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RESUMEN

El proyecto pretende valorar una nueva terapia en el tratamiento del trastorno
por consumo de cocaina. Recientemente se ha descubierto que un inhibidor de
la enzima aldehido deshidrogenasa-2 reduce el consumo de cocaina en
animales (ALDH2). Se trata de un derivado de la daidzina-daidzeina, una de las
isoflavonas que contiene la soja. Los extractos de soja y la daidzina-daidzeina
se han utilizado para el tratamiento del alcoholismo en animales y humanos. Se
considera de interés conocer si puede ser eficaz en el trastorno por consumo
de cocaina y si interfiere en el metabolismo del acetaldehido. Se desarrollaron
tres ensayos clinicos en humanos: uno de farmacocinética a dosis Unica de
diferentes preparados de extracto de soja para elegir uno y ser usado en los
otros ensayos; otro mecanistico para evaluar la interaccion entre el extracto de
soja y el alcohol; y un tercero exploratorio para valorar la eficacia de un
inhibidor natural de la ALDH2 (daidzina-daidzeina) en pacientes con trastorno
por consumo de cocaina. El objetivo del estudio era evaluar la eficacia de un
inhibidor selectivo de la ALDH2 de origen natural (daidzina-daidzeina,
contenida en extracto de soja) en el tratamiento del Trastorno por Consumo de
Cocaina y conocer si interfiere en el metabolismo del acetaldehido. Con la
administracion concomitante de extracto de soja y alcohol, no se observo
alteracion de signos vitales ni efectos subjetivos o adversos; por otro lado,
ningun voluntario afecto de Trastorno por consumo de cocaina adquirid
abstinencia completa, pero se observé una alta retencion al tratamiento, una
disminucién de la severidad del consumo en la escala Severity Dependence
Scale (SDS) y mejoria del estado de salud fisica en distintas areas del SF-36
Health Survey. Nuestros resultados demuestran la no interferencia de daidzina-
daidzeina con el metabolismo del acetaldehido y sugieren una posible funcion
reduciendo la gravedad del consumo de cocaina. Asi, la comorbilidad alcohol-
cocaina, no seria criterio de exclusion en el posible uso de daidzina-daidzeina

como tratamiento del consumo de cocaina.
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ABSTRACT

The project aims to evaluate a new therapy in treating cocaine use disorder.
Recently it was discovered that an inhibitor of the enzyme aldehyde
deshidrogenada-2 (ALDH2) reduces cocaine use in animals. It is a derivative of
daidzin-daidzein, one of the isoflavones contained in soy. Daidzin-daidzein and
soy extracts have been associated with reductions of alcohol use in animals
and humans. It is interesting to know whether it can be effective in cocaine use
disorder and if it interacts in the metabolism of acetaldehyde. We carried out
three clinical trials in humans: a single dose pharmacokinetics of different soy
extract prepared to choose one to use in the other clinical trials; another
mechanistic to assess the interaction between soy extract and alcohol; and a
third exploratory to evaluate the efficacy of an inhibitor of aldehyde
deshidrogenase-2 (daidzin-daidzein) in patients with a cocaine use disorder.
The objective of the study was to evaluate the efficacy of an inhibitor of
aldehyde deshidrogenase-2 (daidzin-daidzein, contained in soy extract) in the
treatment of the cocaine use disorder and to know if interacts with the
acetaldehyde metabolism. With the administration of soy extract and alcohol, it
was not observed disturbance of the vital sings and subjective or adverse
effects; on the other hand, no volunteer with cocaine use disorder reached hole
abstinence, but a high retention in treatment, a decrease of the Severity
Dependence Scale (SDS) and an improvement in the different areas of the SF-
36 Health Survey was observed. Our results demonstrate that daidzin-daidzein
did not interfere in the acetaldehyde metabolism and suggest a possible
function decreasing the severity of cocaine consumption. Cocaine-alcohol
comorbidity, would not be an exclusion criteria in the possible use of daidzin-

daidzein like a treatment for cocaine consumption.
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ABREVIATURAS

AEMPS: agencia espafiola del medicamento y productos sanitarios
ALDHL1: aldehido deshidrogenada-1

ALDH2: aldehido deshidrogenada-2

ASl-lite: Addiction Severity Index Lite

BE: benzoilecgonina

BSCS: Brief Substance Craving Scale

CGil: Clinical Global Impression

CIWA: Clinical Institute Withdrawal Assessment

CSSA: Cocaine Selective Severity Assessment

C-SSRS: Columbia Suicide Severity Rating Scale
DAT: transportador de la Dopamina

DBH: dopamina-B-hidroxilasa

DSM-5: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

EDADES: encuesta sobre el alcohol y otras drogas en Espafa

ECG: electrocardiograma

EME: ecgonina metil éster

ESTUDES: encuesta sobre uso de drogas en ensefianzas secundarias en Espafia
HAM-D: Hamilton Rating Scale for Depression

HRBS: HIV Risk-Taking Behavior Scale

NET: transportador de la Noradrenalina
NIDA: National Institute on Drug Abuse
OEDA: Observatorio Espariol de las Drogas y las Adicciones

PNSD: Plan Nacional Sobre Drogas
PRISM: Psychiatric Research Interview for Substance and Mental Disorders

SERT : transportador de la serotonina

SDS: Severity Dependence Scale
SUR: Substance Use Report

TH: tiroxin hidroxilasa

THP: tetrahidropapaverolina

UNODC: Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito
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1. INTRODUCCION
1.1. COCAINA
1.1.1. Epidemiologia del consumo de cocaina

La cocaina es la tercera droga ilegal mas consumida en el mundo, después del
cannabis y las anfetaminas. La Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga
y el Delito (UNODC), en su ultimo informe de 2019 (UNODC, 2019) indica que
en 2017, 18 millones de personas habian utilizado cocaina al menos una
ocasion en el ultimo afo. Esta cifra representa el 0.4% del total de la poblacion
global con una edad comprendida entre 15-64 afios. En los ultimos afos, las
regiones a nivel mundial mas importantes de consumidores de cocaina han
sido Norte América, Oceania, Europa Occidental y Central. Estas regiones, que
a la vez han experimentado crecimiento en los ultimos afios, en 2017 se les
estimaron datos de prevalencia de uso de cocaina de: Oceania 2.2%, Norte

América 2.1%, Europa Occidental y Central 1.3% y Sud América 1% (Figura 1).

Figura 1. Uso de cocaina a nivel mundial por subregiones en 2017 (%).
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Segun datos del informe presentado por el Observatorio Europeo sobre las
Drogas y las toxicomanias de 2019, la cocaina es la droga estimulante mas
consumida en Europa, su consumo aumenta en los ultimos afos y los datos de

prevalencia son mayores en los paises del sur y oeste. Se estima que 3.9
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millones de personas habian utilizado cocaina al menos una vez en el Ultimo
afo, que representa un 1.2% del total de la poblacién entre 15-64 afios y 33500
personas iniciaron tratamiento por primera vez para esta sustancia. Entre los
adultos jovenes (15-34 afios) 2.6 millones habian consumido droga en el ultimo
afno (2.1%) (Figura 2). Tres paises en Europa (Espafia, Italia y el Reino Unido)
tienen las mayores tasas de inicio de tratamiento para el consumo de cocaina,
suman un 73% en total. Segun datos de prevalencia a lo largo de la vida, el
primer pais es el Reino Unido (10.7%) y en segundo lugar se encuentra
Espafa (10.4%) (European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction
,EMCDDA, 2019).

Figura 2. Prevalencia en Europa del consumo de cocaina en el ultimo afio en adultos
jovenes (15-34 afios) (%).

Prevalencia del consumo de cocalna en el itimo afio entre adultos jovenes (15-34): tendencias seleccionadas y datos més recientes

Porcanta

Observatorio Europeo sobre las Drogas y las toxicomanias, 2019

En Espafia, la encuesta EDADES de 2017 que realiza el Observatorio Espafiol
de las Drogas y las Adicciones (OEDA) dentro del Plan Nacional sobre Drogas
(PNSD)(OEDA, 2017) refleja que la cocaina en Espafia después del cannabis,
es la sustancia ilegal que se consume con mayor frecuencia. Después del
cannabis, la cocaina es la sustancia ilegal que se considera de mayor facilidad

de acceso en 24 horas (42.3% de la poblacion entre 15-64 afios) y son cifras
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similares a la encuesta anterior de 2015. En dicha encuesta, el 10.3% de la
poblacion entre 15-64 afios referia haber consumido cocaina alguna vez en su
vida (este valor ha tenido un incremento de 1.1 puntos porcentuales en la
cocaina en polvo respecto 2015 y un 0.5 en el caso de la cocaina base), un
2.2% en los dltimos 12 meses y un 1.1% en los dltimos 30 dias. La edad media
de inicio de consumo de cocaina en polvo era de 21.1 afios en 2017, siendo en
Espafia minoritario el consumo de cocaina en base con una edad de inicio
superior a 23 afos. En cuanto a las diferencias de género, se apreciaba como
la prevalencia de consumo durante el ultimo afio fue mayor entre los hombres
(3,4%) que entre las mujeres (1%) y como estas diferencias se incrementaban
entre los 25-44 anos (Figura 3). Valorando datos de incidencia (consumo por
primera vez), 85000 individuos consumieron cocaina en el dltimo afio y en los

hombres se apreciaron mayores tasas y tasas superiores entre los 15-24 afos.

Figura 3. Prevalencia en Espafia del consumo de cocaina en el Gltimo afio segin el sexo
y la edad en adultos jévenes (15-34 afios) (%).

Prevalencia de consumo de cocaina polvo y/o base en los Gltimos 12 meses, seglin sexo y edad (%). Espafia, 2017.
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EDADES, 2017

La encuesta sobre Uso de Drogas en Ensefianzas Secundarias en Espafia
(ESTUDES) de 2018, que realiza el Observatorio Espafiol de las Drogas y las
Adicciones (OEDA) dentro del Plan Nacional sobre Drogas (PNSD), refleja la

tendencia en los ultimos afios al descenso de la proporcion de estudiantes
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entre 14 y 18 afios que han consumido cocaina, siendo en 2016 un valor del
3.2 % los que habian consumido en alguna ocasién. Por otro lado, el consumo
de cocaina tiene mayor prevalencia entre los chicos en todos los tramos de
edad y de hecho, se aprecié en 2016 un descenso de la prevalencia entre las
chicas respecto al afio anterior. Desde 2004 la edad media del primer consumo
se ha ido reduciendo partiendo de 16 afos hasta en 2016, que se situaba cerca
de los 15 afios, siendo igual en ambos sexos (Figura 4). Entre los 17 y 18 afos
se produce el mayor incremento de prevalencia de consumo de cocaina, tanto
en chicas (17 afos 3% versus 18 afios 5%) como chicos (17 afios 5.3% versus
18 afios 10.4%) (OEDA, 2018).

Figura 4. Evolucion de la prevalencia del consumo de cocaina y edad media del consumo
entre estudiantes de Ensefianzas Secundarias de 14-18 afios (%).
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FUENTE: OEDA. Encuesta sobre Uso de Drogas en Ensefianzas Secundarias en Espana (ESTUDES).

ESTUDES, 2018

La comorbilidad alcohol-cocaina, como describe el Observatorio Espafiol sobre
drogas es elevada (OEDA, 2017); de hecho, el patrén de policonsumo es
elevado entre los pacientes afectados por un Trastorno por Consumo de
cocaina, siendo las principales drogas el alcohol y el cannabis. Segun los datos
de EDADES, si se analizan los consumidores de riesgo de alcohol (escala
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AUDIT =0>a 8), un porcentaje del 10.7 referia haber consumido cocaina en el
altimo mes; en cambio, en los que no se consideraban consumidores de riesgo,
el porcentaje era 0,7%. Estudios estiman datos superiores a un 60% de
consumo de alcohol en pacientes con Trastorno por Consumo de Cocaina
(Araos et al., 2017; Singh, 2019).

El informe del Observatorio Espafiol sobre drogas 2017(OEDA, 2017), aporta
datos sobre el nimero de admisiones a tratamiento por Trastorno por Consumo
de drogas ilegales que hubo en 2015, las cifras fueron de 47.308 y se observé
como la cocaina fue la que presentaba mayores tasas (36,6%). En cuanto a las
cifras de admisiones a tratamiento por primera vez, la cocaina fue la que se
representd en segundo lugar (35.5%) siendo la primera el cannabis (47%).
Entre los admitidos a tratamiento por cocaina en 2015, la principal via de
consumo fue la intranasal o esnifada (83.5%), la segunda fue la fumada
(12,9%) y tercera la inyectada (0,4%). Del conjunto de admitidos a tratamiento
por consumo de cocaina, el perfil mas frecuente seria un varén de 36 afios que
acude por primera vez y por iniciativa propia, con estudios
primarios/secundarios y trabajando o parado habiendo trabajado previamente,
gue no consume a diario y que el alcohol y el cannabis son también drogas
utilizadas de forma concomitante. Analizando por otro lado cifras de atenciones
en urgencias por consumo de sustancias psicoactivas, en 2015, la cocaina fue
la sustancia que requiri6 con mayor frecuencia observando valores de 43,4%
(5.238 episodios). En los estudios de Trastornos por Uso de Sustancias, un
factor que se considera de elevada importancia para valorar los resultados, es
la adherencia o retencion a tratamiento. En el caso del Trastorno por Consumo
de cocaina, a lo largo del tiempo, las tasas de adherencia al tratamiento se
han mantenido similares con valores iguales o inferiores al 50%. El estudio de
los factores de prediccién de retencion o abandono de tratamiento se considera
primordial, pero hasta la actualidad no existen datos consistentes (Stotts et
al.,2007).

1.1.2. Formas de presentacion y farmacocinética

La cocaina es un alcaloide derivado de las hojas del arbusto Erythroxylon coca,

es originario de América del Sur, donde se mastican las hojas de coca por sus
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propiedades estimulantes desde hace siglos. Fue sintetizada por primera vez
en el siglo XIX por Albert Niemann (1860), por sus efectos como anestésico
local y posteriormente Carl Koller (1884) inicié su uso como anestésico en la
practica clinica para cirugia oftalmica y luego se extendid su uso como
anestésico. Debido a la capacidad toxicoldgica y adictiva de la cocaina, en ese
mismo siglo se inicio la investigacion relacionada con la sintesis de alternativas
anestésicas y en 1892 se sintetiz6 la procaina, que fue usada con posterioridad
como anestésico local sustituto ( O"Brien, 2018).

Los efectos psicoestimulantes de la cocaina tras su administracion se podrian
resumir en: sensacion de placer y euforia, aumento del rendimiento intelectual y
del estado de alerta, disminucion del cansancio y del suefio.

La cocaina se encuentra en diferentes formas de presentacion (Kaplan &
Sadock, 2015):

Hojas de coca: contienen un 0,5-1% de cocaina.

- Pasta base de coca: se obtiene al tratar las hojas de coca con queroseno o
gasolina combinado con acido sulfurico. Contiene sulfato de cocaina entre
un 40-70%. La via de consumo es la fumada mezclada con tabaco o
cafiamo.

- Clorhidrato de cocaina: es una sal cristalina en forma de polvo blanco que
se obtiene a partir de la pasta basica mezclada con diversas sustancias
como el éter y el &cido clorhidrico. La via de consumo es intranasal o
intravenosa y su riqueza en cocaina es variada.

- Cocaina base y crack: se obtiene al procesar el clorhidrato de cocaina con
bicarbonato de sodio y éter, obteniendo un alcaloide sélido que se consume
por via fumada denominado cocaina base. En el mismo proceso, se
obtienen unas "piedras" de pureza muy elevada también consumidas por
via fumada.

Existen tres vias posibles de consumo de cocaina: intranasal (méas frecuente),

inyectada y fumada. Las dos ultimas son las que se consideran de mayor

riesgo, debido a que sus efectos son mas intensos, cortos y conllevan mayor
riesgo de consumo compulsivo y desarrollo de un Trastorno por Consumo

Grave (el-Guebaly et al., 2015). Una vez se consume cocaina a través de la via
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esnifada, el efecto maximo aparece a los 15-30 minutos y alcanza su
concentracion maxima a los 30-45 minutos con una duracion de 3-4 horas.

Los principales metabolitos de la cocaina son benzoilecgonina (BE, 40%) vy la
ecgonina metil éster (EME, 50%), ambos inactivos. La produccién de
benzoilecgonina se debe a la hidrdlisis espontanea y a una carboxilesterasa
hepética. Posteriormente, la Ecgonina metil éster se produce por la actividad de
las esterasas plasmaticas y hepaticas (pseudocolinesterasas) (O Brien, 2018 .
La cocaina tiene una semivida de eliminacion de 0.5-1.5 horas, BE 6-8 horas y
EME 3-8 horas (Farré et al.,, 1993; Farré et al., 1997). La determinacion de
dichos metabolitos en orina, puede darse a lo largo de 2-5 dias después del
consumo.

Como ya se ha comentado a nivel epidemiolégico, las tasas de consumo
simultaneo de alcohol y cocaina son elevadas; y cuando esto ocurre, la cocaina
se transforma a través de una carboxilesterasa hepéatica en un metabolito
activo, el cocaetileno (benzoiletiicocaina), que es un etil éster de la
benzoilecgonina. El cocaetileno, es equivalente a la cocaina en cuanto al nivel
de actividad bloqueando transportadores de neurotransmisores y sus dosis
alcanzan hasta un 20% del total (O Brien, 2019), la diferencia es su semivida
de eliminacién mas prolongada (Farré et al., 1997; Liu et al., 2018).

