. En el primer caso, las relaciones entre
matairesinol y secoisolariciresinol dietarios con sus metabolitos séricos so6lo han
sido significativas con los niveles de enterolactona (matairesinol, r = 0.2;
secoisolariciresinol, r = 0.10, p < 0.001) [13]. En el presente estudio, la
correlacién con matairesinol dietario y enterolactona sérica fue alta (r = 0.3485),
y cercana a la significancia (p = 0.0553). En cuanto al consumo de lignanos con
sus metabolitos séricos, otros estudios han presentado correlaciones débiles
significativas tanto para enterodiol como enterolactona (enterodiol r = 0.09, p
<0.05; enterolactona, r = 0.18, p < 0.001) [13, 94]. Pero, a diferencia de estos
estudios, la correlacién observada en el presente trabajo sélo fue significativa
para lignanos dietarios y enterodiol sérico (r = 3313, p <0.05). Al igual que en
otros estudios, la relacion entre enterolactona seérica con la dieta ha sido débil

no significativa [83, 143].

Por lo tanto, para la mayoria de los fitoestrogenos, no se observd una

asociacion entre los niveles séricos y el consumo de éstos determinada por
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recordatorio de 24 h. Sin embargo, existen diferentes factores los cuales
pudieron haber afectado la relacion entre el consumo de fitoestrogenos y su
cuantificacion en suero. De esta forma, estos factores pueden influir en la
interpretacion e implementacion de los niveles séricos de fitoestrogenos como

biomarcadores de su consumo dietario.

Primeramente al realizar las correlaciones no se cont6 con el tamafio de
muestra deseado. El tamafio considerado para la prueba de correlacion fue de
100 individuos. De esta manera, se plante6 encontrar correlaciones
significativas (p <0.05) para los fitoestrogenos. Sin embargo, existen reportes
donde se han encontrado correlaciones mayores a 0.30 con un tamafo de
muestra menor a 60 individuos [83, 133]. Incluso, no se han observado
correlaciones significativas cuando la muestra es mayor a 100 [13, 83, 143]. Por
lo que pudieran existir otros factores que afectan en mayor medida la

correlacién entre niveles séricos de fitoestrogenos y su consumo.

Uno de los principales problemas es la dificultad de cuantificar el
consumo de estos compuestos en la poblacion. El consumo determinado a
partir del recordatorio de 24 h es transformado a informacién cuantitativa a
través de la tabla de composicion de alimentos [80]. No obstante, este método
esta limitado a la memoria del sujeto o a la veracidad del registro del consumo
diario [79]. Por ello, su exactitud como método de medicion del consumo es
incierta. Ademas, sélo se aplic6é un recordatorio de 24 h, por lo que seria

conveniente aplicar mas de uno.

Es posible que individuos con obesidad y sobrepeso sobre estimen su
consumo de alimentos saludables [94]. De esta forma, el consumo de frutas y
verduras, los cuales representan en gran medida una fuente de fitoestrégenos,
se vea sobre estimado por los individuos. En este mismo sentido, los alimentos
no saludables, ya sean ricos en grasa, azucar o altamente procesados pueden

ser subestimados [80]. Se ha observado que los bajos niveles séricos de
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enterolactona de las personas con obesidad o sobrepeso comparadas con su
contraparte pueden explicarse por un sesgo en el recordatorio, dando como

resultado que la estimacion del consumo carezca de exactitud [94].

La base de datos de la composicion de alimentos es otro de los factores
a considerar al estimar el consumo de fitoestrégenos. Si bien, en el presente
trabajo se contd con un diccionario con alimentos regionales, la concentracion
de los fitoestrogenos en éstos no se conoce por completo. Lo anterior conlleva
a una tabla de composicion de alimentos incompleta, lo que sesga la estimacién
del consumo de fitoestrégenos. En ciertas investigaciones, la base de datos se
realiz6 con el andlisis de los alimentos regionales por métodos cromatograficos.
En estos casos, las correlaciones fueron positivas y significativas [13, 133, 135].
Sin embargo, con bases de datos incompletas, soélo algunas de las
correlaciones fueron significativas [83, 143]. Recientemente el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos y su contraparte en Europa, elaboran una
base de datos, la cual esta lejos de completarse dada la complejidad de los
alimentos [145]. No obstante, su elaboracion contribuira para su uso en estudios

epidemioldgicos.

