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1.1. Alimentos enriguecidos: mito o realidad

La relaciébn entre salud y alimentacion se conoce desde
antiguo. Ya Hipécrates acufid la frase: “Que la comida sea tu alimento
y el alimento tu medicina”, en el s. V a.C. En las ultimas décadas del
s. XX se ha reforzado esta idea gracias, en parte, a los humerosos
avances cientificos! en el area de la Microbiologia y la Inmunologia y
al creciente interés por mantener la calidad de vida durante la etapa
de envejecimiento. En relacibn a este Ultimo aspecto, se ha
demostrado la importancia de la calidad alimentaria para la seguridad
del ciudadano??. Ademas, existen evidencias de la influencia de los
hébitos dietéticos en el desarrollo de numerosas patologias.
Asimismo, estudios epidemiolégicos rigurosos*® han permitido
constatar el papel de nutrientes y determinados complementos
alimenticios en la prevencion de la enfermedad y en la mejora de la

salud.

En nuestro pais, esta relacion ya tuvo reflejo a nivel legal en la
Ley General de Sanidad® que establecié en el articulo 18, como una
de las actuaciones sanitarias del Sistema Nacional de Salud, el
«control sanitario y la prevencion de los riesgos para la salud derivados
de los productos alimentarios, incluyendo la mejora de sus cualidades
nutritivas». Desde esta publicacion, se han sucedido distintas normas
a nivel nacional y comunitario que integran alimentacién y salud en

algun sentido’?.

Por otra parte, durante los ultimos afos del siglo pasado,
aparecieron en el mercado un gran niamero de alimentos enriquecidos

con diferentes nutrientes y otros compuestos. La oferta cada vez es
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mayor. En general, se trata de productos que se presentan como
beneficiosos para el organismo humano®. Su consumo también ha ido
en aumento, puesto que la sociedad concede cada vez mayor

importancia a la alimentacién y su relacién con la saludt,

Paralelamente se ha desarrollado un amplio sector de
complementos alimenticios, cuya finalidad es complementar la dieta
normal ya que, aunque en circunstancias normales una dieta
adecuada y equilibrada proporciona todos los nutrientes necesarios.
Las investigaciones realizadas!?>!® demuestran que esta situacion
ideal no se da en la practica para todos los nutrientes, ni para todos
los grupos de poblacion. Se consideran complementos o suplementos
alimenticios aquellos que se presentan como fuentes concentradas de
nutrientes e incluyen, entre otros, vitaminas, minerales, aminoéacidos,
acidos grasos esenciales, fibra, diversas plantas y extractos de las

mismas.

La normativa'* prohibe expresamente atribuir a un alimento
propiedades de prevencion, tratamiento o curacion de una enfermedad
humana, o cualquier referencia a estas propiedades. Sin embargo,
permite la utilizacion de declaraciones de propiedades saludables en
el etiquetado, la presentaciéon y la publicidad de los alimentos
comercializados en la Comunidad Europea, siempre que tengan un
fundamento cientifico y estén previamente autorizadas por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, en sus siglas

inglesas).

Esta distincion plantea, incluso desde un punto de vista legal,
el problema de como diferenciar entre efectos medicinales y efectos

sobre la salud. Las acciones de la mayoria de sustancias sobre el
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organismo suponen cambios continuos y graduales en respuesta a la
dosis, forma, susceptibilidad individual y circunstancias de
administracion. Esto conlleva que el establecimiento de un punto de
corte entre efecto terapéutico y efecto sobre la salud sea a veces un
tanto artificial. Se ha propuesto® como criterio, la dosis ya que de ella
depende el efecto terapéutico. La idea basica se esquematiza en la
figura 1.1 que permite visualizar como el punto de corte est4 poco
definido como consecuencia inevitable de la amplitud de los términos

gue utilizan.
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Dosis Funcion/Efecto Clasificacion
Potencial
o Sin acceso al
Toxico
4 mercado
Farmaco
Terapéutico convencional
> Farmaco =~ MTP
Homeostatico
Nutricional Complemento
alimenticio
No detectable

Figura 1.1. Acciones de las sustancias sobre el organismo (Tomado
de Coppens et al)'®. MTP: Medicamento tradicional a base de

plantas.

La normativa europea al respecto establece que en el caso de
gue un producto supuestamente medicinal pueda encuadrarse dentro
de alguna otra categoria (alimento, complemento alimenticio,
cosmeético) debe considerarse bajo la perspectiva menos restrictiva, es
decir, no ha de someterse a la legislaciébn sobre medicamentos. En
todo caso, son las autoridades nacionales las que atribuyen una u otra
condicién a cada producto y, por tanto, las que se responsabilizan de

procesos de autorizacion previos a su puesta en el mercado.
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Aunque se reconoce de forma general el papel de los
alimentos enriquecidos o complementos alimenticios en la salud, su
creciente importancia esta generando situaciones de incertidumbre
cientifica respecto a su influencia, positiva o negativa. Actualmente, se
revisan los datos de seguridad y se estudia la evidencia cientifica
disponible al respecto de su actividad siguiendo las recomendaciones
de la Directiva de suplementos alimentarios (2002/46/EC)’. En Espafia
se traspuso en el Real Decreto 1487/20098, de 26 de septiembre que
estableci6, entre otros aspectos, los requisitos para la
comercializacion de los complementos alimenticios, incluyendo su
etiqguetado, presentacion y publicidad. Ademas, se determind las
vitaminas y minerales que se pueden utilizar en la fabricacion de
complementos alimenticios, asi como las sustancias o sales que

pueden servir como fuentes de vitaminas o minerales.

A nivel europeo, la European Food Safety Authority (EFSA) es
el organismo encargado de autorizar la declaracion de propiedades
saludables, después de una evaluacion cientifica. El problema surge
al trasladar los principios basicos de la fundamentacion cientifica, ya
bien asentados, a este contexto. Tanto a nivel académico como
industrial se ha expresado dudas acerca del tratamiento de estos
datos y se ha resaltado la necesidad de alcanzar un consenso
cientifico’®. Para los medicamentos se reconocen diferentes grados de
evidencia cientifica que avalan con distinta magnitud la seguridad y
eficacia necesarias para ser considerados como tales. En el caso de
los medicamentos a base de plantas medicinales, la evidencia se
constituye sobre fuentes bibliogréficas que se basan en los criterios de

la Agencia Americana de Politicas e Investigacion sobre la Salud y la
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OMS. Estos criterios consisten en dar cabida a autorizaciones en las
gue no es necesario suministrar resultados de ensayos preclinicos y
clinicos. En estos casos se considera la evidencia que aportan
referencias cientificas respecto a la eficacia reconocida y un aceptable
nivel de seguridad. Actualmente, la clasificacion de la evidencia esta
sufriendo un proceso de adaptacion para incluir el uso tradicional de
productos medicinales como grado de evidencia adicional en ausencia

de otra evidencia cientifica.

La OMS y el Fondo Mundial para la investigacion del Cancer
han establecido, en el campo de los alimentos, cuatro grados de
evidencia: convincente, probable, posible e insuficiente. Estas
definiciones tienen que ser desarrolladas para cubrir la interpretacién
de otros estudios humanos y otros tipos de investigacion como
estudios in vitro y en animales. Seria interesante hacer un esfuerzo
conjunto para promover una definicion consensuada del grado de
evidencia en el campo de propiedades saludables de los

complementos alimenticios.

Un marco aceptado sobre la evaluacion de la evidencia se
muestra en el trabajo de Richardson?® que se esquematiza en la tabla
1.1.
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Insuficiente | Probable Convincente
| i
| i
| | i
. ‘ 1| Evidenciaaceptada por
Soloestudios‘in |, ] | )
itre’o "invivo | lolargo en humanos | organismo cientificou
' +Datos epidemiolégicos | +Datosepidemiologicos | | érganoindependientede
| i i
: ! contradictorios de apoyo ! expertos
Estudios pequenios | |
no controladosen | I Organizaciones de expertos:
|
: i World Health Organizati
amma|es : : 0oria Rea ‘1 rganization
| 1 (WHO), National academy of
| +Resultados | +Resultados " Scences (NAS),

Datos I consistentes con | consistentes con | T
o b ‘ o | Organizaciones cientificas
epidemiologicoscon |1 disefios defectuosos | buenos disefios ‘ : .

T 1 European Society for Pediatric
datos contradictorios | ‘ta-anélisis | Gastroenterology, Hepatology
: 1 1 and Nutrition (ESPGHAN]).
lEsltudlopequeno Revisiones crticas Libro de texto recientes
Unico en humanos | de expertos " reconoddos
+Apoyo de datos de labortorio |
Datos " Monagrafias: European
epidemiologicoscon | 1 Scientific Cooperative on
resultados ' Phytotherapy (ESCOP)
consistentes
sdificultad de | |
medicion splausibilidad
+datos de biclogica ‘
[aboratorio 1
contradictorio i !
e e e e e e e e T | meesssssssssssssssss——- -\
¢ o Tiempodeuso  bemmmmcmmmmmmmacaacaaaa- ’
ATTTT T m 4
1 2 3 4 5
Evidenciaemergente

Acuerdo cientificosignificativo Consenso

r L

P —
df— v

Tabla 1.1. Representacion esquemética de la escala de evidencia,
(Adaptada de Richardson)?®.
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Si la evidencia cientifica constituye un reto en su definicion,
mas complicado aun es agrupar los conocimientos al respecto de los
temas que se abordan ya que en ocasiones no se plantean como
estudios rigurosos sino que se infieren de préacticas tradicionales en
los que concurren muchas otras variables ademas del factor en
estudio. En los ultimos afios uno de los campos en los que se ha
llevado a cabo una investigacibn mas intensa es el papel de las
isoflavonas en la salud y los cambios en el efecto que ejercen segun
la composiciéon de la microbiota. En concreto, poco se conoce del
efecto que origina la coadministracion de varias de estas sustancias o
complementos. En el presente proyecto se estudia la interrelacion de
las isoflavonas y la microbiota. Ambas se utilizan con frecuencia en
condiciones de premenopausia o durante el climaterio para compensar
trastornos asociados al mismo (sofocos, estrefiimiento, etc). Se revisa,

a continuacion, la informacién mas relevante al respecto de uno y otro

grupo.

1.2. Las isoflavonas

Son productos que tienen una estructura basada en Ces-C3-Cs
de carbono, o fenilbenzopirano (o cromano)!’. Se clasifican segun la
posicién en que esta unido el anillo aromatico al benzopirano, en tres

subclases: flavonoides, isoflavonoides y neoflavonoides (figura 1.2)8.
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SONOOYENOC
(2 G

Flavonoides Isoflavonoides Neoflavonoides

Figura 1.2. Estructura basica de flavonoides, isoflavanoides y

neoflavonoides (Tomado de Kim, M. 2008)?,

La estructura de isoflavonoides presenta, asimismo, una gran
variedad de estructuras, que se clasifican en isoflavonas,
isoflavanonas e isoflavanoles de acuerdo a su funcionalidad en el C1
a C3. Estos compuestos juegan un papel importante en las
interacciones planta-entorno, asi como en la nutricion humana y la
medicina. Por su utilizacién, destacan las isoflavonas, cuya estructura

y sistema de numeracién se muestra en la figura 1.3

o

Isoflavona Isoflavanona Isoflavanol

Figura 1.3. Estructura, nombre y sistema de numeracion de los

isoflavonoides simples (Tomado de Kim, M. 2008)*8,

Las isoflavonas se encuentran de manera habitual en plantas

de la familia Leguminosae. En la dieta humana, la mayor fuente de
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isoflavonas es la soja, que se consume sobre todo en los paises
asiaticos. No obstante, en nuestro entorno se demuestra un interés
creciente en la misma y en sus derivados. Datos recientes (tabla 1.2)*°
recogen datos sobre la ingesta diaria de isoflavonas en Espafia y otros

paises de la Unién Europea.

0.33+0.27 289  0.17+0.29

361 0.39+0.29 502  0.41+0.26
1314 0.24+0.14 1373 0.22+0.13

- - 1184 1.13+0.16
1134 0.75+0.15 1074 0.56+0.15
1024 0.73+0.16 1478 0.77+0.13
258 11.73+0.26 384 10.23+0.28
9620 0.60+0.17 997  0.46%0.18
1383 0.85+0.14 1643 0.89+0.12

- - 899 1.29+0.17

Tabla 1.2. Comparativa del consumo diario de isoflavonas en paises

europeos (Adaptado de Zamora, R. 2012). N= nimero de individuos.

La tabla 1.2 y la figura 1.4 muestran que los paises
mediterrdaneos muestran menor consumo de isoflavonas (0.47
mg/dia)?°-23, especialmente Grecia®?® y Espafia®. Por el contrario, la
poblaciéon del Reino Unido?* los consume en mayor medida (2.34

mg/dia).
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¥

129 mg/dia 037”‘%/&:4%
: .

 0.66mgltia ‘

) .
Y e\ LY .

{ 10,98 g/ dia

Figura 1.4. Datos mas relevantes de consumo de isoflavonas a nivel
mundial (Adaptado de Zamora, R. 2012). Los consumos estan

expresados en mg/dia.

Como se ha comentado, los mayores consumidores a nivel
mundial son los paises asiaticos. Las poblaciones de China y Jap6n
tienen los consumos mas altos de isoflavonas en todo el mundo, que
van desde 27.1 hasta 68.6 mg/dia?®>?8, ya que la soja es una fuente de

alimentacion importante en esa region.
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En otros paises, el consumo es menor como es el caso de
Canada? (0.31 mg/dia) y EE.UU%*3 (alrededor de 1.1 mg/dia).

Diferentes estudios epidemioldgicos relacionan los datos de
consumo de fitoestrogenos (entre los que se encuentran las
isoflavonas) con la proteccién frente a ciertas patologias. Estudios
realizados en Suecia parecen asociar una mayor ingesta de
fitoestrdgenos con una disminucion en el riesgo de padecer cancer de
prostata®?. También los fitoestrégenos parecen proteger frente al
cancer de mama?®?825 por un mecanismo mediado por el receptor
estrogénico. Asimismo, otros estudios realizados en distintos paises
(Reino Unido, Grecia, Italia, China, Japon) sugieren la relaciéon entre
estos compuestos y la reduccion en el riesgo de distintas patologias
como cancer colorrectal y de prostata®®, enfermedad oclusiva arterial
periférica?* y cancer faringeo®. Lo anterior nos indica que se ha
llevado a cabo una intensa investigacion sobre las isoflavonas de la
soja debido a su posible papel como agentes preventivos de la

aparicion de enfermedades.

Las isoflavonas estan incluidas dentro del grupo de los
fitoestrogenos, que son compuestos estrogénicos de origen natural.
En este sentido se ha establecido una relacién entre el uso terapéutico
de las isoflavonas y la mejora de los sintomas de las mujeres en la
etapa postmenopausica®3®, La Sociedad Norteamericana de
Menopausia recomienda que “para las mujeres con sofocos
frecuentes, los médicos pueden considerar la recomendacion de los
complementos alimenticios con isoflavonas de la soja™’. Algunos

investigadores®4383° han descrito este efecto y lo han comparado con
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la terapia hormonal; sin embargo concluyen que no existe evidencia

suficiente para su uso en reemplazo de la terapia®

Las isoflavonas son estructuralmente muy similares a los
estrogenos de los mamiferos, y esta similitud es incluso mayor cuando
las comparamos con los metabolitos bacterianos de las isoflavonas,
como es el caso del equol. Sobre la base de su estructura, no es
extrafio que las isoflavonas se unan a los receptores estrogénicos; sin
embargo, sus acciones se parecen mas a las de agonistas o
antagonistas parciales de los estr6genos, un concepto que todavia es
dificil de comprender pero que continta fascinando a los bioquimicos
y endocrindlogos. Las moléculas con actividad estrogénica pueden
actuar como antagonistas en funcion del nUmero de receptores, su
ocupacioén y la concentracion del estrogeno competidor. La existencia
de al menos dos tipos de receptores estrogénicos complica aiun mas
la comprensién del mecanismo de acciéon de las isoflavonas. Cada
receptor tiene funciones diferentes en la regulacién génica, y se
encuentran distribuidos de diferente forma dependiendo del tejido, lo
gue podria explicar la accion selectiva de los estrégenos dependiendo
del 6rgano que consideremos. La afinidad de las isoflavonas y otros
xenoestrogenos parece ser mayor para los receptores f3 recientemente
descubiertos que para los clasicos, lo que sugiere que este nuevo
receptor y otros todavia por descubrir pueden ser muy importantes en

la accién no-esteroide de los estrégenos®.

Uno de los principales problemas para establecer la relaciéon
causal entre el consumo y los efectos en el organismo, es que las
fuentes de isoflavonas, como productos naturales que son, contienen

mezclas de diversas estructuras.
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La forma mayoritaria suele ser el glucésido conjugado. Sin
embargo, numerosos estudios farmacoldgicos han demostrado que
los efectos de las isoflavonas sobre la salud son producidos
mayoritariamente por las agliconas de dichos compuestos y no por sus
glucésidos?®4, Es por ello que determinar en qué medida se produce
la transformacién de los conjugados en agliconas y cémo afecta ese
proceso a la biodisponibilidad de cada uno de los componentes de la
mezcla natural, es esencial para comprender su efectividad y
establecer la relacion dosis efecto, asi como justificar la variabilidad

interindividual.

Las isoflavonas mayoritarias de la soja son la daidzeina, la
genisteina y, en menor proporcion, la gliciteina (figura 1.5). En la soja
se encuentran, como se ha comentado, en forma de glucésidos
conjugados que reciben el nombre de daidzina y genistina,

respectivamente*?.
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OH

HO
0]

H(

Aglicona

Glucésido
Nombre R1 R2
Daidzelna H H
Genisteina OH H
Gliciteina H OCHa
Daidzina H H
Genistina OH H
Glicitina H OCHs

Figura 1.5. Clasificacion y estructura de las isoflavonas (Tomado de
Pefialvo, J.2004)*

Los glucdsidos no se absorben a nivel intestinal. Sélo se
produce absorcion si se hidrolizan a agliconas (genisteina, daidzeina
y su metabolito equol) por glucosidasas, que son enzimas producidas
por la flora intestinal y, en particular por los lactobacilos. En esencia,
una vez ingerido el glucésido, por ejemplo la daidzina, es parcialmente
hidrolizada a la aglicona en el intestino delgado (en este caso la
daidzeina), y ésta es la que se absorbe a través del epitelio intestinal*.
Una parte considerable no se hidroliza y, en consecuencia no se
absorbe y llega hasta el colon junto con una cantidad de daidzeina
libre que es secretada al final del intestino delgado por la circulacién

enterohepatica**. Ciertas situaciones, tales como el uso de antibiéticos
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o algunas enfermedades que reducen el numero y la actividad de la
flora intestinal, pueden por tanto influir negativamente en la absorcion
y la accion de las isoflavonas. Del mismo modo, una mejora en la
calidad/cantidad de la flora intestinal podria suponer un incremento en
la absorcion de las isoflavonas, ya que en el colon la microbiota ejerce
una acciéon fundamental al desglicosilar la fraccién conjugada®*’ y

metabolizar las agliconas correspondientes®,

Numerosos estudios muestran una gran variabilidad
interindividual tanto en parametros de absorcion como metabolismo y
excrecion*®-! de isoflavonas después de la administracion de la soja o
preparaciones que la contienen. Esto podria estar relacionado con

diferencias en la composicion de la microbiota.

No existe todavia un cuerpo de doctrina consolidado sobre
esta cuestion. Un aspecto importante al respecto es la farmacocinética
de estos compuestos. Su conocimiento, en especial la
biodisponibilidad oral en diferentes condiciones, podria esclarecer
algunos resultados aparentemente contradictorios. En concreto, ha
recibido menor atencién hasta el momento la influencia que puede
tener su ingesta en la absorcién, e incluso disposicion, de otros

nutrientes y medicamentos.

1.3. Microbiota bacteriana

La microbiota comprende la poblacion microbiana habitual del
tracto digestivo. Su composicion y ubicacién es diferencial segun la
zona que se considere. En la figura 1.6 se muestra un esquema del
tracto gastrointestinal y la distribucion de los microorganismos no

patégenos en individuos sanos. Ademas, se indican los procesos
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fisiologicos principales en funcién de su 6rgano a nivel del tracto

gastrointestinal.

Esoéfago

Presencia bacteriana Organo Procesos fisiolégicos principales

5 Secrecion de acido (HCI)
I Estomago Digestion de macromoléculas
pH2

r Duodeno _‘

Enterococos o ! y
y lactobacilus " Continua la digestion
I Yeyuno Intestino  Absorcién de monosacaridos,

| Delgado  aminoécidos, grasas y agua
pH 4-5

? - fleon
Enterobacteria ” B B
Enterococcus faecalis =
Bacteroides
Bifidibacterium
Eubacterium
Peptococcus
Peptostreptococcus
Rumicoccus
Clostridios
Lactobacilus
Streptococcus
Staphylococcus

g Absorcion de acidos biliares,
i 5
- Colon r ;tj:;:o vitamina B,
H

Figura 1.6. Presencia bacteriana en funcion de la localizacion a nivel
del tracto gastrointestinal®? (Tomado del libro Brock Biologia de los

microorganismos)

En el estbmago existe una barrera de defensa que no permite
la entrada de bacterias extrafias al tracto que consiste en la secrecion
activa de 4cido clorhidrico, que provoca un pH muy acido incompatible
con el desarrollo microbiano. Por ello no existe una microbiota propia

en el estbmago®2.

Sin embargo, el intestino desempefia un papel crucial ya que
contiene una microflora abundante que contribuye al desarrollo
anatémico, fisiolégico e inmunolégico del huésped®. La microbiota se

compone de especies pertenecientes a las familias Bacteroides,
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Fusobacterium, Butyrivibrio, Clostridium, Bifidobacterium,
Eubacterium y Lactobacillus®. La flora dominante esta constituida por
bifidobacterias y lactobacilos que representan el 90% de la
poblacién®. El Enteroccocus coli y las diferentes especies de
Escherichia suponen menos del 1% de todos los microorganismaos del
intestino. Las diferentes especies bacterianas son capaces de
sobrevivir y realizar su actividad en entornos especificos como son las
mucosas de las membranas. En la membrana del segmento distal del
intestino delgado y en la parte proximal del colon, se concentra el 99%
de toda la poblaciéon bacteriana®. En estas superficies viven mas de

1000 bacterias de unas 200 especies y de 40 — 50 géneros.

La colonizacion bacteriana del intestino sufre cambios en
funcién de la edad y esta influenciada por los factores bacterianos de
fijacién, la inmunidad local y el fendbmeno de la resistencia a la

colonizacién®®.

Una de las funciones de la flora intestinal es actuar como
mecanismo de defensa. Cuando un agente patdgeno entra en
contacto con la mucosa gastrointestinal se pone en marcha el sistema
inmune secretor. En las secreciones intestinales de mamiferos, el
isotipo predominante de anticuerpos es la IgA secretora (slgA). Los
receptores especificos de la Ig polimérica (plgR) son cruciales para el
transporte selectivo de inmunoglobulinas al lumen intestinal. También
estan presentes en las secreciones intestinales las inmunoglobulinas
de clases IgG e IgM, que varian en cantidad e isotipo de acuerdo a la
variedad animal. Las secreciones gastrointestinales son producidas
por la accién de enzimas proteoliticas®’. La producciéon de los

anticuerpos de IgA especificos es la respuesta tipica del sistema
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inmune secretor®®, contra los antigenos luminales para prevenir otras
respuestas posteriores en la superficie epitelial. EI mantenimiento de
la capa epitelial, la produccion de moco, glicolipidos, péptidos
citoprotectores y sustancias como antibiéticos®®, también suponen
estrategias de proteccion. Ademas la microflora protectora produce
factores regulatorios tales como acidos grasos de cadena corta y
supone un efecto de barrera contra los patégenos problematicos por
Su competencia por receptores y sustratos metabdlicos. Se considera
gue uno de los mayores 6rganos inmunes del cuerpo, en donde han
sido identificados todos los tipos de células inmunocompetentes, es la
capa de mucosa intestinal®. En este sentido, la flora bacteriana es una

diana terapéutica para la capacidad de defensa del individuo.