1.1.3. Farmacologia de la cocaina

La cocaina a nivel molecular actia a través de la inhibicion de los
transportadores de monoaminas de la membrana neuronal presinaptica
(especialmente la dopamina-DAT, pero también de la serotonina-SERT o y la
noradrenalina-NET), bloquea la recaptacion de estos neurotransmisores y
COmMO consecuencia incrementa sus concentraciones en el espacio sinaptico
(Camiy Farré, 2003; Volkow et al., 2009) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de accién de la cocaina a nivel molecular.
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Cocaine in the brain: In the normal neural communication
process, dopamine is released by a neuron into the synapse,
where it can bind to dopamine receptors on neighboring neurons.
Mormally, dopamine is then recycled back into the transmitting
neurcn by a specialized protein called the dopamine transporter. If
cocaine is present, it attaches to the dopamine transporter and
blocks the normal recycling process, resulting in a buildup of
dopamine in the synapse, which contributes to the pleasurable
effects of cocaine.

https://www.drugabuse.gov/publications/research-reports/cocaine/how-does-cocaine-
produce-its-effects

El consumo agudo de cocaina, produce los efectos caracteristicos de un
potente psicoestimulante. A nivel del sistema nervioso, se pueden observar
sintomas como sensacion de alerta, euforia, incremento del rendimiento
intelectual, incremento del rendimiento psicomotor, reduccion de la fatiga y de
las horas de suefio y hiporexia. Estos sintomas de tipo cognitivo como pueden
ser la euforia, sensacion de placer o bienestar, son los que se relacionan con el
consumo repetitivo por su papel de reforzadores positivos. A nivel molecular,
los sintomas agudos mencionados, se deben a la accidén de la cocaina en los
circuitos cerebrales de recompensa, provocando el incremento de los niveles
de dopamina en el nucleo estriado y como consecuencia una mayor ocupacion
de los receptores postsinapticos dopaminérgicos (Fowler et al., 2001). En el
caso del principio activo cocaetileno, consecuencia del consumo concomitante
de alcohol y cocaina, también se observa principalmente su capacidad para

bloquear al transportador de dopamina (DAT) a nivel presinaptico en el nucleo
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accumbens, y produce un incremento de la sensacion de euforia y del refuerzo
positivo (Liu et al., 2018).

Con el consumo agudo de cocaina, también se observa la aparicion de
sintomas como midriasis, incremento de la temperatura corporal, bruxismo,
hipertension arterial y aumento de la frecuencia cardiaca, que se explican a
nivel molecular por el incremento de las concentraciones de adrenalina,
norepinefrina, cortisol, corticotropina y factor liberador de corticotropina
(Sarnyai et al., 2001). La accion aguda a nivel molecular de la cocaina, tanto a
nivel del sistema nervioso central como periférico puede provocar clinica

psiquiatrica, neuroldgica, cardiaca e incluso la muerte.

Una vez se establece el consumo repetitivo de cocaina y éste pasa a ser
cronico, se desarrolla un Trastorno por Consumo de Cocaina, que conlleva
cambios neuroadaptativos que modulan las funciones de recompensa,
motivacion, funcidn ejecutiva y inhibicion de conducta, circuitos de
condicionamiento y memoria. Se observan fenomenos como la tolerancia, el
consumo en atracones y la abstinencia. A nivel molecular se desarrolla una
disfuncion del sistema dopaminérgico debido a la reduccion de la disponibilidad
del transportador de dopamina en el sistema nervioso central que conlleva una
disminuciéon de la liberacion de dopamina en el nucleo estriado y una
disminuciéon de la sensibilidad del sistema de recompensa, que como
consecuencia lleva al consumo repetitivo (Koob y Volkow, 2010; Volkow et al.,
2009) y frecuentemente al patrébn de consumo en atracones, es decir,
compulsivo. A pesar de que se desarrolle una disfuncién de los sistemas de
recompensa, la cocaina tiene la capacidad de estimularlos de una manera mas
potente que cualquier otro estimulo natural, es capaz de activarlos y esto
explica el desarrollo del fendbmeno de tolerancia en que la persona consume

dosis cada vez mas elevadas para conseguir los mismos efectos.

En el momento que desaparecen los efectos de la cocaina, se observa la
clinica de abstinencia (disforia, fatiga) y un intenso deseo de consumo
(“craving”). Estudios mediante PET y RMf (Baler y Volkow, 2006; Volkow y
Morales, 2015) relacionan la abstinencia y la intensidad del deseo de consumo
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con la intensidad de activacion de las estructuras mesolimbicas (amigdala y su
extension). La clinica abstinencial implica neurotransmisores como la
corticorelina (corticotropin-releasing factor, CRF), noradrenalina (NA) vy
dinorfina (implicada en el afecto negativo o refuerzo negativo). El deseo intenso
de consumo se ha visto relacionado con el glutamato (Koob y Volkow, 2010;
Zorrilla et al., 2012).

A nivel estructural, una vez establecido el consumo cronico de cocaina, se
aprecia la disminucion de la funcionalidad del cértex prefrontal y de la sustancia
gris (Figura 6). Diferentes estudios han apreciado como esta hipofuncionalidad
conlleva los cambios a nivel cognitivo mencionados anteriormente, como
pueden ser la capacidad para valorar riesgos, tomar decisiones, la constancia
y el incremento de la impulsividad (Hirsiger et al., 2019; Verdejo-Garcia et al.,
2014; Volkow et al., 2011; Volkow et al., 2010).

Figura 6. Correlacion entre la disponibilidad de receptores D2 y el metabolismo en
regiones prefrontales cerebrales.
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Fig. 4. Correlations between striatal D2R availability and metabolism in prefrontal brain regions. (A) Axial
brain images for a control and for a cocaine-addicted subject for baseline images of D2R availability in
striatum (obtained with ["'Clraclopride) and of brain glucose metabaolism in OFC (obtained with ["®FIFDG).
(B) Correlations between striatal D2R and metabolism in OFC in cocaine-addicted and methamphetamine-
addicted subjects. Reprinted from ref. 13, Copyright (2009), with permission from Elsevier.

Volkow, 2011
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1.1.4. Trastorno relacionados con el consumo de cocaina
1.1.4.1.Criterios DSM5:

A continuacién, se detallan los criterios DSM5 para la Intoxicacion (Tabla 1),
Abstinencia (Tabla 2), Trastorno por Consumo (Tabla 3) y la lista de posibles

Trastornos Inducidos (Tabla 4).

Tabla 1. Criterios DSM5 para la Intoxicacién por Estimulantes.

A. Consumo reciente de una sustancia anfetaminica, cocaina u otro
estimulante.

B. Comportamiento probleméatico o cambios psicologicos clinicamente
significativos (p. ej. euforia o embotamiento afectivo, cambios en la
sociabilidad, hipervigilancia, sensibilidad interpersonal, ansiedad, tension o
rabia; comportamientos esterotipicos, juicio alterado) que aparecen durante o
poco después del consumo de un estimulante.

C. Dos (0 mas) de los signos o sintomas siguientes que aparecen durante o
poco después del consumo de un estimulante:

1. Taquicardia o bradicardia.

2. Dilatacién pupilar.

3. Tension arterial elevada o reducida.

4. Sudoracion o escalofrios.

5. Nauseas o vomitos.

6. Pérdida de peso.

7. Agitacién o retraso psicomotores.

8. Debilidad muscular, depresion respiratoria, dolor toracico o arritmias cardiacas.

9. Confusién, convulsiones, discinesias, distonias o coma.

D. Los signos o sintomas no se pueden atribuir a ninguna otra afeccion médica
y no se explican mejor por otro trastorno mental, incluida una intoxicacién con
otra sustancia.
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Tabla2. Criterios DSM5 para la Abstinencia Estimulantes.

A. Cese (o0 reduccion) de un consumo prolongado de una sustancia
anfetaminica, cocaina u otro estimulante.

B. Humor disférico y dos (o mas) de los siguientes cambios fisiol6gicos, que
aparecen en el plazo de unas horas o varios dias tras el Criterio A:

1. Fatiga.

2. Suefios vividos y desagradables.
3. Insomnio o hipersomnia.

4. Aumento del apetito.

5. Retraso psicomotor o agitacion.

C. Los signos o sintomas del Criterio B provocan un malestar clinicamente
significativo o deterioro en lo social, laboral u otras areas importantes del
funcionamiento.

D. Los signos o sintomas no se pueden atribuir a ninguna otra afeccion médica
y no se explican mejor por otro trastorno mental, incluidas una intoxicacién o
abstinencia de otra sustancia.

Gawin y Kleber (1986) describieron diferentes fases de la abstinencia a
cocaina. En funciébn del momento en que se encuentre el individuo, esto
determinara el tratamiento sintomatico que precisa, debibo a que no existe un
tratamiento especifico para abordar la clinica de abstinencia de cocaina. Las

distintas fases son:

1. Fase aguda (Crash): 4-9 dias

1.1. Inicial: agitacion, depresion, anorexia, craving (+++).

1.2. Media: fatiga, depresion, insomnio, aumento del deseo de dormir, craving
().

1.3. Tardia: agotamiento, hipersomnia, hiperfagia, sin craving.

2. Abstinencia: 1 -10 semanas

2.1. Inicial: normalizacién del suefio, eutimia, craving (+/-), ansiedad baja.
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2.2. Media y tardia: anhedonia, anergia, ansiedad, craving (+++), estimulos

condicionados que exacerban el craving.

3. Extincién: duracién indeterminada: respuesta heddnica normal; estado de
animo eutimico, craving episddico, estimulos condicionados que exacerban el

craving.

Tabla 3. Criterios DSM5 para el Trastorno por Consumo de Estimulantes.

A. Un modelo de consumo de sustancias anfetaminicas, cocaina u otros
estimulantes que provoca un deterioro o malestar clinicamente significativo y
gue se manifiesta al menos por dos de los hechos siguientes en un plazo de
12 meses:

1. Se consume el estimulante con frecuencia en cantidades superiores o
durante un tiempo mas prolongado del previsto.

2. Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o
controlar el consumo de estimulantes.

3. Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir el
estimulante, consumirlo o recuperarse de sus efectos.

4. Ansias 0 un poderoso deseo o0 necesidad de consumir estimulantes.

5. Consumo recurrente de estimulantes que lleva al incumplimiento de los
deberes fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.

6. Consumo continuado de estimulantes a pesar de sufrir problemas sociales o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por sus
efectos.

7. El consumo de estimulantes provoca el abandono o la reduccion de
importantes actividades sociales, profesionales o de ocio.

8. Consumo recurrente de estimulantes en situaciones en las que provocan un
riesgo fisico.

9. Se contindia con el consumo de estimulantes a pesar de saber que se sufre
un problema fisico o psicolégico persistente o recurrente probablemente
causado o exacerbado por ellos.

10. Tolerancia, definida por alguno de los siguientes hechos:

a.Una necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de
estimulantes para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.
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b. Un efecto notablemente reducido tras el consumo continuado de la
misma cantidad de un estimulante.

11. Abstinencia, manifestada por alguno de los hechos siguientes:

a. Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico de los
estimulantes.

b. Se consume el estimulante (o0 alguna sustancia similar) para aliviar o
evitar los sintomas de abstinencia.

El DSM 5 define la gravedad del trastorno en 3 niveles:
Leve: Presencia de 2—-3 sintomas
Moderado: Presencia de 4-5 sintomas
Grave: Presencia de 6 o0 mas sintomas

Y la evolucion de la remision del trastorno la clasifica segun:

En remisién inicial: no se ha cumplido ninguno de los criterios

diagnosticos durante un minimo de 3 meses (excepto el Criterio A4).

En remision continuada: no se ha cumplido ninguno de de los criterios
diagnodsticos durante un periodo de 12 meses o mas (excepto el Criterio
A4).

Tabla 4. Lista de Trastornos Inducidos por el consumo de estimulantes.

. Trastorno psicético inducido por estimulantes

. Trastorno bipolar inducido por los estimulantes

. Trastorno depresivo inducido por estimulantes

. Trastorno de ansiedad inducido por estimulantes

. Trastorno obsesivo-compulsivo inducido por estimulantes

. Trastorno del suefio inducido por estimulantes

~N o o~ W Nk

. Disfuncioén sexual inducida por estimulantes
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1.1.4.2. Criterios WHO, CIE-11:
La clasificacion segun la CIE-11, describe los siguientes diagnosticos:
Intoxicacion por cocaina

Condicion transitoria clinicamente significativa que se desarrolla durante o poco
después del consumo de cocaina y que se caracteriza por alteraciones de la
conciencia, la cognicién, la percepciéon, el afecto, el comportamiento o la

coordinacion.

Estas alteraciones estan causadas por los efectos farmacolégicos conocidos de
la cocaina y su intensidad se relaciona estrechamente con la cantidad de

cocaina consumida.

Las caracteristicas comunes de presentacion de la intoxicacion por cocaina son
euforia inadecuada, ansiedad, enojo, deficiencia de la atencion, hipervigilancia,
agitacién psicomotora, ideacion paranoide (algunas veces de una intensidad
que lleva a las ideas delirantes), alucinaciones auditivas, confusion y cambios
en sociabilidad. Se puede experimentar sudoracion o escalofrios y nauseas o
vomitos, y dolor en el pecho. Los signos fisicos pueden incluir taquicardia,
hipertension y dilatacion pupilar. En algunos casos mas raros, habitualmente en
la intoxicacion mas grave, puede haber convulsiones, debilidad muscular,

discinesia o distonia.
Sindrome de abstinencia de la cocaina

El sindrome de abstinencia de la cocaina es un conjunto clinicamente
significativo de sintomas, comportamientos y caracteristicas fisiologicas que
varian en cuanto a su intensidad y duracion y que se producen en el cese o la
reduccion del consumo de cocaina en los individuos que han desarrollado
dependencia fisioldgica, o han tomado cocaina durante un periodo prolongado

0 en grandes cantidades.

Las caracteristicas de presentacion del sindrome de abstinencia de la cocaina

pueden incluir estado de animo disférico, irritabilidad, fatiga, inercia, suefos
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vividos desagradables, insomnio o hipersomnia, aumento del apetito, agitacion

0 enlentecimiento psicomotor y ansia de cocaina.
Episodio de consumo nocivo de cocaina

Se trata de un episodio Unico de consumo de cocaina que ha causado dafios a
la salud fisica o mental de una persona o que ha redundado en un
comportamiento que conduce a dafio a la salud de los demas. El dafio a la
salud de la persona puede deberse a una o varias de las siguientes

posibilidades:
1) Comportamiento relacionado con la intoxicacion.

2) Efectos toxicos directos o secundarios en los 6rganos y sistemas del

cuerpo.
3) Via perjudicial de administracion.

El dafio a la salud de terceros incluye toda forma de dafio fisico, incluidos los
traumatismos y de trastorno mental que puedan atribuirse directamente al
comportamiento debido a la intoxicacion por cocaina por parte de la persona a
la que se esta aplicando el diagnostico de episodio Unico de consumo nocivo

de cocaina.

Este diagndstico no debe aplicarse si el dafio se atribuye a un patron conocido

de consumo de cocaina
Patron nocivo de consumo de cocaina

Se trata de un patron de consumo de cocaina que ha causado dafos a la salud
fisica 0 mental de una persona o que ha redundado en un comportamiento que

conduce a dafio a la salud de los demas.

El patron de consumo de cocaina es evidente durante un periodo de al menos
12 meses si el consumo es episddico y al menos un mes si el consumo es

continuo (diario o casi a diario).

El dafio a la salud de la persona puede deberse a una o varias de las

siguientes posibilidades:
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1) Comportamiento relacionado con la intoxicacion.

2) Efectos toxicos directos o secundarios en los 6rganos y sistemas del

cuerpo.
3) Via perjudicial de administracion.

El dafio a la salud de terceros incluye toda forma de dafio fisico, incluidos los
traumatismos, y de trastorno mental que puedan atribuirse directamente al
comportamiento debido a la intoxicacion por cocaina por parte de la persona a
la que se esta aplicando el diagnéstico de patrén nocivo de consumo de

cocaina.

Se clasifica en: episédico, continuo o no especificado

Dependencia de la cocaina

La dependencia de la cocaina es un trastorno de la regulacion del consumo de
la cocaina que surge de su consumo repetido o continuo. El rasgo
caracteristico es un fuerte impulso interno para consumir cocaina, que se
manifiesta por la incapacidad para controlar el consumo, aumento de la
prioridad que se da al consumo sobre otras actividades y persistencia del
consumo a pesar del dafio o las consecuencias negativas. Estas experiencias
suelen ir acompafiadas de una sensacion subjetiva de impulso o necesidad
imperiosa de consumir cocaina. Las caracteristicas fisiolégicas de la
dependencia también pueden estar presentes, incluida la tolerancia a los
efectos de la cocaina, los sintomas de abstinencia después del cese o la
reduccion en el consumo, o el consumo repetido de cocaina o sustancias
farmacoldgicamente similares para prevenir o aliviar los sintomas de la

abstinencia.

Las caracteristicas de la dependencia suelen ser evidentes durante un periodo
de al menos 12 meses, pero el diagnostico se puede hacer si el consumo de

cocaina es continuo (diario o casi diario) durante al menos 1 mes.

Se clasifica en: consumo actual, remision completa temprana, remision parcial

prolongada, remisién completa prolongada o sin especificacion.
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Delirium inducido por cocaina

El delirium inducido por cocaina se caracteriza por un estado agudo de
perturbacion de la atencién y conciencia con caracteristicas especificas de
delirio que se desarrollan durante o poco después de la intoxicacién o la

abstinencia del consumo de cocaina.

La cantidad y la duracién del consumo deben ser capaces de producir un

delirio.

Los sintomas no se explican mejor por un trastorno mental primario, por el
consumo o la abstinencia de otra sustancia, o por otra afeccion de salud que no
esta clasificada como trastorno mental, del comportamiento o del

neurodesarrollo.
Trastorno psicético inducido por cocaina

El trastorno psicético inducido por la cocaina se caracteriza por sintomas
psicoticos (p. e€j., delirios, alucinaciones, pensamiento desorganizado,
comportamiento sumamente desorganizado) que se desarrollan durante o poco

después de la intoxicacion o la abstinencia de la cocaina.

La intensidad o la duracion de los sintomas son sustancialmente superiores a
los trastornos psicoticos de percepcion, cognicibn o comportamiento que son

caracteristicos de la intoxicacion por cocaina o el sindrome de abstinencia.

La cantidad y duracion del consumo de cocaina deben ser capaces de producir

sintomas psicoticos.