Otro de los factores que pudieron haber contribuido a la inexactitud de la
estimacion del consumo, es la elaboracion de las tablas de composicién de
alimentos, dada la diversidad de sistemas utilizados para caracterizar y
cuantificar los fitoestrogenos [80]. Las diferentes técnicas utilizadas podrian
contribuir en una variacion en el contenido de los fitoestrogenos en los
alimentos [145]. Ademas, en algunas ocasiones no se especifica la forma del
compuesto analizado (libre o conjugado) o sélo se incluye un grupo reducido de
fitoestrégenos [14, 93, 138]. Por lo tanto la informacion en la cuantificacion de

los fitoestrégenos en los alimentos pudo estar incompleta.

Adicionalmente, un elemento que interviene en la estimacion es la

variacion en la concentracion de los fitoestrégenos en los alimentos. Asi mismo,
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factores ambientales y su modificacion durante el procesamiento influyen en su
concentracion [33, 80, 145]. Con el recordatorio de 24 h es dificil establecer
todos estos factores que finalmente contribuyen en la concentracion de los
fitoestrogenos. Sin embargo, en el presente trabajo se incluyé el método de
preparacion de los alimentos. Lo anterior permitié al menos ajustar este efecto

al evaluar el consumo de los fitoestrogenos.

A diferencia del recordatorio de 24 h, los niveles séricos de
fitoestrogenos cuantifican de forma precisa y objetiva el consumo, el cual no
esta limitado a la memoria del sujeto o a la veracidad del registro del consumo
diario [79]. Sin embargo, existen diversos factores que también pudieron haber

contribuido en un error en la relacién del consumo dietario y los niveles séricos.

La relacion entre el consumo dietaria y sus concentraciones en el
organismo es un aspecto complejo. Para que un metabolito sea utilizado como
biomarcador de exposicién existen diversos factores a considerar. Se debe
conocer qué tipo de exposicion refleja el biomarcador y que tan bien se ve
reflejada esta exposicion. Para ello, deben seleccionarse los metabolitos que
indiguen en mayor medida la exposicién. EI método de analisis debera ser
sensible y especifico. Se debera conocer la relacion entre el tiempo del
consumo y su apariciébn en el torrente sanguineo. De la misma forma, un
cambio en el consumo debe verse reflejado en los niveles del biomarcador.
Finalmente es necesario conocer los factores fisiolégicos que afectan el
metabolismo. Sin embargo, esta informacién se encuentra limitada para la

mayoria de los fitoestrogenos [80, 145-146].

Una de las fortalezas del método de andlisis es la gran variedad de
fitoestrégenos incluidos. A pesar de ello, aun existen metabolitos los cuales
pueden adicionarse al andlisis como O-desmetilangolesina (metabolito de
daidzeina y formononetina). ElI método establecido presentd una alta

especificidad y sensibilidad (por el orden de las ppb), con una linealidad de 0.02
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a 3000 ng/mL. Ademés la inclusién de controles de calidad asegura que el

método analitico es confiable y reproducible.

Uno de los factores que pudieron haber disminuido la relacién entre
consumo Y niveles séricos es el tiempo de la toma de muestra. En el presente
trabajo se recolect6 por la mafiana una muestra de sangre en ayunas de 12 h.
El tiempo requerido para alcanzar la concentracion maxima (T max) €n el plasma
varia entre fitoestrégenos y dentro del mismo fitoestrogeno (por estar libre o
conjugado). Las isoflavonas presentan un T a2 de 9 h [92]. En cambio para los
flavonoides, el T nax €s de aproximadamente 5 h[92]. Para equol, enterodiol y
enterolactona el T nax Va de 12 a 24 h, por lo que la toma de muestra de 12 h
pareciera ser Optima [92, 147]. Sin embargo, las concentraciones basales de
fitoestrogenos se restablecen a las 48 h aproximadamente, pudiéndose
recolectar la muestra antes de este periodo [92, 133]. Lo anterior ha hecho

dificil establecer cual es el tiempo adecuado de la toma de muestra.