1.4. Utilizacién de cepas bacterianas en nuevos ali  mentos.

1.4.1. Descripcion de las cepas.

El interés cientifico en la flora intestinal se remonta a finales
del s. XIX, cuando los microbi6logos®:%® estudiaron la microbiota
intestinal y sus cambios en respuesta a variaciones de la dieta. Estos
estudios permitieron postular la repercusion de su ingestion en la
salud, pero realmente no tuvo una resonancia cientifica hasta los
trabajos del Premio Nobel llia Metchnikoff y su teoria de la auto-
intoxicacion, segun la cual existen microorganismos intestinales
perjudiciales que pueden provocar un envenenamiento gradual del
organismo y que la presencia de leche cultivada contribuye a disminuir
dicha intoxicacién®¢. Minoro Shirota en Japén también defendié en los
foros cientificos la importancia de la medicina preventiva y, en
particular, la posibilidad de modularla microflora intestinal con fines

terapéuticos. A este concepto contribuy6 eficazmente el aislamiento
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en 1930 de una cepa de Lactobacillus capaz de sobrevivir al paso a
través del tracto intestinal, lo que consolidé la idea de que se podia

utilizar para obtener beneficios en la salud.

En la tabla 1.3 se exponen algunas de las descripciones y
definiciones que se han dado del fenbmeno de utilizacion de
microorganismos a lo largo de los afos. Aunque en la literatura se
utiliza habitualmente término de probidtico, estrictamente esta
restringido a las cepas bacterianas que tienen un efecto demostrado
sobre la salud. En tanto no se demuestra taxativamente la existencia

del efecto se prefiere utilizar el concepto de cepas bacterianas que es

el que utilizaremos en esta tesis doctoral.

Afio Descripcién Fuente

1953 | Las cepas bacterianas son comunes en | Kollath®
alimentos vegetales.

1954 | Las cepas bacterianas son lo contrario de los | Vergin®6
antibidticos

1955 | Los efectos indeseados de los antibiéticos se | Kolb”
pueden prevenir por la terapia probiética.

1965 | Una sustancia secretada por un | Lillyy
microorganismo que estimula el crecimiento del | Stillwell®8
otro.

1971 | Extractos de los tejidos que estimulan el | Sperti®
crecimiento microbiano.

1973 | Compuestos que acumulan resistencia a la | Fujii y Cook™
infeccion en el huésped, sin embargo no inhiben
el crecimiento de microorganismos in vitro.

1974 | Organismos Yy sustancias que contribuyen al | Parker’
equilibrio microbiano intestinal

1992 | Suplemento alimenticio microbiano vivo que | Fuller’
afecta beneficiosamente al animal huésped
mejorando el equilibrio microbiano

1992 | Cultivo mixto o individual de microorganismos | Havenaar y
aplicados a los animales o al hombre, que | Huis
producen un efecto beneficioso en el huésped | int'Veld”?
mediante la mejora de las propiedades de la
microflora indigena
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1996 | Cultivo vivo microbiano o producto lacteo | Salminen’
elaborado que influye beneficiosamente en la
salud y la nutricion del huésped.

1996 | Microorganismos vivos que cuando se ingieren | Schaafsma’™
en cantidades determinadas, ejercen beneficios
para la salud mas alla de la nutricion basica
inherente.

1999 | Preparaciones de células microbianas o0 | Salminen,
componentes de células microbianas que | Ouwehan,
tienen un efecto beneficioso sobre la salud y el | Benno y
bienestar del huésped. Lee’®

2001 | Una preparacién o un producto que contiene | Schrezenmeir
microorganismos viables, definidos en ndmero | y Vrese™”
suficiente, que alteran la microflora (por
implantacion o colonizacién).

2002 | Microorganismos vivos que cuando se | FAO/WHO™
administran en cantidad adecuada confieren un
beneficio de salud al huésped.

Tabla 1.3. Descripciones y definiciones que se ha dado del término a las

cepas bacterianas a lo largo de los afios (Tomado de Vasiljebic, T. 2008)7°.

Siguiendo las recomendaciones del grupo de trabajo de la
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ)/ World
Health Organization (WHO) para la evaluacion de probioticos en los
alimentos (2002), se pueden considerar probidticos potenciales a
muchos géneros y especies®’. Desde un punto de vista comercial, no
obstante, las cepas mas importantes son las bacterias acido-lacticas
(BAL).

Las BAL son bacterias Gram positivas, desprovistas de
citocromos, anaerobias, que toleran condiciones aerobias y el medio
acido, fermentadoras estrictas y productoras de &cido lactico como
principal metabolito. Entre las mismas destacan los géneros
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,

Pediococcus, Leuconostoc y Bifidobacterium.
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En Espafia son muchos los derivados lacteos adicionados de
cepas bacterianas. La tabla 1.4 (A, B y C) muestra algunos de los
productos de los fabricantes mas conocidos y las cepas bacterianas

que contienen®..
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Fabricante Producto Cepas Marca
. El
Bio el - .
Ventero Bifidus active Ventero
http://www.tmdb.de/eu/marke/Bi
otierno_El Ventero
Bio qUEso Bifidus lactis, Garcia-
9 Lactobacillus
natural . . Baquero
acidophilus
Vrai Bifidus, )
(queso Lactobacillus | Triballat
fresco) acidophilus

http://www.triballat.fr/vrai.html

Tabla 1.4. A. Derivados lacteos probiéticos (Quesos) que se

comercializan en Espafia (Adaptado de Sanz, 2003)8%.
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A
http://brandinside.de/marke

Fabricante Producto Cepas Marca
Bio Bifidus essencis
Bio fibra | Bifidus essencis
Actimel L. casei Danone
inmunitas
LC1 Lactobacillus
LC1 GO Lactobacillus
Sveltes’e johnsonii
r-‘;'-.»..-‘-' Bio calcio Bifidus Lactis
: Sveltese Bifidus Lactis Nestlé
NIETNA ‘MA%JT Bio Calcio Bifidus Lactis
plus Bifidus,
http://www.empresa.nestle Nidina Streptococcus
Native 2 thermophiles
Bio yogur | Bifidobacterias Central
Natur Lactobacillus Lechera
http://www.centrallecheraasturia activa acidophilus Asturiana
na.es/
Bio Clesa | Bifidus active Clesa

Tabla 1.4.B. Algunos yogures que se comercializan en Espafia
(Adaptado de Sanz, 2003)8!.
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Fabricante Producto Cepas Marca

& Hero Baby Bifidus Bgy

2 y Junior B. Hero
A 3
Bio Kaiku Bifidus active ‘
bacil Kaiku
Lactobacillus
ACTIF LGG
Lactobacillus
acidophilus,
Probifidus | -actobacillus | santiveri
gaserii,
Bifidobacterium
longum

http://www.santiveri.es/

Tabla 1.4.C. Otros derivados lacteos probiéticos que se

comercializan en Espafia (Adaptado de Sanz, 2003)8L.
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La seleccion de las distintas cepas obedece a razones
fisiolégicas y también tecnoldgicas. Gordon, Macrae y Wheather®?
definieron las condiciones para que produzcan efectos beneficiosos en
el huésped. La cepa bacteriana debe ser elegida entre las que estan
presentes de manera fisioldgica en el intestino, no debe ser patdégena
y se debe incluir en concentraciones que permitan la colonizacién (10°-
10%fu/mL de un producto). Aunque hay una amplia variabilidad de
criterios de seleccion estandar se aceptan como tales los que se
muestran en la tablal1.57°. La clasificaciéon taxonémica juega un papel
determinante en la seleccidén de un probidtico, la cual puede indicar su
origen, habitat y fisiologia de bacterias. Ademas del criterio ambiental
se deben incluir otros criterios en la seleccion como son los
tecnoldgicos, funcionales y fisioldgicos. Otra cuestion relevante es la
utilizacién de cepas resistentes a antibidticos puesto que los genes
gue codifican la resistencia, especialmente cuando depende de

plasmidos®, pueden transferirse entre microorganismos.
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General Propiedad
Criterios - Origen
ambientales | - Patogenicidad e infectividad
- Factores de virulencia
- Toxicidad, actividad metabdlica
- Propiedades intrinsecas (resistencia antibiotica)
Criterios - Estabilidad genética

tecnoldgicos

Viabilidad deseada durante el procesamiento Y
almacenamiento
Buenas propiedades sensoriales

Produccién a gran escala

Criterios - Tolerancia a jugos y acidos géstricos
Funcionales | - Tolerancia a la bilis

- Adhesion a la superficie de la mucosa

- Efectos validados y documentados sobre la salud
Criterios - Inmunomodulacion
fisiologicos | - Actividad antagonista hacia  patdgenos
deseables gastrointestinales (Helicobacter pylori, Candida

albicans)
Metabolismo del colesterol

Metabolismo de la lactosa

Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.

Tabla 1.5. Criterios deseables y claves para la seleccion de las

cepas bacterianas en aplicaciones comerciales. (Tomado de

Vasiljebic, T. 2008)"°
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La utilizacion de las BAL se considera segura, por la larga
tradicion en el consumo de las mismas, especialmente en productos
derivados de la leche. Sin embargo, es importante destacar que se
han comunicado casos en los que su ingesta se ha asociado a efectos
nocivos. Concretamente, algunas cepas de Lactobacillus se aislaron

en sangre e infecciones locales?+%,

En cuanto a las propiedades beneficiosas para la salud,
algunas estan bien documentadas mientras que otras proceden de
datos obtenidos a partir de modelos animales en los que se ha
demostrado su potencial terapéutico®, pero estan pendientes de ser
evaluadas cientificamente en humanos. En todo caso, es un acuerdo

general que los beneficios son especificos de cada cepa.

Entre las BAL se reconocen numerosos géneros con
propiedades beneficiosas para la salud. Bacterias como las
Bifidobacterium y Lactobacillus renuevan la flora intestinal, previenen
enfermedades diarreicas, cancer de colon e hipercolesterolemia, al
optimizar la salud intestinal. Asimismo contribuyen a prevenir cancery

enfermedades cardiovasculares, entre otras®®.

En este trabajo se ha utilizado cepas de B. adolescentis, B.
animalis subsp. lactis, L. casei y L. plantarum, cuyas caracteristicas

esenciales se resumen en los parrafos siguientes.
» Bifidobacterium:

Las Bifidobacterium son un tipo de microorganismos presentes
de manera habitual en el intestino humano que pertenecen a la clase
Actinobacteria. Son bacilos, de forma variada (habitualmente curvos),

anaerobios y con dimensiones comprendidas entre 0.5-1.3 x 1.5-8 um.
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Las células pueden ser ramificadas o tener forma de maza; se
disponen en parejas a menudo en forma de V. Fermentan hidratos de
carbono a acetato y lactato pero no a CO,®’ Estas bacterias juegan un
papel esencial en el mantenimiento de la salud, dado el beneficio
metabdlico y las funciones de proteccién que aportan®®. Es el género
bacteriano intestinal predominante durante el primer afio de vida en
los bebés alimentados con leche materna pero se convierte
cuantitativamente en menos importante en la microbiota del adulto® 2,
La cepa de B. adolescentis (figura 1.7) ha demostrado ser mas pro

inflamatorio y no tener efectos en la inmunidad®®3,

Figura 1.7 . B. adolescentis Figura 1.8 . B. animalis subsp.
http://microbewiki.kenyon.edu/image lactis
s/0/06/Bifidobacterium.jpg http://www.probiotic-cn.com

La especie B. animalis subsp. lactis (figura 1.8) se encuentra
en el intestino de adultos y nifios sanos®. Algunas cepas de B.
animalis subsp. lactis son capaces de sobrevivir en el tracto
gastrointestinal. Para modificar la flora fecal se adhieren a las células

epiteliales humanas in vitro, y asi modulan la respuesta inmune del
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huésped, ademas de prevenir la gastroenteritis y la colitis microbiana®-

98

Los beneficios asociados a las cepas bacterianas de B.
animalis subsp. lactis han dado lugar a su inclusién en la dieta humana
a través de la formulacién en una gran variedad de suplementos
dietéticos y alimentos. De hecho es el Bifidobacterium mas
comunmente utilizado como probidtico en productos lacteos

comerciales en América del Norte y Europa®1%,
* Lactobacilos:

Respecto a los Lactobacillus, son bacilos pertenecientes a la
clase Bacilli. Son habitualmente Gram+, regulares, no esporulados,
microaerdfilos y con dimensiones entre 0.5-1.2 x 1-10 pm. Son
fermentadores que requieren medios ricos y complejos para su
crecimiento y que producen mayoritariamente lactato como producto
final. Son catalasa y citocromo negativos®’.

., Wl

Figura 1.9. L. casei Figura 1.10. L. plantarum

http://www.nutritionnews.com/ http://www.admani.com/
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Una de las especies mas utilizada en productos lacteos es el
L. casei (figura 1.9). No hay cepas originales que representen al L.
casei en forma salvaje a parte de la cepa ATCC 3931, Como se
observa en la figura 1.9 presenta forma de varillas rectas que se
agrupan en cadenas cortas o largas, en funcién del medio en que se
realiza su crecimiento. Su crecimiento en la leche es lento y ocurre
generalmente en 3-5 dias a 30°C. El ambito de temperatura de
crecimiento es de 10 a 40°C!%%, L. casei se ha utilizado con éxito en
productos lacteos tradicionales, asi como quesos y un gran numero de

productos comerciales de alimentos fermentados®?.

L. plantarum (figura 1.10) es una BAL comun en numerosos
procesos de fermentacion naturales, tales como los de ensilaje de col,
pepino, aceitunas o yuca. Tiene la capacidad, en presencia de acetato
o lactato, de mantener un gradiente de pH entre el interior y el exterior
de la célulal®®. A su vez, contribuye a las cualidades organolépticas y
al potencial de conservacién de los productos de fermentacion, al
convertir cuantitativamente los azucares de bajo peso molecular en

acido lactico.
1.4.2. Actividad enzimatica.

Se ha demostrado que las cepas bacterianas contienen
enzimas como las transferasas, hidrolasas, isomerasas y liasas entre
otras®, Las hidrolasas de los glucésidos son el grupo de enzimas mas
importantes para los microorganismos presentes en el intestino y su
funcion es modificar poli y oligosacéaridos en azucares fermentables.
En general, el proceso de hidrdélisis enzimética del enlace glucosidico
involucra una catalisis acida. Por su actividad de transglicosilacion, las

B-galactosidasas son las hidrolasas de glucésidos mejor estudiadas.
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Esta actividad hidrolasa puede ser beneficiosa para favorecer la
transformacion de los glucdsidos de la soja a agliconas, que, como
hemos comentado previamente, son las moléculas que se absorben y

gue tienen actividad bioldgica.

En base a todo lo expuesto resulta de interés evaluar la accién
de distintas cepas bacterianas sobre los procesos cinéticos de
hidrolisis que sufren las isoflavonas. Ello permitiria considerar la
posibilidad de utilizar dichas cepas para aumentar la biodisponibilidad
y, en consecuencia, el efecto terapéutico de las agliconas contenidas

en complementos alimenticios a base de soja.
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Los OBJETIVOS del proyecto se pueden definir en los siguientes

términos:

1-

Puesta a punto y validacion de metodologia analitica para:

a) Cuantificar isoflavonas de la soja en muestras intestinales,
tanto los glucésidos (daidzina y genistina) como las agliconas
(daidzeina y genisteina).

b) Cuantificar las muestras plasmaticas tras la administracion
oral e intravenosa.

Determinacién en 6érgano aislado de la rata del proceso de

hidrdlisis intestinal de daidzina y genistina.

Seleccion de las cepas bacterianas mas adecuadas para la

realizacion del estudio en funcién de su capacidad hidrolitica.

Caracterizacion en rata in situ de los niveles intestinales de las

isoflavonas (daidzina, genistina, daidzeina y genisteina), tras una

dosis estdndar después del tratamiento con las cepas
seleccionadas y en su ausencia.

Determinacion de la biodisponibilidad oral de las isoflavonas en

presencia y ausencia de diferentes cepas bacterianas en rata

Wistar.
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3.1. Compuestos ensayados

Como fuente de isoflavonas se ha utilizado Fisiogen® (Grupo
Zambon S.L., figura 3.1) que es un complemento alimenticio rico en
isoflavonas de la soja, que se comercializa como adyuvante en los
trastornos que acompafian a la menopausia. En la soja (Glycine max.) se
pueden encontrar isoflavonas (figura 3.2) en forma de glucésidos
(genistina y daidzina entre otros) y las agliconas correspondientes
(genisteina y daidzeina respectivamente). Cada comprimido recubierto
de Fisiogen® contiene 80 mg de isoflavona de soja, de los cuales 60.8
mg corresponden a genistina/genisteina y 19.2 mg a otras isoflavonas;
ademds contiene 0.015 g de proteinas, 0.108 g de hidratos de carbono y
0.015 g de grasas!®. Las muestras se han preparado triturando un
comprimido de Fisiogen, disolviendo el polvo obtenido en 0.8 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Ref. D4540) y completando
hasta 25 mL con liquido de lavado corto, LLC (ver anexo 1.2.1.2.2) o

solucion salina.

Los patrones de las isoflavonas fueron suministrados por Sigma-
Aldrich (daidzina Fluka Ref. 30408, genistina Fluka Ref. 48756, daidzeina
Ref. D7802, genisteina Ref. G6649). Sirvieron para la identificacion de
los picos cromatograficos, la cuantificacion y la validacion del proceso de

recuperacion de las isoflavonas extraidas de Fisiogen®.



68 Materiales y método

ﬁg_iogen

Figura 3.1. Envase y comprimidos de Fisiogen®

(http://www.zambon.es/es/zes-atesanes/zspa-rdkt/entry/0/416/409/area-

mujer.htmL#ancor499)

OH OH
DH 4] OH ©O
Gle-0Q Genistina HO
Genisteina
OH oH
o] (1]
Gle-0 HO
Daidzina Daidzeina

Figura 3.2 .Estructura quimica de las principales isoflavonas contenidas

en Fisiogen®?*®
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3.2. Disefio del estudio

El estudio en animales se realiz6 en rata Wistar utilizando
técnicas experimentales in situ e in vivo. Ambas se han llevado a cabo
tanto en ausencia como tras un pretratamiento con cepas bacterianas
(ver apartado 3.4.1). Los ensayos in situ permitieron determinar los
efectos del tratamiento con las cepas seleccionadas sobre la
desaparicion de los glucésidos y formacion/desaparicion de las agliconas
en el lumen intestinal. Los estudios in vivo se orientaron a la
determinacion de la biodisponibilidad oral en las distintas condiciones de
ensayo. En la tabla 3.1 se muestra los distintos grupos de ensayo y el
namero de animales de cada grupo.

Tabla 3.1.Grupos de animales ensayados (A: LMG 110377, B: DMS

101407, C: ATCC 3937, D: ATCC 149177). Entre paréntesis se presenta el

namero de animales utilizados para el tratamiento matematico.
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3.3. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se seleccionaron a partir de una coleccion
que se muestra en la tabla 3.2. El listado incluye cepas de los géneros
Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium y Bacteriodes de las
colecciones DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen), ATCC (American Type Culture Collection) y LMG
(Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Gent Belgium). La
seleccidn se baso en la capacidad de las distintas cepas para hidrolizar
glucosidos de isoflavona in vitro. Estos ensayos se realizaron en el
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos (IATA) de
Valencia. El desarrollo del ensayo consiste en inocular la cepa bacteriana
en tubos de ensayo con 10 mL de medio suplementado con las

isoflavonas e incubar durante 48 h. Se realizan tres series de ensayos:

- Medio de cultivo + 500 puL de disolucién de Fisiogen al 20% (FG),

como control.

- Medio de cultivo inoculado con la cepa bacteriana + 500 pL de
disolucion de Fisiogen al 20% (FG + FLORA)

- Medio de cultivo inoculado con la cepa bacteriana (FLORA).

Tras la incubacion, se toman dos muestras: una para su analisis

por HPLC y otra para la medicién del crecimiento bacteriano.

En base a los resultados, se seleccionaron 4 cepas (B.
adolescentis, B. animalis subsp. lactis, L. casei y L. plantarum) que
demostraron tener mayor actividad (B-glucosidasa. Estas cepas se
administraron como pretratamiento de los animales de experimentacion

en forma de suspension de un liofilizado en suero salino.
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Para ello, se siembra cada una de las cepas (preindculo
Over/Night) en 7 mL de MRS (Man Rogosa Sharpe medium; ver anexo
1.2.2) y se cultivan durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se
siembran 4 mL del preinéculo en 220 mL de medio MRS. En el momento
gue alcanza crecimiento constante (24-48 horas), se centrifuga. A
continuacion se desecha el sobrenadante y se lava el precipitado con
solucion salina (NaCl 0.9 %). Posteriormente se resuspende en 15 mL de
leche desnatada y 5% de sacarosa. Esta suspension se liofiliza con una
liofilizador Virtis de SP Scientific, modelo 35L Génesis SQ EL-85. El

liofilizado se mantiene a 4°C durante un maximo de 6 meses.

Cepas

Bacteroides fragilis DSM 2451
Bacteroides vulgatus DSM 1447
Bacteroides ovatus DSM 2451
Alistipes putredins (Bacteoides
putredins) DSM 2451
Bacteroides thetaiotaomicron
DSM 2079
Clostridium butyricum DSM
10702T
Clostridium coccoides DSM 935
Clostridium histolyticum DSM
2158T
Clostridium viride DSM 6836T

Ruminococcus albus DSM 20455
Eggerthella lenta DSM 2243T
Veillonella dispar DSM 20735
B. adolescentis LMG 11037T

B. animalis subsb. Animalis LMG
10508T
B. animalis subsp. lactis DSM
101407
B. bifidum LMG 11041T
B. catenulatum LMG 11043T

B. dentium LMG 11045T
B. ruminantium LMG 21811T
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Clostridium clostridiforme DSM
9933T
Clostridium ramnosum DSM
14002T
Clostridium leptum DSM 5388
Clostridium difficile DSM 1296T
Eubacterium halli DSM 3353
Ruminococcus products DSM
2950

L. ruminis LMG 10756T

L. reuteri LMG 9213T
L. gasseri LMG 9203T
L. casei ATCC 393T
L. plantarum ATCC 14917T

Tabla 3.2. Listado preliminar de cepas bacterianas propuestas para

realizar experimentos in vitro (obtenidas de las colecciones DSMZ,
ATCC y LMG).

3.4. Metodologia analitica

El analisis de las muestras se ha llevado a cabo, tras su extraccion

en medio sélido, por cromatografia liquida de alta resolucién en un equipo

Ultimate® 3000 HPLC series (Dionex), cuyos componentes se muestran

en la figura 3.3.
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Bomba tercearia de gradiente
Modelo P680

Inyector automatico

Modelo AS-100 Chromeleon® versidn 6.8.

Compartimiento de la columna
Termostatizado. Modelo TCC-100

Detector de fotodiodos (UV)
Modelo PDA-100

Figura 3.3. Componentes del equipo Ultimate® 3000 HPLC series

(Dionex)

Las condiciones analiticas se han resumido en la tabla 3.3.
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Parametro Condiciones analiticas
Phenomenex® RP-18, (250x4.6 mm 1.D;
Columna
tamano de particula 5 pm)
Flujo 1 mL/min
Temperatura 35°C
Volumen de
y 10 pL
Inyeccion

Detector de

A de 250, 254, 260, 254, 320 nm
fotodiodos UV

Detector de o oL
, Excitacion 308 nm; emision 460 nm
fluorescencia

. Fase acuosa (A): 1% v/v TFA en agua HPLC.

Fase movil _ o

Fase organica (B): 1% v/v TFA en acetonitrilo

0 a 20 min, 10% B; 20 a 27min, 40%B 27 a 30
min, 100% de B.

Daidzina: 9 min. Genistina: 11 min.

Programa de mezcla

Tiempo de retencion o . o _
Daidzeina: 13 min. Genisteina: 16 min

Tabla 3.3. Condiciones analiticas utilizadas

Las areas cromatogréaficas se interpolaron en rectas de calibrado
elaboradas al efecto. Para ello, se preparé una soluciébn madre patron
(SM) que resulté del filtrado a través de PTFE (Politetrafluoretileno) de 45
pm de una suspension obtenida por mezcla de 100 puL de DMSO, 50 mL
de LLCy el pulverizado manual de 2 comprimidos de Fisiogen®. La curva
de calibrado se realiz6 con cinco diluciones de SM en LLC. La
concentracion de SM se calculd por referencia a una solucién preparada

con patron estandar (Los patrones de daidzina, genistina, daidzeina y
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genisteina fueron preparados en agua HPLC e inyectados a la

concentracion de 0.13, 0.16, 1.27 y 1.00 mg/mL, respectivamente).