Los sintomas no se explican mejor por un trastorno mental primario (por
ejemplo, esquizofrenia, un trastorno del estado de animo con sintomas
psicoticos), como podria ser el caso si los sintomas psicoticos hubieran
precedido al inicio del consumo de cocaina, si los sintomas persistieran durante
un periodo sustancial después de la interrupcion del consumo o la abstinencia,
0 si existiese otro indicio de un trastorno mental primario preexistente con
sintomas psicoticos (por ejemplo, antecedentes de episodios anteriores no

asociados con el consumo de cocaina).
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Otros trastornos inducidos por la cocaina:
-Trastorno del estado de animo inducido por cocaina
-Trastorno de ansiedad inducido por cocaina

-Trastorno obsesivo compulsivo u otro trastorno relacionado inducido

por cocaina

-Trastorno del control de los impulsos inducido por cocaina
Otros trastornos especificos debidos al consumo de cocaina
Trastornos debidos al consumo de cocaina, sin especificacion

1.1.5. Complicaciones del consumo de cocaina (Textbook of Addiction
Treatment: International Perspectives, 2015)

Se pueden experimentar diferentes complicaciones con el consumo de

cocaina, ya sea durante la situacion de intoxicacion, a nivel agudo o croénico.

1.1.5.1. Somaéticas:

-Enfermedades cardiovasculares: hipertension, taquicardia, diseccién aortica,

isquemia miocardica, arritmias ventriculares, miocardopatia dilatada.

-Enfermedades neuroldgicas: hemorragia subaracnoidea, estatus epiléptico.

-Enfermedades respiratorias: pneumotdrax, edema agudo de pulmon.

-Enfermedades digestivas: isquemia intestinal, hepatotoxicidad.

-Rabdomidlisis

-Enfermedades renales: insuficencia renal, glomerulonefritis, nefrotoxicidad,

isquemia renal

-Enfermedades infecciosas: VIH, VHC, Tuberculosis, ETS

1.1.5.2. Psiquiatricas (ver DSM 5y CIE-11)

Se afiade a estas complicaciones, el hecho de que el consumo de cocaina
predispone a un mayor riesgo de alteraciones conductuales bajo sus efectos

como agresividad y conductas de riesgo (sexuales, conduccion de
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vehiculos...); pero también bajos los efectos del sindrome de abstinencia,

debido a los sintomas tanto fisicos como psiquicos que puede presentar.

En el caso del consumo alcohol y cocaina concomitantes, las complicaciones
gue presentan se caracterizan por ser mas complejas. Se ha relacionado a este
grupo de pacientes con una mayor gravedad global, con mayor nimero de
conductas de riesgo, mayor problemética a nivel psicopatolégico (mayor
namero de intentos de suicidio) y disfuncion social, familiar, laboral y legal (Heil
et al., 2001). Por otro lado, también se ha descrito una atenuacion de los
efectos adversos de la cocaina tras el consumo de alcohol, como la agitacion o
inquietud o clinica psicética (Liu et al., 2018); sin embargo, el principio activo
cocaetileno, se relaciona con mayor numero de complicaciones
cardiovasculares y mayor riesgo de muerte. En estos pacientes se ha
observado una peor respuesta al tratamiento, requiriendo de intervenciones
mas complejas y intensivas y estudios especificos de efectividad y tolerancia
(Kampman et al., 2013). La causa de esta mayor complejidad se relaciona
tanto por las interacciones farmacodinamicas como el condicionamiento

psicolégico (Liu et al., 2018).

1.1.6. Tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina

En la actualidad no disponemos de un tratamiento estandar eficaz para el
abordaje del Trastorno por Consumo de Cocaina. Existen aproximaciones a

nivel farmacologico y psicolégico que se describen a continuacion.
1.1.6.1.Tratamiento farmacoldgico

A nivel farmacologico, si el individuo se encuentra en estado de intoxicacion,
debido a la variabilidad de sintomas que se pueden presentar en dicho
momento, el tratamiento es soporte-sintomatico en funciéon de la clinica y no

existe un antidoto especifico que revierta su efecto.

En cuanto al abordaje del Trastorno por Consumo de Cocaina, no disponemos

en el momento actual de farmacos especificos que puedan modular los
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cambios neuroadaptativos provocados por el consumo cronico de cocaina. Los
datos epidemioldgicos en cuanto a prevalencia y impacto, reflejan que la
busqueda de un farmaco efectivo, es de clara importancia. Las lineas de
investigacion se basan en los diferentes sistemas de neurotransmision
relacionados con la accion de la cocaina (Kohut y Bergman, 2017)
(dopaminérgico, gabaérgico o glutamaérgico, serotoninérgico o adrenérgico);
pero a pesar de algunas aproximaciones, persisten datos con baja evidencia:

1) ANTICONVULSIVOS (Alvarez et al., 2010; Minozzi et al., 2015):

El estudio de diferentes farmacos anticonvulsivantes se ha basado en la accion
de los neurotransmisores GABA y glutamato modulando la funcién
dopaminérgica. Diferentes metanalisis concluyen que todos estos farmacos,

hasta el momento no demuestran eficacia.

Alvarez et al. (2010), realizaron un metanalisis incluyendo los 15 estudios que
cumplian los criterios: randomizados, doble ciego y comparados con placebo;
donde se estudiaban carbamazepina, fenitoina, acido valproico, tiagabina,
gabapentina, lamotrigina y topiramato; incluyendo 1236 pacientes. No se
observaron diferencias respecto a placebo sobre la retencion a tratamiento y
analizando controles de orina positivos, solo topiramato mostr6 mejoria

(Kampan, 2004), pero se trataba de una muestra pequeia (n=40).

Minozzi et al. (2015), incluyeron 20 estudios cumpliendo los criterios de ser
randomizados y comparados con placebo con 2068 pacientes. En ellos se
analizaban: carbamazepina, gabapentina, lamotrigina, fenitoina, tiagabina,
topiramato y vigabatrina. La conclusiones fueron que los farmacos
anticonvulsivos no muestran eficacia superior a placebo, por lo que no tendrian

la indicacion para el Trastorno por Consumo de cocaina.

2) PSICOESTIMULANTES (Castells et al., 2010; Castells et al., 2016; Pérez-
Mafa et al,, 2011)

Pérez-Mana et al. (2011), realizaron un metanalisis con 29 estudios que
cumplieran las caracteristicas de ser randomizados, en paralelo, controlados

con placebo, con una muestra total de 2467 participantes, analizando
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diferentes farmacos con accidén indirecta como agonistas dopaminérgicos
(modafinilo, selegilina, bupropion, disulfiram, metilfenidato, dexamfetamina,
mazindol, I-DOPA-carbidopa). Las conclusiones fueron que estos farmacos
mejoraban la consecucibn de la abstinencia de las sustancias
psicoestimulantes, pero no la retencion; a la vez, ningan estudio se considerd

libre de sesgos.

En el metanalisis mas reciente realizado por Castells et al. (2016), se
incluyeron 26 estudios con un total de 2366 participantes y se analizaron los
siguientes  farmacos: bupropion, dexamfetamina, lisdexamfetamina,
metilfenidato, modafinilo, mazindol, metamfetamina, mezcla de sales de
anfetamina y selegilina. En el andlisis se encontr6 una baja retencion a
tratamiento, factor a considerar como posible sesgo en la interpretaciéon de los
resultados encontrados. Los resultados obtenidos mostraron una leve calidad
de evidencia de que los psicoestimulantes mejoraban el mantenimiento de la
abstinencia, pero no se apreciaba una reduccién del uso de cocaina en los que
mantenian el consumo ni mejora de la retencién. Se observé una ligera mejoria
en los pacientes en tratamiento con metadona en el mantenimiento de la
abstinencia a heroina y cocaina. Por otro lado, en el analisis especifico por
farmacos, bupropion y dexamfetamina, mostraron mayor proporcion de

adquisicién de la abstinencia respecto a placebo.

3) ANTIDEPRESIVOS (Pani et al., 2011; Torrens et al., 2005; Torrens et al.,
2011)

No existen evidencias hasta la actualidad, a favor del uso de antidepresivos en

el Trastorno por Uso de Cocaina.

Torrens et al. (2005), observaron en su metandlisis, que el uso de
antidepresivos en pacientes con Trastorno por Uso de Cocaina sin presentar
un Trastorno Depresivo comorbido, no mostraba evidencia significativa de
mejoria, analizando 14 estudios randomizados, controlado con placebo y doble
ciego, con los siguientes antidepresivos: desipramina, bupropion, gepirona,
fluoxetina, imipramina y ritanserina. Posteriormente, en el metanalisis realizado

por Torrens et al. en 2011, analizando los pacientes con comorbilidad
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depresion-cocaina, sOlo el uso de desipramina mostraba una reduccion del

consumo de cocaina.

Pani et al. (2011), analizaron en su metanalisis 37 estudios con un total de
3551 y todos eran comparados con placebo. No se observaron diferencias en
cuanto a la retencion, si tasas mejores de abstinencia en los antidepresivos
aunque sin ser estadisticamente significativas. Los antidepresivos evaluados
fueron desipramina, fluoxetina, bupropion, nefazodona, ritanserina, buspirona,
gepirona, paroxetina, citalopram, venlafaxina, selegilina, triptéfano, sertralina y
imipramina. En el analisis especifico de farmacos triciclicos, se incluyeron 5
estudios con un total de 367 participantes y 4 sé6lo usando desipramina con un
total de 254 participantes, a pesar que los resultados eran favorables a los

antidepresivos, no era estadisticamente significativo.

En contraste, tal y como se ha mencionado en el apartado de
psicoestimulantes, el uso de bupropion ha mostrado resultados positivos en
estudios, por lo que probablemente sea necesario un mayor numero de
ensayos para valorar su posible eficacia, ya que hasta la actualidad se tienen

datos sélo de un numero reducido de sujetos.

4) ANTIPSICOTICOS (Alvarez et al., 2013; Indave et al., 2016, Farré et al.,
2017)

Los diferentes metanalisis que se han llevado a cabo hasta la actualidad,
analizando el uso de antipsicéticos en el Trastorno por Uso de Cocaina, tanto
tipicos como atipicos (risperidona, olanzapina, quetiapina, aripiprazol,
haloperidol y reserpina), no muestran evidencias significativas respecto a su
posible eficacia. Hay que considerar que se trata de muestras muy pequefnas y
gue se precisa de mayor numero de estudios, sobre todo con los antipsicoticos

con doble mecanismo de accion sobre la dopamina.

5) DISULFIRAM (Pani et al., 2010)

En el momento actual, disulfiram, cuyo mecanismo de accion se caracteriza por
la interaccion con la dopamina, es el tratamiento que ha demostrado resultados

mas positivos; pero igualmente no tiene indicacion para el tratamiento del

39



Universitat Autbnoma de Barcelona. Tesis Doctoral de Roser Martinez Riera

Trastorno por Consumo de cocaina, debido a divergencias en los resultados de
los estudios, siendo unos a favor (Gaval-Crux, 2009) y otros en contra (Carroll,
2016).

Pani et al. (2010), analizaron en su metanalisis 492 ensayos donde se
comparaba disulfiram soOlo o asociado con intervencién psicosocial con no
intervencidon o placebo u otros tratamientos. Al comparar disulfiram con
placebo, se observo en 2 estudios (131 participantes) una tendencia a favor de
disulfiram en cuanto al numero de abandonos. Al comparar disulfiram con
naltrexona, 3 estudios (131 participantes) mostraron una tendencia a favor de
disulfiram en cuanto al nimero de abandonos. Al comparar disulfiram con la no
intervencién, un estudio (90 participantes) reflejo diferencias estadisticamente
significativas a favor de disulfiram en cuanto al maximo de semanas de
abstinencia sostenida y nimero de sujetos que consiguieron 3 0 mas semanas
de abstinencia sostenida. Asi, a pesar de observarse una leve evidencia a favor

de disulfiram, se requiere un mayor niumero de estudios randomizados.

La hipdtesis del mecanismo de accion de disulfiram sobre el consumo de
cocaina, observada en estudios con animales, se basa en su accion como
inhibidor del enzima dopamina-B-hidroxilasa (DBH), el cual se encarga de
metabolizar la dopamina hacia norepinefrina. Como consecuencia a esta
accion, disulfiram incrementaria la concentracion de dopamina en algunas
areas cerebrales pero no a nivel extracelular, normalizando asi los niveles de
dopamina en los consumidores crénicos, los cuales como hemos comentado
anteriormente estan alterados. A la vez, se produciria una reduccion del efecto
noradrenérgico ligado el refuerzo positivo del consumo de cocaina (Gaval-Crux
y Weinshenker, 2009; Schroeder et al., 2010; Weinshenker, 2010) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de accion de disulfiram sobre la dopamina
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Figure 3. Disulfiram inhibition of the norepinephrine (ME) biosynthetic
pathway. In the catecholamineg synthesis pathway, tyrosine is convearted into
3, 4-dihydroxy-L-phenylalanine (L-DOPA) by tyrosine hydroxylase (TH), which
is then transformed into dopamine by arcmatic amino acid decarboxylase
(AADC), whersupon dopamine b-hydroxylase (DBH) comverts dopamine into
norgpinephrine, Disulfiram inhibits DEBH, reducing the production of norgpi-
nephring and increasing the pool of dopamine.

Gaval-Crux, 2009

A pesar de la posible efectividad de disulfiram sobre el consumo de cocaina, su
uso tiene una importante limitacion: el consumo concomitante de alcohol.
Disulfiram actta como potente inhibidor irreversible de la aldehido
deshidrogenasa-1 (ALDH-1), provocando el conocido como efecto disulfiram,
en que se incrementan las concentraciones de acetaldehido en sangre si se
consume alcohol y se producen los siguientes efectos indeseables: nauseas,
vomitos, mareos, sudoracién, enrojecimiento facial. La efectividad de disulfiram
se relaciona con estos efectos adversos en el Trastorno por Consumo de
Alcohol; pero si queremos tratar el consumo de cocaina, seria una
contraindicacion su uso si persiste el consumo de alcohol. Debido a que los
datos epidemioldgicos, muestran una elevada prevalencia del uso
concomitante alcohol-cocaina, se puede considerar una limitacion importante

en el uso de dicho farmaco.

Por otro lado, analizando desde la perspectiva de diferencias de género,

existen algunos resultados que reflejan que disulfiram es menos efectivo en
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mujeres en cuanto al uso para el Trastorno por Consumo cocaina (DeVito et
al., 2014).

6) VACUNAS Y ANTICUERPOS (Evans et al., 2016; Kosten et al., 2014;

Wetzel, 2017):

Se trata de estrategias terapéuticas basadas en la administracion de agentes
periféricos bloqueadores de la cocaina que frenan su entrada en el SNC. Se
encuentran en desarrollo, su accién se relaciona con la capacidad de
promover la produccion de anticuerpos contra la cocaina o bien su rapida

degradacion en la sangre.
1.1.6.2.Tratamiento psicolégico

Hasta el momento actual, no existe abordaje psicoterapéutico especifico que se
haya demostrado superior al resto; pero igualmente se considera importante ya
sea de manera individual o grupal, para fomentar la adquisicion de abstinencia

0 prevenir recaidas.

Asi, con la evidencia que tenemos hasta la actualidad, cuando un paciente
acude a tratamiento para el trastorno por consumo de cocaina, hay que
individualizar casa caso y elegir el abordaje farmacoldgico y psicoterapéutico
mas adecuado. La eleccion del abordaje, dependera por un lado de las
caracteristicas de presentacion del propio trastorno y su gravedad; y por otro
lado, de diferentes factores como la presencia 0 no de patologia somatica o la
existencia de Trastornos Psiquiatricos no relacionados con Sustancias
comorbidos, en que se necesitara la introduccion de pautas farmacologicas
adecuadas a cada uno de ellos y abordajes psicoterapéuticos especificos.
Ademas, en funcién del estado del paciente, habra que decidir como se realiza
la desintoxicacion inicial y posterior prevencion de recaidas (es decir,
tratamiento intrahospitalario, ambulatorio, comunidad terapéutica) y que

medidas de soporte se toman, como son la realizacion de controles de orina.
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1.2. ISOFLAVONAS
1.2.1 Caracteristicas principales y usos

Las isoflavonas, son polifenoles activos que se encuentran en la soja y otras
leguminosas y su actividad bioldégica mas conocida es como antioxidantes y

fitoestrogenos (Figura 8).

Figura 8. Estructura molecular de las isoflavonas
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Las principales isoflavonas son daidzina y genistina que se transforman en dos
compuestos activos, la daidzeina y la genisteina, respectivamente (U.S.
Department of Agriculture, Agricultural Research Service, 2015). La daidzina
también se metaboliza en equol a través de la accion de las bacterias
intestinales.

En los paises occidentales se ingiere una dosis promedio diaria baja de
isoflavonas (< 1 mg/d), pero en los paises asiaticos es alta de 40-50 mg/d y en
Japon es de 200 mg/d. Su consumo se ha relacionado con una menor
incidencia de osteoporosis, cancer de mama, sintomas menopausicos
(Messina, 2014; Michelfelder, 2009; Pastor, 2006) y enfermedades
cardiovasculares (Michelfelder, 2009). La explicacion a los efectos beneficiosos
descritos de las isoflavonas, se deberia a su mayor selectividad por los
receptores estrogénicos tipo beta respecto el estradiol, actuando asi a nivel de

sistema nervioso central, vasos sanguineos, hueso y tracto urogenital. Por otro
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lado, el efecto protector sobre el cancer de mama se relacionaria con la
hipétesis de no actuar sobre el receptor alfa estrogénico. Los sintomas
menopausicos (sofocos) y su disminucion con la ingesta de isoflavonas, se
relacionarian con la hipotesis de su accidon como agonista estrogénica sobre el
centro termorregulador hipotalamico.

Hay que decir que hasta la actualidad, los estudios clinicos se han limitado a
ser epidemioldgicos para evaluar la posible efectividad de las isoflavonas en
sintomas menopausicos, a nivel cardiovascular y endocrinoldgico sobre el ciclo
menstrual. Estos estudios han podido demostrar los beneficios del uso de
isoflavonas en los niveles de colesterol, sintomas menopausicos vy
osteoporosis; por el contrario, la prevencion del cancer de préstata y de mama

no se han obtenido datos concluyentes (Michelfelder, 2009).