El nimero de toma de muestra a su vez pudo haber contribuido a la baja
correlacién. Aunque, diferentes estudios al realizar una toma de muestra
presentaron correlaciones similares a las realizadas con 2 a 4 tomas de
muestras [19, 83]. Fraser et al., (2010) sugieren que de ser posible y preferible,
las correlaciones crudas deberan ajustarse por el coeficiente de correlacion
intraclase (ICC) [136]. ElI ICC compara la varianza de los niveles séricos entre
sujetos con la total (varianza intra e interpersonal). Por lo que al estimar el ICC
se requiere de un subestudio donde los sujetos cuenten con al menos 2
muestras separadas por meses o afios. Ademas, cuando el ICC sea bajo (0.01

— 0.4), debera incrementarse el tamafio de la muestra.

La relacion consumo-niveles séricos también depende de los factores
que intervienen en el metabolismo. La flora bacteriana juega un papel
importante en la biodisponibilidad de los fitoestrégenos. Si bien las mujeres

participantes en el estudio no habian consumido ningun tipo de antibiético o
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medicamento en los 7 dias previos a la toma de muestra, la baja carga
bacteriana intestinal pudo haber reducido los niveles séricos de fitoestrégenos.
No obstante, alin no se han podido determinar por completo los efectos del uso
de antibidticos [33]. Por otro lado, la distribucién de los fitoestrogenos en el
organismo repercute en los niveles séricos. Asi, enterolactona pasa a través de
la membrana celular de preadipocitos, lo que diluye rapidamente las
concentraciones en los sujetos con obesidad o sobrepeso resultando en niveles
séricos menores [94]. Finalmente, dado la limitada informacion en el
metabolismo de los fitoestrogenos en humanos, aun existen otros elementos
que pudieran estar actuando sobre los niveles séricos y que no se conocen con

exactitud.

Si bien, sblo se observaron correlaciones positivas para genisteina,
luteolina y naringenina, estas son relevantes dada la capacidad de union de
estos fitoestrogenos a los receptores de estrogenos (REa y RER) [44]. De la
misma forma, las correlaciones para enterodiol y enterolactona son relevantes,
incluso para cumestrol y resveratrol, cuyas correlaciones se encontraron cerca
de la significancia. Ademas, estos fitoestrogenos son capaces de producir una
activacion transcripcional (a una concentracién de 10 a 100 nmol/L) con la
misma magnitud que el estrogeno [44]. Por lo tanto, el analisis de los niveles
séricos de estos fitoestrogenos podria ser de gran utilidad en estudios

epidemioldgicos.

A pesar de que no se presentd una correlacién entre niveles séricos y la
estimacion del consumo por recordatorio de 24h para la mayoria de los
fitoestrégenos analizados, los niveles séricos de fitoestrégenos presenta varias
ventajas sobre el uso de recordatorios de 24 h. Las encuestas dietarias no
consideran diferencias en la biodisponibilidad u otros factores que intervienen
en la concentracién de los fitoestrogenos. Por lo que es dificil establecer qué

tan exactos son los resultados obtenidos por este método. La cuantificacion de
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fitoestrégenos en suero presenta un alto potencial como alternativa al
recordatorio de 24 h, pero aun existen diversos aspectos que deben estudiarse
(metabolismo, farmacocinética, procesamiento de alimentos, entre otros) para
proporcionar informacion valiosa entre el consumo de fitoestrogenos y estado
de salud.

La variacion en el consumo y niveles séricos de fitoestrogenos es alta.
Por lo tanto, al investigar la relacion entre el estado de salud y el consumo de
fitoestrogenos, seria recomendable utilizar los niveles séricos en combinacién
con su estimacion a través de los recordatorios de 24 h. Ambos métodos
presentan fallas (las cuales se pueden minimizarse), pero la fuente de error es
diferente [134]. Como afirman Bhakta et al., (2005) “El consumo verdadera

recae en algun lugar entre ellos”.
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Tabla 8. Correlacion entre niveles séricos de isoflavonas y consumo diaria (recordatorio de 24 h) (n = 69)

Niveles séricos

Recordatorio
Isoflavonas Formononetina Biochanina A Gliciteina  Genisteina  Daidzeina Equol