3.4.1.Validacion de los métodos analiticos

Las areas resultantes de los cromatogramas se representaron
frente a las concentraciones ajustandolos linealmente por minimos

cuadrados mediante el programa Excel® 2013.

Para la cuantificacion de las muestras in situ e in vivo fue
necesario realizar diferentes validaciones de la metodologia analitica en
funcion del rango de concentracion. En el caso de muestras de ensayos
in situ se utilizaron dos validaciones de la metodologia tanto para
glucésido como para agliconas ya que el rango de concentracion de las
muestras obtenidas en el ensayo de valoracion del proceso de hidrélisis
era mas alto que el rango de concentraciones de las muestras obtenidas
por la técnica de Doluisio. Caso similar sucede con las muestras
plasméticas de agliconas tras administracion por la via oral e intravenosa.
El rango de concentracion de las muestras intravenosas es mayor al
rango de las muestras orales, por lo que se ha realizado una validacién

de la metodologia para cada via de administracion.

En la validacién de las metodologias analiticas se tuvo en
consideracion criterios como linealidad, sensibilidad, precision, exactitud,

limite de deteccion y cuantificacion, que se detallan a continuacion.

La linealidad se comprobé por la significacion de la pendiente y el

coeficiente de correlacién r.

La pendiente de la recta de calibracion (respuesta/concentracion)

permitié discernir la sensibilidad del método.
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El limite de deteccidn se calcul6 mediante la expresion:

LOD= (3.3-0)/s, donde o es la desviacion estandar de la linea de
regresion, y s la pendiente de la curva de calibracion estimada a partir de

soluciones diluidas del analito.

El limite de cuantificacion se expres6 como LOQ= (10-0)/S, donde
o representa la desviacion estandar de la ordenada en el origen y s la

pendiente de la recta de calibracion.

La precision (medida de repetitividad), se expres6 como el
coeficiente de variacion. Se midi0 mediante el analisis de cinco
estdndares de las curvas plasméticas a partir de la SM de Fisiogen®
(25%, 50%, 75%, 100%, 125%), tanto intradia como interdia. Se tiene en
cuenta el area tanto del estdndar de genisteina como de daidzeina para

ser utilizado en relacién con el rea obtenida de las curvas plasmaticas.

La exactitud se evalud a partir del error relativo de cinco patrones,

inyectados en distintos momentos del procesado de las muestras.



Materiales y método 77

3.5. Ensayos con animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho Wistar de
g la colonia del estabulario del Servicio
\ de Soporte a la Investigacion
Experimental (SCSIE) de Ila
Universidad de Valencia, con un
peso comprendido entre 250-300
gramos (figura 3.4). El protocolo del

estudio fue aprobado por el Comité

de Etica como parte del Proyecto del
Ministerio de Economia vy
Competitividad (MINECO) AGL

Figura 3.4 . Rata macho Wistar
http://cerebrodarwin.blogspot.co
m.es/2008_07_01_archive.htmL 2005-06191-C02-01.

3.5.1. Pretratamiento de los animales de experimen tacién
A cada uno de los animales se le administré via oral 2 mL de
cultivo liofilizado resuspendido en LLC de una de las cepas a ensayar,
durante cuatro dias. La administracion se realiz6 mediante sonda

gastrica. El quinto dia se llevé a cabo el ensayo de absorcion.

3.5.2.Estudios in situ

El estudio de absorcion in situ tiene por objetivo conocer la
influencia de la ingestion de cepas bacterianas en el paso de las

isoflavonas contenidas en Fisiogen® a través de la membrana intestinal.

Se ha utilizado la técnica de perfusion in situ con recirculacion
descrita inicialmente por Prof. J. Doluisio!®. Este método permite valorar

experimentalmente la concentracion remanente en el lumen intestinal en
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funcién del tiempo. El proceso de desaparicién del compuesto en estudio
puede deberse, de forma general, a fenomenos de degradacion en ese
medio o al paso del mismo a través de la membrana del enterocito. Las
mezclas complejas de las isoflavonas, como se ha descrito en el apartado
de Introduccién, estdn sometidas a un intenso proceso metabdlico en
condiciones fisiolégicas. La literatura consultada atribuye ese fenémeno
a la presencia de la flora microbiana, que se retira en los lavados
previstos en la técnica. Sin embargo, se estimd conveniente hacer un
estudio de estabilidad en presencia del intestino, preparado del mismo
modo que para el estudio de absorcién, con el fin de determinar el grado

de hidrdlisis que se produce en condiciones fisiologicas.
3.5.2.1. Preparacion del animal

Se somete al animal a un periodo de ayuno de 8 h con acceso
libre al agua para garantizar su hidratacién. Se utilizaron jaulas de doble

fondo para evitar la coprofagia.

Transcurrido este tiempo, se anestesia el animal por via
intraperitoneal (ver anexo 1.2.1.1). A continuacion, se utiliza una lampara
para suministrar calor al animal y asi evitar la hipotermia por la relajacion

muscular generalizada que provoca la anestesia.

El animal pierde el reflejo palpebral cuando logra el estado de
anestesia profunda. Dicho grado se alcanza a los 30 min después de su
administracién. En una tabla quirdrgica se coloca el animal en posicion
decubito supino y se sujetan de manera flexible las extremidades con

cinta adhesiva.
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Se descubre la cavidad abdominal al seccionar la piel a partir de
2 cm por encima del poro genital hasta 1 cm del apéndice xifoides. Para
llevarlo a cabo, se sostiene la piel con unas pinzas de diseccion en forma
de diente de raton y se efectla la incision con unas tijeras de punta roma.
Es conveniente distanciar los rectos abdominales y realizar el corte por la

linea alba para no provocar hemorragia.

Descubierta la cavidad abdominal, se procede a localizar el
duodeno, al cual desemboca el conducto biliar. Es necesario ligarlo con
ayuda de un hilo de seda para evitar el paso de la secrecién biliar al

intestino.

A posteriori, se realiza un pequefio corte en bisel cerca del piloro
donde se introduce el extremo de una canula acodada, la cual se fija con
hilo de seda al intestino. Un tubo de polietileno se acopla al otro segmento
de la canula mediante una llave de tres pasos tipo Stopcock (figura 3.5).
A su vez, ésta se enrosca en una jeringa de 10 mL de capacidad que esta

sujeta a una pinza acoplada a un soporte vertical.

> Jeringa-exterior

A

Establece la comunicacién desde la jeringa al

| <
exterior. ‘ j §

J
» Jeringa-intestino A
1
|
1
\ 4

Establece la comunicacion desde la jeringa al |

intestino o viceversa.
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» Intestino-exterior
<€
Establece la comunicacién desde el intestino al | v

exterior \:@

Figura 3.5 . Esquema de las diferentes posiciones de la llave de tres

pasos tipo Stopcock.

A continuacién, se procede a localizar el extremo ileo-cecal para

realizar una incision y facilitar la limpieza de la mucosa.

La reproducibilidad del ensayo puede verse afectada por la
obstruccién de las cdnulas y la aparicion de residuos y sales biliares, por
lo que es necesario liberar totalmente la mucosa intestinal de los mismos.
La jeringa conectada a la canula permite realizar la limpieza, al hacer
pasar en varias ocasiones las soluciones de lavado, atemperadas a 37°C,
por la jeringa y a través del intestino. La solucion de liquido de lavado
largo (LLL; ver anexo 1.2.1.2) se utiliza primero para eliminar los restos
sélidos (alrededor de 50 mL) y luego se introducen unos 50 mL de
solucion de liquido de lavado corto (LLC; ver anexo 1.2.1.2). Con ésta

Ultima se prepara la mucosa y restituye el pH fisiol6gico.

Al culminar el proceso de lavado, se fija en el extremo final otra
canula, conectada a su vez a una llave de tres pasos y a otra jeringa,

sujeta con unas pinzas a un soporte vertical.

Para finalizar, se hace pasar aire por el intestino, en ambos
sentidos, para extraer la solucién de LLC remanente. Sin embargo,

alrededor de 0.7 mL se mantendra en el interior.
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Durante todo el proceso, debe procederse con delicadeza ya que
la mucosa intestinal puede deteriorarse por una excesiva presion sobre
el émbolo, lo que repercutiria en la perfusion sanguinea, y podria

provocar cambios en la absorcion de las sustancias evaluadas.

3.5.2.2. Evolucién de los componentes de Fisiogen®  en

organo aislado

Para realizar este estudio se desbrida el intestino y se extrae
completo de la cavidad abdominal. Se pesa, se mide la longitud y se

segmenta en dos porciones.

En latabla 3.4 se muestran los valores obtenidos. Cada segmento
se introduce en un tubo estéril de polietileno de 50 mL en presencia de 5
mL de la solucion de perfusion (ver anexo 1.2.1.3). Los tubos se incuban

horizontalmente a 37 ° C, bajo agitacioén a 300 rpm.
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Intestino Rata 1 Intestino Rata 2
Parte A B Total A B Total
Peso (9) 514 | 5.11 | 10.25| 457 | 4.49 | 9.04
Extension (cm) | 27.00 | 26.80 | 53.80 | 29.30 | 28.70 | 58.00

Tabla 3.4.Peso y tamafio del intestino delgado

Se toman muestras (200 pL) cada 5 min hasta los 30 min.
Posteriormente se analiza el contenido en glucésidos y agliconas de cada

muestra.

3.5.2.2.1. Estimacion de la cinética de hidrélisis

La cinética del proceso de degradacion puede corresponder a

orden uno u orden cero. Por tanto, se utilizaron las ecuaciones:
C =Co—k*t [1]
InC =In Cp — k*t [2]

En la que C es la concentracion remanente y t el tiempo. La
estimacion lineal por minimos cuadrados mediante Excel® version 2013
proporciona el valor de la constante k junto con su error estandar.
También resuelve el valor de la concentracion inicial (Co, ordenada en
origen) con su error. Proporciona asimismo la significacion estadistica del
ajuste mediante el coeficiente de correlacion r y el valor de la F de

Snedecor.

3.5.2.3. Ensayo de absorcion

Tras acondicionar el animal como se describe en el epigrafe

3.5.2.1, se coloca una torunda de algodén humedecido en suero
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fisioldégico a 37°C y se cubre la cavidad abdominal para conservar el
estado Optimo de hidratacibn y su temperatura funcional. La
deshidratacion puede incrementar el proceso de reabsorcién de agua y
por consiguiente aumentar la concentracion de farmaco en el intestino.
Por otra parte, una reduccion en la temperatura local corporal puede
conllevar a la disminucion del flujo sanguineo mesentérico y, en

determinados casos, un enlentecimiento de la absorcion.
3.5.2.3.1. Perfusién

La solucion del compuesto a ensayar (ver anexo 1.2.1.3),
atemperada a 37°C, se administra por la jeringa proximal. Dado que se
perfunde en intestino completo, el volumen empleado es de 10 mL. La
llave de tres pasos se mantiene en posicidn intestino-exterior para
dosificar. El siguiente paso es situar la llave distal en posicion intestino-
exterior y la llave proximal en jeringa-intestino. EI émbolo de la jeringa
proximal se presiona ligeramente para pasar la solucién al intestino y
desplazar el aire contenido al exterior sin causar un elongamiento
excesivo de la pared intestinal. Después se sitlan las llaves en posicion
jeringa-exterior, con lo que el intestino se convierte en un compartimiento

estanco y se pone en marcha el cronémetro.
3.5.2.3.2. Toma de muestra

Este proceso se lleva a cabo cada 5 min, de forma alterna en cada
una de las jeringas. Inicialmente se toma la muestra por la jeringa distal.
Para ello es necesario impulsar la solucién remanente en el intestino a la
jeringa correspondiente, insuflando aire con ayuda de la otra. Una vez se

toma la muestra, el volumen de liquido extraido se devuelve
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inmediatamente al intestino, que asi es, de nuevo, un compartimiento
estanco. Se toman 6 muestras de 200 pL cada una. Al finalizar el ensayo

se congelan a -20°C hasta su valoracion.
3.5.2.3.3. Ensayo de reabsorcién de agua

Existe un proceso de reabsorcidén de agua simultdneo al proceso
de absorcion de la sustancia ensayada®” "> de modo que la solucién

remanente en lumen se concentra.

Su control se realiza inmediatamente después de finalizar la toma
de muestras. Consiste en medir el volumen remanente a tiempo final en
el lumen para estimar la variacion del mismo a lo largo de la experiencia.
Para ello se separa la canula adaptada a la jeringa ileo-cecal, se coloca
un tubo de centrifuga de 25 mL y con la jeringa conectada, se impulsa

aire para desplazar el liquido remanente hacia el mismo.

Se separa el intestino de las uniones mesentéricas y se vacia
completamente ejerciendo presion desde el principio al final con ayuda

de un algodén humedo.

El volumen recogido se centrifuga durante 15 min a 3000 rpm.
Con ayuda de pinzas, se separa el residuo y se mide el volumen del
sobrenadante. Este valor, adicionado del volumen recogido en las

muestras extraidas, se considera el volumen total.

Para finalizar se verifica el pH final de la solucibn a modo de
control, debido a la importancia del grado de ionizaciébn de los

compuestos en la absorcion.



Materiales y método 85
3.5.2.3.4. Tratamiento de las muestras

Las muestras se centrifugan a 8000 rpm durante 8 min. Este
proceso permite la separacion del sobrenadante (solucion del compuesto
ensayado) y la sedimentacion de posibles solidos presentes en la
muestra. De esta forma se previene la interferencia de restos de mucosa,
los cuales podrian modificar la valoracion, taponar el sistema

cromatogréfico, provocar picos fortuitos o variaciones en la linea base.

Se coloca 200 pL del sobrenadante de las muestras en insertos y
viales apropiados segun el tipo de inyector automatico utilizado. En este
trabajo se utilizaron viales ambar de 1.5 mL e insertos de vidrio de 0.2 mL

de capacidad, con tapon de PTFE (Politetrafluoretileno/Silicona).
3.5.2.3.5. Estimacion de la cinética
A) Calculo de la velocidad de reabsorcion de agua

Con el fin de tener en cuenta este efecto se calcul6 el volumen
remanente a cada tiempo de toma de muestra. Dado que la reabsorcién
de liquido intestinal sigue una cinética de orden cero,*? se utilizé la forma

integrada de la ecuacion representativa del proceso:
V =V,-k,d [3]

en la que Vo corresponde al volumen remanente a tiempo inicial,
V, el volumen remanente a cada tiempo y ko representa la constante de
velocidad de reabsorcion de agua (mL/min). Cabe destacar que Vo no
coincide con el volumen de perfusion ya que tras el acondicionamiento
del intestino siempre queda un cierto volumen residual de LLC; éste se

ha calculado experimentalmente y tiene un valor de 0.7 mL.
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Mediante regresion lineal por minimos cuadrados de los
volumenes obtenidos, se obtienen los parametros Vo como ordenada en
el origen y ko como pendiente. Estos parametros permiten determinar los
volumenes tedricos para cada tiempo de toma de muestra (Vy), y con ellos
se corrigen los valores experimentales de las concentraciones de soluto

en las muestras, utilizando la ecuacion:

V.
Vo [4]

C=E I

en la que C corresponde a la concentracion de soluto corregida y

E es la concentracion obtenida experimentalmente.
B) Célculo de los pardmetros cinéticos
Método 1

La desaparicion de las agliconas del medio intestinal puede
deberse a multiples procesos. Cabe considerar un proceso de pérdida
por absorcién (activa y pasiva) y por metabolismo, y un proceso de
ganancia, que puede deberse bien a la hidrdlisis de los glucdsidos o bien
a la secrecion activa desde la membrana del enterocito. EI modelo

cinético corresponde a:
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| Ke/Ve

Km/Vm

K G
>

kap

Lumen

Cg: concentracion de glucosido

Ca: concentracion de aglicona

kap: constante de absorcion pasiva

Km/Vm: parametros del proceso de absorcion activa
kn: constante de hidrolizacion

Ke/Ve: parametros del proceso de secrecion activa

Km /Vm': parametros del proceso de metabolismo luminal.
Figura 3.6 . Modelo para el calculo de los pardmetros cinéticos.

No obstante, los datos experimentales no permiten estimar
matematicamente con precision los parametros del modelo debido a que
se ha ensayado una Unica concentracion (correspondiente a la solucion

de perfusion).

Se asumen, pues, cinéticas de primer orden para los procesos
activos. Este supuesto es valido siempre que la concentracion de sustrato
sea muy inferior a la constante de Michaelis Menten (Kn) del proceso. Por
otra parte se engloban todos los procesos de desaparicion del lumen

(metabolismo, absorcién activa y pasiva) como kges. Del mismo modo, la
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constante kn engloba todos los procesos de aparicion de aglicona en
lumen (hidrdlisis y secrecion). La ecuacion de velocidad corresponde, en

este caso, a:

dc,
dt = h g - kdes [Ca [5]

siendo
Ca: concentracion de aglicona remanente en el lumen.

Kdes: constante aparente de primer orden de desaparicion de

aglicona.

kn: constante aparente de ganancia de aglicona, asi denominada

debido a que el proceso de secrecidn se considera negligible.
Cy: concentracion de glucosido

En este supuesto, la concentracidon de aglicona a cada tiempo

podria describirse como:
C. =G, Eﬂ (e - [6]
h des

Mientras que la concentracion de glucésido se podria describir

Ccomo.
C,=C, ™" [7]

donde Cy es la concentracion de glucosido a tiempo t y Co

corresponde a la concentracion inicial de del mismo.
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Estas ecuaciones se han ajustado simultdneamente mediante la
herramienta Solver de Excel® 2013 a los valores experimentales de

concentracion remanente de cada animal.

Para obtener un valor representativo de las constantes, el ensayo
se realiza en un minimo de 3 ratas para cada condicion ensayada. Tras
esto se obtiene un valor medio que se considera caracteristico de las

condiciones del ensayo.

Se han comparado los valores de las constantes de hidrolisis y
desaparicion obtenidas en las diferentes condiciones para cada uno de
los compuestos mediante ANOVA de una via, test de Dunnett y

estadistico de Levene.
Método 2

La alternativa a este método consiste en realizar el analisis sobre
los datos originales de concentracién luminal frente al tiempo y utilizar
una estrategia de seleccion de modelo cinético y de estimacion de

pardmetros.

Para ello los datos de concentracion remanente en lumen del
compuesto de interés (las agliconas y los glucdésidos) frente al tiempo en
los diferentes grupos se han ajustado mediante regresion lineal a
modelos de complejidad creciente, empezando por contener una unica
pendiente (ka) y ordenada en origen, misma ordenada con diferentes
pendientes, diferentes ordenadas con una pendiente comun y el méas
complejo que incluye diferentes ordenadas y diferentes pendientes en
cada grupo. En este caso, no es posible utilizar el primer punto de

concentracion remanente de aglicona, puesto que esta en fase de
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formacion. El método se ha desarrollado mediante la herramienta Solver
de Excel® 2013. De esta manera de cada modelo se obtiene una suma
de cuadrados residuales y ello permite la comparacion entre los modelos
mediante la prueba F de Snedecor. Para aquel modelo que resulte
significativamente mejor se obtiene el valor del pardmetro y su error de

estimacion.

A partir de estos datos se puede construir el intervalo de confianza

del 95% de cada parametro estimado y evaluar las diferencias entre ellos.
3.5.3. Estudios invivo

El calculo de la biodisponibilidad requiere conocer el area bajo la
curva (AUC) de concentracion frente al tiempo de administracion
extravasal referida a la intravenosa. Es necesario, por tanto, conocer el
perfil plasmatico de los compuestos tras estos tipos de administracion.
Para obtener las muestras plasmaticas se introduce en la vena yugular
del animal una canula de silicona. De esta forma se evita la anestesia en
cada toma de muestra y no se causa sufrimiento al animal. El animal

permanece consciente en su jaula con libre acceso al agua.
3.5.3.1.  Procedimiento quirdrgico

El procedimiento anestésico se realiza mediante administracion
por via intraperitoneal tal como se describe en el anexo 1.2.1.1. En el
momento que se logra el estado profundo de anestesia, comprobada a
través de la pérdida del reflejo palpebral, la rata se coloca sobre una tabla
de cirugia en posicion de decubito supino y se fijan sus extremidades

mediante cinta adhesiva.
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Con esta colocacién se puede delimitar facilmente el cuadrante
de la parte superior derecha del cuello donde se aprecia un pulso
constante. Con ayuda de unas tijeras de punta roma y unas pinzas en
diente de raton, se procede a efectuar un corte en la piel. Se separa el
tejido subcutaneo hasta descubrir la vena yugular. Para facilitar el
proceso de insercion del catéter y ayudado de pinzas, se realiza la
limpieza de la zona adyacente a la vena, eliminando restos de tejido y
grasa. La canula (ver anexo 1.3.3) se prepara acoplada a una jeringuilla
con solucion salina heparinizada (ver anexo 1.3.1) y se adapta a una
aguja de sutura que posee un pequefio catéter de silicona previamente
fijado con un sellante. La aguja se traspasa de manera paralela a través
de la vena yugular en orientaciéon desde el cuello hacia el corazén!®’.
Después de penetrar unos centimetros, la aguja sale de manera
longitudinal a la vena. Con ayuda de movimientos rotacionales lentos y
progresivos, se facilita el paso de la aguja con la canula acoplada. En ese
momento se separa la aguja, dejando libre el conducto para el paso de
solucion salina heparinizada. Lentamente se ingresa el segmento
exteriorizado y se verifica el acceso a sangre. Comprobado esto, se
introduce el conducto en su totalidad en la vena. A continuacion se fija el

hilo al musculo interno anexo a la vena yugular de la rata.

Seguidamente, se procede a la exteriorizacion de la canula, para
lo que se adapta el extremo acoplado a la jeringuilla a otra aguja con
fijador. Cuando se ha traspasado el musculo y la piel de la rata, se deja
un extremo de la canula y se retira del fijador. Por ultimo, se sutura la
herida, se empapa con povidona yodada al 10% (Desinpor®), se verifica

la extraccion de sangre y se inyecta solucion salina heparinizada. Se tapa
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el conducto mediante un nudo. El animal se queda en recuperacion
durante 24 h.

El dia del experimento, a un grupo de animales se administra 0.5
mL de la solucion a ensayar (ver anexo 1.3.2) via intravenosa. La
administracion se efectia a través de la canula adicionando también 1
mL de suero heparinizado (ver anexo 1.3.1). A los otros grupos de
animales (control y ratas tratadas con alguna de las cepas ensayadas) se
les administra 2 mL de la solucién por via oral. La administracion oral se
lleva a cabo mediante una sonda gastrica acoplada a una jeringa. A partir
de ese momento se toman muestras de 0.25 mL de sangre sobre

eppendorfs heparinizados, a los tiempos prefijados durante 8 h.
3.5.3.2. Preparacion de las muestras

Las muestras extraidas se centrifugan a 8000 rpm durante 8 min
y se transfiere el sobrenadante a otro tubo, que sera congelado a -80°C
para ser después analizados por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC).

La descongelacion de las muestras plasmaticas se realiza
durante una hora a temperatura ambiente y se homogenizan en un
agitador horizontal. A continuacion se transfieren 100 pL de muestra a
otro tubo, se afiade 100 pL de tampdn de hidrdlisis (ver anexo 1.3.4) y se
incuba a 37°C durante 15 h. Tras este periodo se adiciona bajo agitacion
10 pL de patron interno (formononetina 5 pg/mL en DMSO). A
continuacion se desproteinizan las muestras mediante tratamiento de las
mismas con tampdn de trimetil amonio sulfato (ver anexo 1.3.4) durante

10 min a 60°C. Finalmente se centrifuga a 8000 rpm durante 5 min.
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El sobrenadante se fracciona mediante cartuchos Sep-Pak C18
VacRC de 500 mg. Estos se deben activar mediante 10 mL de metanol y
20 mL de agua destilada. Se hace pasar la muestra por aplicacion de
vacio y se lava con 5 mL de acetato de amonio 10 mM pH 5y 5 mL de
agua destilada. La elucién de las isoflavonas se consigue al afiadir
lentamente 1.5 mL de metanol. El eluato se transfiere a un tubo para ser
evaporado a sequedad bajo una corriente de nitrégeno, a la temperatura
de 45°C.