1.2.2 Efectos indeseables

El consumo de isoflavonas se considera seguro y segun la AEMPS, su
indicacion actualmente aprobada es para el tratamiento de la clinica
menopausica, especificamente los sofocos (las dosis recomendadas oscilan
entre 1-2 cépsulas al dia: 40-80 mg de isoflavonas totales/dia). A la venta se
encuentran diferentes preparados de extractos de soja que contienen
isoflavona, pueden ser desde medicamentos, productos de parafarmacia o
suplementos alimentarios y en diferentes concentraciones. En Espafia algunos
tienen autorizacion como especialidades farmacéuticas publicitarias, y por tanto

de venta sin receta.

Los efectos indeseables principales de las isoflavonas son gastrointestinales
(diarrea) y menos frecuentes cefaleas, mareo, amenorrea, molestias

musculoesqueléticas y prolongacion del periodo menstrual (Michelfelder, 2009).

1.2.3 Metabolizacién

La accion enzimatica de las bacterias intestinales, transforma a las isoflavonas
(daidzina, genistina, glicitina) tras su ingestion oral, mediante glicolisis y
desmetilacion en sus formas activas no glicosadas (agliconas). Posteriormente,

las formas activas (genisteina, daidzeina, gliciteina) se absorben a través de la
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mucosa intestinal de forma rapida, por absorcion pasiva y circulan a nivel
plasmatico unidas a proteinas plasméaticas alcanzandose una elevada
concentracion plasmatica. El tiempo medio para alcanzar la concentracion
plasmatica maxima (tmax) de genisteina y daidzeina es de 6-8h. Una vez en
plasma, los enzimas intestinales y hepaticos se encargan de su conjugacion
con &cido glucurdnico y sulfato, excretdndose posteriormente a nivel renal
sobretodo y biliar dentro de las 24 horas tras su ingesta. La semivida de
eliminacion de la genisteina y daidzeina tiene valores entre 6-10h
(Anupongsanugool et al., 2005; Rufer et al., 2008); pero debido a su
recirculacion enterohepética a través de la desconjugacion y reabsorcion y
posteriormente metabolizacidon, existe dos picos en cuanto a concentraciones

plasmaticas.

1.2.4 Isoflavonas como |Inhibidores selectivos de la aldehido
deshidrogenasa 2(ALDH2)

Algunas isoflavonas, en especial daidzina-daidzeina, actian como inhibidores
selectivos de la enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2) (Gao et al., 2001;
Lowe et al., 2008; Koppaka et al., 2012). A diferencia de disulfiram, que actua
como inhibidor irreversible de la ALDH1 y ALDH2, las isoflavonas son
inhibidores selectivos reversibles de ALDH2, por lo que se deberia presuponer
su no efecto sobre el metabolismo del acetaldehido.

La inhibicibn de ALDH2 bloguea el metabolismo de la dopamina, es decir, la
conversion del sustrato DOPAL a DOPAC aumentando sus niveles.
Consecuentemente, DOPAC forma junto a la dopamina el producto de
condensacion tetrahidropapaverolina (THP) que se acumula en el éarea
tegmental ventral. Los incrementos de niveles de THP disminuyen la biosintesis

y liberacion de dopamina a través de la inhibicién de la tirosina hidroxilasa (TH).
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Figure 1 The metabolic and biosynthetic pathways underlying disulfiram treatment of cocaine
addiction. Disulfiram blocks the conversion of acetaldehyde to acetate by inhibiting ALDH, increasing
acetaldehyde levels when combined with alcohol and producing aversive symptoms that deter

alcohol consumption. Yao ef 2/.% uncover another potential effect of disulfiram through the inhibition
of ALDH-2 by using a specific inhibitor, ALDH-2i. ALDH-2i blocks the conversion of DOPAL to
DOPAC in the dopamine biosynthetic pathway, increasing DOPAL levels and THP production, which
inhibits tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine biosynthesis—blunting the rewardingfreinforcing
effects of cocaine and cocaine-associated cues. Another study sugpests that disulfiramn can also
decrease norepinephrine abundance by blocking the conversion of dopamine to norepinephrine in the
norepinephrime biosynthetic pathway by inhibiting DBH, thus preventing drug exposura and stress from
precipitating relapse®. AADC, aromatic acid decarboxylase; ALCD, alcohal dehwdrogenase; -DORPA,

L=-3 . 4-dihydroxyphenylalamime; MAQD, monocamine oxidase.

Weinshenker, 2010

1.2.5 Isoflavonas y su uso en Trastorno por Consumo de Sustancias

Durante siglos, la medicina tradicional china y japonesa ha utilizado extractos
de raiz y de las flores del kudzu (Pueraria lobata) para tratar la resaca tras el
consumo agudo de alcohol y el Trastorno por Consumo de Alcohol (Overstreet
et al., 2003). Dichos efectos podrian explicarse por la actividad biolégica de
daidzina y compuestos relacionados sobre la ALDH2 (Keung et al., 2003;
Soyku et al., 2010).

Algunos estudios en modelos animales han podido observar como la daidzina y
analogos sintéticos, tienen la capacidad de reducir el consumo de alcohol
(Overstreet et al., 1996; Gao et al., 2003; Arolfo et al., 2009). En los estudios
realizados en humanos, se ha ensayado el extracto de kudzu para evaluar
parametros fisioldgicos que pueden estar alterados en los consumidores de
alcohol. En uno de estos estudios, no se encontré que la administracién de un
extracto de kudzu altera el ciclo suefio/vigilia, ni los parametros de suefio, como
hacen otras medicaciones en bebedores moderados, por lo que segun los

autores, podria ser un tratamiento de utilidad para el alcoholismo (Bracken et
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al., 2011). En otro ensayo clinico, donde se administraba de forma aguda
alcohol en voluntarios sanos, estos mismo autores no encontraron que la
administracion de kudzu alterara los efectos subjetivos del alcohol ni el
rendimiento psicomotor, luego el posible beneficio terapéutico no parece
deberse a que el kudzu modificara dichos efectos (Penetar et al., 2011). Existe
un piloto no controlado donde se observdé como tras la administracion de
extracto de Kudzu (1500 mg/d; 6% de daidzeina y daidzina), se reducia el
consumo de alcohol en bebedores graves (Lukas et al.,, 2005). En ensayos
controlados con voluntarios sanos, tras la administracion de extracto de Kudzu,
se aprecio una disminucion en el consumo de alcohol en pardmetros como
namero de cervezas bebidas, disminucién el tamafio del trago (sorbo) y
aumento de la latencia entre tragos (sorbos) (Penetar et al., 2012; Penetar et
al., 2015). Otro ensayo controlado con pacientes afectos de un Trastorno por
Consumo de Alcohol observo también una reduccién del consumo (Lukas et al.,
2013) durante la administracion de extracto de Kudzu a lo largo de 4 semanas.

En cuanto al consumo de cocaina, de acuerdo con el mecanismo de accion de
los inibidores de la ALDH2 descrito (Weinshenker, 2010), siendo capaces de
inhibir la sintesis y la liberacion de dopamina, se ha postulado en modelos
animales su capacidad como supresores de la liberacion de dopamina por
parte de la cocaina, siendo capaces de reducir la autoadministracion de
cocaina asi como la recaida inducida por estimulos ambientales (Yao et al.,
2010; Martin et al., 2013). En la actualidad, no existen estudios realizados en
humanos que evallen el posible efecto de las isoflavonas o inhibidores de la
ALDH2 sintéticos sobre el consumo de cocaina.
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2. JUSTIFICACION

A nivel mundial, la cocaina es la tercera droga de consumo ilegal mas
consumida; Europa, EEUU y Oceania lideran el consumo mundial. Por otro
lado, el patrén de consumo de cocaina, se caracteriza por una elevada
prevalencia de uso concomitante de otras sustancias de abuso, en especial el

alcohol.

A pesar de los datos de elevada prevalencia y como consecuencia de impacto
en salud, en la actualidad no se dispone de farmacos especificos para tratar el
Trastorno por Consumo de Cocaina. Las diferentes investigaciones, no han
podido encontrar un tratamiento que muestre eficacia. Actualmente, el Unico
gue ha demostrado datos mas eficaces es disulfiram; pero debido a su accién
inhibiendo de forma irreversible la aldehido deshidrogenasa 1-ALDH1 (también
inhibe de forma irreversible aldehido deshidrogenasa 2-ALDH2), su uso esta

totalmente contraindicado si se consume alcohol simultaneamente.

El mecanismo de accion de la cocaina se caracteriza por la inhibicion de los
transportadores de monoaminas de la membrana neuronal presinaptica
(especialmente la dopamina-DAT) y como consecuencia incrementa las
concentraciones de monoaminas en el espacio sinaptico. Diferentes
isoflavonas, destacando la Daidzina, inhiben de forma selectiva la enzima
ALDH2. Dicha inhibicién, provoca un blogqueo en el metabolismo de la
dopamina y por lo tanto, reduce la biosintesis y liberacion de dopamina a través
de la inhibicion de la tirosina hidroxilasa (TH). Por otro lado, se ha postulado
que las isoflavonas no actuan sobre la ALDH1 y esta caracteristica, nos hace

extrapolar su seguridad con el consumo de alcohol comorbido.

No existen actualmente estudios en humanos que valoren el posible efecto de
las isoflavonas en el Trastorno por Consumo de Cocaina. Si existen estudios
con animales que describen como las isoflavonas podrian reducir la liberacion
de dopamina por parte de la cocaina, teniendo esta accion efecto en sobre la

repeticion del consumo o las recaidas.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Esta tesis doctoral consta de tres estudios, de los cuales a continuacion se

describen las hipoétesis y objetivos generales y especificos.
3.1 HIPOTESIS

3.1.1. Hipotesis generales

-La administracion de un inhibidor natural selectivo del aldehido
deshidrogenasa de tipo 2-ALDH2 (daidzina-daidzeina, contenida en el extracto
de soja) es eficaz en el tratamiento del trastorno por consumo de cocaina en

pacientes ambulatorios, reduciendo el consumo de cocaina.

-El inhibidor natural de la ALDHZ2 puede administrarse con seguridad y

tolerabilidad en pacientes con trastorno por consumo de alcohol concomitante.
3.2.1. Hipotesis especificas

Estudio 1: Farmacocinética a dosis Unica de diferentes preparados de
extracto de soja para la eleccion de unos de ellos

La farmacocinética de los inhibidores naturales selectivos de la aldehido
deshidrogenasa 2-ALDH2 (daidzina-daidzeina), puede variar segun el producto
utilizado.

Estudio 2: Evaluacién de la seguridad de la combinacion de isoflavonas y

alcohol

La administracion de isoflavonas conteniendo un inhibidor natural de la
aldehido deshidrogenasa 2-ALDH2 (daidzina-daidzeina), no produce a las
dosis administradas una interferencia en el metabolismo del alcohol y por lo
tanto no se presentan sintomas relacionados con la acumulacion de

acetaldehido.

Estudio 3: Estudio piloto del uso de las isoflavonas de la soja en el
tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina
La administracion de un inhibidor natural de la aldehido deshidrogenada de tipo

2-ALDH2 (daidzina-daidzeina, contenida en el extracto de soja) es eficaz en el
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tratamiento del trastorno por consumo de cocaina en pacientes ambulatorios,

reduciendo el consumo de cocaina y su gravedad.
3.2 OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo general

Evaluar la posible eficacia de un inhibidor natural selectivo de la aldehido
deshidrogenasa de tipo 2-ALDH2 (daidzina-daidzeina, contenida en el extracto
de soja) en el tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina y conocer Si

interfiere en el metabolismo del acetaldehido.
3.2.2. Objetivos especificos

Estudio 1: Farmacocinética a dosis Unica de diferentes preparados de
extracto de soja para la eleccién de unos de ellos
Seleccionar un preparado de extracto de soja de entre los disponibles en el

mercado.

Estudio 2 Evaluacion de la seguridad de la combinacion de isoflavonas y
alcohol
Conocer si la administracion de una dosis elevada de daidzina-daidzeina puede

interaccionar de forma aguda con el alcohol.

Estudio 3: Estudio piloto del uso de las isoflavonas de la soja en el
tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina

Evaluar la posible eficacia de un inhibidor natural de la ALDH2 (daidzina-
daidzeina, contenida en el extracto de soja) en pacientes con trastorno por

consumo de cocaina.
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4. MATERIAL Y METODOS

A continuacion, se describen los materiales y metodologia utilizados en los tres
estudios que componen esta tesis doctoral, los 2 primeros han sido publicados

y el tercero se encuentra pendiente de publicacion.

Estudio 1: Farmacocinética a dosis Unica de diferentes preparados de

extracto de soja para la eleccién de unos de ellos

-Disefio: estudio randomizado, cruzado, con un periodo de lavado de 3 dias (2

sesiones experimentales) y abierto.

-Muestra: 12 voluntarios sanos.

-Se administraron 2 extractos de soja comercializados, a dosis equivalentes de

isoflavonas segun la descripcién de la composicion del fabricante:
-Super-Absorbable Soy Isoflavones® (LifeExtension,USA).
-Fitoladius® (Merck, Espafa)

-Variables:
Principal: concentraciones plasmaticas de daidzeina.

Secundaria: concentraciones plasmaticas de genisteina.

Estudio 2: Evaluacion de la seguridad de la combinacion de isoflavonas y
alcohol
-Disefio: estudio randomizado, cruzado y simple ciego.
2 sesiones experimentales:

1-Etanol 0,5 g/kg 2-Daidzina 80 mg + etanol 0,5 g/kg a las 2h
-Muestra: 10 voluntarios sanos.

-Variables:
Principal: concentraciones de etanol en sangre.

Secundarias: sintomas clinicos de reaccion tipo disulfiram mediante la
valoracion de constantes vitales (PAS/PAD; FC; temperatura facial y oral) y

efectos subjetivos/indeseables (escala ARCI y VAS).
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Estudio 3: Estudio piloto del uso de las isoflavonas de la soja en el
tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina

-Disefio: estudio piloto, no controlado, unicéntrico, de 12 semanas de duracion
de tratamiento activo y 4 semanas de seguimiento. Todos los participantes
recibieron el mismo tratamiento activo y la dosis se ajustdé al contenido de
daidzina-daidzeina del extracto de soja escogido, administrando 40mg a la
mafana y 40mg a la noche. Los voluntarios participaron en un programa de
incentivacion econodmica. Las muestras de orina se recogieron 3 veces por

semana.

-Muestra: 9 pacientes con Trastorno por Consumo de Cocaina segun los
criterios DSM-5.

-Variables:

Principal: la abstinencia de cocaina durante las tres ultimas semanas de

la fase de tratamiento (semana 10-12).
Secundarias:

-Porcentaje de muestras de orina negativas para los metabolitos de la
cocaina (BE<150ng/ml y EME<15ng/ml) durante las 8 ultimas semanas de la

fase de tratamiento.

-La gravedad del Trastorno por Consumo de Cocaina evaluado mediante
las puntuaciones del Addiction Severity Index (ASI-Lite), Severity Dependence
Scale (SDS), Brief Substance Craving Scale (BSCS), Cocaine Selective
Severity Assessment (CSSA) y el Clinical Global Impression (CGl).

A continuacion se adjunta diagrama esquematico:
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Visitas Fase de tratamiento farmacoldgico Alta Seguimiento
Seleccion
Semanas
Semanas -7 adia-1 0 2 4 6 8 10 12 16

Consentimiento
informado X

Criterios de inclusion
y exclusion X X

Caracteristicas
demograficas X

Medicacion
concomitante X X X X X X X X X

Antecedentes
médicos y de
tratamiento X

Medicacién X X X X X X

Acontecimientos

adversos X X X X X X X X
PRISM X
DSM-5 X
ASlI-Lite X X
SUR X X X X X X X X X
BSCS X X X X X X X X X
SDS X X X X X X X X X
CSSA X X X X X X X X X
CGI-S, CGI-I X X X X X X X X
HRBS X X X
SF-36 X X X
HAM-D X X X X X X
C-SSRS X X X X X X
CIWA X
Cribaje de drogas X X X X X X

Muestras de orina

(variables) X X X X X X X X X
Analitica de
sangre+sedimento X X X X
Test de embarazo X X X X
Muestras de cabello X X X X
ECG X X
Constantes Vitales X X X X X X X X X
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5. RESULTADOS
5.1. Estudio 1: Pharmacokinetic Comparison of Soy Isoflavone Extracts in

Human Plasma

Rodriguez-Morato, J., Farré, M., Pérez-Main4a, C., Papaseit, E., Martinez-
Riera, R., de la Torre, R., & Pizarro, N. (2015). Pharmacokinetic
Comparison of Soy Isoflavone Extracts in Human Plasma. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 63(31), 6946—-6953.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b02891.
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ABSTRACT: The soy isoflavones daidzein and genistein produce several biological activities related to health benefits. A
number of isoflavone extracts are commercially available, but there is little information concerning the specific isoflavone content
of these products or differences in their bioavailability and pharmacokinetics. This study describes the development and
validation of an analytical method to detect and quantify daidzein, genistein, and equol in human plasma using liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The method was applied in a crossover, randomized,
bioavailability study. Twelve healthy volunteers were administered the same total isoflavones dose from two isoflavone
supplement preparations (Super-Absorbable Soy Isoflavones (Life Extension, USA) and Fitoladius (Merck, Spain)). The
pharmacokinetic parameters (AUC,_,,/dose and C,,,,/dose) of the isoflavones from the two preparations differed significantly.
Such differences in bioavailability and kinetics may have relevant effects on the health benefits derived from their intake.

KEYWORDS: Soy isoflavone extracts, daidzein, genistein, equol, bioavailability, pharmacokinetics, clinical trial

Bl INTRODUCTION

Many isoflavones act as phytoestrogens due to the fact that
these compounds present similarities in chemical structure and
properties to those of endogenous steroids (e.g, 17-f-
estradiol). The most important dietary sources of isoflavones
are soybeans and soy-derived foods. The soy isoflavone
aglycones daidzein (4',7-dihydroxyisoflavone), equol (4',7-
dihydroxy-3,4-dihydroisoflavone), and genistein (4',S,7-trihy-
droxyisoflavone) (see Figure 1) display a number of biological

HO

(+)-Equol

Figure 1. Chemical structures of daidzein, equol, and genistein.