Isoflavonas 0.1574 -0.1269 0.1605 -0.0858 0.3257** 0.3193* -0.0657
Formononetina 0.0806 0.4075* -0.08292 -0.0318 0.0021 -0.1658
Biochanina A 0.1661 -0.0599 0.0361 0.0101 -0.2478
Gliciteina -0.0431 0.2106 0.2383* 0.0216
Genisteina 0.3163*** 0.3370***  0.0061
Daidzeina 0.1904 0.0702
Equol -0.5167

coeficiente de correlacién de Spearman, * p< 0.05, ** p< 0.02, *** p< 0.01

Tabla 9. Correlacion entre niveles séricos de flavonoides y consumo diaria (recordatorio de 24 h) (n = 69)

. Niveles séricos
Recordatorio

Flavonoides Luteolina Naringenina Kaempferol Quercetina
Flavonoides 0.1801 0.2999* 0.2231 0.0660 -0.1081
Luteolina 0.3950*** 0.1758 0.0863 0.0230
Naringenina 0.4732** 0.1621 -0.0829
Kaempferol 0.1554 -0.1500
Quercetina -0.0468

Coeficiente de correlacion de Spearman, * p< 0.05, ** p < 0.01, *** p< 0.001
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Tabla 10. Correlacion entre niveles séricos de lignanos y consumo diaria (recordatorio 24 h) (n = 69)
Niveles séricos

Recordatorio
Lignano Matairesinol Secoisolariciresinol Enterodiol Enterolactona
Lignanos -0.0659 -0.2265 -0.1060 0.3313** 0.0274
Matairesinol -0.1155 0.0933 0.2267 0.3485*
Secoisolariciresinol 0.0002 0.2094 0.1293
Enterodiol 0.2055 -0.0036
-0.0306

Enterolactona
coeficiente de correlacién de Spearman, * p = 0.0553, ** p < 0.05
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CONCLUSIONES

La cuantificacion de fitoestrogenos en suero por HPLC-DAD-ESI-MS
presenta un alto potencial como alternativa al recordatorio de 24 h ya
consideran diferencias en la biodisponibilidad de los fitoestrogenos. Sin
embargo, aun existen diversos aspectos que deben estudiarse (metabolismo,
farmacocinética, procesamiento de alimentos, entre otros) para establecerse

como biomarcadores del consumo dietario reciente.

El método establecido por HPLC-DAD-ESI-MS, representa un avance en
el andlisis cuantitativo de 16 fitoestrogenos presentes en suero humano. Las
modificaciones realizadas al método descrito por Wyns et al.,, (2010) han
permitido la identificacion cromatogréafica de los 16 fitoestrogenos, ampliando de
esta forma, el nimero de fitoestrégenos a cuantificar por corrida cromatogréfica.
Por lo que el método puede ser utilizado en el analisis de fitoestrogenos en

Suero.

Las correlaciones positivas significativas para luteolina, naringenina vy
genisteina, incluso para resveratrol y cumestrol son relevantes dada la
capacidad de union de estos fitoestrogenos a los receptores de estrégenos. Por
lo que pueden ser utilizados como biomarcadores de su consumo en estudios

epidemioldgicos.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones del estudio fue la aplicacion de so6lo un
recordatorio de 24 h para determinar el consumo de fitoestrogenos. Otra de las
limitaciones fue la falta de informacion del contenido de los fitoestrogenos en
algunos de los alimentos, principalmente de los regionales. Asimismo, las tablas
de composicion de alimentos contienen informacion incompleta de la
concentracion de fitoestrogenos. Ademas, los métodos de andlisis de
fitoestrogenos en alimentos no son homogéneos por lo que se presentan

variaciones en el contenido de los fitoestrégenos.

Una de las fortalezas del estudio fue el método de anadlisis de
fitoestrogenos en suero. Este cuantifica un gran nimero de fitoestrogenos en un
tiempo relativamente corto, por lo que puede aplicarse en estudios
epidemiologicos. Ademas, presentd una alta sensibilidad y selectividad. Otra
fortaleza fue el disefio del muestreo, lo que permitié contar con una muestra

heterogénea y representativa de la poblacion.
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