El residuo se resuspende en 100 pL de una mezcla de metanol y
acido trifluoroacético al 1% en agua HPLC 40:60 (v/v). Las muestras se

filtran con politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.45 um.
3.5.3.3. Estudio cinético. Evaluacion de la biodisp  onibilidad.

Los datos de concentracién plasmatica frente al tiempo se han
tratado mediante la herramienta Solver de Excel® 2013. Cada una de las
curvas se estudié individualmente con objeto de estimar los pardmetros
farmacocinéticos correspondientes y luego se obtuvieron las medias

como caracteristicas de las distintas condiciones.
A. Administracién intravenosa. Grupo control.

Los resultados se han tratado tanto bajo el punto de vista modelo-

independiente como dependiente.

Respecto al tratamiento compartimental se han ensayado los dos
modelos habituales (mono y bicompartimental). Como criterios de bondad
de ajuste se ha determinado el coeficiente de correlacion entre los valores
de concentracion experimentales y predichos por el modelo, y el criterio

de informacion de Akaike. Teniendo en cuenta que los modelos a
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comparar tienen diferente nimero de parametros, se ha calculado el valor
de F de Snedecor como criterio de seleccion. Los parametros
secundarios se han calculado asumiendo que los glucésidos se hidrolizan
completa e instantdneamente al entrar en contacto con la sangre. La
ecuacion 8 se empledé para la determinacion del ajustado de las
concentraciones plasmaticas para el modelo monocompartimental y la
ecuacion 9 se usé para el ajustado matematico mediante el modelo

bicompartimental.
Cy,=C, ™" [8]
Cy, = A “"+BLE"" [9]

En cuanto a los pardmetros no compartimentales, AUC se ha
calculado por el método de los trapecios. Se ha utilizado Unicamente el

periodo muestreado dado que el area restante representa una fraccion

insignificante del AUC;’.

B. Via de administracién oral

Las curvas de nivel plasmético presentan un perfil caracteristico
de compuestos con circulacion enterohepatica que hacen muy dificil su
tratamiento matematico con las herramientas disponibles. El calculo de la
biodisponibilidad, por tanto, se ha llevado a cabo por comparacion de

AUC estimados por métodos no compartiméntales.

La influencia del pretratamiento de los animales en la magnitud
de absorcién de daidzeina y genisteina in vivo se ha detectado por
comparacion del AUCY correspondiente a cada aglicona tras la

administracion oral en las distintas condiciones ensayadas.



Materiales y método 95

En la determinacion de la biodisponibilidad en velocidad se han
utilizado los valores de Cmax Y tmax que se estimaron a partir de cada curva

experimental.
3.5.3.4. Andlisis estadistico de los datos

Se ha utilizado pruebas paramétricas, dado que se cumplen las
condiciones de normalidad y homogeneidad de varianzas entre los
grupos. Ademas las observaciones son independientes, es decir, el valor
de una observacion en un grupo no proporciona informacion sobre el
valor de la observacién en otro grupo. Las pruebas paramétricas de
comparacion entre medias que se han realizado en este trabajo fueron
las siguientes: se realizd a las concentraciones plasmaticas individuales
obtenidas, la prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov®®) para cada

tiempo y cepa ensayada.

Se ha comprobado la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene y se ha llevado a cabo un analisis de varianza de una
via. Detectadas las diferencias, se han identificado los pares significativos
mediante la prueba de Dunnett. Para la realizacion de estos andlisis se

ha utilizado el paquete estadistico SPSS (version 19).
3.5.4. Pruebas estadisticas

En el presente trabajo se ha utilizado los criterios estadisticos que

se indican a continuacion:
Coeficiente de variacion (CV)

El coeficiente de variacién (CV) de un parametro es la desviacion
estandar (DE) expresada como porcentaje respecto al valor del

parametro promedio estudiado (x):
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Cv = DE (100
X

[10]
Proporciona informacion sobre la certeza con la que se ha
estimado cada parametro. El ajustado serd tanto mas fiable cuanto

menores sean los valores de los coeficientes de variacion.
Coeficiente de correlacion lineal (r)

El coeficiente de correlacion lineal se ha usado como criterio
estadistico para determinar la fiabilidad de los ajustados lineales por
minimos cuadrados en las rectas de calibracién. En los ajustados no
lineales se ha empleado como criterio de calidad el coeficiente de
correlacion lineal entre los valores experimentales y teoricos predichos

por el modelo.

En ambos casos es tanto mas fiable cuanto mas se aproxima el

valor absoluto del coeficiente de correlacién (r), a la unidad.

Criterio de informacién de Akaike (AIC)

La expresién para obtener el AIC es la siguiente:

AIC = nInSCP+ 2 [11]

en la que n es el nimero de puntos experimentales, SCP es la
suma de cuadrados de los residuales (que pueden ser 0 no ponderados)

y p es el nUmero de parametros de la ecuacion que se analiza. El menor

AIC sefiala el mejor modelo.
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Prueba F de Snedecor

Este ensayo valora la posibilidad de que la obtencién de mejores
resultados en un modelo méas complejo sea debido al azar. Para ello se
determina si la suma de los cuadrados de los residuales se reduce
significativamente al utilizar un modelo con mayor nimero de parametros.

La expresion para obtener el estadistico F es:

_SCR-SCP, _ 4,
SCP,  §,-9,

F
[12]

en la que 81 y 82 son los grados de libertad de cada modelo
calculados mediante la diferencia entre el numero de puntos
experimentales y el nimero de parametros que definen el modelo. SC1y
SC2 representan la suma de cuadrados de los residuales de cada
modelo. Las variables con el subindice 1 se refieren siempre al modelo

mas sencillo.

Se determind la significacion del estadistico F calculado, tomando
un valor a=0.05 como limite de aceptacion de la hipotesis nula de que no

hay mejora en el ajuste.
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Tal y como se detalla en el capitulo 3 en primer lugar fue
necesario seleccionar las cepas bacterianas que se iban a utilizar en este
estudio, lo cual se realizé en funcidon de su capacidad hidrolitica (ver
epigrafe 3.3). Después se llevo a cabo el pretratamiento de las ratas
Wistar en presencia de cada una de las 4 cepas seleccionadas.
Finalizado el mismo se realizaron estudios de absorcion utilizando
técnicas in situ e in vivo. Por ultimo se llevo a cabo la determinacion del
contenido en glucésidos y agliconas de las muestras intestinales y de
agliconas de las muestras plasmaticas, mediante HPLC. Légicamente,
para contrastar la validez del método analitico se desarrollaron
previamente estudios de validacién de las técnicas puestas a punto a tal
efecto. Los resultados experimentales se muestran agrupados en funcion

de la metodologia experimental utilizada.
4.1. Capacidad hidrolitica y seleccion de cepas bac  terianas

Es importante conocer y determinar la capacidad que poseen las
cepas bacterianas para hidrolizar los glucésidos a agliconas. Si se
produjese mayor hidrolisis de los glucésidos, aumentaria la concentracion
de agliconas a nivel del lumen intestinal, lo que previsiblemente se veria
reflejado a nivel plasmatico. En la figura 4.1 y 4.2 se muestran los
resultados mas interesantes obtenidos en el estudio in vitro de la actividad
hidrolitica de las cepas descritas en el epigrafe 3.3 para especies de los
géneros Lactobacillus, Enterococcus (E.faecium) y Bifidobacterium,

respectivamente.
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Figura 4.1. Ensayos in vitro de incubacién de cepas de Lactobacillus y
el E. faecium con isoflavonas. FG: medio de cultivo sin inocular + 500

KL de disolucién de Fisiogen.
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Figura 4.2 .Ensayos in vitro de incubacion de cepas de Bifidobacterium
con isoflavonas de Fisiogen. FG: medio de cultivo sin inocular + 500 pL

de disolucion de Fisiogen.
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4.2. Metodologia analitica
4.2.1. Estudio in situ

En las figuras 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 se presentan cromatogramas de
las isoflavonas en liquido de lavado corto (LLC). Se muestra asimismo la
identificacion de daidzina y genistina (glucosidos), daidzeina y genisteina
(agliconas) mediante el espectro de absorcion. Estos cromatogramas son
una muestra del método utilizado para la cuantificacion de glucésidos y
agliconas en las muestras correspondientes a la técnica de absorcion in

situ.
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Figura 4.3. Patrén acuoso de daidzina en LLC.
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Figura 4.5. Patron acuoso de daidzeina en LLC.
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Figura 4.6. Patron acuoso de genisteina en LLC.

En las tablas 4.1 y 4.2 se muestran los resultados

correspondientes al proceso de validacion de la metodologia analitica.
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Daidzina Genistina
Rango 3.84 -122.87 | 1.06-33.80
Linealidad. r? > 0.999 > 0.999
Precision. CV (%) <2.23% < 4.55%
Exactitud. ER (%) <7.51% <9.06
Limite de deteccion. LOD (ug/mL) 2.78 1.67
Limite de cuantificacion. LOQ (ug/mL) 5.59 5.06
Rango 0.25-65.08 | 0.05-6.28
Linealidad. r? > 0.999 > 0.999
Precision. CV (%) <6.43% < 2.48%
Exactitud. ER (%) <9.07% <10.14
Limite de deteccion. LOD (ug/mL) 0.15 0.03
Limite de cuantificacion. LOQ (ug/mL) 0.25 0.09

Tabla 4.1. Parametros de validacion del método analitico para los

glucosidos.
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Daidzeina | Genisteina
Rango 5.66-90.53 | 4.02-64.25
Linealidad. r? > 0.999 > 0.999
Precision. CV (%) <15.3% <6.90%
Exactitud. ER (%) <4.18% <5.49
Limite de deteccion. LOD (ug/mL) 2.28 0.89
Limite de cuantificacion. LOQ (ug/mL) 4.67 2.70

Tabla 4.2. Resultados de la validacion del método analitico para

cuantificar agliconas.

Las figuras 4.7 a 4.12 presentan graficamente la curva de
calibracion media de replicados interdia de daidzina y genistina, en los

dos ambitos y daidzeina y genisteina, respectivamente.
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Figura 4.7. Curva de calibracion de daidzina en el rango de interés para
la evolucion de los componentes de Fisiogen en érgano aislado. Rm:

Area media del cromatograma, C: concentracion.
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Figura 4.8. Curva de calibracion de genistina en el rango de interés
para la evolucién de los componentes de Fisiogen en érgano aislado.

Rm: Area media, C: concentracion.
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Figura 4.9. Curva de calibracion de daidzina en el rango de interés para
la técnica de absorcién in situ. Rm: Area media del cromatograma, C:

concentracion.
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Figura 4.10. Curva de calibracion de genistina en el rango de interés
para la técnica de absorcion in situ. Rm: Area media del cromatograma,

C: concentracion.
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Figura 4.11. Curva de calibracion de daidzeina en el rango de interés
para la técnica de absorcion in situ. Rm: Area media del cromatograma,

C: concentracion.
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Figura 4.12. Curva de calibracion de genisteina en el rango de interés
para la técnica de absorcion in situ. Rm: Area media del cromatograma,

C: concentracion.
4.2.2. Estudio in vivo
A. Via de administracion intravenosa

En las figuras 4.13 y 4.14 se presentan un cromatograma tipo de
las isoflavonas en plasma. Se muestra asimismo la identificacion de
daidzeina y genisteina mediante el espectro de absorcion,

respectivamente.

Estos cromatogramas son una muestra del método utilizado para
la cuantificacion de ambas agliconas en las muestras plasmaticas

obtenidas tras la administracion intravenosa.
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Figura 4.13. Patrén de daidzeina en plasma que se utiliza para la
cuantificacién de las muestras plasméticas correspondientes al ensayo

por via intravenosa.
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Figura 4.14. Patrén de genisteina en plasma en el rango de

concentraciones altas.

En la tabla 4.3 se muestran los resultados correspondientes al

proceso de validacion de la metodologia analitica para este ambito de

concentraciones.
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: Daidzeina Genisteina
Parametro
(mAU) (mAU)
Rango (ng/mL) 290.65-650.45 | 40.39 —2584.90
Linealidad. r? > 0.999 > 0.999
Precision. CV (%) < 7.65% < 8.40%
Exactitud. ER (%) <16.27% <18.55
Limite de deteccion. LOD
141.94 87.04
(Mg/mL)
Limite de cuantificacion. LOQ
297.50 160.06
(Mg/mL)

Tabla 4.3. Parametros validacion de la metodologia analitica aplicada
en la cuantificacion de las isoflavonas tras su administracion por via

intravenosa.

Las figuras 4.15 y 4.16 presentan graficamente una curva de
calibracion medias de replicados interdia de daidzeina y genisteina,

respectivamente.
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Figura 4.15. Curva de calibracion de daidzeina para cuantificar

muestras plasméaticas. Rm: Area media, C: concentracion
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Figura 4.16. Curva de calibracion de genisteina para cuantificar

muestras plasméticas. Rm: Area media, C: concentracion
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B. Via de administracion oral

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de
agliconas después de la administracion oral de Fisiogen se validé de
forma independiente puesto que los niveles plasmaticos son
aproximadamente unas cinco veces menores. En consecuencia las
curvas se prepararon para rangos inferiores. Los resultados de la
validacion se presentan en la tabla 4.4. En las figuras 4.17 y 4.18 se
presentan un cromatograma de patron de las isoflavonas en plasma. Se
muestra asimismo la identificacién de daidzeina y genisteina mediante el

espectro de absorcion, respectivamente.

’ Daidzeina Genisteina
Parametro
(mAU) (mAU)
Rango (ng/mL) 69.76-1116.18 | 47.70 — 763.26
Linealidad. r? >0.9992 >0.9996
Precision. CV (%) <7.61% < 4.33%
Exactitud. ER (%) < 8.04% <6.44
Limite de deteccion. LOD
47.05 26.10
(Hg/mL)
Limite de cuantificacion. LOQ
96.53 64.47
(hg/mL)

Tabla 4.4. Parametros de la validacion de la metodologia analitica para

muestras plasmaticas de las isoflavonas en estudio
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Figura 4.17. Patron de daidzeina en plasma para las concentraciones

obtenidas tras administracion oral.
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Figura 4.18. Patrén de genisteina en plasma para las concentraciones

obtenidas tras administracién oral.
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Las figuras 4.19 y 4.20 muestran las curvas de calibracion medias

de replicados interdia de daidzeina y genisteina, respectivamente.

Rm = 0.002%C - 0.049
r2 >0.9992

Respuesta media de daidzeina (mAU)

T T T T T T T
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Figura 4.19. Curva de calibracion de daidzeina en muestras

plasmaticas obtenidas tras la administracion por via oral.
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Figura 4.20. Curva de calibracion de genisteina en muestras

plasmaticas obtenidas tras la administracion por via oral.
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4.3. Estudios de absorcion in situ

4.3.1. Evolucion de los componentes de Fisiogen® en organo

aislado.

Enlatabla 4.5y lafigura4.21 se grafica la evolucion de los niveles

de daidzina con el tiempo. Se calcula el orden de la cinética de

degradacion del glucoésido.

Tabla 4.5.

ORDEN | Ecuacion r2
0 C=55.55-1.66*t 0.97
1 INC=4.36-0.07*t 0.98

Parametros calculados para las cinéticas de degradacion

media de la daidzina.

es

et

63’

e2 A

Concentracion media (ug/mL) de daidzina

0 5 10 15 20 25 30 35

Time (min)

Figura 4.21. Evolucién de daidzina del Fisiogen® en érgano aislado
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En la tabla 4.6 y la figura 4.22 se muestra el resultado del estudio
de la evolucion de concentraciones de genistina (glucésido) con el tiempo

en el intestino delgado.

ORDEN Ecuacion r?
0 C=23.16-0.71* 0.66
1 INC=3.21-0.06*t 0.81

Tabla 4.6. Parametros calculados para las cinéticas de degradacion

media de la genistina

e4

oA 1

e1<

e0<

Ln concentracién media (pg/mL) de genistina

el T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Figura 4.22. Evolucién de genistina del Fisiogen® en érgano aislado

Los valores de concentracién con respecto al tiempo de las

agliconas se muestran en las figuras 4.23 y 4.24.
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Figura 4.23. Evolucién de daidzeina del Fisiogen® en érgano aislado.
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Figura 4.24. Evolucion de genisteina del Fisiogen® en drgano aislado
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4.3.2. Estudios de absorciéon mediante la técnica Do

En las tablas 2.17 a 2.26 del anexo 2.2.4, se detallan las
concentraciones remanentes en lumen a los tiempos de toma de muestra
para cada animal, las constantes de desaparicion e hidrdlisis individual

(obtenidos por regresion no lineal) y su valor medio, asi como todos los

luisio

parametros estadisticos indicativos de la bondad de los ajustes.

Las cinéticas de hidrélisis de la daidzina y desaparicion de la
daidzeina correspondientes a cada condicion se presentan en las figuras
4.25 a 4.29. En ella se muestra el ajuste del modelo a la rata promedio
de las concentraciones remanentes individuales. En la tabla 4.7 se

detallan los parametros obtenidos con la estimacion no lineal mediante el

meétodo estandar en dos etapas.

Daidzina/daidzeina kn (N")#DE  Kaes (W1)XDE 12
Control 3.47 +1.09 6.34 +1.36 >0.99
B. adolescentis 234+112 10.20+0.93 >0.99
B. animalis subsp. lactis 2.67+£0.82 13.41+1.72 >0.99
L. casei 240+0.88 12.33+3.97 >0.99
L. plantarum 217+0.47 11.10+0.82 >0.99

Tabla 4.7. Cuadro resumen de los parametros cinéticos de la hidrélisis y

la desaparicion de daidzina/daidzeina in situ.




Resultados 123

50

40 7 ® Daidzina

§ © Daidzeina

30

mSsl

20

10

Concentracion media remanente (ug/mL)

He

9o
15 20 25 30 35

-
5

s 1

Tiempo (min)

Figura 4.25. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de daidzina y
niveles de daidzeina en intestino en ausencia de pretratamiento (grupo

control).
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Figura 4.26. Cinética de la rata promedio de hidrolisis de daidzina y
niveles de daidzeina en intestino tras la administracion de B.

adolescentis.
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Figura 4.27. Cinética de la rata promedio de hidrolisis de daidzina y
niveles de daidzeina en intestino tras la administracion de B. animalis

subsp lactis.
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Figura 4.28. Cinética de la rata promedio de hidrolisis de daidzina 'y

niveles de daidzeina en intestino tras la administracion de L. casei
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Figura 4.29. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de daidzina y

niveles de daidzeina en intestino tras la administracion de L. plantarum.

En cuanto al proceso de desaparicion de la genistina y la
formacion de absorcion de la genisteina, la evolucibn de las
concentraciones remanentes medias de los distintos animales en funcion
del tiempo, en las distintas condiciones, se representan en las figuras
4.30 a 4.34. Los parametros representativos del ajustado del modelo a
los datos individuales se muestran en el Anexo 2.2.4. La tabla 4.8
presenta los valores medios de los ajustes individuales (método estandar

en dos etapas).
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Genistina/genisteina kn (™)+DE  Kaes (h™)£DE r?
Control 2.38+0.62 9.88 +1.47 > 0.97
B. adolescentis 4.45 +0.43 9.12+0.18 >0.99
B. animalis subsp. lactis 2.72+1.01 12.14+1.71 >0.99
L. casei 477+063 6.33+x2.75 >0.98
L. plantarum 3.27+£1.24 10.98+5.38 >0.99

Tabla 4.8. Cuadro resumen de los parametros cinéticos de hidrolisis y

desaparicion de genistina/genisteina in situ.
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Figura 4.30. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de genistina 'y
niveles de genisteina en intestino en ausencia de pretratamiento (grupo

control).
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Figura 4.31. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de genistina 'y
niveles de genisteina en intestino tras la administracion de B.

adolescentis.
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Figura 4.32. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de genistina y

niveles de genisteina en intestino tras la administracion de B. animalis

subsp lactis.
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Figura 4.33. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de genistina 'y

niveles de genisteina en intestino tras la administracion de L. casei.
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Figura 4.34. Cinética de la rata promedio de hidrdlisis de genistina 'y

niveles de genisteina en intestino tras la administracion de L. plantarum.

La comparacion estadistica de los valores de las constantes de
hidrolisis y desaparicion obtenidas en las distintas condiciones permite
detectar si las diferencias entre ellas son significativas (Método 1, ver
tablas 2.27 a 2.30 y método 2, ver tablas 2.31 a 2.34 del anexo 2.2.5).
Las figuras 4.35 y 4.36 (glucdsidos), y 4.37 y 4.38 (agliconas) muestran
la comparacion de las constantes segun el método de tratamiento
matematico 1, en presencia o ausencia de las cepas bacterianas y
permiten visualizar las diferencias significativas.
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Figura 4.35. Comparacion de la constante de hidrolisis de la daidzina
en intestino, tras la administracion de cepas bacterianas. *Diferencias

significativas frente a control (a<0.05).
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Figura 4.36. Comparacion de la constante de hidrdlisis de la genistina
en intestino, tras la administracion de cepas bacterianas. *Diferencias

significativas frente a control (a<0.05).
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Figura 4.37. Comparacion de la constante de desaparicion de la
daidzeina en intestino, tras la administracion de cepas bacterianas.

*Diferencias significativas frente a control (a<0.05).

En el caso de genisteina también se detectan diferencian
significativas entre las constantes de absorcion al someter a

pretratamiento a los animales (figura 4.38).
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Figura 4.38. Comparacion de la constante de desaparicion de la
genisteina en intestino, tras la administracion de cepas

bacterianas.*Diferencias significativas frente a control (a<0.05).

La alternativa al analisis de varianza realizado sobre las
constantes de velocidad de absorcion individuales y promedias entre los
grupos, control y cepas (Método 2) se muestran en las tablas 4.9 y 4.10

para los glucésidos y 4.11 y 4.12 para las agliconas.
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Modelo SC Mejora en SC g.l F
1 ordenada, 5
, 762.70 759.15 24 1388.98
pendientes
1 pendiente, 5
100.43 96.88 24 177.25
ordenadas
5 pendientes, 5
3.55 20
ordenadas
Ftabulada 3.89

Tabla 4.9. Comparativa de modelos para la cinética de daidzina. SC=

suma de cuadrados, g.l.=grados de libertad, S= Significacion

Modelo SC Mejora en SC g.l F
1 ordenada, 5
_ 1377.81 1377.70 24 80376.88
pendientes
1 pendiente, 5
0.57 0.46 24 26.77
ordenadas
5 pendientes,
0.11 20
5 ordenadas
Ftabulada 3.89

Tabla 4.10. Comparativa de modelos para la cinética de genistina. SC=

suma de cuadrados, g.l.=grados de libertad, S= Significacion.
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Mejora en
Modelo SC g.l. F S
SC
1 ordenada, 5
pendientes 630.04 | 605.81 24 162.49 | S
1 pendiente, 5
83.63 59.40 24 1593 | S
ordenadas
5 pendientes,
5 ordenadas 24.23 20
Ftabulada 3.89

Tabla 4.11. Comparativa de modelos para la cinética de daidzeina. SC=

suma de cuadrados, g.l.=grados de libertad, S= Significacion

Mejora en
Modelo SC SC g.l. F S
1 ordenada, 5
: 1034.22 1023.17 24 601.78 | S
pendientes
1 pendiente, 5
34.41 23.35 24 13.74 | S
ordenadas
5 pendientes,
5 ordenadas 11.05 20
Ftabulada | 3.89

Tabla 4.12. Comparativa de modelos para la cinética de genisteina.

SC= suma de cuadrados, g.l.=grados de libertad, S= Significacion.
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4.3. Estudios in vivo
4.3.1. Cinética plasmatica de las isoflavonas
A. Grupo control

En la tabla 4.13 se presentan los pardmetros cinéticos

estimados junto con los indices de bondad del ajustado.