1 i © 2015 American Chemical Society
7 ACS Publications
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activities that have been related to lower occurrences of
cardiovascular diseases, osteoporosis, hormone-dependent
cancers, adverse menopausal manifestations, and age-related
cognitive decline."”

To evaluate the importance of isoflavones in human health, it
is necessary to have a better understanding of the bioavailability
and pharmacokinetics of these compounds. Isoflavone dis-
position follows several deconjugation and conjugation steps.
Soy and unfermented soy food isoflavones are mainly found as
glycosides (e.g, daidzin, genistin, and glycitin); they display
high hydrophilicity and molecular weights and are the object of
a number of metabolic biotransformations. First, gut bacterial
p-glucosidases’ and the gastric acidic pH carry out the
hydrolys1s of the sugar moiety. This facilitates the absorption
process™ that takes place by pass1ve diffusion in the upper
small intestine.’ Then, the intestinal’ and hepatic® phase II
enzymes UDP-glucuronyl transferases and PAPS-sulfotrans-
ferases carry out the corresponding conjugation with glucuronic
acid and sulfate. The excretion of these conjugates can be both
renal and biliary, the later undergoing enterohepatic recircula-
tion, which leads to deconjugation, reabsorption, and further
metabolism.”> Most circulating isoflavones are in the form of
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glucuronides,9 and a small fraction is sulfated or left
unconjugated." Although it is generally believed that aglycones
are the most active biological compounds in humans,
conjugates have also been postulated as displaying biological
activities,'® and some of them, such as sulfates, have been
reported to have higher activities than the corresponding
aglycones.""

Whereas daidzein and genistein are present in soy foods,
equol is a metabolite of daidzein, the production of which
depends upon the individual gut microflora;'> only 30—50% of
the adult Caucasian population is able to produce it." Unlike
daidzein or genistein, equol presents a stereogenic center at C-
3, and therefore different enantiomeric forms exist. In humans,
(S)-equol is the only enantiomer that is produced by intestinal
bacterial flora."® This fact is of clinical relevance because both
enantiomers have different activities; (S)-equol, but no (R)-
equol, displays high affinity for the estrogen receptor beta
(ERp), and its activity is even higher than that of estradiol.”?

Because of the beneficial health effects that soy isoflavones
may provide to humans, several brands of isoflavone extracts
have been commercialized over the past decades. However,
there is little information concerning these preparations with
respect to their specific isoflavone profile and quantity.
Differences in bioavailability and pharmacokinetics may have
an impact on isoflavone biological and pharmacological
activities.

A number of analytical methods have been developed to
detect and quantify isoflavone concentrations in biological
fluids (plasma, serum, and urine). The most commonly used
include gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS),"* high-performance 1i§1uid chromatography (HPLC)
with electrochemical detection,'”> HPLC with UV detection,®
and liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-
MS).4’17 At present, LC-MS/MS is the most commonly
employed analytical technique due to its high sensitivity and
selectivity.

The aim of the present study was to develop and validate an
LC-MS/MS method for bioavailability studies of commercial
isoflavone preparations that would be subsequently used in
clinical research. A randomized, crossover, bioavailability study
of two different, commercially available soy isoflavone extracts
(Super-Absorbable Soy Isoflavones (Life Extension, USA) and
Fitoladius (Merck, Spain)) was performed.

B MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Reagents. Daidzein, orthophosphoric acid (85%),
p-glucuronidase from Helix pomatia (H-2 and H-1), f-glucuronidase
from Escherichia coli, citric acid monohydrate, and sodium citrate
dihydrate were purchased from Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO,
USA). Equol and genistin were purchased from LC Laboratories
(Woburn, MA, USA). Genistein was purchased from Extrasynthése
(Lyon, France). Daidzein-4-sulfate disodium salt, daidzein-7-f3-p-
glucuronide potassium salt, daidzein-7-$-p-glucuronide-4-sulfate diso-
dium salt, and equol-4-sulfate were custom synthesized by Toronto
Research Chemicals Inc. (Toronto, ON, Canada). Daidzein-ds and
equol-d, were purchased from Medical Isotopes Inc. (Pelham, NH,
USA). Methanol, acetonitrile (HPLC gradient grade), ammonium
hydroxide, and acetic acid were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Ultrapure water was obtained using a Milli-Q_purification
system (Millipore Ibérica, Barcelona, Spain). Drug-free plasma was
obtained from the Hospital del Mar blood bank (Barcelona, Spain).

Working Standards. Standard stock solutions of all analytes and
their corresponding internal standards (IS), with the exceptions of
daidzein-7-f-p-glucuronide and daidzein-7-$-p-glucuronide-4-sulfate,
where water was used, were prepared by dissolving 10 mg of each
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substance in 10 mL of methanol. Working solutions were prepared by
further diluting the starting solutions and were kept in dark flasks at
—20 °C.

Instrumentation: LC-MS/MS Conditions. Identification and
quantification analysis was performed using an Agilent 1200 series
HPLC system (Agilent Technologies) coupled to a triple-quadrupole
(6410 Triple Quad LC-MS; Agilent) mass spectrometer with an
electrospray interface. Nitrogen was employed as a drying and
nebulizing gas. A capillary voltage of 4 kV in negative ionization mode
was used, and the source temperature was set to 325 °C.

The liquid chromatographic separation of daidzein, equol, and
genistein was performed at 40 °C on an Acquity UPLC BEH C,
column (100 mm X 3.0 mm id., 1.7 gm particle size) (Waters Corp.).
The mobile phase was an isocratic solvent system consisting of 0.01%
ammonium acetate at pH S and methanol (40:60, v/v) at a flow rate of
0.3 mL/min. The injection volume was 10 L. The total run time was
5 min per sample. All compounds were monitored in negative
ionization using the multiple reaction mode. Daidzein and genistein
were quantified by comparing their peak area ratios with that of
daidzein-dy (IS1), whereas equol was quantified using equol-d, as
internal standard (IS2). Due to the chemical structure similarities
between daidzein and genistein, daidzein-ds was used as the internal
standard of genistein.

Sample Preparation. First, a 1 mL aliquot of plasma sample was
transferred into a glass tube and spiked with 30 uL of IS1 solution
(containing daidzein-dg 10 pg/mL) and 10 uL of IS2 (containing 10
ug/mL of equol-d,). Approximately 3000 units of f-glucuronidase H1
(2 mg/mL, in 0.1 M sodium citrate buffer, pH S) was added, and the
sample was incubated at 37 °C for 16 h in a shaking water bath.
Hydrolysis time could be reduced to 1 h if the temperature of the
water bath was increased to 55 °C.

After the sample had cooled to room temperature, 1 mL of 4%
H,PO, was added, and all of the tubes were centrifuged at 3500 rpm
for S min. They were then submitted to a solid-phase extraction (SPE)
procedure using Oasis MAX cartridges (3 cm’, 60 mg; Waters Corp.,
Dublin, Ireland). Cartridges were conditioned with 2 mL of methanol
and equilibrated with 2 mL of water. After sample loading,
interferences were washed away with 2 mL of 5% NH,OH and 2
mL of 2% HCOOH containing 10% methanol. The compounds of
interest were then eluted with 2 mL of a solution of methanol
containing 2% HCOOH. After the evaporation of the solvent (<29 °C,
<10 psi), analytes were reconstituted in 100 uL of CH;COONH,
0.01%, pH S/MeOH (50:50). Finally, samples were centrifuged at
12000 rpm for 10 min at 4 °C and supernatants analyzed by HPLC-
MS/MS.

Method Validation. Calibration Curves and Linearity. Calibra-
tion standards of daidzein, equol, and genistein were prepared each
analysis day and consisted of two replicates at six different
concentrations (S, S0, 200, 500, 750, and 1000 ng/mL). Calibration
curves were prepared by adding the appropriate volume of working
solutions, evaporating the solvent under N, (25 °C, 10 psi), and
adding 1 mL of isoflavone-free plasma. Calibration curves with their
corresponding slope (s), intercept, and correlation coefficient (r) were
calculated by weighting (1/x) the least-squares linear regression of the
peak area ratio (analyte/IS) versus the concentration of the standards.
The method was considered linear if the coefficient of determination
was >0.99.

Intra-assay Accuracy and Precision. To evaluate the precision and
accuracy of the method, quality control (QC) samples were prepared
by spiking known amounts of the analytes to isoflavone-free human
plasma to achieve final concentrations of S ng/mL (lower limit of
quantification; LLOQ), 10 ng/mL (low QC), 100 ng/mL (medium
QC), and 800 ng/mL (high QC) of daidzein, equol, and genistein.
Five replicates of each QC were analyzed against the calibration curve,
and the obtained concentrations were compared to their nominal
value.

Intra-assay accuracy was expressed as the percent relative error of
the estimated concentrations. It was evaluated by five replicates of the
QC samples that were analyzed in 1 day, at each concentration level.
Accuracy was acceptable if the mean concentration was within 15% of

DOI: 10.1021/acs jafc.5b02891
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the nominal values with the exception of the LLOQ, which was
acceptable if it was within 20% of the nominal value.

Intra-assay precision of the method was calculated as the relative
standard deviation (RSD, %) of the estimated concentrations obtained
for five replicates of the QC samples that were analyzed in 1 day, at
each concentration level. Precision was acceptable if the RSD was
within 15% of the nominal values with the exception of the LLOQ,
which was acceptable if it was within 20% of the nominal value.

Interassay Accuracy and Precision. Interassay accuracy and
interassay precision were calculated as described for intra-assay
accuracy and precision with data obtained during three validation
assays that took place during three different days.

Limit of Detection (LOD). The LOD was calculated using the
standard deviations (SD) of the obtained concentrations from five
replicates of the LLOQ (S ng/mL) and the slope (s) of the calibration
curve, according to the following formula: LOD = 3.3 X (SD/s).
Additionally, at the estimated LOD of the surrogated analytes, it was
confirmed that the LOD was at least 3 times the signal-to-noise ratio
of a blank plasma sample.

Lower Limit of Quantification (LLOQ). The LLOQ was the lowest
concentration calibrator experimentally tested that presented accept-
able accuracy (80—120%) and precision (+20%).

Extraction Recovery. The extraction process recovery was evaluated
by comparing the responses of a mixture of standards with and without
extraction. For this purpose, six different sources of isoflavone-free
plasma were spiked at a low ($ ng/mL) and high (800 ng/mL) level of
concentration. The extraction recovery was calculated as the quotient
of response of standard solutions spiked into plasma before extraction
(with standard) and the response of standard solutions spiked into
plasma after extraction. Results are expressed as a percentage.

Matrix Effect. In a similar way, the matrix effect was analyzed using
six different batches of isoflavone-free plasma at two concentrations (5
and 800 ng/mL). It was evaluated according to the following formula:
% matrix effect = 100 X [(response of the post extracted spiked
sample/response of the nonextracted neat solvent with analytes) — 1].
A negative percent value indicated ion suppression, whereas a positive
percent value indicated ion enhancement.

Stability. Stability of working solutions of daidzein, daidzein-dj,
equol, equol-d,, and genistein in methanol was evaluated to ensure
that neither sample preparation nor stored conditions could affect the
concentration of the analytes. For this purpose, freeze and thaw
stability, short-term stability at room temperature, and long-term
stability in the freezer were evaluated.

Application to Real Samples: Quantification of Daidzein,
Equol, and Genistein in Human Blood Samples. Study Design. A
randomized, crossover, bioavailability study with a washout period of 3
days was performed. The study was conducted in accordance with the
Helsinki Declaration, approved by the local Ethical Committee
(CEIC-Parc de Salut Mar), and took place in the Clinical Research
Unit of Hospital del Mar Medical Research Institute (IMIM,
Barcelona, Spain). Written informed consent was obtained from all
of the participants prior to any study-related procedure. Participants
were financially compensated for any inconvenience caused.

Subjects. A total of 12 healthy, nonsmoker volunteers (4 females
and 8 males), aged between 20 and 37 years (average 26.1 + 5.5
years), were selected through a volunteer database. Their mean weight
and height were 67.8 + 10.3 kg and 172.5 & 12.4 cm, respectively. The
body mass index of each subject was within 19.6 and 25.4 kg/m? (22.7
+ 1.9 kg/m?). The women had regular menstrual cycles (26—32 days).
Subjects underwent a general physical examination, complete
chemistry and hematology blood test, urinalysis, and 12-lead ECG.
Moreover, during the 3 days prior to the intervention, they were asked
to follow a diet free from daidzin, genistin, daidzein, and genistein
(including soybeans and soy-derived foods). A list of isoflavone-rich
food was provided. Alcoholic beverages were not permitted 72 h prior
to each intervention.

Commercial Isoflavone Preparations. The soy isoflavone prepara-
tions used in this study were two commercially available brands:
Super-Absorbable Soy Isoflavones (Life Extension, USA; hard gelatin
capsules) and Fitoladius (Merck, Spain; soft gelatin capsules). As
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provided by the manufacturer, each capsule of Super-Absorbable Soy
Isoflavones contains 123 mg of soy extract, with 54 mg of isoflavones
(44%), 22 mg of which are daidzin and daidzein; 28 mg, genistin and
genistein; and 6 mg, glycitin and glycitein. Each capsule of Fitoladius
contains 60 mg of soybean seed extract (Glycine max), with 24 mg
(40%) of total isoflavone content; the specific amounts of each
isoflavone are not, however, described in the information leaflet.

Drug Administration and Sample Collection. The treatment with
Super Absorbable Soy Isoflavones consisted of a single oral intake of 2
capsules (total dose 108 mg of isoflavones), whereas that of
Fitoladius was 4 capsules (total dose = 96 mg of isoflavones). The
objective of this approach was to compensate the previously
mentioned differences in isoflavone content of the extracts, as
provided by the manufacturers (54 vs 24 mg in each capsule). On
the intervention days, each volunteer received an oral dose of a soy
isoflavone extract. To avoid batch-to-batch differences in isoflavone
composition, all of the capsules of each treatment were from the same
batch number. Moreover, as explained below, the composition of five
different capsules corresponding to that batch was analyzed.

Subjects arrived at the clinical trial unit on the intervention day at
7:45 a.m. after an overnight fast. Spot urine samples were collected for
drug testing (opiates, cocaine, amphetamines, and cannabis) by a rapid
test device (Instant-View, Alpha Scientific Designs, Inc., Poway, CA,
USA). In addition, a breath ethanol test was also conducted. A positive
screen test was considered an exclusion criterion. Intervention days
were separated by at least a 3-day washout period. An in-dwelling
intravenous catheter was inserted into a subcutaneous vein in the
forearm of the nondominant arm, and blood samples were collected at
baseline and 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 12, and 24 h after treatment
administration. Blood was collected into 10 mL tubes containing
EDTA and centrifuged (3000 rpm, 10 min, 4 °C). The plasma samples
were then separated and frozen at —20 °C until analysis.

Quantification of Isoflavones in Soy Extract Capsules. Although
the treatment dosages (based on the information provided by the
manufacturers) were designed to contain similar doses of isoflavones,
it was expected that there would be differences in the plasmatic
concentrations of specific isoflavones (e.g., genistein and daidzein) as
in the Fitoladius preparation their composition was not declared.
Consequently, it was necessary to measure the exact content of
isoflavones of the capsules. The isoflavone content of the preparations
[aglycones (daidzein and genistein) and f-glycoside conjugates
(daidzin and genistin)] was determined by LC-MS/MS as follows: a
sample stock solution (1 mg/mL) from each was prepared by
dissolving 10.0 mg of capsule content in 10 mL of methanol and
sonicating it for 5 min to achieve complete dissolution. Analysis
solutions of 100 and 10 yg/mL were prepared by further diluting the
stock solution. One milliliter of the analysis solution, spiked with 30
UL of a solution containing 10 pg/mL daidzein-ds, was subjected to
the previously described solid phase extraction procedure. Ten
microliters of the solution was injected in the LC-MS/MS system.
Each determination was performed by analyzing five different capsules
corresponding to the same batch used for the study. The separation of
the compounds was carried out using the same conditions described
earlier. The aglycones were quantified directly, whereas the glycosides
were quantified indirectly after hydrolysis. Calculations were based on
the response factor of the ratio of the analyte versus internal standard.

Pharmacokinetic Analysis. The maximum plasma concentration
(Cpax) and the time to reach C,,, (t,..) were determined from the
curves constructed by plotting the plasma concentrations over time.
The terminal slope (k,) of the concentration—time curve was
determined by log—linear regression using at least the last three
points. The elimination half-life (t,,,) of the terminal log—linear phase
was calculated following the equation In 2/k. The area under the
curve (AUCg_,4,) was calculated by the trapezoidal method during the
24 h following the ingestion of the corresponding soy isoflavone
extract. All of the plasma samples collected from each subject were
analyzed in the same batch of analysis. To compare the
pharmacokinetics of genistein and daidzein in both preparations, the
AUC_,4, and C,,, were adjusted for the dose administered
(AUCy_p4n/dose and C,,/dose). Taking into account that the
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Table 1. MS/MS Condition Settings

compound retention time (min) collision energy (eV) precursor ion (m/z”) product ion (m/z7) dwell (s) fragmentor (V)
daidzein 2.53 30 253 223, 208, 195 0.03 120
daidzein-d, 5.53 35 259 229, 214, 137 0.03 140
equol 2.87 10 241 146, 121, 93 0.03 80
equol-d, 2.87 10 245 150, 138, 123 0.03 100
genistein 3.09 30 269 159, 133, 107 0.03 120
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Figure 2. Chromatogram of an extracted plasma sample. A blank plasma was spiked with daidzein, equol, and genistein (500 ng/mL) and their
corresponding internal standards (300 and 100 ng/mL). Following extraction and using an isocratic gradient, analytes were separated within S min.

isoflavone extracts contained a mixture of glycosides and aglycones,
the dose administered was calculated as the sum of the amount of
glycoside and aglycone, expressed in milligrams of aglycone.