Parametro cinético Daidzeina Genisteina

Monocompartimental

Kei (h"L)+DE 1.5620.52 1.61#0.45
Co (ng/mL) 2057.8+343.6 | 1777.9+456.7
AICm 66.14 110.02
r2 0.96 0.93

Bicompartimental
A(ng/mL) tDE 1709.4+786.5 | 7634.3+2459.5

a(h-)+DE 3.56+2.93 9.45+4.26
B(ng/mL) +DE 666.6+105.5 662.2+236.7
B(h1)xDE 0.37+0.18 0.49+0.46
AICb 51.18 45.25
r? 0.99 0.99
F Snedecor 5.21 1304
F tabulada 19.25 4.14

Tabla 4.13. Cuadro resumen de los parametros cinéticos de daidzeina y

genisteina en el grupo control.

Las curvas de nivel plasméatico obtenidas tras la administracion
intravenosa de isoflavonas al grupo control se detallan en el anexo 2.3.1
(ver tablas 2.35y 2.41). El ajustado de la rata media correspondiente a la

via intravenosa se presenta en la figura 4.39 para la daidzeina.
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Figura 4.39. Ajustado de los niveles medios de daidzeina en el grupo

control tras administracion intravenosa

En la figura 4.40 se presenta los resultados del ajustado

correspondiente a genisteina plasmatica tras la administracion

intravenosa para el grupo control.
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Figura 4.40. Ajustado de los niveles medios de genisteina en el grupo

control tras administracién intravenosa.
. Estimacién de la biodisponibilidad oral.

La tabla 4.14 muestra el valor de AUC correspondiente a

daidzeina y genisteina tras la administracion por via intravenosa.

Parametro cinético Daidzeina Genisteina

AUCos (ng/mL*h) £ DE = 2560.85+416.85 3657.14+41.04

Tabla 4.14. Cuadro resumen del area bajo la curva tras la

administracion intravenosa
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Los resultados expuestos permiten estimar la biodisponibilidad de
daidzeina y genisteina tras su administracion como extracto obtenido a

partir de Fisiogen®. Los valores correspondientes se resumen en la Tabla

4.15:
. AUCeytravasal (ng/m L*h) 1347.91
Daidzeina F=52.63%
AUC, (ng/mL*h) 2560.85
., AUCeytravasa | (Ng/ML*h) | 1914.35
Genisteina F=51.93%
AUC, (ng/mL*h) | 3686.26

Tabla 4.15. Cuadro resumen de los pardmetros cinéticos para la

estimacion de la biodisponibilidad oral de daidzeina y genisteina

En la tabla 4.16 se presentan los resultados del tratamiento no
compartimental de las curvas de nivel plasmético de daidzeina frente al

tiempo, correspondientes a los animales tratados con las cepas

bacterianas.




Resultados 143

. AUCO-8 Cmax i DE tmax i DE
Daidzeina
(ng/mL*h) £ DE (ng/mL) (h)
Control 1347.91+432.00 557.92+103.62 0.44+0.13
B.

_ 662.60+0.00 97.78+0.00 8.00+0.00

adolescentis

B. animalis
_ 150.15+0.00 92.99+0.00 0.75+0.00

subsp. lactis
L. casei 741.88+84.43 130.02+12.46  3.50+2.29
L. plantarum  1159.94+382.14 480.77+186.36 0.31+0.13

Tabla 4.16. Cuadro resumen de los pardmetros cinéticos calculados

para daidzeina.

En la tabla siguiente se muestran los parametros no
compartimentales estimados a partir de las curvas de nivel plasmatico de
genisteina tras la administracion oral de Fisiogen® en animales

pretratados con cepas bacterianas.
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. L AUCO-B Cmax i DE tmaxi DE
Genisteina
(ng/mL*h) £ DE (ng/mL) (h)
Control 1914.35+585.74 319.52+54.37 3.00+1.41

_ 2103.71+155.77 356.80+80.78 1.88+2.10
adolescentis

B. animalis
_ 1257.26+29.41 194.71+33.32  6.00+1.00

subsp. lactis
L. casei 1160.65+1074.77 251.39+170.50 0.92+0.35

L. plantarum  2345.95+309.17  378.02+64.29 1.88+2.76

Tabla 4.17. Cuadro resumen de los pardmetros cinéticos calculados

para genisteina.

La prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov, ver anexo
2.3.1.1) realizada a las concentraciones plasmaticas individuales
obtenidas para cada tiempo y cepa ensayada mostré un valor Z de 3.04
y 1.44, asimismo la significacion asintética (bilateral) de 0.00 y 0.03, para

daidzeina y genisteina.

Se han llevado a cabo comparaciones de estos parametros entre
si y respecto al grupo control para estudiar la influencia del
pretratamiento. Los resultados correspondientes a daidzeina se
presentan en las figuras 4.41 (AUC) y 4.42 (Cmax).
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Figura 4.41. Comparacion del AUCparcia medio de la daidzeina en
concentraciones plasmaticas, tras la administracion de cepas
bacterianas. *Diferencias significativas frente a control (a<0.05).



146 Resultados
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Figura 4.42. Comparacion del Cmax medio de la daidzeina, tras la
administracion de cepas bacterianas. *Diferencias significativas frente a
control (a<0.05).

De igual manera se ha procedido con los resultados de genisteina
gue se grafican en las figuras 4.43 (AUC) y 4.44 (Chax).
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Figura 4.43. Comparacion del AUCacia medio de la genisteina, tras la
administracion de cepas bacterianas. *diferencias significativas frente a
control (a<0.05).
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Figura 4.44. Comparacion del Cmax medio de la genisteina, tras la
administracion de cepas bacterianas. *Diferencias significativas frente a
control (a<0.05).

4.3.2. Resumen.

En la tabla 4.18 se muestran conjuntamente los resultados
obtenidos a partir de los ensayos in situ para los glucésidos y agliconas,
tanto en el grupo control como en los grupos de animales sometidos a

pretratamiento con las cepas bacterianas estudiadas.
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3.47+1.09 6.34+1.36 2.38+0.62 9.88+1.47
2.34+1.12 10.20+0.93  4.45+0.43 9.12+0.18
2.67+0.82 13.41+1.72 2.72+1.01 12.14+1.71
2.40+0.88 12.33+3.97 4.77+0.63 6.33+2.75
2.17+0.47  11.10+0.82 3.27+1.24  10.98+5.38

Tabla 4.18. Cuadro resumen de los resultados obtenidos para las
constantes de hidrolisis y desaparicion para daidzina/daidzeina y
genistina/genisteina.

En las tablas 4.19 y 4.20 se muestran el resumen de los
resultados obtenidos en el grupo control y en los grupos de animales
sometidos a pretratamiento con las cepas bacterianas estudiadas.
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1347.91+432.00 557.92+103.62

6.34+1.36

10.20+0.93 662.60+0.00 97.78+0.00

13.41+1.72 150.15+0.00 92.99+0.00
12.33+3.97 741.88+84.43 130.02+12.46
11.10+0.82 1159.94+382.14 480.77+186.36

Tabla 4.19. Cuadro resumen de los resultados obtenidos para
daidzeina.

1914.35+585.74 319.52+54.37

9.88+1.47

9.12+0.18 2103.71+155.77 356.80+80.78

12.14+1.71 1257.26+29.41 194.71+33.32
6.33+2.75  1160.65+1074.77 251.39+170.50
10.9845.38  2345.95%£309.17 378.02+64.29

Tabla 4.20. Cuadro resumen de los resultados obtenidos para

genisteina.

Las tablas 4.21 a 4.22 muestran cuadros comparativos de los
principales resultados para una mejor composicion.
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B.
adolescentis ! f f !
B. animalis ! 0 0 0
L. casei ! 0 0 !
L. plantarum ! 0 0 0

Tabla 4.21. Cuadro comparativo de los resultados de la constante de
hidrélisis y desaparicion obtenidos (glucésidos y agliconas).

Control B. animalis L. casei B. animalis
o . B.
B. animalis L. casei _ L. plantarum
adolescentis
L. casei L. plantarum L. plantarum Control
B. B. - B.
_ . B. animalis .
adolescentis adolescentis adolescentis
L. plantarum Control Control L. casei

Tabla 4.22. Cuadro comparativo de la constante de hidrélisis y
desaparicién obtenidos, ordenados de mayor a menor.
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B.
adolescentes f ! ! !
B. animalis 0 ! 0 l
L. casei 0 ! ! !
L. plantarum 0 ! 0 0

Tabla 4.23. Cuadro comparativo de los resultados obtenidos con
respecto a control para daidzeina y genisteina

B. animalis Control B. animalis L. plantarum
L. casei L. plantarum L. plantarum Control
) B.
L. plantarum L. casei Control _
adolescentis
B. B. B. -
_ . . B. animalis
adolescentis adolescentis adolescentis
Control B. animalis L. casei L. casei

Tabla 4.24. Cuadro comparativo de los resultados cinéticos obtenidos
con respecto a control para daidzeina y genisteina ordenados de mayor
a menor
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5.1. Capacidad hidrolitica y seleccién de cepas bac  terianas

En lafigura 4.1 del apartado de resultados se analiza la capacidad
hidrélitica sobre las isoflavonas en estudio y entre los Lactobacillus y E
Faecium. Queda patente que de las especies ensayadas son L. casei y
L. plantarum las mas interesantes desde el punto de vista de conversién
de ambos glucésidos a sus respectivas agliconas. En cuanto al género
Bifidobacterium (figura 4.2), las cepas que demostraron mayor capacidad
hidrolitica fueron B. adolescentis y B. animalis subsp lactis. Estas 4 cepas

son las que seleccionaron para los estudios posteriores.
5.2. Metodologias analiticas

Se estableci6 como paso previo a la realizacion de los
experimentos in situ e in vivo, una seleccion de posibles metodologias
para la cuantificacion de las isoflavonas. En primer lugar, se llevé a cabo
una busqueda bibliogréfica avanzada de metodologias acordes al
proceso experimental. En el momento de dicha basqueda se plantearon
alternativas como son: la cuantificacion por espectrofotometria
ultravioleta, la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con
deteccién de fotodiodos, la cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a un detector de masas. Razones de sensibilidad y coste
aconsejaron la selecciéon de un método de HPLC acoplado a un detector

ultravioleta de fotodiodos y un detector de fluorescencia.

Esta metodologia es de las mas utilizadas por los investigadores
para analizar las isoflavonas provenientes de la soja porque la deteccion
de fotodiodos facilita la identificacion e integracion de patrones

simultaneos con diferentes espectros ultravioleta'®®-11,
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5.2.1.Estudios in situ

Los resultados confirman que el método es adecuado para el
objetivo que se persigue ya que es lineal en el ambito concentraciones
necesario. Las curvas de calibrado para los glucésidos (daidzina y
genistina) son lineales (r>0.999), precisas (CV<6.4% en ambos casos) y
exactas (ER<10.1%). Por otro lado, el ajuste de las curvas de calibrado
de las agliconas demuestran su linealidad (r>0.999), son precisas
(CV<15% en ambos casos) y exactas (ER<5.5%) (Ver epigrafe 4.2.1,
tabla 4.1y 4.2, figuras 4.1 a 4.12).

El limite de deteccion y cuantificacion se encuentra en todos los
casos por encima de las concentraciones estimadas en los ensayos

realizados para cada una de las condiciones.
5.2.2. Estudios invivo

Para los estudios in vivo fue necesario establecer dos ambitos de
concentraciones y las correspondientes validaciones de la metodologia
analitica ya que los resultados de las concentraciones de las muestras
plasmaticas de la administracion por via intravenosa fueron superiores a

las de la via oral.
A. Via de administracion intravenosa

Los parametros estimados permiten considerar satisfactoria la
validacion del método analitico en el &mbito de concentraciones que
requieren estos ensayos. Los valores resultantes de la validacion de la
metodologia muestran linealidad (r>0.999), una elevada precision y
exactitud (CV<8.4% y ER<18.6%, respectivamente). Se presentan en la
tabla 4.3 y las figuras 4.13 a 4.16.
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B. Via de administracion oral

Los resultados confirman que el método es adecuado para el
objetivo que se persigue ya que es lineal en el ambito concentraciones
necesario (r>0.999), es preciso (CV<7.6%) y exacto (ER<8.0%). Se

muestran en la tabla 4.4 y las figuras 4.17 a 4.20.

Los resultados de la validacibn de los métodos analiticos
corroboran la puesta a punto de los mismos, con lo cual el primer objetivo
de la tesis, que era imprescindible para la realizacién del proyecto, se ha

cubierto.
5.3. Estudios in situ

5.3.1. Evolucién de los componentes de Fisiogen® en organo

aislado

El experimento se desarroll6 como paso previo al estudio de
absorcion, tnicamente en el grupo control. Su objetivo era discriminar en
gué medida se producia la hidrélisis de los glucésidos en condiciones

normales en el intestino.

Los resultados para daidzina-daidzeina indican que la flora
autoctona del intestino es capaz de producir hidrdlisis de la daidzina. Este
proceso de hidrolisis sigue una cinética de orden uno (tabla 4.5, figura
4.21). Paralelamente se observa la aparicion de daidzeina (figura 4.23),
seguida de una desaparicion que indica una posterior degradacion de la

aglicona.

Sin embargo los resultados de genistina (tabla 4.6, figura 4.22)
muestran una desaparicion que podria atribuirse bien a un proceso de

hidrélisis o a la entrada en la mucosa que se produce en los primeros
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minutos de administracion de los compuestos. Este proceso parece mas
acorde a los resultados ya que la concentraciébn de genisteina se
mantiene relativamente estable al menos durante el tiempo que dura el

ensayo in situ (figura 4.24).

Estos resultados estdn de acuerdo con los publicados por otros
autores que describen coémo en presencia de la microbiota la

metabolizacién es efectiva (ver epigrafe 1.4).
5.3.2. Ensayo de absorcion

La velocidad de absorcion se ha determinado experimentalmente
mediante el método de perfusién sin recirculacion, originalmente descrito
por Doluisio et al*%. Esta técnica conserva la funcionalidad de la capa
acuosa de difusion, reproduce las condiciones fisiolégicas y permite
obtener constantes suficientemente discriminativas entre diferentes

compuestos.

Para estimar las constantes de velocidad que rigen el cambio de
concentracion en el lumen se asumié que los procesos implicados siguen
una cinética de primer orden. En este aspecto es importante evitar la
interferencia del proceso de dilucion (por restos del liquido de lavado) y
de adsorcion a la membrana intestinal, por lo que la concentracion de la
solucién perfundida no se considera como dato experimental en el ajuste
matematico. Respecto al proceso de reabsorcion de agua, que se
produce simultdneamente, se corrigieron los datos de concentracion

remanente en lumen a cada tiempo de muestreo.

A pesar de que la técnica es muy discriminativa entre los valores

de distintas sustancias y condiciones, en este proyecto ha sido necesario
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partir de una serie de asunciones previas para interpretar los resultados,

dado que coexisten numerosos procesos simultaneamente (Figura 5.1).

A

Cétulas epiteliales
Lumen mtestznal

I SULT '&h

LGT
(Genisteina) @ (Gemstema/\; ——
Metabolito /
microbiano

Plasma

B Células epiteliales
Lumen intestinal Plasma
BC
Metabolito
microbiano
B ‘\

Figura 5.1. Vias propuestas para la absorcién a corto plazo de la genisteina
ingerida y DHG (A) y la daidzeina y DHD (B). BCRP, proteina de resistencia al
cancer de mama; DHG, dihidrogenisteina; DHD, dihidrodaidzeina; MRP,
proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos; P-gp, P-glicoproteina
(tomado de Kobayashii, S. 2013)112,
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Tal como se ha descrito en Metodologia, los ensayos de
absorcion se realizaron perfundiendo una disolucion obtenida a partir de
Fisiogen® que contiene mayoritariamente glucésidos. El perfil de
concentracion de los mismos sigue una cinética de primer orden
descendiente en todo momento. Dado que se postula que no son capaces
de absorberse®®113, su desaparicién del lumen se ha relacionado con el
proceso de hidrélisis a agliconas. En nuestro modelo matemético se
comprueba claramente ya que se estiman constantes de hidrélisis
bastante elevadas (3.47 h' y 2.38 hl, para daidzina y genistina,

respectivamente).

La evolucion de los niveles de agliconas en el tiempo puede ser
resultado de cuatro procesos simultaneos: la aparicion por hidroélisis de
los glucdsidos y por secrecidn a nivel del enterocito y su desaparicion por
absorcion o metabolizacién debido a la microbiota (Figura 3.6). En los
perfiles de concentraciones remanentes, la concentracion al primer
tiempo de muestreo (5 min) es siempre inferior al siguiente, lo que
confirma la existencia de procesos contrapuestos. Los valores
correspondientes, por si solos, no permiten caracterizar el proceso de
aparicion dado el escaso numero de puntos experimentales en esta fase.
Sin embargo, el ajustado conjunto de la cinética correspondiente a la
desaparicion del glucosido ha permitido su valoracion. He aqui la primera
de las asunciones, ya que la aglicona podria incrementar su
concentracion en lumen también por efecto de los fenémenos de

secrecion.

Estudios previos realizados in vitro por otros autores!!2114115 en

lineas celulares (Caco-2) parecen demostrar que la daidzeina se absorbe
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por difusién pasiva de acuerdo a su lipofilia y es, a su vez, sustrato de los
transportadores de secrecion glicoproteina P, BCRP y MRP. Por su parte,
la genisteina presenta el mismo mecanismo de difusion pasiva pero

también es sustrato de transportadores de secrecién como BCRP y MRP.

No obstante, la constante de desaparicion obtenida en el grupo
control para las agliconas (6.34 h'ly 9.88 h?) respectivamente podria
garantizar una absorcion casi completa si correspondiera Unicamente a
un proceso de absorcion. Como se ha comentado, existen evidencias
obtenidas en otros modelos que apuntan a un fenémeno importante de

metabolismo luminal.

Respecto a la influencia de las cepas bacterianas ensayadas, el
comportamiento es variable segun la isoflavona que se considere y la
propia cepa, lo cual impide establecer una pauta general, como se
describe mas adelante. Por otra parte, se ha evidenciado una gran
variabilidad, lo que dificulta el establecimiento de diferencias
estadisticamente significativas entre los parametros estimados del
modelo mediante ANOVA. Por ello, como pauta general se habla de

tendencia a incrementar o disminuir.

Las diferencias que se comentan estan sustentadas, no obstante,
por el andlisis estadistico propuesto como método 2, que no asume
ningun modelo biofisico. De acuerdo a este analisis, para ambas
isoflavonas, el modelo estadisticamente mejor es el mas complejo, es
decir, aquel en que las ordenadas y las pendientes son diferentes en cada
grupo (tablas 4.9-4.12). Segun estos resultados, todos los parametros

son diferentes frente al grupo control ya que los intervalos de confianza
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del 95% tanto de las ordenadas en cada grupo como de sus respectivas

pendientes no se solapan con el valor obtenido para el grupo control.

En concreto, respecto a daidzina/daidzeina, la hidrélisis del
glucésido se ve disminuida en presencia de las cuatro cepas ensayadas
(tabla 4.7, figuras 4.25 a 4.29). Este resultado contrasta con los datos
obtenidos in vitro en el ensayo previo, lo cual demuestra una vez mas,
que este tipo de metodologia experimental no puede sustituir la
comprobacion en el animal entero, ya que hay muchos factores

fisioldgicos que se obvian en el mismo.

Todas las cepas ensayadas incrementan la constante de
desaparicion de la daidzeina (tabla 4.7, figuras 4.25 a 4.29), si bien en
diferente medida. B. animalis subsp lactis produce el mayor incremento
respecto al grupo control. Este aumento generalizado de la constante de
desaparicidon no se puede atribuir a un tnico fenémeno, sino que podria
deberse a multiples factores tales como aumento de la permeabilidad
después de la exposicidn crénica a las cepas bacterianas, disminucion
del nivel de expresién de los transportadores de secrecion o incremento

del metabolismo de la aglicona en el lumen.

Para la genistina, el proceso de hidrélisis se ve favorecido en
presencia de las cepas bacterianas seleccionadas (tabla 4.8, figuras de
4.30 a 4.34). Corresponde, por tanto, a los resultados obtenidos en las
experiencias in vitro descritas. No obstante, como ya se ha apuntado, no

existe un paralelismo directo entre este incremento in vitro e in situ.

En cuanto a la desaparicion de genisteina tras el pretratamiento

con las cepas, los resultados son diversos, tanto respecto a especies
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como geénero (tabla 4.8). Incrementan la constante las cepas L. plantarum
y, sobre todo, B. animalis. Por el contrario, B adolescentis y L casei
disminuyen la velocidad de desaparicion del lumen. Tal como se ha
comentado para daidzeina, estos datos pueden deberse a influencias
contrapuestas sobre los procesos que gobiernan la desaparicion y

aparicion de la aglicona.

En resumen, estos estudios muestran que las cepas bacterianas
pueden influir sobre la evolucion de las isoflavonas en el intestino de la

rata Wistar y que el resultado neto es dificil de predecir.
5.4. Estudios invivo
5.4.1.Cinéticas plasmaticas: grupo control

5.4.1.1. Eleccién del modelo cinético

Desde el punto de vista conceptual, Unicamente la administracion
intravenosa es concluyente respecto al modelo cinético caracteristico de
una sustancia porque elude la influencia de fenébmenos como la liberacion

y la absorcion. De ahi que se realizaran experiencias por esta via.

Se realiz6 la prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) sobre
las concentraciones plasmaticas individuales obtenidas para cada
tiempo. Dicha prueba no mostr6 evidencia estadistica de que las
concentraciones sigan una distribucion diferente de la normal. Del mismo
modo, esta prueba realizada sobre los parametros individuales obtenidos
permite suponer una distribucién normal y estimar la media aritmética y
la desviacion estandar de los mismos, como medida de la variabilidad

interindividual.



164 Discusion

Como se observa en la figura 4.39 y la tabla 4.13, que representa
las concentraciones promedias de daidzeina frente al tiempo, el modelo
monocompartimental explica adecuadamente su proceso de disposicion.

Es estadisticamente superior al modelo bicompartimental.

Sin embargo, los ajustados correspondientes al modelo
bicompartimental parecen corresponder a los datos también de forma
satisfactoria. Si se observa los datos experimentales de daidzeina, el
altimo punto experimental no queda bien reproducido por el ajuste
monocompartimental y es probable que de haber tenido puntos
experimentales mas extendidos, la daidzeina se hubiese caracterizado

como bicompartimental.

En el caso de la genisteina es aln mas evidente el caracter
bicompartimental de la sustancia como se observa en la figura 4.40.
Asimismo, los indices de bondad de ajuste favorecen al modelo

bicompartimental (tabla 4.13).

La genisteina presenta idéntico comportamiento cinético (figura

4.40) atendiendo a los criterios de bondad de ajuste.

5.4.1.2. Estimacién de la biodisponibilidad oral en el grupo

control

Numerosos grupos de investigacion han intentado caracterizar la
biodisponibilidad oral de los polifenoles, dentro de los cuales se destacan
las isoflavonas. Se ha realizado diversos ensayos en los cuales se ha
estudiado la via de administracién oral tanto en humanos*®1¢117 como en
animales de experimentacion!®'®. En concreto, se han publicado

resultados obtenidos en ratones Balb/c'?y ratas Wistar!?1??, en los que
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se administran los glucosidos por via oral a distintas dosis y se cuantifican

las agliconas a nivel plasmético.

La determinacion de la biodisponibilidad oral de estos
compuestos no estd exenta de dificultades, dado que los procesos de
absorcion y metabolismo de las isoflavonas son complejos (ver figura 5.3)
y estdn sometidos, como se ha comentado, a una gran variabilidad
interindividual. La absorcion esta mediada por diferentes transportadores,
gue actian de manera directa e indirecta sobre los glucédsidos de
isoflavonas. Los glucésidos se hidrolizan por glucosidasas antes de su
absorcion. En el higado, por la presencia del glucuronil y de las
sulfotransferasas se forman los glucurénidos conjugados y sulfatos. Las
isoflavonas conjugadas se excretan en el intestino donde son
reabsorbidas tras su hidrdlisis por la accion de la microflora intestinal. La
presencia de recirculacién enterohepética y el proceso de secrecion al
lumen complican el modelado matematico de las concentraciones

plasméticas obtenidas tras la administracion oral.