Statistical Analysis. A Student’s t test for paired samples was used
for the statistical comparison of AUC,_p4, Ciaw ti/2 ke AUCo 4/
dose, and C,,,/dose. A nonparametric method was used (Wilcoxon
signed-rank test) for f,,. Analyses were performed using SPSS
Statistics for Windows (version 18.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Significance was defined as p < 0.05.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Method Development and Optimization. Optimization
of MS/MS Conditions. To evaluate ionization sources and
multiple reaction monitoring (MRM) transitions, the three
most intense fragments of each compound (daidzein, daidzein-
dg, equol, equol-d,, and genistein) were selected using pure
standards at 10 pg/mL in negative ion mode. To further
improve MRM conditions, the effect of gas temperature and
collision and fragmentor energies were investigated over the

ranges of 300—350 °C, 0—4S5 eV, and 60—140 V, respectively.
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The optimal gas temperature was determined at 325 °C, and
the optimized values for fragmentor and collision energy of
each metabolite, as well as the selected MRM transitions, are
detailed in Table 1.

Optimization of LC Conditions. Different chromatographic
columns were tested to study their effect on peak shapes and
separation efficiency. Depending on the polarity of the
stationary phase, these included cyanopropylsilyl (CN; Acquity
UPLC HSS cyano 1.8 ym, 2.1 X SO mm), n-octylsilyl (Cg;
Zorbax SB-Cg RRHT 1.8 um, 2.1 X 100 mm), phenylhexylsilyl
(Acquity UPLC BEH Phenyl 1.7 ym 2.1 X 100 mm), and n-
octadecylsilyl (C,g; Acquity UPLC BEH Cg 1.7 um, 3.0 X 100
mm) moieties on silica. After having compared the four
chromatographic columns, the latter was chosen to continue
with the optimization of the methodology because it provided
the best separation with good resolution for equol, daidzein,
and genistein.

Chromatographic separation of the analytes was optimized
by evaluating four mobile phases (0.1% HCOOH, 0.01%
NH,CH,COO, acetonitrile, and methanol). A rapid separation
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Table 2. Linearity, Limit of Detection, Matrix Effect, and Extraction Recovery for the Studied Analytes

matrix effect (%)

extraction recovery (%)

compound determination coefficient (%) limit of detection (ng/mL) S ng/mL 800 ng/mL S ng/mL 800 ng/mL
daidzein 0.999 0.6 17.8 2.1 86.2 85.9
daidzein-dg —-7.1 —11.6 79.2 77.5
equol 0.999 0.9 —7.6 —4.8 79.0 84.5
equol-d, -12.3 =172 76.7 80.2
genistein 0.996 1.0 -1.8 —9.4 79.1 80.5

(<S min) of the three compounds of interest was achieved
using an isocratic solvent system consisting of 0.01%
ammonium acetate at pH S and methanol (40:60, v/v) (Figure
2).

Optimization of the Solid Phase Extraction Procedure. To
optimize the extraction of the analytes of interest from plasma,
several solid-phase extraction procedures were evaluated by
spiking known amounts of the analytes and calculating the
corresponding recoveries and matrix effect. Five different
cartridges were evaluated. These included Oasis MCX, WAX,
MAX, WCX, and HLB (Waters Corp.). The highest recovery of
the analytes was achieved when MAX cartridges were used,
although a marked matrix effect was present. To avoid the
coeluting matrix components affecting the ionization efficiency
of the analytes, different washes were evaluated. Neither basic
washes with 5% NH,OH nor additional washing steps using
methanol improved the matrix effect. However, when acidic
washes were studied using mixtures of methanol and 2% formic
acid, the matrix effect was enhanced. The best results were
obtained when 2% HCOOH and methanol (90:10; v/v) were
employed.

Optimization of the Hydrolysis. The efficacy of different
enzymes to hydrolyze the sulfate and glucuronic acid moieties
present in the phase II conjugates of equol, genistein, and
daidzein was evaluated. Different enzyme preparations (/-
glucuronidases from H. pomatia H-2, purified H-2, H-1, and f-
glucuronidase from Escherichia coli), glucuronidase and sulfatase
units, incubation times, and temperatures were studied. Several
custom synthesized products containing sulfate and/or
glucuronide moieties (daidzein-4-sulfate, equol-4-sulfate, daid-
zein-7-f-D-glucuronide, daidzein-7-f-p-glucuronide-4-sulfate)
were used as substrates, and the percentage of hydrolysis
achieved in each case was evaluated.

The best results were obtained when the samples were
treated with 3000 units of p-glucuronidase H-1 from H.
pomatia at pH S after an incubation at 37 °C for 16 h.
Interestingly, similar results were achieved when the hydrolysis
time was reduced to 1 h and the temperature of the water was
increased to S5 °C. This glucuronidase has been previously
used in the analysis of soy isoflavones.'* ™!

Under the conditions described above, the percentage of
hydrolysis of daidzein-4-sulfate, daidzein-7-f-p-glucuronide,
and daidzein-7-f-p-glucuronide-4-sulfate was >95%. With
greater amounts of p-glucuronidase (S000 units), the
percentage of hydrolysis was constant, although the matrix
effect increased. Whereas the hydrolysis of most of the
metabolites was successful, none of the studied conditions
was able to hydrolyze equol-4-sulfate, the yield being below 5%.
Studies regarding equol metabolism in humans, monkeys, and
rats have reported that sulfation is a minor metabolic pathway
of this compound.”” As described below, despite having
detected equol in plasma samples from three volunteers, the
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pharmacokinetics of this metabolite has not been evaluated in
this study.

It is worth noting that a total quantification of isoflavones
was chosen due to the large number of isoflavone glucuronide
and sulfate metabolites conjugates that have been described to
date in humans'® and animals.” Although some of these
conjugates are commercially available, the lack of an
appropriate commercially available IS for all of them for their
proper quantification was a major limitation for their inclusion
in the bioavailability study. For this reason, a total
quantification of the isoflavones was performed following
sample hydrolysis. To do so, four different representative
metabolites presenting glucuronides and/or sulfate moieties
were custom synthesized. The hydrolysis procedure was
optimized to ensure that the conditions used were able to
release the aglycones. Finally, the quantification of total
isoflavones was performed in real plasma samples using the
optimized hydrolysis procedure.

Method Validation. Validation of the analytical method
was performed following the European Medicines Agency
guidelines on bioanalytical method validation (http:/ /wWww.
ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_
guideline/2011/08/WC500109686.pdf, accessed April 30,
2014).

The linearity of the calibration curve was evaluated from
three different prepared batches as described above. Satisfactory
determination coefficients (> > 0.99) were obtained for all of
the analytes in the selected range of 5—1000 ng/mL.

Intra- and interday accuracies presented acceptable percent
relative error for the three compounds, and the intra- and
interday precisions were constantly below 15% RSD (Supple-
mentary Table 1).

The LODs for daidzein, equol, and genistein were 0.6, 0.9,
and 1.0 ng/mL, respectively. The LLOQ_ for these three
isoflavones was 5 ng/mL.

The percent matrix effects for daidzein, equol, genistein, and
their corresponding IS assessed at S and 800 ng/mL indicate
that ion suppression was lower than 17.2% and ion enhance-
ment was not higher than 17.8%. The extraction recoveries
were between 77.5 and 86% (Table 2).

No significant degradation of daidzein, equol, and genistein
in human plasma took place after long-term storage at —20 °C
during the analysis period. The low and high QC samples
presented acceptable values (+15% the nominal values) during
at least 8 months after their preparation.

Quantification of Isoflavones in Soy Preparations.
Supplementary Table 2 shows the quantification of daidzein,
genistein, daidzin, and genistin present in one capsule of the
commercially available soy preparations studied. Both commer-
cial sources presented predominantly f-glycoside conjugates
(98%), the free forms representing only a small percentage of
the isoflavone content (approximately 2%). In Fitoladius,
daidzin was found to account for 37.4% of the total isoflavone
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Figure 3. Time course plasma concentrations of genistein and daidzein after a single oral administration of two different isoflavone extracts to human
subjects (n = 12): (A) daidzein time course plasmatic concentrations after Super Absorbable Soy Isoflavones and Fitoladius treatment; (B) genistein
time course plasmatic concentrations after treatments. For comparison purposes, the concentration values were normalized by the dose
administered. Data are expressed as mean =+ standard error of the mean.

Table 3. Plasma Pharmacokinetic Parameters of Daidzein and Genistein after a Single Oral Administration of Fitoladius (4
Capsules) and Super Absorbable Soy Isoflavones (2 Capsules)”

daidzein

Soy Isoflavones

AUCy_y4y, (ng'h/mL) 5408 + 928%*

AUC,_,4,/dose (ng-h/mL-mg) 120.8 + 20.7*
Cinax (ng/mL) 618.6 + 116.8%*
Cpnax/dose (ng/mL-mg) 13.8 + 2.6

tmax (h) 63 +20

t» (h) 45+ 16

k. (h7™h) 0.18 + 0.07

genistein

Fitoladius Soy Isoflavones Fitoladius
3376 + 839%* §723 % 1587 5838 + 1275
144.8 + 36.0* 131.5 + 36.5%* 159.7 + 34.9%*
350.3 + 90.8%* 630.8 + 206.3 620.5 + 196.9
15.0 + 3.9 14.5 + 4.7% 17.0 &+ 5.4*
6.8 +£ 038 63+ 21 69 + 1.0
54 +33 59 + 2.1 5.8 +2.6
0.16 + 0.07 0.13 + 0.0 0.14 + 0.07

“Data are expressed as the mean + standard deviation: *, p < 0.05; **, p < 0.005. Abbreviations: AUC_,, area under the curve from 0 to 24 h;C,,.,,
peak plasma concentration;t,,,,, time at peak plasma concentration;t, /,, elimination half-life;k,, elimination rate constant.

weight, whereas genistin was the most abundant isoflavone,
representing 60.3%. On the other hand, Super Absorbable Soy
Isoflavones had almost the same amount of daidzin as genistin
(50.0 and 48.1%, respectively). The aglycones were present
only in very low amounts, daidzein being at a higher proportion
(1.1-1.7%) than genistein (0.6—0.7%). The total isoflavone
content of Fitoladius was found to exactly match the content
provided in the information pamphlet (23.8 vs 24 mg). In the
case of Super-Absorbable Soy Isoflavones, the content of
genistin and genistein was 1.2-fold that described by the
manufacturer (35.5 vs 28 mg). As for daidzein and daidzin
concerns, the amount quantified (34.5 mg) was 1.6-fold that
given in the specifications (22 mg). This fact is of relevance
because the dosages administered to the volunteers were based
on the information provided by the manufacturer. To
compensate for these differences, the pharmacokinetic
parameters were normalized by the dose administered. To do
so, each plasmatic concentration value (derived from the
calibration curve) was divided by the amount administered of
the corresponding isoflavone.

The other constituents present in the soy preparations were
excipients. In the case of Fitoladius, and according to the
manufacturer, these are primrose oil, glyceryl monostearate,
glycerol, cuprosodic chlorophyll, gelatin, titanium dioxide, and
purified water. In the case of Super-Absorbable Soy Isoflavones,
these are ascorbyl palmitate and vegetable cellulose. The
analysis of these excipients is beyond the scope of this paper.

Quantification of Isoflavones in Human Plasma
Samples. Equol. Only 3 of the 12 volunteers were found to
be equol producers. In these volunteers, equol concentrations
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started to increase between S and 6 h after the treatment
administration and could still be detected at 24 h. Therefore,
the pharmacokinetics of this metabolite is not evaluated in this
study.

Daidzein and Genistein Pharmacokinetics. Time course
plasma concentrations of total genistein and daidzein are shown
in Figure 3. Some studies have described that daidzein presents
higher bioavailability than genistein,” whereas others have
reported the contrary.”* In our study, no differences in
bioavailability were observed between daidzein and genistein
after the treatment with Super Absorbable Soy Isoflavones or
Fitoladius. The double peak found in the time course plasma
concentrations suggests an enterohepatic circulation, which is
characteristic of these compounds (Figure 3).%%° To a lesser
extent, the small percentages of aglycones present in the soy
extracts could also contribute to this pharmacokinetic profile, as
the free forms are absorbed more quickly than the glycosides.*®

The pharmacokinetic parameters studied (AUCo_4, Cinaw
AUC_,4,/dose, C,./dose, ty t1/2) k) are reported in Table
3. As shown using the AUC,,_,4,/dose ratio, the bioavailability
of daidzein and genistein was higher after the intake of
Fitoladius (p < 0.05 and p < 0.001, respectively), compared to
Super Absorbable Soy Isoflavones (Figure 3).

Cax/dose values of genistein also differed significantly
between treatments (p < 0.001). After the intake of Fitoladius,
these values were higher than the other studied preparation. No
differences were observed in ¢, t;,, and k..

Several factors can influence the metabolism and bioavail-
ability of isoflavones in humans. These include age, ethnic
background, dietary habits, food matrix, intestinal microflora,
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intestinal transit time, previous exposure to isoflavones, and
glycosidase production. 728 In our case, the differences in
bioavailability suggest that the excipients/matrix in which these
products are present may play an important role in the
absorption process, which could have a direct impact on the
bioavailability of soy isoflavones. This fact would explain the
different pharmacokinetic profile observed between treatments
when the same 12 volunteers received two different soy
extracts.

Our study has strengths and limitations. One of the strengths
is the crossover design, which allowed the same participants to
be included in the different treatments, thus minimizing
interferences with other confounder variables. Another strength
lies in the fact of including both genders among the
participants, thus providing a better representation of the
overall population. One limitation of our study is that, due to
the available commercial sources of the soy extracts, the
isoflavone composition of the two tested products differed
significantly. Consequently, the participants did not receive
exactly the same doses in the two soy isoflavone extracts. To
minimize these differences, the exact amount of each isoflavone
was first analyzed, and normalization by the dose administered
was performed prior to pharmacokinetic analyses.

In conclusion, in the present study we developed a LC-MS/
MS method based on an enzymatic hydrolysis with -
glucuronidase H1 followed by a SPE procedure using Oasis
MAX cartridges. The analytical method was successfully
validated following the European Medicines Agency guidelines
on Bioanalytical Method Validation. This methodology
presents a good recovery of the analytes, very low matrix
effects, a rapid chromatographic separation, and high sensitivity.
The limits of detection for daidzein, equol, and genistein in 1
mL of plasma sample were 0.6, 0.9, and 1.0 ng/mL,
respectively. Once the method was validated, a crossover,
randomized, bioavailability study was performed. The method
was then applied to the plasma samples of the 12 volunteers.
The pharmacokinetic profiles of daidzein and genistein were
studied.

After having been normalized, Fitoladius presented higher
bioavailability and achieved higher C, values than Super
Absorbable Soy Isoflavones for daidzein and genistein. As the
other pharmacokinetic parameters were similar between both
treatments, we suggest that these differences in bioavailability
come from the matrix/excipients present in the capsules of the
isoflavone extracts.

The preparations studied are over-the-counter dietetic
preparations, they do not require medical prescription, and
some of them can be purchased on the Internet. Thus, the
regulation of these products probably is not as strict as that
applied to prescription drugs. Consequently, a detailed and
accurate description of the specific isoflavone content present
in the capsules is lacking. Indeed, describing the content of the
capsules as “X mg of isoflavones” or “Y mg of genistin and
genistein” does not provide clear and accurate information
about composition. This is an important fact because there are
a number of different isoflavones, which vary in molecular
weight, pharmacokinetic profile, and biological activities.”” As a
consequence, the exact content of each isoflavone should be
provided by the manufacturers in order to have better
knowledge of the content of the capsules and their
corresponding beneficial health effects.

The purpose of this study was the selection of one isoflavone
extract preparation for its use in a clinical trial with the aim of
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treating drug addiction. In this context we performed the
bioavailability study. Results from this study show that
isoflavone extracts vary not only in their composition (not
unexpected) but also in the amounts reported by manufacturers
in each preparation. In a clinical pharmacology context and
looking at therapeutic indications with methodologically robust
designs, the results from this study are quite disturbing.
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Soy beans contain isoflavones, including daidzein and genistein, with biological
activities related to therapeutic effects in reducing osteoporosis, decreasing adverse
menopausal manifestations, providing protection from cardiovascular diseases, and
reducing hormone-dependent cancers and age-related cognitive-decline. Daidzein has
been described as inhibiting the aldehyde-dehydrogenase-2 enzyme (ALDHZ2), and
reducing alcohol use in clinical pilot studies. Our aim was to evaluate the possible
interactions between a soy extract product and alcohol in a crossover, single blind,
randomized study. Ten healthy male volunteers participated in two experimental
sessions: one with a single dose of alcohol (0.5 g/kg, Vodka Absolut, Sweden), and the
other with four capsules of a soy extract product (Super-Absorbable Soy Isoflavones,
Life-Extension, United States) and, 2 h later, the same dose of alcohol. Results
showed no differences in vital signs except a slightly higher significative reduction in
diastolic blood pressure at 2, 3, 4, and 8 h after administration with alcohol alone in
comparison with soy extract+alcohol. Ethanol-induced subjective and adverse effects
were similar for both conditions with the exception of headache (higher at 8 h after
alcohol alone). Our results demonstrate that a single dose of a soy isoflavone extract did
not influence alcohol pharmacokinetics and pharmacological effects and did not induce
any disulfiram-reaction symptoms. Soy extract and alcohol did not interact and can be
administered safely.

Keywords: soy extracts, isoflavones, daidzein, genistein, aldehyde-dehydrogenase-2 enzyme, alcohol,
clinical trial

INTRODUCTION

Isoflavones are biologically active polyphenols found in soybeans and other legumes. In the
former, the principal ones are daidzin (40%) and genistin (50%) which transform into two active
compounds, daidzein and genistein, respectively (U.S. Department of Agriculture, Agricultural
Research Service, 2015). Daidzein is also metabolized by intestinal bacteria to the active
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compound equol. Daidzein consumption has been related
to phytoestrogen and antioxidant activity, a lower incidence
of menopausal symptoms (Messina, 2014), and a reduction
in osteoporosis, breast cancer, and cardiovascular diseases
(Michelfelder, 2009). This isoflavone is more selective for
estrogen receptor (ER)/beta than estradiol which could
explain such activities. The ingestion of soy isoflavones
is considered safe, the most common adverse effects are

gastrointestinal ~ (diarrhea) and more rarely headache,
prolonged menstrual period, amenorrhea, dizziness, and
musculoskeletal complaints (Michelfelder, 2009). Some

isoflavones, especially daidzin-daidzein, have been reported
to inhibit the aldehyde-dehydrogenase-2 enzyme (ALDH2) (Gao
et al., 2001; Lowe et al., 2008; Koppaka et al., 2012).