Como se puede apreciar en los resultados presentados, las
concentraciones plasmaticas presenta oscilaciones que sugieren
fendmeno de recirculacién enterohepatica y fendmenos de secrecion

intestinal ya descritos en la bibliografia?3-12°,

Por todo ello, se ha procedido Unicamente al estudio de los
parametros no compartimentales, con objeto de explorar las diferencias
en ausencia y en presencia de las cepas bacterianas. En base a las
concentraciones plasméticas se calcul6 el AUCos y el AUCs.. En todos
los resultados individuales el AUCquncado €S mayor del 80% del AUCiotal,

por lo que se utilizé el AUCo.gh.
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Figura 5.3. Absorcion, transporte y metabolismo de los glucdésidos de

isoflavonas administrado. Ver texto para detalles. IFL-O-Glyc = isoflavona —O-
Glucésido; IFL = aglicona de isoflavona; IFL-O-Glur = Isoflavona —O-
Glucuronido; IFL-SO4 = Sulfato de Isoflavona; LPH = Lactato hidrolizado de
pirolidin; SDGLT1 = Transportador 1 de glucosa dependiente de sodio; COMT
= Transferasa de Orto Metil Catecolamina; MRP2/3 = Proteina asociada a
resistencia de multifarmacos 2/3; UGT = Glucuroniltranferasa de UDP; SULF=
sulfotransferasas; DHDH = Dihidrodaidzeina; DHGE = Hidrogenisteina; DMA =
O-Desmetilangolensina (Tomado de Franke, AA. 2009)125

En la tabla 4.15 de resultados se aprecian los datos obtenidos de
biodisponibilidad para las isoflavonas en forma de aglicona (daidzeina y
genisteina). Este valor es muy semejante para ambas y moderadamente
bajo respecto al previsible en funcién de su constante de desaparicion.

Esto refleja el efecto de primer paso que sufren ambas sustancias,
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compatible con su intenso metabolismo y sustenta la hipétesis que se

plantea de que su desaparicion no obedece solo al proceso de absorcion.

5.4.1.3. Influencia del pretratamiento con cepas ba cterianas en

la biodisponibilidad

La influencia del pretratamiento no sigue una pauta general. Este
resultado es compatible con los datos recogidos en la bibliografia, pues
numerosos autores han demostrado que los efectos dependen del género

e incluso la especie bacteriana considerada y la isoflavona de referencia.

En el caso de daidzeina (tabla 4.16) existen diferencias entre
AUCos (ng/mL*h) de control y las obtenidas tras administrar los
Bifidobacterium y Lactobacillus ensayados. En todos los casos, los
resultados indican que disminuye la biodisponibilidad. EI fenbmeno no
puede explicarse en base a la influencia de las cepas sobre la
desaparicion ya que el pretratamiento conduce a un incremento de la
desaparicion de aglicona. En este caso, pues, Unicamente cabe
considerar la influencia de las cepas administradas sobre el efecto de

primer paso intestinal.

En este aspecto también existen numerosos estudios que
demuestran la influencia de la microbiota sobre el metabolismo. En
general, sin embargo, aluden a un efecto producido en el lumen que en
nuestro estudio se ha eludido en las experiencias in situ gracias al disefio

experimental.

Como se ha descrito detalladamente, antes de llevar a cabo el
procedimiento en el animal, se sustituye el contenido del lumen intestinal

por suero salino tamponado en el proceso de lavado. Obviamente, en el
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caso de los estudios de biodisponibilidad este factor ya entra en juego y
probablemente contrarresta el efecto sobre la permeabilidad en el propio

enterocito.

El andlisis de la biodisponibilidad en velocidad, por otra parte, no
aporta datos especialmente destacables ya que los parametros de
referencia (Cmax ¥ tmax) €Stan muy influenciados por el esquema de toma
de muestra y ello repercute en una gran variabilidad. Incluso asi, los
resultados corroboran las hipétesis avanzadas para la biodisponibilidad

en magnitud.

Es importante recordar, no obstante, que numerosos metabolitos,
no cuantificados en nuestro estudio, presentan actividad, en uno u otro
sentido, como ya se ha considerado ampliamente en el capitulo de

Introduccion.

Si se considera detenidamente el efecto producido sobre la
genisteina (tabla 4.17), todas las cepas generan un efecto similar sobre
la misma excepto B. adolescentis y L. plantarum, que aumentan la

biodisponibilidad oral.

En este trabajo se ha relacionado la biodisponibilidad oral con la
capacidad hidrolitica de las cepas pero hay otros muchos factores que se
podrian considerar para explicar los resultados experimentales. En la
tabla 5.1 se muestra algunas propiedades individuales podrian tener
incidencia finalmente en la biodisponibilidad, como la tolerancia al &cido

gastrico o la capacidad de adherencia de las cepas.



Discusion 169

Tolerancia a la

Adherencia al lumen

Cepa . : :
exposicion con HCI intestinal
Buena®*® Buenal®!
B.
_ Pobre!3? Pobre!3?
adolescentis
L. casei Buenal0? Buenalf?
L. plantarum Buena'® Buena*

Tabla 5.1. Cuadro comparativo de las propiedades individuales de las

cepas bacterianas empleadas.

Por todo ello, podemos concluir que la ingesta de cepas

bacterianas con fines terapéuticos o beneficiosos para la salud debe ir

debidamente contrastada con los ensayos cientificos ya que los

beneficios potenciales que se les atribuyen no se pueden asegurar hasta

gue se comprueban con los ensayos pertinentes.

En nuestro caso, solo B. adolescentis y L. plantarum, de entre las

cepas bacterianas seleccionadas por su elevada capacidad hidrolitica,

fueron capaces de producir un aumento de la biodisponibilidad de la

genisteina contenida en el Fisiogen®
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Al partir de los objetivos del proyecto se pueden definir las conclusiones

en los siguientes términos:

1-

La validacion de los métodos analiticos demuestra la puesta a
punto de los mismos y garantiza la correcta cuantificacion de las
isoflavonas de Fisiogen en muestras intestinales y plasma de rata.
Los estudios realizados en 6rgano aislado demuestran que la flora
habitual del intestino es capaz de producir cierto grado de
hidrdlisis de la daidzina asociada a la aparicion de daidzeina. En
el caso de la genistina los resultados parecen indicar un proceso
de carga de la mucosa.

Los estudios in vitro muestran que las cepas bacterianas
seleccionadas favorecen la hidrdlisis de los glucdsidos y la mayor
formacion de agliconas.

La hidrdlisis de los glucésidos determinada in vitro no siempre se
observa en el ensayo in situ en rata Wistar.

En presencia de la mayoria de las cepas bacterianas, la constante
de desaparicibn de las agliconas del lumen intestinal se
incrementa respecto al control.

La desaparicion de agliconas del lumen intestinal no produce un
incremento de los niveles plasmaticos de las mismas, excepto en
el caso de B. adolescentis y L. plantarum para genisteina. Esto
sugiere que no se produce una mayor absorcion de las agliconas

sino que éstas se degradan en el lumen.
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7- La administracién conjunta de isoflavonas con cepas bacterianas
no es un método que se pueda utilizar de forma general para

incrementar la biodisponibilidad oral de isoflavonas.
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ABREVIATURAS:

»  A-ER: Receptores de estrégenos (ER) alfa

> B-ER: Receptores de estrogenos (ER) beta

>  AUC: Area bajo la curva

> B. adolescentis : Bifidobacterium adolescentis
> B. animalis subsp. lactis:  Bifidobacterium animalis subsp. lactis.
> Bolus: Administracion via intravenosa

> BCRP: Breastcancer resistance protein

> CacCl,: Cloruro de calcio

»  Cl: Depuracion

> Cmax: Concentracion maxima

> Co: Concentracion inicial de farmaco

> C.s.p.: Cantidad suficiente para

> CV: Coeficiente de Variacion

> DMSO: Dimetilsulfoxido

> EDTA: Etylen diamine tetraacetil acid. Acido

etilendiaminotetraacético

EFSA: European Food Safety Authory

ER: Error Relativo

F:Biodisponibilidad

g: Gramo

HPLC: Cromatografo liquido de alta eficiencia
In situ : Técnica de perfusion

kapp: Constante de absorcion aparente

Kdes: Constante de desaparicion

kn: Constante de hidrélisis

V V V V V VYV V V V VY

Kg: Kilogramo
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KH2PO.: Fosfato potasico dibasico anhidro
L. casei: L. casei

LDC: Limite de cuantificacion

LDD:Limite de deteccion

LLC: Liguido de lavado corto

LLL: Liquido de lavado largo

L. plantarum: L. plantarum

M: Molar

MDR: Multidrug resistance

MRP: Multidrug resistance protein

MRS: Man Rogosa Sharpe medium

Min: Minuto

mL: Mililitro

mM: Milimolar

mTorr: Militorr. Medida de Presion

nm: nanometro

NaCl: Cloruro de sodio

Na;HPO,4.2H,0: Fosfato de sodio dibasico dihidratado
NaH.PO,: Fosfato de sodio monobésico
PTFE: Politetrafluoretileno

p/v: peso/volumen

r: Coeficiente de correlacion

r2: Coeficiente de correlacién al cuadrado
r.p.m.: Revoluciones por minuto

SM: Solucién madre patrén

Stopcock: Tipo de véalvula

V V V V VYV V V VYV V VYV VYV V V VYV V VYV VYV V VYV V VY VY V VYV V V VY

Subsp.: Subespecie



Glosario de abreviaturas y términos 199

t: Tiempo

tmax: Tiempo maximo.

t12: Vida media o semivida.
pL: microlitro.

Vd: Volumen de distribucion.

x: Variable independiente.

V V V V V V V

y: Variable dependiente.

TERMINOS:

Segun la IFIC (Consejo Internacional de Informacion sobre
Alimentos) (2006), los alimentos funcionales o enriquecidos son
aguellos que aparte de su papel nutritivo basico desde el punto de vista
material y energético, son capaces de proporcionar un efecto positivo en
la salud tanto en el mantenimiento del estado de salud como en la

reduccioén del riesgo de padecer una enfermedad®®.

Segun Sloan, E. (1996), los nutracéuticos son sustancias
quimicas o biologicas activas que pueden encontrarse como
componentes naturales de los alimentos o adicionarse a los mismos. Se
presenta en una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), y
gue administrada en dosis superior a la existente en esos alimentos,
presume un efecto favorable sobre la salud, mayor al que posee el
alimento normal. Por ende, los productos nutracéuticos tienen la
capacidad de fortalecer las condiciones saludables, sirviendo como
auxiliar en el cuidado y mantenimiento de la salud, asi como en la

prevencion de enfermedades y en la mejora de las funciones fisiol6gicas
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del organismo®®. Los nutracéuticos se diferencian de los medicamentos
en que éstos ultimos no tienen un origen bioldgico natural, difieren de los
extractos e infusiones de hierbas y similares en la concentracion de sus
componentes y no tienen por qué tener una accion terapéutica®®. En
esencia, los nutracéuticos son micronutrientes que mejoran productos ya
existentes y que permiten diversificar el mercado, ya que abarcan una

amplia gama de productos®®.

Segun Vallejo, A. (2006), los complementos alimenticios 0
suplementos dietéticos son aquellos a los que se le adiciona algun
componente beneficioso para la salud: leche con adicién de calcio o
acidos omega-3, margarinas enriquecidas con componentes vegetales
anticolesterol, entre otro. Es valido aclarar que muchos complementes
alimenticios pueden ser considerados nutracéuticos, siempre y cuando

las sustancias que aporten sean de origen natural®.

Segun Branza y lorenzetti (2005), los fitoestrogenos son
naturales fitoquimicos derivados de las plantas, cuyo comudn biologica
papeles es proteger las plantas del estrés o actuar como parte del
mecanismo de defensa de la planta. Estos han demostrado que se unen
a los receptores de estrogeno en forma agonista/antagonista débil, en
animales y seres humanos. Los fitoestrogenos incluyen principalmente

isoflavonas, cumestanos y lignanos*,

Segun Neff y Holman (1997), los nutrientes son elementos o
componentes esenciales para el crecimiento de animales o plantas, es

decir azucares o grasas®.
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Segun Fuller (1992), los probidticos son complemento
alimenticio microbiano vivo, que afecta beneficiosamente al animal

huésped mejorando su equilibrio microbiano intestinal™
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1. Materiales y métodos

1.1.

V V. V V V V V V V V V V V VYV V

A2 74

Reactivos utilizados

Acetonitrilo . J.T.Baker. Ref. 9012

Acetato de amonio. Scharlau. Ref. AM02550250

Acetato de sodio. Scharlau. Ref. SO00351000

Acido ascorbico. Scharlau. Ref. AC05150250

Acido acético glacial. Panreac. Ref. 131008

Acido bérico. Scharlau. Ref. AC05780500

Acido clorhidrico.  Scharlau. Ref. AC07411000

Acido orto-fosférico.  Scharlau. Ref. AC1098

Acido trifluoroacético. ~ Scharlau. Ref. AC31410100

Acido sulfurico. Panreac. Ref. 141058.1612.

Cartuchos Sep-Pak, VacRC 500 mg. Waters. Ref. WAT036945
Cloruro de calcio (CaCl >.2H.0). Guinama. Ref. QC-00127074
Cloruro de sodio (NaCl). Scharlau. Ref. SO0227

Dimetil Sulfoxido (DMSO). Sigma Aldrich. Ref. D4540

EDTA (acido etilendiaminotetraacético). Scharlau. Ref.
AC09650250

Formononetina. Sigma Aldrich. Ref. 47752

Fosfato de sodio dibasico dihidratado (Na >HPO..2H20).
Scharlau. Ref. 31471/3038

Fosfato de sodio monobasico (NaH ;PO.). Scharlau. Ref. 73861
Fosfato potasico dibasico anhidro (KH ;PO.). Scharlau. Ref.
P0O02601000

Glucoronidasa+sulfatasa. Sigma Aldrich. Ref.G7017

Hidroxido de sodio. Merck. Ref.1.06498.5000
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» Heparina sodica. Hospira Productos Farmacéuticos vy

hospitalarios S.L. Ref. 671945.9

Isoflorano. Esteve. Uso Veterinario. C.N. 571329.8

2-propanol. J.T.Baker. Ref. 8175

Ketamina (Imagelne®). Merial. Ref. 03661103001888

Medetomidina (Domtor®). Esteve Veterinaria. Ref. GTIN

06432100017529.

Metanol. J.T.Baker. Ref. 8402

Man Rogosa Sharpe Medium (MRS). Sharlau Chemie S.A

Povidona yodada (Desinpor®). AGB. Ref. 01-114

Propilenglicol (1,2-propanodiol).  Sigma Aldrich. Ref. 13436-8

Suero salino Vitalia®. Laboratorios ERN S.A. Ref.

005/440254/1103

» Tubos de silicona Silclear ™. Degagra Silicone. Ref.
2110060149

» Trietilamina. Scharlau. Ref. TR02151000

YV V V V

V V V V V

1.2. Estudios in situ
1.2.1.Soluciones de trabajo
1.2.1.1. Solucion anestésica

La solucion anestésica que se empled es una mezcla de ketamina
(50 mg/mL, Imagelne®) y medetomidina (1 mg/mL, Domtor®), cuya dosis
utilizada en la rata es de 75.0 mg/kg y 0.5 mg/kg respectivamente. La
ketamina se almacena en refrigerador entre 4 y 8°C y la medetomidina a

temperatura ambiental. Antes de ser inyectada se atempera a 37°C y se
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administra por via intraperitoneal. Para lograr la anestesia profunda de
la mezcla se requiere 30 min antes de la realizacion del procedimiento

quirurgico.
1.2.1.2. Solucion de lavado intestinal
1.2.1.2.1. Solucion de LLL

La solucion de lavado intestinal es el vehiculo isoténico que
permite eliminar los restos que pudieran quedar en la luz intestinal, cuya

composicion cuantitativa es la siguiente:

NacCl 9.00g
KCL 0.34¢
CaCl>2H.0 0.19¢

NaH2P04 '2H20 0.76 g
H,O destilada | c.s.p.1000 mL

1.2.1.2.2. Solucién de LLC

Es una solucién que consiste en suero fisiolégico regulado con
solucion tampon fosfato a pH 7.00, a razén de 10 mL de tampén por litro

de solucién (segun Soérensen). La composicidn cuantitativa consiste en:

NacCl 9.00¢g
NaH;PO4-2H,0. 1/15M 3.90 mL
Na:HPO, 1/15M 6.10 mL
H,O destilada €.S.p.1000 mL
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1.2.1.3. Solucion de perfusién

En un matraz aforado de 250 mL se adiciona el polvo triturado de
Fisiogen®, para ser disuelto con 2.5 mL DMSO (Sigma-Aldrich) y luego
se enrasa a 250 mL con LLC. El experimento se realiza con 2
comprimidos de farmaco. Para finalizar se filtra la suspensiéon por medio
de vacio un filtro de tamafio de poro de 0.45 um. En todo momento se
comprueba el pH de la solucion como variable fisico-quimica de control.
Las soluciones se atemperan en un bafio a 37°C durante 10 min antes de

la administracion.
1.2.2. Condiciones de cultivo

El medio de cultivo utilizado para las cuatro cepas fue el Man
Rogosa Sharpe (MRS) de Laboratorios Scharlau Chemie S.A. El medio
MRS contiene peptona de caseina 10.00 (g/L), extracto de carne
8.00(g/L), extracto de levadura 4.00 (g/L), D(+)-glucosa 20.00 (g/L),
fosfato de potasio dibasico 2.00 (g/L), Tween®80 1.00 (g/L), citrato de
amonio dibasico 2.00 (g/L), acetato de sodio 5.00 (g/L), sulfato de
magnesio 0.20 (g/L) y sulfato de manganeso 0.04(g/L).

1.3. Estudios in vivo
1.3.1. Solucién de suero fisiolégico heparinizado

Se prepara por adicion de 2 mL de heparina sédica al 5% aun 1
Litro de solucion estéril de NaCl al 0.9% (suero salino). La mezcla
obtenida contiene 20 U.I/mL de heparina sodica, que se utiliza para
mantener la canula en las condiciones adecuadas para su
funcionamiento. También se utiliza para reponer fluidos después de cada

extraccién y mantener la volemia del animal.
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1.3.2. Solucién a administrar

Se pulverizan cuatro comprimidos de Fisiogen® Al polvo se
adiciona 3 mL de 1,2-propanaodiol (Sigmall) y 7 mL suero salino (solucion
estéril de NaCl al 0.9%). La suspension producida se homogeniza y filtra
a 0.22 um a vacio. El volumen administrado del filtrado por via oral fue
2.0 mL y por via intravenosa (bolus) 0.5 mL. La dosis administrada fue de

2 comprimidos.
1.3.3.Material de canulaciéon

Se utiliza un tubo de silicona (Silcleard tubingld, Medical Grade
Silicone Tubing, de 0.025”x0.047") para la preparacion del catéter que
luego sera introducido en la vena del animal. Del tubo de silicona se
secciona un trozo de unos 20 cm de longitud, haciendo uno de sus
extremos en forma de bisel para facilitar la colocacion en la vena yugular.
Con hilo de seda se fija una distancia de 3.6 cm desde este extremo con
la ayuda de un sellador de silicona (Orbasild).El hilo servirda para
mantener unido el catéter a la musculatura anexa a la vena de la rata. El
catéter asi preparado se mantiene en estufa a 40°C durante unas 4 h,

para que se evapore el disolvente de la silicona y se endurezca.
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1.3.4.Soluciones para la extraccion de isoflavonas en muestras

plasméticas
Nombre de Reactivo Concentracion/pH
Acetato de Sodio 0.10 M/ pH 5
Acido Ascorbico 0.10% plv
EDTA 0.01% p/v
Glucoronidasa+sulfatasa 8 uL

Tabla 1.1. Cantidades de la solucion tamponada de hidrolisis

Nombre de Reactivo Volumen/Concentracion/pH
Agua destilada 120 pL
Acetato de amonio 75uL/1mL/pH7
Tampon trimetilamonio sulfato (1.5M): 83 uL/3 M/ pH7

41.00 mL &cido sulfurico concentrado
+ 210.75 mL trietilamina ajustar a 500
mL con agua destilada. Ajustar pH a

7.00 con trietilamina.

Tabla 1.2. Cantidades en pL de las soluciones para la disociacién de las

isoflavonas
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2.1. Capacidad hidrolitica y seleccion de cepas bac  terianas
Daidzina media | Genistina media Daidze_ina Genist_eina
media media

FG 79.97+1.31 28.93+0.25 4.89+0.32 | 1.8940.11

L. plantarum+ FG 36.79+2.52 11.94+1.71 36.04+2.00 | 7.3240.55
L. plantarum 0 0 0 0

FG 79.97+1.31 28.93+0.25 4.89+0.32 | 1.8940,11

L.reuteri+ FG 75.34+1.87 26.61+0.93 5.92+0.37 | 2.50+0.12
L.reuteri 0 0 0 0

FG 79.97+1.31 28.93+0.25 4.89+0.32 | 1.8940.11

L. casei+ FG 56.47+0.87 4.57+0.09 31.39+0.56 | 20.84+1.61
L. casei 0 0 0 0

FG 79.97+1.31 28.93+0.25 4.89+0.32 | 1.8940.11

E. faecium+ FG 78.73+8.84 32.0945.87 5.95+0.76 | 5.72+0.66
E. faecium 0 0 0 0

Tabla 2.1. Resultados de la capacidad hidrolitica (ug/ml) in vitro de algunos

lactobacillus.




Anexos 212
Daidzina Genistina Daidzeina | Genisteina
media media media media

FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B. adolescentis+ FG 0 1.00+0.34 | 81.90+9.36 |22.25+2.86
B. adolescentis 0 0.79£0.01 1.19+0.13 | 2.29+0.25
FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B.animalis+ FG 97.1445.19 | 9.44+0.24 | 31.94+2.48 |33.58+1.59
B.animalis 0 0.62+0.08 0.50+0.07 | 1.90+0.20
FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B. animalis lactis+ FG | 64.58+4.81 | 1.62+0.40 | 55.02+0.65 |16.62+0,47
B. animalis lactis 0 0 1.27+0.08 | 1.50+1.30
FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B. bifidum+ FG 117.094£3.96 | 48.51+2.12 | 6.71+0.48 | 6.24+0.24

B. bifidum 0 0 0 0
FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B. catenulatum+ FG | 45.23+2.38 | 1,81+0.14 | 61.36+3.84 |25.89+0.68
B. catenulatum 0 0 1.23+0.01 | 2.10+0.25
FG 137.6145.40 | 52.78+2.18 | 8.17+0.41 | 8.07+0.49
B. longum+ FG 97.90+5.89 | 26.27+2.09 | 14.10+0.31 |12.62+0.67
B. longum 0 0 0.305+0.01 | 0.96+0.15

Tabla 2.2. Resultados de la capacidad hidrolitica (ug/ml) in vitro de algunos

bifidobacterium




2.2. Estudios de absorcién

2.2.1. Validacion de la metodologia analitica. Estu

in situ.
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dios in situ .

Concentracién i .
o . . . i Area media de
de daidzina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
daidzina
(hg/mL)
122.87 118.99 | 115.67 | 116.36 | 120.89 117.98+2.41
61.44 59.26 | 57.01 | 56.62 | 56.56 57.36+1.28
30.72 29.26 | 29.20 | 29.94 | 29.34 29.43+0.34
15.36 1476 | 1458 | 14.46 | 14.58 14.59+0.12
3.84 3.74 3.63 3.63 3.71 3.68+0.06
r2 > 0.999
CV (%) <2.23%
ER (%) <7.51%
LOD (pg/mL) 2.78
LOQ (pg/mL) 5.59

Tabla 2.3. Parametros de validacion del método analitico en el rango de

interés para la evolucién de los componentes de Fisiogen en drgano

aislado.