Kudzu (Pueraria lobata) root extracts and flowers contain
isoflavones, for instance, puerarin (about 60% of the total
isoflavones), and daidzin. Kudzu is used in traditional
Japanese and Chinese medicine to treat alcohol hangover
and alcohol substance use disorder (Overstreet et al., 2003a,b).
Some studies in animal models have shown that daidzin
and synthetic analogs have the capacity to reduce alcohol
intake (Overstreet et al., 1996; Gao et al., 2003; Arolfo
et al, 2009). In humans, a pilot study in a naturalistic
setting demonstrated that the administration of a kudzu
extract reduced alcohol consumption in heavy drinkers
(Lukas et al., 2005). In controlled clinical trials with healthy
volunteers, a reduction in alcohol intake when kudzu
extract isoflavones were taken before drinking was reported
(Penetar et al., 2012; Lukas et al., 2013; Penetar et al., 2015).

As already established, alcohol is biotransformed
enzymatically to acetaldehyde by alcohol-dehydrogenase (ADH)
and later metabolized into acetate by aldehyde-dehydrogenase
(ALDH1). Disulfiram, used for the treatment of alcohol
substance use, inhibits ALDH1 and ALDH2 irreversibly,
producing an accumulation of acetaldehyde concentrations
in blood which leads to undesirable effects if alcohol
is simultaneously consumed. Symptoms, which include
sickness, nausea, vomit, sweating, dizziness, and facial
erythema, are known as the “disulfiram-reaction”
or “antabuse-reaction.”

For centuries traditional Chinese medicine has employed
different isoflavones for the treatment of alcohol substance use
(Keung, 2003; Lu et al., 2009; Soyka and Rosner, 2010) with
the advantage that they do not affect acetaldehyde levels, induce
disulfiram-like effects (Penetar et al., 2011), or alter the sleep cycle
(Bracken et al., 2011).

There are no previously published papers evaluating the
possible interference/influence of soy isoflavone extracts on
alcohol pharmacokinetics, acute pharmacological effects, and
induction of a “disulfiram-like effect” despite their potential
interaction in the treatment of alcohol abuse. The aim of
the present study was to evaluate the interactions between
a soy extract containing isoflavones and alcohol, in relation
to the pharmacokinetics and acute effects of alcohol, in
order to design future clinical trials to assess the possible
therapeutic effects of isoflavones on substance use disorders,
specifically cocaine.

MATERIALS AND METHODS
Study Design

The study protocol was approved by the local Human Research
Ethics Committee (CEIC-Parc de Salut Mar) and conducted in
accordance with the Helsinki Declaration and local legislation.
The trial was registered in a public database (ClinicalTrials.gov
Identifier: NCT02309801). All the participants were informed
about the study and signed a written informed consent
before participation. All subjects were financially compensated
for their participation.

The study was a randomized, single-blinded (the participants
were informed that they could receive different doses of alcohol
in the two sessions), and crossover clinical trial. Subjects
participated in two different experimental sessions separated by
at least 3 days. In one session they received a glass of water
(240 mL) and 2 h later a single oral dose of alcohol was
administered (0.5 g/kg, Vodka Absolut® 40°, Sweden); in the
other, they were given four capsules containing a soy extract
product with a glass of water (240 mL) and 2 h later the
same dose of alcohol.

Soy Isoflavone Extract

A commercial soy extract product (Super-Absorbable
Soy Isoflavones®, hard gelatin capsules, Life-Extension,
United States) was employed. According to the manufacturer
each capsule contained 54 mg of total isoflavones (22 mg
daidzin-daidzein, 28 mg genistin-genistein, and 4 mg
glycitin-glycitein). The dose administered (four capsules) was
chosen in order to provide a total content of daidzin/daidzein
(approximately 88 mg) which represented twice the dose
recommended for the symptomatic therapy of menopausal
symptoms (Brewer, 1984; Christensen et al., 1991; Gao et al,
2001) or that used in trials for asthma therapy (Smith et al., 2015).

Subjects

A total of 10 healthy males were recruited from a volunteer
database. The screening visit took place within the 3 weeks prior
to commencing the study sessions. Subjects underwent a general
physical examination, a 12-lead ECG, and a complete blood
and urine analysis, including drugs of abuse in urine. Inclusion
criteria were (i) recreational use of alcohol (<4 units of alcohol
per day); (ii) previous experience of acute alcohol intoxication;
and (iii) no history of substance abuse/dependence according
to the Diagnosis and Statistical Criteria for Mental Disorders
(DSM-IV-R). Exclusion criteria were (i) current tobacco smokers;
(ii) current or previous history of mental disorders; (iii) any
somatic illness that could interfere with alcohol and soy; (iv)
the consumption of >5/day drinks of tea, coffee or similar
xanthine-containing beverages during the 3 months prior to
the study; and (v) the use of soy derivatives during the
previous month.

Procedure
Subjects were admitted to the Clinical Research Unit facilities
at 07:45 am. after an overnight fast. Upon arrival, they
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were asked about any drug consumption or adverse event
that could affect their participation. They were requested to
refrain from using any psychoactive drug for a minimum
of 7 days prior to the study and throughout it, and
from consuming caffeinated products for 24 h and alcohol
for 48 h. They were also asked to follow a diet free
from daidzein (soy and derivatives) 3 days before and
48 h after each session. A wurine sample was collected
for drug of abuse testing (Instant-View®, Multipanel 10
Test Drug Screen, Alfa Scientific Designs Inc., Poway, CA,
United States). Alcohol concentrations in breath were analyzed.

An intravenous catheter in the non-dominant arm was inserted
for blood sampling.

Physiological and Subjective Effects

Non-invasive systolic blood pressure (SBP), diastolic blood
pressure (DBP), heart rate (HR), oral and cutaneous
facial temperature (OT, FT) were repeatedly recorded at
baseline, immediately before capsule administration, and at 2
(immediately before beverage administration), 2.5, 3, 4, 5, 6, 8,
and 10 h after first administration. All assessments were carried
out with a DinamapTM 8100-T vital signs monitor (Critikon,

TABLE 1 | Summary of results of the physiological and subjective effects observed after administration of soy extract+alcohol and alcohol (n = 10).

Variable Parameter Soy extract+Alcohol Alcohol P-value
Physiological
SBP Emax —4.5+11.66 —-9.2+11.05 0.323
AUCo- 10 —24.4 £ 404 —-39.17 £ 41.7 0.302
DBP Emax —4.8+£9.92 —-10.5 £8.72 0.081
AUCo-_ 10 —25.8 +£41.36 —58.8 £ 35.59 0.052
HR Emax —3.7 £13.09 —1.2+15.26 0.368
AUCo- 10 —149+£61.2 —9.75 £ 59.58 0.759
oT Emax —0.26 + 0.31 —0.23 £ 0.47 0.873
AUCo_ 10 —0.967 + 1.159 —-1.2+219 0.747
FT Emax 0.75+1.34 1.59 + 0.67 0.039
AUCo_ 10 6.04 £7.2 8.1 +5.59 0.205
Visual Analog Scales
Drunkenness Emax 17.6 £29.018 20.8 +19.1 0.602
AUCo_10 35.36 + 84.037 25.387 + 35.1 0.569
Content Emax 18.1 £30.2 23.9 £ 26.2 0.361
AUCp_ 10 29.687 £ 67.9 29.91 £+ 47.07 0.980
Nausea Emax 0.5+ 1.58 0.8+ 1.75 0.718
AUCo_10 0.2+0.79 1.1+ 31 0.416
Vertigo Emax 3.2+ 10.119 22+69 0.812
AUCo- 10 5.27 £ 16.68 09+3 0.449
Dizziness Emax 9.4 + 22.667 10.9 +£18.3 0.687
AUCo- 19 19.9 +£55.3 22.7 £ 47.09 0.627
Face flushing Emax 7.5+ 13.938 9.6 +14.9 0.696
AUGCo_ 10 16.3 +£ 37.38 10.98 + 20.8 0.614
Headache Emax 5.3 +9.58 16.2 £27.9 0.217
AUCo_ 10 18.16 £ 40.4 48.3 £87.9 0.274
Breathing difficulty Emax 0 0 -
AUCo_ 19 0 0 —
ARCI questionnaire
ARCI-PCAG Emax 24 +36 3.4 + 3.59 0.266
AUGCo_10 9.8 + 14.56 14.05 + 14.2 0.237
ARCI-MBG Emax 2.6 +2.836 2.7+33 0.876
AUCo_10 4.48 £ 5.01 3.4 +32 0.329
ARCI-LSD Emax 48 +1.47 52+17 0.373
AUGCo-_ 19 4226+ 7.1 43.2 £8.27 0.328
ARCI-LSD Emax 4.5+0.97 4.6 +1.07 0.882
AUCo- 10 38.26 £ 5.8 36.7 £ 5.5 0.355
ARCI-BG ARCI-A Emax 14+£14 1.8 +1.686 0.168
AUCo-10 3.07 £ 3.8 4.5+ 447 0.118

Values are differences from baseline (mean values and standard deviation). Systolic blood pressure (SBF, mmHg); diastolic blood pressure (DBF, mmHg), heart rate
(HR, beats/min), (temperature (T, °C), visual analog scale (VAS, mm), Addiction Research Center Inventory questionnaire (ARCI, score), Emax = maximal/peak effects,

AUCy_ 10, area under the curve from O to 10 h.
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Tampa, FL, United States). Cutaneous facial temperature was
measured at the same time with an additional monitor (Critikon,
Tampa, FL, United States).

Subjective effects were evaluated using a set of visual analog
scales (VAS) at baseline (0 h), 2, 2.25, 2.5, 2.75, 3, 3.5, 4, 5, 6, 8,
and 10 h after first administration. VAS (100 mm) were labeled
with different adjectives marked at opposite ends from “not at all”
to “extremely” (Peird et al., 2013; Farré et al., 2015; Papaseit et al.,
2016). Subjects were asked to rate effects of drunkenness, content,
nausea, vertigo, dizziness, feeling of face flushing, headache, and
breathing difficulty.

In addition, the 49-item short form Addiction Research
Center Inventory (ARCI) was administered at baseline and at
2, 2.75, 3.5, and 10 h after first treatment administration. The
Spanish validated version of the ARCI (Lamas et al., 1994) is
sensitive to the effects of a variety of drug of abuse classes with five
subscales: PCAG (pentobarbital-chlorpromazine-alcohol group,
a measure of sedation); MBG (morphine-benzedrine group, a
measure of euphoria); LSD (lysergic acid diethylamide group, a
measure of dysphoria and somatic symptoms); BG (benzedrine
group, a stimulant subscale relating to intellectual efficiency and
energy); and A (amphetamine, a measure of d-amphetamine
effects) (Farré et al., 2015).

Pharmacokinetics

Blood samples and ethanol breath concentrations were collected
at baseline (before soy extract administration), and at 2 (before
ethanol administration), 2.25, 2.5, 2.75, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, and

24 h after soy extract administration. Ethanol was determined
in blood (DRI® Ethyl Alcohol Assay, Thermo Fisher, Fremont,
CA, United States) and breath (Alcotest, Driger, Germany).
Daidzein, genistein, and the endogenous metabolite equol
were determined by liquid chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (LC/MS/MS) using a validated method
(Rodriguez-Moratd et al., 2015).

Statistical Analysis

Effects

Differences with respect to baseline were calculated for vital signs
(SBP, DBP, HR, and OT-FT) and subjective effects (VAS, ARCI).
Maximum/peak effects (Emax) and the time to reach maximum
effects (tmax) were also determined for the previously mentioned
variables. The area under the curve of the concentrations from 0
to 10 h (AUCy— 19 1) using the trapezoidal rule was calculated for
vital signs and subjective effects.

For the statistical comparison of AUC and Emax a
Student’s t-test for paired samples was employed. For tmax a
non-parametric Wilcoxon test was used. A repeated measure
ANOVA with two factors (treatment and time) was used to
compare the time course of effects. When treatment or the
treatment x time interaction was statistically significant, multiple
Tukey post hoc comparisons were performed at each time point.

Experimental Pharmacokinetic Parameters
Peak concentration (Cmax), time to reach peak concentrations
(Tmax), and area under the concentration-time curve from 0 to
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FIGURE 1 | Time course of the physiological and subjective effects after administration of alcohol and soy extract+alcohol. Mean values and standard error (n = 10).
Figures correspond to systolic and diastolic blood pressure (mmHg), heart rate (beats/min), and drunkenness (mm).
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FIGURE 2 | Plasma concentrations of ethanol after the administration of
alcohol and soy extract + alcohol. Mean values and standard error (n = 10).

TABLE 2 | Pharmacokinetic parameters of alcohol in plasma (n = 10).

Pharmacokinetic Soy extract + Alcohol Alcohol P-value
parameters

Mean + SD Mean + SD
Cmax (ng/ml) 77 £16.99 77 £22.25 1
AUCq_ 10 (ng/mi/h) 216.57 + 30.40 219.67 £ 27.2 0.806
Tmax (h)* 2.75 (2.5-4) 3(2.5-4) 0.256

Mean values and standard deviation) (mean values and standard deviation) for
Cmax and AUC. Median values and range for Tmax. AUC, area under the curve;
Cmax, peak/maximal concentration; SD, standard deviation;, Tmax, time to reach
peak concentrations. *Median values and range for Tmax (Wilcoxon test).

10 h (AUCy_1¢) from ethanol plasma concentrations over time
were determined using Pharmacokinetic Functions for Microsoft
Excel (Joel Usansky, Atul Desai, and Diane Tang-Liu, Department
of Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine, CA,
United States).

All statistical tests were performed with the PASW Statistics
18.0 (SPSS, Chicago, IL, United States). A value of p < 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

Subject Characteristics

The 10 healthy male participants had a mean age of
25.2 & 3.6 years, mean weight 74.0 £ 7.0 kg, and a body mass
index of 23.3 & 2.6. The participants consumed ethanol regularly
(10.0 £ 7.1 standard drinks/week; 1 standard drink = 10 g of
pure ethanol). All subjects completed the study. None required
special therapy or care throughout the study and no serious
adverse events occurred during the experimental sessions.

Physiological Effects

Table 1 shows a summary of the physiological and subjective
effects. Regarding vital signs, no differences were observed in
Emax and AUC for SBP, DBP, HR, and oral temperature between
both conditions: alcohol and soy extract+-alcohol (Figure 1, SBP,
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FIGURE 3 | Plasma concentrations of daidzein and genistein after the
administration of the soy extract. Mean values and standard error (n = 10).

DBP HR). A slight difference in cutaneous facial temperature
was found in the Emax (1.59 and 0.75°C after alcohol and
soy extract+alcohol, respectively). In the time course analysis, a
slightly higher reduction of DBP was reported at 2 h (—2.89, 0.8;
p <0.05),3h (—4.5,—0.3; p < 0.05), 4h (—9.67, —3.3; p < 0.01),
and 8 h (—4.78, —1; p < 0.05) after administration with alcohol
alone in comparison with soy extract+alcohol, respectively.

Subjective Effects
In VAS, alcohol and soy extract+alcohol showed very similar
subjective effects (drunkenness, content, nausea, vertigo,
dizziness, face flushing, and breathing difficulty), without
statistically significant differences (Figure 1, drunkenness).
However, the alcohol alone condition, in contrast to the soy
extract+alcohol, showed higher scores for headache at 8 h
(16 mm, 3.7 mm, respectively, p < 0.01).

With regard to the ARCI questionnaire, no differences were
reported between alcohol and soy extract+alcohol.

Alcohol Concentrations

Pharmacokinetic parameters for blood ethanol concentrations
over time curves are shown in Figure 2. No differences were
observed for ethanol concentrations in blood between alcohol
and soy extract+alcohol (Table 2). In both conditions, 10 h
after drug administration, alcohol concentrations in plasma were
deemed undetectable.

Daidzein, Genistein, and Equol

Concentrations

Pharmacokinetic parameters for blood isoflavone concentrations
(daidzein and genistein) over time curves are shown in
Figure 3. Daidzein-concentrations peaked at 6.1 h (£3.2) after
administration and genistein at 7.3 h (£3). The mean Cmax of
daidzein was 1016.5 ng/ml (303.1) and genistein 1039.0 ng/ml
(£496.9). The concentrations of equol, a metabolite of daidzein,
peaked at 24 h. Its pharmacokinetic parameters could not be
calculated due to alimited number of evaluations (24 h). Multiple
peaks along the plasma concentrations over time suggest an
enterohepatic recirculation of isoflavones.
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DISCUSSION

According to our findings, soy isoflavones neither interact with
alcohol nor induce disulfiram-like effects with respect to alcohol
pharmacokinetics and effects (vital signs and subjective/adverse
effects). A previous study (Penetar et al., 2011) also suggested
that the administration of a purified extract of a kudzu
herbal medication containing isoflavones (mostly puerarin
[19%], followed by daidzin [4%], and daidzein [2%]) did not
increase the intoxicating effects of acute alcohol consumption in
human volunteers (blood alcohol levels, subjective effects, and
psychomotor performance).

We only found slightly significative changes in headache
and, at some time points, facial temperature, and diastolic
blood pressure when alcohol was administered. Such minimal
changes could have been attributed to placebo (nocebo) effects,
nevertheless, as a placebo capsule condition was not included we
cannot substantiate this interpretation.