Anexos 214

Concentracién i .
- . ] ] . Area media de
de genistina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
genistina
(Hg/mL)
33.80 49.37 | 48.08 | 46.89 | 48.61 48.24+1.04
16.90 26.35 | 24.27 | 26.16 | 24.27 25.26+1.15
8.45 11.38 | 12.00 | 11.42 | 11.53 11.58+0.28
4.23 5.70 5.45 5.46 5.48 5.52+0.12
1.06 1.45 1.49 1.46 1.46 1.46+0.02
r? > 0.999
CV (%) <4.55%
ER (%) <9.06%
LOD (ug/mL) 1.67
LOQ (ug/mL) 5.06

Tabla 2.4. Parametros de validacién del método analitico en el rango de
interés para la evolucién de los componentes de Fisiogen en drgano

aislado.
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Concentracién i .
- ] ] ] . Area media de
de daidzina Areal | Area2 | Area3 | Area4 o
daidzina
(Hg/mL)
65.08 62.18 | 62.45 | 62.49 | 62.84 62.49+0.27
16.27 15.41 | 15.64 | 15.67 | 15.50 15.55+0.12
4.07 3.74 3.78 3.73 3.80 3.7610.03
1.02 0.94 0.95 0.93 0.92 0.9340.01
0.25 0.12 0.14 0.14 0.14 0.1340.01
r? > 0.999
CV (%) <6.43%
ER (%) <9.07%
LOD (ug/mL) 0.15
LOQ (ung/mL) 0.25

Tabla 2.5. Parametros de validacion del método analitico en el rango de interés

para la técnica de absorcion in situ.
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Concentracién i .
- . . ] ] Area media de
de genistina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
genistina
(Hg/mL)
6.28 8.96 9.04 8.93 8.91 8.96+0.05
1.57 2.19 2.28 2.28 2.22 2.24+0.04
0.78 1.10 1.14 1.10 1.10 1.11+0.02
0.20 0.25 0.26 0.25 0.25 0.25+0.01
0.05 0.06 0.06 0.07 0.06 0.06+0.00
r? > 0.999
CV (%) <2.48%
ER (%) <10.14%
LOD (ug/mL) 0.03
LOQ (ung/mL) 0.09

Tabla 2.6. Parametros de validacion del método analitico en el rango de interés

para la técnica de absorcion in situ
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Concentracién ) )
: . . ] . Area media de
de daidzeina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
daidzeina
(Hg/mL)
90.53 166.59 | 162.16 | 125.13 | 127.05 145.23+22.19
45.26 80.32 | 80.25 | 63.03 | 63.34 71.74+9.87
2263 39.70 | 39.62 | 36.16 | 36.15 37.91+2.02
11.32 18.20 | 17.34 | 17.40 | 17.19 17.53+0.45
5.66 9.01 9.05 9.35 9.13 9.1440.15
r2 >0.9997
CV (%) <15.3%
ER (%) <4.18%
LOD (ug/mL) 2.28
LOQ (ung/mL) 4.67

Tabla 2.7. Parametros de validacion del método analitico en el rango de interés

para la técnica de absorcion in situ.
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Concentracién i .
o . . ] . Area media de
de genisteina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
genisteina
(Hg/mL)
64.25 120.38 | 119.11 | 108.23 | 107.92 113.91+6.76
32.13 60.04 59.65 53.52 52.74 56.49+3.90
16.06 28.10 28.32 26.69 26.24 27.34+1.03
8.03 14.59 14.67 13.30 13.24 13.95+0.79
4.02 7.12 7.06 6.78 6.89 6.96+0.16
r2 >0.9999
CV (%) < 6.90%
ER (%) <5.49
LOD (ug/mL) 0.89
LOQ (ug/mL) 2.70

Tabla 2.8. Parametros de validacién del método analitico en el rango de interés

para la técnica de absorcion in situ.
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2.2.2.Validacion de la metodologia analitica. Estu  dio in vivo

A. Via de administracion intravenosa

Concentracion ;
. . . ] i Area media de
de daidzeina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
daidzeina
(ng/mL)
4650.46 7.19 7.21 7.76 7.68 7.46+0.30
1162.61 1.57 1.58 1.80 1.80 1.69+0.13
581.31 0.81 0.81 0.90 0.89 0.85+0.05
290.65 0.26 0.26 0.26 0.25 0.26+0.00
r? > 0.999
CV (%) < 7.65%
ER (%) <16.27%
LOD (ng/mL) 141.94
LOQ (ng/mL) 297.50

Tabla 2.9. Parametros validacion de la metodologia analitica aplicada en la

cuantificacion de las isoflavonas tras su administraciéon por via intravenosa.
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Concentracién i .
. . ] ] . Area media
de genisteina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 o
de genisteina
(ng/mL)
2584.90 4.49 4.48 4.62 4.73 4.58+0.12
1292.45 2.22 2.22 2.53 2.60 2.39+0.20
323.11 0.69 0.67 0.68 0.69 0.68+0.01
161.56 0.33 0.31 0.32 0.34 0.32+0.01
40.39 0.12 0.12 0.13 0.13 0.13+0.00
r2 0.999
CV (%) < 8.40%
ER (%) <18.55
LOD (ug/mL) 87.04
LOQ (ug/mL) 160.06

Tabla 2.10. Parametros validacion de la metodologia analitica aplicada en la

cuantificacion de las isoflavonas tras su administracién por via intravenosa
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B. Via de administracion oral

Concentracién i )
, . . i i Area media de
de daidzeina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 ]
daidzeina

(ng/mL)

1116.18 1.77 1.77 1.81 1.81 1.79+0.02
558.09 0.77 0.78 0.88 0.89 0.83+0.06
279.05 0.42 0.42 0.41 0.40 0.41+0.01
139.52 0.20 0.20 0.19 0.20 0.20+0.00
69.76 0.06 0.07 0.07 0.07 0.06+0.00

r2 > 0.999

CV (%) <7.61%
ER (%) < 8.04%

LOD (ug/mL) 47.05
LOQ (ug/mL) 96.53

Tabla 2.11. Parametros de la validacion de la metodologia analitica para

muestras plasmaticas de las isoflavonas en estudio
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Concentracion Area media
de genisteina Areal | Area2 | Area3 | Area 4 de
(ng/mL) genisteina
763.26 1.39 1.36 1.34 1.32 1.35+0.03
381.63 0.63 0.62 0.61 0.63 0.62+0.01
190.81 0.28 0.30 0.31 0.30 0.30+0.01
47.70 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03+0.00
r? 0.999
CV (%) <4.33%
ER (%) < 6.44%
LOD (ug/mL) 26.10
LOQ (ug/mL) 64.47

Tabla 2.12. Parametros de la validacidn de la metodologia analitica para

muestras plasmaticas de las isoflavonas en estudio.
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2.2.3. Evolucién de los componentes de Fisiogen® en organo
aislado.
Tiempo Concentraciones de daidzina en Fisiogen® (ug/mL)
(min) Rata 1A  Rata 1B Rata 2A Rata 2B MediatDE
5 43.25 33.09 71.70 43.24 47.82+16.63
10 59.85 17.72 46.21 39.46 40.81+17.57
15 27.89 23.57 32.92 33.73 29.53+4.74
20 8.33 9.96 27.71 31.27 19.32+11.85
25 451 4.84 26.21 22.61 13.76+10.49
30 - 2.87 16.77 4.65 8.10+7.57
Param. Rata
Ec. =
C=35.68- (C=71.32- (C=53.76- C=55.55-
orden O 67.46 -
1.16*t 2.00*t 1.41*t 1.66*t
2.58*t
Ec. InC=
InC=4.11 INnC=4.43 InC=4.47 INC=4.36 —
orden 1 491 -
—0.10* — 0.05*% — 0-07*t 0.07*t
0.13*t

Tabla 2.13. Resultados de la evolucion de daidzina del Fisiogen® en

organo aislado. Ec.= Ecuacion
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Figura 2.1. Evolucion de daidzina del Fisiogen® en 6rgano aislado.
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Tiempo Concentraciones de genistina en Fisiogen® (ug/mL)
(min) Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
5 30.56 37.82 13.53 25.28 26.80+10.23
10 7.05 5.97 16.25 16.49 11.44+45.71
15 7.78 5.95 10.20 6.67 7.65+1.86
20 7.02 6.02 5.47 10.83 7.34+2.42
25 6.85 6.06 1.67 7.28 5.46+2.58
30 6.63 6.00 6.82 2.69 5.54+1.93
Param. Rata
Ec. =
=27.18- C=17.19- (C=25.19- C=23.16-
orden O 23.09 -
0.91*t 0.47*t 0.78*t 0.71*t
0.69*t
Ec. InC=
INnC=059 InC=0.61 InC=0.35 InC=3.21 -
orden 1 0.45 —
—0.03* —0.03* —0.02* 0.06*t
0.02*t

Tabla 2.14. Resultados de la evolucion de genistina del Fisiogen® en

drgano aislado. Ec.= Ecuacidn
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Figura 2.2. Evolucion de genistina del Fisiogen® en 6rgano aislado.
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Tabla 2.15

Concentracién de daidzeina (ug/mL)
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Concentraciones de daidzeina en Fisiogen® (ug/mL)

Rata 1A
74.81
106.15
98.42
96.21
91.74
83.03

Rata 1B Rata 2A Rata 2B

57.48
84.37
78.87
78.72
76.64
64.57

24.19
43.73
37.82
33.13
22.63
22.62

21.40
56.40
35.90
30.15
17.38
15.06

MediatDE
44.47+26.03
72.66+28.05
62.75+30.95
59.55+33.03
52.104+37.63
46.32+32.76

. Resultados de la evolucion de daidzeina del Fisiogen® en

organo aislado.
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Figura 2.3. Evolucion de daidzeina del Fisiogen® en érgano aislado.
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Tiempo (min) | Concentraciones de genisteina en Fisiogen® (ug/mL)
Ratal Rata?2 Rata3 Rata4 MediatDE
5 54.30 40.17 23.90 20.48 34.71+15.63
10 63.29 46.75 25.33 26.92 40.57+18.01
15 57.67 4481 19.63 18.04 35.04+19.44
20 57.01 42.03 21.60 17.34 34.49+18.48
25 54.75 40.74 17.37 14.39 31.81+19.31
30 57.01 36.96 15.44 13.69 30.77+20.44

Tabla 2.16. Resultados de la evolucion de genisteina del Fisiogen® en érgano

aislado.
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Figura 2.4. Evolucién de genisteina del Fisiogen® en 6rgano aislado
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2.2.4. Determinacion de k 4esy knpor la técnica de doluisio.

Tiempo (min) Daidzina en Fisiogen® (ug/mL)

Ratal Rata2 Rata3 Rata4 | MediatDE

5 1.14 1.13 1.16 1.17 1.15+0.02

10 0.91 0.88 1.02 0.89 0.92+0.06

15 0.80 0.76 0.83 0.73 0.78+0.04

20 0.62 0.63 0.71 0.55 0.63+0.06

25 0.49 0.47 0.54 0.44 0.48+0.04

30 - 0.37 0.45 0.30 0.37+0.07

Tiempo (min) Daidzeina en Fisiogen® (ug/mL)

Ratal Rata2 Rata3 Rata4 | MediatDE

5 2142 20.60 20.63 23.96 | 21.65+1.58

10 3856 3559 35.02 37.69 | 36.72+1.68

15 34.08 32.05 31.48 35.30 | 33.23+1.64

20 29.92 2759 2579 31.69 | 28.75+3.02

25 2581 25.08 21.99 29.62 | 25.62+3.14

30 2357 2161 18.20 26.90 | 22.57+3.64

Péaram. Rata

V(mL) 5.40 6.30 5.80 5.30 5.70+0.45
Kdes (hD) 594 575 532 824 | 6.34+1.36
kn (hh) 3.93 3.63 4.68 2.03 | 3.47+1.09

Tabla 2.17. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentes y parametros cinéticos de la hidrdlisis y la desaparicion de

daidzina/daidzeina in situ.
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Figura 2.5. Cinética individual de hidrdlisis de daidzina y niveles de daidzeina

en intestino en ausencia de pretratamiento (grupo control).
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Tiempo (min) Genistina en Fisiogen® (ug/mL)

Ratal Rata2 Rata3 Rata4 | MediatDE

5 3.00 3.40 3.37 3.45 3.31+0.21

10 2.55 2.96 3.15 3.06 2.93+0.27

15 2.47 2.86 2.86 2.87 2.76+0.20

20 2.33 2.62 2.70 2.59 2.56+0.16

25 2.04 2.37 2.48 2.46 2.34+0.20

30 1.97 2.25 2.38 2.15 2.19+0.17
Tiempo (min) Genisteina en Fisiogen® (ug/mL)

Ratal Rata?2 Rata3 Rata4 | MediatDE

5 1046 756 10.28 10.19 | 9.62+1.38
10 16.88 14.69 14.14 16.84 | 15.63+1.43
15 13.63 12.75 1247 14.62 | 13.37+0.97
20 11.69 1166 9.92 13.53 | 11.70+1.47
25 9.28 1069 790 11.63 | 9.87+1.64
30 7.26 9.39 6.22 10.20 | 8.27+1.84
Péaram. Rata
V(mL) 5.40 6.30 5.80 5.30 | 5.70+0.45
Kdes (h1) 9.45 843 1193 9.71 | 9.88+1.47
kn (hh) 3.11 1.93 2.66 1.80 | 2.38+0.62

Tabla 2.18. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentes y parametros cinéticos de la hidrdlisis y la desaparicion de

genistina/genisteina in situ.
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Figura 2.6. Cinética individual de hidrdlisis de genistina y niveles de genisteina

en intestino en ausencia de pretratamiento (grupo control).



Tiempo

(min)

5
10

15
20
25
30

Anexos 233

Daidzina (ug/mL) en presencia de la cepa B.

adolescentis

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediaxDE
16.30 15.88 32.38 24.08 22.16+7.79
15.21 14.72 23.46 19.56 18.24+4.11
13.48 12.76 17.60 16.04 14.97+2.25
11.74 11.52 13.14 11.54 11.99+0.78
10.59 9.74 7.56 9.49 9.34+1.28
- 8.88 5.64 7.50 7.34+1.62

Tiempo (min)

Daidzeina (ug/mL)en presencia de la cepa B.

adolescentis

Ratal Rata2 Rata3 Rata4 MediatDE
5 25.98 37.16 61.21 42.89 41.81+£14.72
10 4212 53.83 77.45 50.51 55.98+15.14
15 39.98 49.96 60.78 47.43 49.5448.61
20 37.30 46.98 52.48 41.69 44.61+6.57
25 33.87 42.22 38.39 37.04 37.88+£3.46
30 31.78 38.43 30.84 33.12 33.54£3.39
Param. Rata
V(mL) 6.00 6.50 6.50 7.50 6.6310.63
Kaes (h1) 9.02 10.62 9.94 11.19 10.20+0.93
kn (h™) 1.59 1.57 3.95 2.27 2.34+1.12

Tabla 2.19. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

remanentesen presencia de la cepa B. adolescentes, y parametros cinéticos de

la hidrélisis y la desaparicion de daidzina/daidzeina in situ.
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Figura 2.7 . Cinética individual de hidrolisis de daidzina y niveles de daidzeina

en intestino tras la administraciéon de B. adolescentis.
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Tiempo Genistina (ug/mL)en presencia de la cepa  B.
(min) adolescentis
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE
5 2.00 1.40 1.59 1.66+0.31
10 1.62 1.07 1.16 1.29+0.30
15 1.24 0.63 0.74 0.8740.33
20 0.97 0.45 0.38 0.60+0.32
25 0.70 0.33 0.26 0.43+0.23
30 0.54 0.24 0.14 0.31+0.21
Tiempo (min) Genisteina (ug/mL) en presencia de la cepa B.

adolescentis

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE
5 11.22 13.86 15.36 13.48+1.87
10 16.90 18.48 22.77 19.38+1.11
15 12.51 14.68 17.78 14.99+1.54
20 8.70 11.37 13.62 11.23+1.89
25 7.01 9.09 11.62 9.24+1.47
30 5.09 5.52 9.22 6.61+0.31
Param. Rata
V(mL) 6.00 6.50 7.50 6.67+£0.76
Kdes (h0) 9.11 8.85 9.40 9.12+0.18
kn (h?) 4.71 4.68 3.95 4.45+0.43

Tabla 2.20. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentesen presencia de la cepa B. adolescentes, y parametros cinéticos de

la hidrdlisis y la desaparicion de genistina/genisteina in situ.
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Figura 2.8. Cinética individual de hidrdlisis de genistina y niveles de genisteina

en intestino tras la administracion de B. adolescentis.
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Tiempo Daidzina (ug/mL)en presencia de la cepa B. animalis
(min) subsp lactis
Rata 1 Rata 2 Rata 3 MediazDE
5 6.65 5.79 6.22 6.22+0.43
10 5.86 5.09 4.70 5.22+0.59
15 - - - -
20 3.68 2.95 3.24 3.29+0.37
25 3.11 2.32 2.48 2.64+0.42
30 2.64 1.81 1.66 2.04+0.53

Tiempo (min)

Daidzeina (ug/mL)en presencia de la cepa  B. animalis

subsp lactis

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE
5 25.81 27.99 25.31 26.37+1.42
10 32.73 30.51 31.64 31.63+1.11
15 27.25 23.04 28.65 26.31+2.92
20 - 17.82 25.57 21.70+5.48
25 20.76 13.94 21.59 18.76+4.20
30 18.43 - 18.83 18.63+0.28

Param. Rata
V(mL) 5.00 6.50 5.50 5.67+£0.76
Kdes (1) 13.30 15.18 11.74 13.41+1.72
kn (h) 2.16 3.62 2.23 2.67+0.82

Tabla 2.21. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentesen presencia de la cepa B. animalis subsp lactis, y parametros

cinéticos de la hidrélisis y la desaparicion de daidzina/daidzeina in situ.
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Figura 2.9. Cinética individual de hidrdlisis de daidzina y niveles de daidzeina

en intestino tras la administracion de B. animalisis subsp lactis
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Tiempo Genistina (ug/mL) en presencia de la cepa  B. animalis
(min) subsp lactis
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
5 0.71 0.32 0.22 0.72 0.4940.26
10 0.54 0.21 0.17 0.58 0.37+0.21
15 0.39 - 0.12 0.43 0.31+0.17
20 0.31 0.07 0.09 0.32 0.20+0.13
25 0.24 0.05 - 0.24 0.17+0.11
30 0.16 0.02 0.06 - 0.08+0.07
Tiempo (min) Genisteina (ug/mL)en presencia de la cepa  B. animalis
subsp lactis
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
5 17.37 8.11 11.17 9.43 11.52+4.10
10 20.88 10.72 13.63 12.10 14.33+4.53
15 16.48 9.22 10.88 11.21 11.95+3.14
20 12.44 - 9.48 10.21 10.71+1.54
25 9.61 6.80 - 9.39 8.60+1.56
30 8.26 5.52 6.35 8.76 7.2241.54
Param. Rata
V(mL) 5.00 6.50 5.50 6.50 5.58+0.75
Kdes (h1) 11.99 9.81 13.02 13.75 12.1441.71
kn (h0) 3.77 2.94 2.84 1.35 2.72+1.01

Tabla 2.22. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

remanentesen presencia de la cepa B. animalis subsp lactis, parametros

cinéticos de la hidrdlisis y la desaparicion de genistina/genisteina in situ.
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Figura 2.10. Cinética individual de hidrélisis de genistina y niveles de

genisteina en intestino tras la administracion de B. animalisis subsp lactis
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Tiempo (min) | Daidzina (ug/mL)en presencia de la cepa L. casei

Rata 1 Rata 2 Rata 3 MediatDE

5 8.68 13.25 9.78 7.93+5.63

10 6.75 9.51 8.38 6.16+4.26

15 5.50 7.15 6.79 4.86+3.32

20 4.25 - 5.09 3.11+2.73

25 2.95 3.39 4.40 2.69+1.89

30 2.56 2.17 9.78 1.58+1.38

Tiempo (min) Daidzeina (ug/mL)en presencia de la cepa L. casei

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE

5 47.30 43.78 35.38 42.15+6.12

10 54.84 5751 51.26 54.54+3.14

15 49.88 49.18 43.52 47.53+£3.49

20 44.09 41.85 35.65 42.97+1.58

25 41.15 37.60 29.45 36.07+6.00

30 36.43 33.32 25.44 30.94+7.77
Param. Rata

V(mL) 6.00 6.50 5.00 5.8340.76

Kdes (h1) 16.81 10.95 9.23 12.33+3.97

kn (h) 1.47 2.53 3.22 2.40+0.88

Tabla 2.23. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentesen presencia de la cepa L. casei, parametros cinéticos de la

hidrélisis y la desaparicion de daidzina/daidzeina in situ.
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Figura 2.11. Cinética individual de hidrolisis de daidzina y niveles de daidzeina

en intestino tras la administracion de L. casei.



Tiempo (min)

5
10
15
20
25
30

Genistina (ug/mL) en presencia de la

Anexos 243

cepa L. casei

Rata 1
0.59
0.39
0.28
0.23
0.16
0.12

Rata 2

2.53
1.97
1.46
0.85
0.53
0.33

Rata 3
0.66
0.45
0.31
0.21
0.14
0.11

MediatDE
1.26+1.10
0.93+0.89
0.68+0.67
0.43+0.37
0.28+0.22
0.19+0.12

Tiempo (min)

Genisteina (ug/mL)en presencia de la

cepa L. casei

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE

5 23.29 14.07 15.86 17.74+4.89

10 25.51 22.73 19.75 22.66+2.88
15 20.16 17.71 14.30 16.00+2.94
20 14.30 14.68 11.88 14.49+1.52
25 10.99 12.53 8.05 12.53+2.28
30 8.74 10.49 5.94 7.34+2.30

Param. Rata

V(mL) 6.00 6.50 5.00 5.8340.76
Kdes (h1) 12.86 6.96 8.72 9.51+3.03
kn (h™) 4.19 4.33 5.49 4.67+0.72

Tabla 2.24. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

remanentes en presencia de la cepa L. casei, parametros cinéticos de la

hidrolisis y la desaparicion de genistina/genisteina in situ.
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Tiempo Daidzina (ug/mL) en presencia de la cepa L.
(min) plantarum
Rata 1 Rata 2 Rata3 Rata4 MediatDE
5 21.62 17.53 20.66 20.94 20.19+1.82
10 18.21 1541 17.66 18.56 17.46+1.42
15 14.47 13.48 14.66 15.02 14.41+0.66
20 11.18 11.27 11.97 12.34 11.69+0.56
25 9.16 - 9.46 9.52 9.38+0.19
30 7.91 - - 7.44 7.67+0.33
Tiempo (min) Daidzeina (ug/mL)en presencia de la cepa L.
plantarum
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
5 44.53 3231 44.22 48.40 42.36+6.97
10 58.80 42.07 57.91 64.33 55.78+9.57
15 51.00 38.48 52.89 57.77 50.0348.21
20 43.05 - 47.57 53.94 48.19+5.47
25 36.27 32.74 42.04 45.15 39.0545.59
30 29.86 28.64 37.39 38.76 33.6645.15
Param. Rata
V(mL) 6.00 6.50 6.00 6.50 6.25+0.29
Kdes (h1) 10.96 12.14 11.17 10.15 11.10+0.82
kn (h™) 2.72 1.62 2.02 2.34 2.17+0.47

Tabla 2.25. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentes en presencia de la cepa L. plantarum, parametros cinéticos de la

hidrélisis y la desaparicion de daidzina/daidzeina in situ.
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Figura 2.13. Cinética individual de hidrélisis de daidzina y niveles de daidzeina

en intestino tras la administracion de L. plantarum.
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Tiempo Genistina (ug/mL) en presencia de la cepa L.
(min) plantarum
Rata 1 Rata 2 Rata3 Rata4 Media+DE
5 1.42 0.84 0.36 0.43 0.76+0.48
10 1.18 0.70 0.30 0.32 0.62+0.41
15 0.94 0.56 0.21 0.24 0.49+0.34
20 0.72 - 0.16 0.17 0.35%£0.32
25 0.53 0.37 0.13 0.11 0.29+0.20
30 0.43 - - 0.09 0.26+£0.24
Tiempo (min) Genisteina (ug/mL)en presencia de la cepa L.
plantarum

Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE

5 21.64 18.26 13.39 15.67 17.24+3.55
10 27.33 19.41 16.83 16.39 19.99+45.07
15 21.41 15.85 14.54 14.08 16.47+3.38
20 16.42 - 12.95 11.43 13.60+2.56
25 11.74 9.57 11.92 8.77 10.50£1.57
30 9.92 6.97 10.28 7.03 8.55+1.80
Param. Rata
V(mL) 6.00 6.50 6.00 6.50 6.25+£0.29
Kdes (h1) 9.30 14.14 14.04 15.59 10.98+5.39
kn (h?) 4.76 3.56 1.81 2.96 3.27+1.24

Tabla 2.26. Resultados individuales y promedio de las concentraciones
remanentes en presencia de la cepa L. plantarum, parametros cinéticos de la

hidrolisis y la desaparicion de genistina/genisteina in situ.
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genisteina en intestino tras la administracién de L. plantarum.



2.2.5. Analisis estadistico
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2.2.5.1. Método 1. ANOVA de las constantes de desap aricion

obtenidas.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Kdes
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
4.24 4 13 0.02
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 106.45 4 26.61 7.25 0.00
Intra-grupos 47.69 13 3.67
Total 154.15 17 -
Intervalo de
Diferencia confianza al 95%
Cepas . - .
) Control | de medias | Error tipico| Sig. Limite
Bacterianas Limite _
(1-9) | superio
inferior
r
1.00 0.00 3.86" 1.35 0.05 0.08 7.63
2.00 0.00 7.07" 1.46 0.00 2.99 11.15
3.00 0.00 5.99" 1.46 0.00 1.91 10.07
4.00 0.00 477" 1.35 0.01 0.99 8.54

Tabla 2.27. Comparativa ANOVA de kges (0<0.05) de daidzeina. 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum.
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Prueba de homogeneidad de varianzas

kn
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
0.44 4 13 0.78
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4.11 4 1.03 1.23 0.35
Intra-grupos 10.89 13 0.84 - -
Total 15.00 17 - - -
] ) Intervalo de confianza
Cepas leeren?la Error ) al 95%
bacterianas Control | de medias tipico Sig. Limite Limite
() inferior superior
1.00 0.00 -1.12 0.65] 0.30 -2.93 0.68
2.00 0.00 -0.80 0.70] 0.64 -2.75 1.15
3.00 0.00 -1.06 0.70] 0.40 -3.01 0.89
4.00 0.00 -1.29 0.65] 0.20 -3.10 0.51

Tabla 2.28. Comparativa ANOVA de kn (0=0.05) de daidzina. 0=Control, 1=B.

adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum
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Prueba de homogeneidad de varianzas
kdes
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
1.81 4 13 0.19
Suma de Media )
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 47.99 4 12.00 2.77 0.07
Intra-grupos 56.33 13 4.33 - -
Total 104.32 17 - - -
Intervalo de
Diferencia .
Cepas ) Error _ confianza al 95%
] Control de medias . Sig.
bacterianas (-0) tipico Limite Limite
inferior | superior
1.00 0.00 -0.76 159 0.97 -5.19 3.67
2.00 0.00 2.26 1,47| 0.39 -1.84 6.37
3.00 0.00 -0.37 159| 1.00 -4.80 4.07
4.00 0.00 3.39 1,47| 0.12 -0.71 7.49

Tabla 2.29. Comparativa ANOVA de kades (0<0.05) de genisteina. 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum.
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Prueba de homogeneidad de varianzas

kn
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
0.72 4 13 0.60
Suma de Media )
cuadrados g cuadratica i S0
Inter-grupos 14.21 4 3.55 4.57 0.02
Intra-grupos 10.11 13 0.78 - -
Total 24.32 17 - - -
_ _ Intervalo de
Cepas D|feren(.:|a Error . confianza al 95%
bacterianas Control de medias tipico Slg. Limite Limite
(-1) inferior | superior
1.00 0.00 2.07* 0.67 0.03 0.19 3.95
2.00 0.00 0.35 0.62 0.95 -1.39 2.09
3.00 0.00 2.30° 0.67 0.02 0.42 4.17
4.00 0.00 0.90 0.62 0.45 -0.84 2.64

Tabla 2.30. Comparativa ANOVA de kn (0<0.05) de genistina. 0=Control, 1=B.

adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum




2.2.5.2.

Anexos 253

Método 2. Anélisis de varianzasobre las co nstantes de
velocidad de absorcion individuales
Parametro
Ordenada
control 1.26
Ordenada 1 24.38
Ordenada 2 6.94
Ordenada 3 8.78
Ordenada 4 22 42
Pendiente
Control -0.03
Pendiente 1 -0.59
Pendiente 2 -0.17
Pendiente 3 -0.25
Pendiente 4 -0.51
Tabla 2.31.

Parametros modelo completo de daidzina
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Parametro

Ordenada

control 3.44
Ordenada 1 1.80
Ordenada 2 0.55
Ordenada 3 1.39
Ordenada 4 0.83
Pendiente

Control -0.04
Pendiente 1 -0.05
Pendiente 2 -0.02
Pendiente 3 -0.04
Pendiente 4 -0.02

Tabla 2.32. Parametros modelo completo de genistina



Parametro

Ordenada

control 1.26
Ordenada 1 24.38
Ordenada 2 6.94
Ordenada 3 8.78
Ordenada 4 22 42
Pendiente

Control -0.03
Pendiente 1 -0.59
Pendiente 2 -0.17
Pendiente 3 -0.25
Pendiente 4 -0.51

Anexos

Tabla 2.33. Parametros modelo completo de daidzeina

255
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Parametro

Ordenada

control 43.74
Ordenada 1 66.92
Ordenada 2 36.82
Ordenada 3 65.87
Ordenada 4 67.43
Pendiente

Control 0.72
Pendiente 1 -1.13
Pendiente 2 -0.67
Pendiente 3 1.17
Pendiente 4 -1.10

Tabla 2.34. Parametros modelo completo de genisteina



2.3. Estudios in vivo

2.3.1.Cinética plasmatica de las isoflavonas
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Tiempo Daidzeina (n g/mL) tras la administracion intravenosa
(min) Rata 1 Rata 2 Rata 3 Media+DE
0.08 1994.05 - 1780.06 | 1887.06+151.31
0.17 1690.38  2072.76 1185.84 | 1649.66+444 86
0.25 1610.09  1786.46 758.41 1384.99+549 75
0.50 998.00  1029.34 538.93 855.434274 54
1.00 470.23 454.50 366.04 430.25+56.17
2.00 - 248.31 331.71 290 01+58.97

Param. Rata

AUCosg

(ng/mL+hy | 228456 305293 2153.34 | 2496.94+485.95

Tabla 2.35. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de daidzeina tras administracion intravenosa de Fisiogen
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Tiempo Daidzeina (n g/mL) tras la administracién oral
(min) Rata 1 Rata 2 Rata3 Rata4 Media+DE
0.25 382.64  364.31  408.20 451.00 | 401.54%37.57
0.50 547.41  533.63  699.62 372.14 | 538.20+133.84
0.75 366.13 44584  261.95 308.51 | 345.61+79.25
1.00 352.83  387.14  236.75 283.14 | 314.97+67.76
1.50 266.93  368.38  169.49 242.89 | 261.92+82.19
2.00 173.86  319.69  147.63 241.37 | 220.63+76.94
3.00 132.63  257.58  142.35 211.62 | 186.04459.25
4.00 12450  234.93  104.34 208.64 | 168.10463.45
5.00 11861  176.16 - 172.03 | 155.60+32.10
6.00 101.18  138.46 - 169.73 | 136.46+34.32
7.00 86.19 112.17 - - 99.18+18.37
8.00 80.00 108.04 - - 94.02+19.83
Param. Rata
Cmax
(ng/mL) 547.41  533.63  699.62 451.00 | 557.92+103.62
AUCo.s
(ng/mishy | 132333 187840 82121 136872 1347.91#432.00

Tabla 2.36. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de daidzeina tras administracion oral de Fisiogen
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Tiempo Genisteina (n g/mL) tras la administracion intravenosa
(min) Rata 1 Rata2 Rata3 Rata4 Media+DE

0.25 1260.75  1267.07 1328.94 1357.32 | 1303.52+47.25
0.50 688.36 - 482.59 - 585.48+145.50
1.00 415.26 387.92 353.28 486.95 | 410.85+56.72
2.00 315.42  210.98 200.53  240.40 | 241.83+51.88
3.00 17474  150.55 107.58 - 144.29+34.01
4.00 91.84 134.18  77.02 82.19 96.31+25.98
5.00 39.33 81.27  62.03 49.90 58.13+18.00
6.00 - - 41.17 - 41.17+0.00
.00 - - 21.30 38.82 30.06+12.39
8.00 - - 19.17 17.45 18.311.22

Param. Rata

AUCqs

(ng/mL*h) 3726.59 3839.89 3653.98 3524.59 | 3686.26+£93.69

Tabla 2.37. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina tras la administracion intravenosa de Fisiogen
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Tiempo Genisteina (n g/mL) tras la administracion oral
(min) Rata 1 Rata2 Rata3  Rata4 MediatDE
0.25 266.05 258.59 - 167.56 230.73+54.84
0.50 286.62 27753 275.52 147.81 246.87+66.22
0.75 232.39 274.77 - 134.01 213.72+72.21
1.00 257.88 235.86 285.81 130.92 227.62+67.63
1.50 269.36 239.05 306.91 132.17 236.87£75.12
2.00 280.23 358.81 312.43 240.67 298.04+50.03
3.00 255.07 265.73  352.05 115.82 247.17+97.74
4.00 281.10 256.91 326.94 125.46 247.60+86.45
5.00 326.56 - 338.46 173.41 279.48+92.05
6.00 241.38 - - 97.86 169.62+101.48
7.00 239.92 220.16  315.19 112.36 221.91+83.73
8.00 222.49 21556  280.67 111.33 207.51+70.45
Param. Rata
Cméx
(ng/mL) 32656  358.81 352.05  240.67 319.52+54.37
AUCqs
(ng/mL*h) 2093.09 2007.45 2468.25 1088.60 | 1914.35+585.74

Tabla 2.38. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina tras administracion oral de Fisiogen
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Daidzeina en

o presencia de la
Daidzeina en
) cepa B.
presencia de la cepa _ o
Tiempo animalis subsp

Tiempo B. adolescentis .
(h) lactis (ng/mL)
(h) (ng/mL) tras
. . tras
administracion oral o .
administracion
oral
Rata 1 Rata 1
0.25 82.97 0.25 76.11
0.50 85.22 0.50 80.12
6.00 81.82 0.75 92.99
7.00 82.06 1.00 83.46
8.00 97.78 1.50 77.02
2.00 72.16
Param. Rata Param. Rata
Cmax Cmax
(ng/mL) 97.78 (ng/mL) 92.99
tmax (h) 8.00 tmax (h) 0.75
AUCo.g AUCO-B
(ng/mL*h) 662.60 (ng/mL*h) 150.15

Tabla 2.39. Resultados individuales de las concentraciones plasmaticas de

daidzeina en presencia de B. adolescentes y B. animalis subsp lactis tras la

administracion oral.
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Figura 2.19. Cinética individual de absorcién plasmatica de daidzeina en

Fisiogen® en presencia de la cepa B. adolescentis (o) y B. animalis subsp
lactis (A) (ng/mL).
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Tiempo (h) Genisteina en presencia de la cepa B. adolescentis
(ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
0.25 321.42 288.35 22341 28251 | 278.92+40.78
0.50 333.27 304.04 22357  240.35| 275.31#51.91
0.75 349.50 288.89 234.45  259.94 | 283.20+49.48
1.00 365.68 283.37 289.97  205.39 | 286.10+65.50
1.50 359.30 302.64 251.60  271.79 | 296.33+46.93
2.00 31449 27071 241.86 29533 | 280.60+31.43
3.00 308.70 261.67 228.60  248.68| 261.91+34.03
4.00 303.12 238.89 25052  231.96| 256.12+32.36
.00 348.47 23548 24955  467.48 | 325.25+107.33
6.00 332.35 224.33 25523  262.00| 268.48+45.63
7.00 332.35 227.47 232.93  238.78| 257.88+49.86
8.00 337.27 - 249.66  248.25| 278.39+51.00
Param. Rata
Cmax
(ng/mL) 365.58 304.04 289.97 467.48 | 3356.80480.78
tmax (h) 1.00 0.50 1.00 5.00 1.88+2.10
AUCos
(hg/mL*h) 2262.51 2021.23 5.00  2203.13 | 2103.71%£155.77

Tabla 2.40. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina tras la administracién oral de B. adolescentis.
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Figura 2.20. Cinética individual de absorcién plasmatica de genisteina en

Fisiogen® en presencia de la cepa B. adolescentis (ng/mL)
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Tiempo (h) Genisteina en presencia de la cepa B . animalis subsp
lactis (ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 MediazDE

0.25 144.18 210.69 143.37 166.08+38.64
0.50 152.25 142.34 144.78 146.45+5.16
0.75 152.62 197.92 177.14 175.89+22.67
1.00 173.24 159.33 155.87 162.82+9.19
1.50 156.63 152.52 153.92 154.36+2.09
2.00 144.24 176.44 153.11 157.93+16.63
3.00 138.72 149.21 145.75 144.56+5.35
4.00 133.68 153.81 150.51 146.00+10.80
.00 - 135.20 221.30 178.25+60.88
6.00 188.77 205.50 167.02 187.10+19.29
7.00 157.33 158.74 146.08 154.05+6.94
8.00 163.77 149.43 131.90 148.37+15.96

Param. Rata

Cmax

(ng/mL) 157.33 205.50 221.30 194.71£33.32

tmax (h) 7.00 6.00 5.00 6.00+1.00

AUCos

(hg/mL*h) 1225.34 1283.25 1263.18 1257.26+29.41

Tabla 2.41. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina en presencia de B. animalis subsp lactis, tras la

administracion oral.



Anexos 270

ey}
S
(o)) 250
[
N
@
= R *
A
L2 2004 a
X4 o
[
© *q A
@) 4 g * . .
() i [ X J *
S 1501,% X 3 ¢ . . A
(7] [ ]
a *
RS}
=
*g 100 -
7]
£
o ® Ratal
(7]
[} 50 A A Rata?2
.5 * Rata3
(&)
@
=
% 0 T T T T
o 0 2 4 6 8 10
[
o
@)

Tiempo (horas)

Figura 2.21. Cinética individual de absorcidn plasmatica de genisteina en

presencia de la cepa B. animalis subsp lactis (ng/mL).
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Tiempo (h) Daidzeina en presencia de la cepa L. casei (ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 MediazDE
0.25 81.09 75.32 108.83 88.41+17.92
0.50 87.52 104.40 101.37 97.76+9.00
0.75 88.92 104.28 99.55 97.58+7.87
1.00 116.36 105.50 124.62 115.49+9.59
1.50 88.74 83.46 142.16 | 104.79+32.48
2.00 87.46 82.73 - 85.10+3.35
3.00 104.77 117.27 111.93 111.32+6.28
4.00 90.32 - 111.63 | 100.97+15.07
5.00 130.63 - 85.04 107.83+32.24
6.00 125.23 81.76 83.40 96.79+24.64
7.00 116.97 74.65 80.30 90.64+22.98
8.00 - - 81.45 81.45+0.00
Param. Rata
Cmax (ng/mL) 130.63 117.27 142.16 | 130.02%12.46
tmax (h) 6.00 3.00 1.50 3.50+2.29
AUCos
(ng/mL*h) 815.51 649.72 760.40 | 741.88+84.43

Tabla 2.42. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de daidzeina en presencia de L. casei, tras la administracion oral.
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presencia de la cepa L. casei (ng/mL).
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Tiempo (h) Genisteina en presencia de la cepa L. casei (ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 MediazDE
0.25 443.99 94.83 135.41 224.74+190.96
0.50 40259  101.65 126.21 210.15+167.11
0.75 386.41 86.60 120.86 197.96+164.10
1.00 - 90.06 190.40 140.23+70.95
1.50 353.78  119.77 144.67 206.07+128.52
2.00 287.92 90.98 116.53 165.14+107.09
3.00 229.63 78.97 115.07 141.22+78.66
4.00 211.12 - 115.34 163.23+67.73
5.00 109.87  137.69 107.54 118.37+16.77
6.00 110.09  102.62 138.23 116.98+18.78
7.00 115.34  102.62 124.37 114.11+10.93
8.00 94.83 129.57 123.18 115.86+18.49
Param. Rata
Cmax (ng/mL) 44399  119.77 190.40 251.39+170.50
tmax (h) 0.25 1.50 1.00 0.92+0.35
AUCo.s(ng/mL*h) | 1666.37  g27 68 988.89 1160.65+1074.77

Tabla 2.43. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina de L. casei, tras la administracion oral.
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Figura 2.23. Cinética individual de absorcién plasmatica de genisteina en

presencia de la cepa L. casei (ng/mL).
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Tiempo (h) Daidzeina en presencia de L. plantarum (ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediazDE

0.25 588.82 588.82  542.25 - 573.30+26.88
0.50 386.53 520.08  228.68  203.18 336.87+151.65
0.75 356.36 347.79 20257  136.22 260.73+108.95
1.00 189.16 237.48  164.81  135.61 181.76+43.12
1.50 125.71 91.41 209.19 14563 142.98+49.49
2.00 103.86 82.42 165.78 124.01 119.02+35.50
3.00 - 89.16 135.18 93.84 106.06+25.33
4.00 - 105.86  115.69 99.30 106.95+8.25
5.00 88.56 84.49 439.77 92.26 176.27+175.70
6.00 83.46 88.92 255.33 97.24 131.24+39.24
7.00 85.22 76.41 159.04 81.03 100.43+39.24
8.00 103.25- 76.84 147.02 87.52 103.66+30.88

Param. Rata
Cmax

(ng/mL) 588.82 588.82  542.25 203.18 480.77+186.36

tmax (h) 0.25 0.25 0.25 0.50 0.31+0.13

AUCos

(ng/mL*h) 1045.87  1046.27 1713.25  834.35 | 1159.94+382.14

Tabla 2.44. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de daidzeina de L. plantarum, tras la administracién oral
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Figura 2.24. Cinética individual de absorcién plasmética de daidzeina en

presencia de L. plantarum (ng/mL).
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Tiempo (h) Genisteina en presencia de la cepa L. plantarum
(ng/mL)
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4 MediatDE
0.250 471.11 337.71 220.43 331.05 | 340.07+102.58
0.500 191.05 364.33 291.49 324.83 | 292.92+74.16
0.750 21421 365.47 304.04 311.24 | 298.74+62.67
1.000 23391 307.94 304.80 276.44 | 280.77+34.31
1.500 388.63 249.55 301.88 183.80 | 280.96+86.52
2.000 285.27 331.32 242.68 263.35 | 280.65+37.99
3.000 284.13 324.77 253.61 248.68 | 277.80+35.02
4.000 250.79 322.28 256.26 232.23 | 265.39+39.30
5.000 34431 33202 32418 25052 | 312.76+42.31
6.000 395.94 322.66 350.69 302.53 | 342.96+40.47
7.000 373.37 361.68 31530 172.97 | 305.83+92.05
8.000 388.47 329.32 350.21 148.19 | 304.04+106.75
Param. Rata
Cmax(ng/mL) | 471.11 365.47 359.69 324.83 | 378.02£64.29
tmax (h) 0.25 0.75 6.00 0.50 1.88
AUCos
(ng/mL*h) 2557.84 2583.69 2326.38 1915.89 | 2345.95+309.17

Tabla 2.45. Resultados individuales y promedio de las concentraciones

plasmaticas de genisteina de L. plantarum, tras la administracién oral.
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presencia de la cepa L. plantarum (ng/mL).
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2.3.1.1. Prueba de Kolmogorov — Smirnov para una mu
(concentraciones individuales)
Concentracion
plasmatica
daidzeina
N 116
Media 192.13
Parametros normalesa® o ]
Desviacion tipica 154.09
_ _ Absoluta 0.28
Diferencias mas N
Positiva 0.28
extremas .
Negativa -0.23
Z de Kolmogorov-Smirnov 3.04
Sig. asint6t. (bilateral) 0.00

Tabla 2.46. Prueba de Kolmogorov —Smirnov para da

idzeina (0<0.05).

Concentracion

plasmética
genisteina
N 158
i Media 231.49
Parametros normalesab o
Desviacion tipica 77.73
) ] i Absoluta 0.12
Diferencias mas -
Positiva 0.12
extremas ,
Negativa -0.07
Z de Kolmogorov-Smirnov 1.44
Sig. asint6t. (bilateral) 0.03

Tabla 2.47. Prueba de Kolmogorov —Smirnov para genisteina (a<0.05)

estra
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2.3.1.2. Comparaciones de los pardmetros cinéticos (ANOVA)
Prueba de homogeneidad de varianzas
AUC daidzeina
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
2.18 4 11 ,133
ANOVA

AUC daidzeina

Suma de Media )

cuadrados g cuadratica - SI0-
Inter-grupos | 2982175.56 4 745543.89 8.84 0.00
Intra-grupos | 1012221.23 12 84351.77

Total 3994396.80 16
Intervalo de confianza al

Cepas Diferencia 95%
bacteriana de medias | Error Limite Limite
S Control (1-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 0.00 -685.32" | 221.82 | 0.03 | -13120.2 -58.61
2.00 0.00 -1197.77" | 221.82 | 0.00 | -1824.47 -571.06
3.00 0.00 -606.04 | 221.82 | 0.06 | -1232.74 20.66
4.00 0.00 -187.98 | 205.37 | 0.78 -768.19 392.23

Tabla 2.48. Comparativa ANOVA de AUC para daidzeina (0<0.05). 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum
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Prueba de homogeneidad de varianzas
Cmax_daidzeina
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
3.084 4 12 0.06
ANOVA
Cmax_daidzeina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 542310,258 4 135577,564 5,464 ,010
Intra-grupos 297779,237 12 24814,936
Total 840089,495 16
Intervalo de
Cepas confianza al 95%
bacteriana Diferencia de Limite Limite
S Control | medias (I-J) | Error tipico | Sig. | inferior | superior
1.00 0.00 -347.73" 120.32 0.04 | -687.64 -7.81
2.00 0.00 -352.52" 120.32 0.04 | -692.43 | -12.60
3.00 0.00 -315.49 120.31 ,071 | -655.40 24.43
4.00 0.00 35.26 111.39 ,993 | -279.44 | 349.96

Tabla 2.49. Comparativa ANOVA de Cmax para daidzeina (a<0.05). 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum
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Prueba de homogeneidad de varianzas

AUC genisteina

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
3.08 4 12 0.058
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica i Si9.
Inter-grupos 4065253.51 4 1016313.38 ] 13.91 | 0.00
Intra-grupos 876522.38 12 73043.53
Total 4941775.89 16
Intervalo de confianza al
95%

Cepas Diferencia de Error Limite Limite
bacterianas Control medias (I-J) tipico Sig. inferior superior
1.00 0.00 -85.89 206.42 0.98 -662.52 490.75
2.00 0.00 -932.34" 220.67 0.00 -1548.79 -315.89
3.00 0.00 -1028.95" 220.67 0.00 -1645.40 -412.50
4.00 0.00 156.35 206.42 0.85 -420.28 732.99

Tabla 2.52. Comparativa ANOVA de AUC para genisteina (a<0.05). 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum
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Prueba de homogeneidad de varianzas
Cmaxgenisteina

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
4.07 4 12 0.03
ANOVA

Cmax genisteina

Suma de Media )
gl N F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter-grupos 81177.02 4 20294.25 | 2.62 | 0.09
Intra-grupos 92915.72 12 7742.98

Total 174092.74 16
Intervalo de

bac(;teer;‘::na Control Difer.encia de Er.ror Sig. confianza al 95%
s medias (I-J) tipico Limite Limite
inferior | superior

1.00 0.00 10.99 67.21 | 1.00 [-176.76] 198.73

2.00 0.00 -151.10 71.85 | 0.16 [-351.80 49.61
3.00 0.00 -94.42 71.85 | 0.51 [-295.12| 106.28
4.00 0.00 32.22 67.21 | 1.00 [-155.52| 219.96

Tabla 2.53. Comparativa ANOVA de Cmax para genisteina (a<0.05). 0=Control,

1=B. adolescentis, 2=B. animalis subsp lactis, 3=L. casei, 4=L.plantarum