Our results were similar to a previous pharmacokinetic
study in which the pharmacokinetic parameters for blood
isoflavone concentrations showed double peaks in time-
course plasma, thus supporting enterohepatic recirculation,
characteristic of isoflavone metabolism (Rodriguez-Morato et al.,
2015). We observed that the Tmax for alcohol appeared
between 2.5 and 4 h after administration, the Tmax for
the first peak for daidzein-genistein was between 2 and
4 h, and the maximal concentrations of both isoflavones
were around 6 h. During 0.5-6 h blood alcohol levels
were higher than those recommended for driving, within the
range of the maximal isoflavone concentrations. As isoflavones
show intensive presystemic metabolism concentrations in the
liver they could be elevated enough at 0.5-2 h to inhibit
hepatic metabolic enzymes (Chandrasekharan and Aglin, 2013;
Rodriguez-Morat6 et al., 2015). We are, however, unaware of the
consequences of alcohol administration regarding the time peak
of isoflavone concentrations.

In contrast to disulfiram, some isoflavones are strong
reversible inhibitors of ALDH2 and mild inhibitors of ALDHI.
In the central nervous system, blocking ALDH2 inhibits
dopamine metabolism by hindering the conversion of DOPAL
to DOPAGC, increasing levels of aldehyde DOPAL, and forming
tetrahydropapaveroline (THP) in the ventral tegmental area.
THP inhibits tyrosine hydroxylase (TH) and consequently
decreases dopamine biosynthesis thus blunting the reinforcing
effects of cocaine (Yao et al., 2010). In male mice, daidzein and
genistein decreased cocaine-reinforcing effects, and daidzein, but
not genistein, reduced cue-induced cocaine relapse (Martin et al.,
2013). Alcohol is a substance commonly abused in combination
with cocaine. A number of studies have found that about
60% of individuals with cocaine use disorder have co-occurring
diagnoses of alcohol use disorder (Araos et al., 2017). Taking into
account the pharmacodynamic profile of isoflavones, they could
be used for future clinical trials studying possible treatments for
substance use disorders (alcohol and cocaine,), without requiring
absolute alcohol abstinence as an inclusion requirement.

Our study has some limitations. The sample included a
small number of healthy volunteers and not patients with

substance use disorders. Moreover, only males participated as
isoflavones could present gender-based differences in metabolism
(Soukup et al,, 2016). Our research was performed using a
single dose of isoflavones and a standard dose of alcohol
for interaction studies. As the selected isoflavone dose was
within the range of safe menopause symptom therapy, we
are unable to advance results employing higher doses and/or
repeated administrations. Disulfiram-like symptoms also appear
at low-medium doses of alcohol when ALDHI inhibitors are
administered (Kline et al., 1987; Visapdi et al., 2002). We
employed a natural extract with a mixture of isoflavones and
are thus unaware of whether the results could change after a
single dose of each pure isoflavone or metabolite such as equol.
Our study did not include a placebo condition, nevertheless,
the non-significant symptomatic differences reported between
the groups could be explained by placebo/nocebo effects.
Neither were acetaldehyde concentrations analyzed nor any
measure of psychomotor performance performed. The fact
that Japanese and Chinese food contains elevated doses of
isoflavones, and there are no adverse effects when alcohol is
consumed, could support our results demonstrating a possible
isoflavone mechanism of action on ALDH2. We did not,
however, include a measure of the activity of these enzymes,
and our findings do not provide significant evidence about
the effect of soy extract on human aldehyde-dehydrogenase
(or ALDH) isozymes.

CONCLUSION

Substances such as soy isoflavones can be safely administered in
combination with alcohol. They could be a new strategy for the
treatment of substance use disorders without involving the risks
associated with disulfiram.
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5.3 Estudio 3: Ensayo piloto de las isoflavonas de la soja en el Trastorno
por Consumo de Cocaina.
Roser Martinez-Riera, Francina Fonseca, Liliana Galindo, Rafael de la
Torre, Nieves Pizarro, Marta Torrens, Magi Farré. Ensayo piloto de las
isoflavonas de la soja en el Trastorno por Consumo de Cocaina.
(PENDIENTE DE PUBLICACION).
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Abstract

La soja contiene diferentes isoflavonas (daidzina, genistina y glicitina;
principalmente daidzina) y de ellas, principalmente daidzina, se ha descrito que
actuan como inhibidores reversibles de la aldehido deshidrogenasa 2-ALDH2.
Existen estudios en animales que relacionan dicha actividad con una reduccion
del consumo de cocaina. El objetivo de este estudio fue llevar a cabo un
ensayo piloto exploratorio para evaluar la posible eficacia de un inhibidor
natural de ALDH2 (daidzina-daidzeina) en pacientes con Trastorno por
Consumo de Cocaina. Se incluyeron 9 sujetos diagnosticados de Trastorno por
Consumo de Cocaina Severo, se realiz0 un estudio unicéntrico, abierto, no
controlado durante 12 semanas de tratamiento y 4 semanas de seguimiento
posterior. Se llevaron a cabo andlisis de orina, analisis de téxicos en cabello y
diferentes escalas de gravedad del consumo. De todos los sujetos, el 77.8% (7)
finalizaron el estudio, ninguno adquirié la abstinencia completa en las dltimas 3
semanas de tratamiento, pero de acuerdo con el Informe de Uso de Sustancias
(SUR) 3 de ellos redujeron el consumo a menos del 20% en ese periodo de
tiempo. El andlisis de los resultados de la Escala de Severidad de la
Dependencia (SDS), mostré una reduccion significativa de su puntuacion entre
las semanas 0-12 (p=0.024), semanas 0-16 (p=0.002) y una tendencia a la
significacion entre las semanas 12-16 (1.78+2.59, p=0.073); la Escala Breve de
Craving a Sustancias (BSCS) y la escala de Valoracion de la Gravedad
Selectiva para Cocaina (CSSA) redujeron sus puntuaciones, pero no
significativamente. Los analisis de isoflavonas en orina mostraron que 8 de los
sujetos tomaron el tratamiento durante las semanas del estudio. Estos
resultados preliminaries, muestran una reduccién de la severidad del consumo
y una alta retencion a tratamiento a pesar que los individuos no adquirieron la
abstinencia; por lo que daidzina-daidzeina podria ser considerada un abordaje
terapéutico potencial para el Trastorno por Consumo de Cocaina en futuros

estudios

Palabras Clave:
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Isoflavonas, daidzina, enzima aldehido deshidrogenasa 2, cocaina, ensayo

piloto.
Introduccién

El Informe Mundial de Drogas de 2019, que realiza la Oficina de las Naciones
Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), en sus datos refleja que en 2017,
18.millones de personas entre 15 y 64 afios, consumieron cocaina en el ultimo
afio al menos una vez, cifra que representa un 0.4% de la poblacion mundial en
esta franja de edades. En los ultimos afios, las regiones a nivel mundial con
mayor niumero de consumidores de cocaina han sido Norte América, Oceania ,
Europa Occidental y Central. Segun el Observatorio Europeo sobre Drogas
(EMCDDA, 2019), en Europa, 3.9 millones de personas consumieron cocaina
en el dltimo afio al menos una vez (el 1.2% de la poblacion) y 33500 personas
iniciaron tratamiento para esta droga por primera vez. La cocaina representa en
Europa la droga estimulante que mas se consume y se aprecian datos de
incremento de dicho consumo en los ultimos afios.

El mecanismo de accion de la cocaina, se caracteriza por la inhibicion de los
transportadores de monoaminas de la membrana neuronal presinaptica
(dopamina, noradrenalina y serotonina), pero en especial de dopamina. A
través de esta inhibicidn, se bloquea la recaptacion y conlleva un incremento de
las concentraciones en el espacio sinaptico de dopamina y del resto de
monoaminas (Cami y Farré, 2003). Los sintomas reforzadores positivos del
consumo de cocaina, como pueden ser la euforia 0 sensacion de placer entre
otros, se relacionan con el incremento de los niveles de dopamina en el nucleo
estriado y seguidamente una mayor ocupacion de los receptores postsinapticos
(Fowler et al., 2001). La cocaina produce una clinica aguda a nivel del sistema
nervioso que se caracteriza por el aumento del rendimiento intelectual,
incremento de la activacion psicomotora, disminucion de la fatiga y menos
necesidad de horas de suefio, alerta, euforia y hiporexia. También se producen
sintomas como el incremento de la tensién arterial y la frecuencia cardiaca por
su funcidn vasoconstrictora, midriasis y bruxismos, relacionados con
incrementos de los niveles de adrenalina, cortisol, norepinefrina y factor

liberador de corticotropina (Sarnyai et al., 2001). El consumo agudo de cocaina
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conlleva complicaciones como la muerte, clinica psiquiatrica, neurolégica,
cardiaca y otras complicaciones somaticas.

Por otro lado, un consumo continuado y crdnico de cocaina, produce una
reduccion del nimero de transportadores de dopamina en el sistema nervioso
central y como consecuencia se reduce la sensibilidad del sistema de
recompensa, produciendo el incremento del consumo repetitivo y compulsivo
(atracones) (Koob and Volkow, 2010), la pérdida de control y se establece un
Trastorno por Consumo de Cocaina en el que se ha descrito una reduccion del
volumen de materia gris y una hipofuncionalidad del cértex prefrontal (Volkow
et al., 2011; Volkow et al., 2010; Hirsiger et al., 2019).

El consumo de cocaina se realiza habitualmente por la via intranasal,
produciendo un efecto maximo a los 15-30 minutos y alcanza la concentracion
méaxima a los 30-45 minutos manteniendo su efecto durante 3-4 horas. Los
principales metabolitos de la cocaina son benzoilecgonina (BE, 40%) vy la
ecgonina metil éster (EME, 50%), ambos inactivos. Benzoilecgonina se
produce por hidrélisis espontanea y por una carboxilesterasa hepatica; las
esterasas plasmaticas y hepaticas (pseudocolinesterasas) producen Ecgonina
metil éster O"Brien, 2019). La cocaina tiene una vida media de eliminacién de
0.5-1.5 horas y sus metabolitos 6-8 horas para Benzoilecgonina y 3-8 horas

para Ecgonina metil éster (Farré et al., 1993; Farré et al., 1997).

Actualmente, no disponemos de farmacos especificos para el abordaje del
Trastorno por Consumo de Cocaina. Considerando el impacto de esta
enfermedad a nivel epidemioldgico a nivel mundial, se considera de clara
importancia la busqueda de farmacos eficaces. Existen estudios acerca del uso
especifico de determinados farmacos, pero sin demostrar la suficiente eficacia
y evidencia, como los anticonvulsivantes (Alvarez et al., 2010; Minozzi et al.,
2015), psicoestimulantes (Castells et al., 2010; Castells et al., 2016; Pérez-
Mafa et al., 2011;), antidepresivos (Pani et al., 2011; Torrens et al., 2005;
Torrens et al., 2011) y antipsicéticos (Alvarez et al., 2013; Indave et al., 2016,
Farré et al., 2017). Las lineas de investigacion se focalizan en los mecanismos

de produccion de las diferentes monoaminas (Kohut and Bergman, 2017).
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Hasta el momento, el farmaco cuyo mecanismo de accion se ha descrito que
interacciona con la dopamina, disulfiram, es el tratamiento que ha demostrado
los mejores resultados (Gaval-Crux and Weinshenker., 2009; Pani et al., 2010);
sin embargo, los datos aun son controvertidos, algunos estudios aportan
resultados beneficiosos mientras que otros no (Carroll et al., 2016). Se ha
descrito el posible mecanismo por el que disulfiram podria reducir el consumo
de cocaina, y es a través de la inhibicion de la enzima dopamina-B-hidroxilasa
(DBH) (encargada de la metabolizacion de dopamina a norepinefrina),
produciendo el incremento de las concentraciones de dopamina en
determinadas areas cerebrales (Schroeder et al., 2010; Weinshenker et al.,
2010). Existe otro factor de controversia en el uso de disulfiram, algunos datos
apuntan a su menor efectividad en las mujeres (DeVito et al., 2014). Por otro
lado, el uso de disulfiram esta contraindicado en el consumo activo de alcohol
por sus efectos secundarios actuando como inhibidor de la aldehido
deshidrogenasa-1 (ALDH1) y como se conoce, las tasas de consumo
concomitante de alcohol y cocaina son muy elevadas, del 60% o superiores
(Araos et al., 2017).

Diferentes estudios hablan del mecanismo de acciéon de los inhibidores
selectivos de la aldehido deshidrogenasa-2 (ALDH2) como posible abordaje del
trastorno por consumo de cocaina (Koppaka et al., 2012; Weinshenker, 2010;
Yao et al., 2010). La inhibicion de la ALDH2 bloquea la conversion del sustrato
DOPAL hacia DOPAC aumentando los niveles de éste y como consecuencia
se forma junto con la dopamina el producto de condensacion
tetrahidropapaverolina (THP) en el area tegmental ventral. El producto THP,
reduce la biosintesis de dopamina a través de la inhibiciébn de la tiroxin
hidroxilasa (TH) y como consecuencia se reduce la capacidad de producir el

refuerzo positivo por parte de la cocaina.

Se ha descrito la existencia de inhibidores selectivos naturales de la aldehido
deshidrogenasa-2 (ALDH2) en los extractos de soja, las isoflavonas (Lowe et
al.,, 2008). Los extractos de soja contienen diferentes isoflavonas como
daidzina, genistina y glicitina; sobretodo daidzina realiza la funcion como

potente inhibidor reversible selectivo de la ALDH2. El metabolito activo de
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daidzina es la daidzeina y para la genistina es a genisteina; a nivel intestinal,

las bacterias transforman daidzeina en otro metabolito activo, equol.

Diferentes estudios apoyan la accion de las isoflavonas de forma selectiva en la
ALDH2 y la no accién sobre ALDH1, en contraste con disulfiram; por lo que, si
se consume alcohol, no se activa la via del acetaldehido y por lo tanto, no
aparecen los efectos adversos relacionados (efecto disulfiram) (Penetar et al.,
2011; Martinez et al., 2019). Recientemente, Amygdala Neurosciences
(http://www.amygns.com) ha publicado un estudio en fase 2 de ANS-6637, que

se caracteriza por ser un inhibidor reversible selectivo de ALDH2, para el
abordaje de los Trastornos por Consumo de Sustancias; previamente
publicaron el estudio en fase 1 donde demostraban su seguridad y tolerabilidad

con el consumo de alcohol.

A lo largo de tiempo, la medicina tradicional China ha usado las isoflavonas
para el tratamiento del Trastorno por Consumo de Alcohol (Lu et al., 2009;
Overstreet et al., 2003). Distintos estudios tanto en animales (Arolfo et al.,
2009) como humanos and humanos han observado una reduccién del consumo
de (Lukas et al., 2013; Penetar et al., 2015).

En la actualidad, no existen estudios en humanos que valoren el posible efecto
de las isoflavonas o otros inhibidores sintéticos de la ALDH2 en el consumo de
la cocaina. En modelos aimales, si que se han apreciado resultados
especificos con la toma de isoflavonas como la reducciéon de recaidas
condicionadas por estimulos ambientales y la reduccion de la repeticién del
consumo (Yao et al., 2010; Matrtin et al., 2013). El objetivo de este estudio es
valorar el posible efecto de un inhibidor natural de ALDHZ2 (daidzina) en

pacientes con Trastorno por Consumo de Cocaina.

Sujetos y método
Disefo del estudio

Se trata de un estudio piloto exploratorio, abierto, no controlado, unicéntrico, de

12 semanas de tratamiento y 4 de seguimiento que se desarrollé en las Centro
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de Tratamiento de Adicciones — Barceloneta Instituto de Neuropsiquiatria y
Adicciones del Parc de Salut Mar de Barcelona. El protocolo del estudio fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica Parc de Salut MAR
(CEIC-PSMAR, ref. 2014/5580) y se llevd6 a cabo de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki y la legislacion local (Ley de Investigacion Biomédica,
2008). Todos los sujetos fueron informados acerca del estudio, se comentaron
sus preguntas y/o dudas y después firmaron un consentimiento informado.
Para facilitar la adherencia a las visitas y el cumplimiento, los voluntarios
participaban en un programa de compensacion economica que recibian cada

dos semanas, al completar todas las visitas.

Todos los participantes recibieron el mismo tratamiento de extracto de sojay la
dosis se ajustd al contenido de daidzina-daidzeina, administrando 40mg por la
mafiana y 40mg por la noche. La variable principal del estudio fue la
abstinencia a cocaina durante las tres ultimas semanas de la fase de
tratamiento (semana 10-12). Las variables secundarias fueron el porcentaje de
muestras de orina negativas para los metabolitos de la cocaina
(Benzoilecgonina<150ng/ml y Ecgonina Metil Ester<15ng/ml) de todas las
muestras de orina programadas durante las 8 ultimas semanas de la fase de
tratamiento; y la gravedad del trastorno por consumo de cocaina evaluada

mediante las puntuaciones de las diferentes escalas que se administraron.
Preparado de Isoflavonas

Para la realizacion del estudio se utilizé un preparado comercial de extracto de
soja: Super-Absorbable Soy Isoflavones®, hard gelatin capsules, Life-
Extension, US. Cada capsula, de acuerdo con el fabricante, contenia un total
de 54mg de isoflavonas (22mg daidzina-daidzeina, 28mg genistina-genisteina
y 4mg glicitina-gliciteina). La dosis que se administré (4 cdpsulas diarias), se
ajustoé para dar un total de 88mg de daidzina-daidzeina, el doble de la dosis
recomendada como en un ensayo clinico para tratamiento del asma (Smith et
al., 2015) y para los sintomas de la menopausia (segun la ficha técnica de este

preparado y otros comercializados).
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Sujetos

Se reclutaron pacientes con trastorno por consumo de cocaina segun criterios

del DSM-5 (APA,2013) que cumplian los siguientes criterios de inclusién : (i)e

dad igual o mayor de 18 afios y menor de 60 afios (ii) presentar diagnostico
actual de Trastorno por Consumo de Cocaina (criterios DSM5); (iii) estar
buscando tratamiento para el Trastorno por Consumo de Cocaina; (iv)
proporcionar al menos una muestra de orina positiva en un periodo de 2
semanas previo al inicio del estudio; (v) se permitié el diagndstico actual de
Trastorno por Consumo de Alcohol sin dependencia fisica grave (ver criterios
de exclusion) y de Trastorno por Consumo de Cannabis (criterios DSM5); (vi)
mujeres con potencial reproductivo en tratamiento con anticonceptivos.

Los criterios de exclusion fueron: (i) diagndstico actual de Trastorno por

Consumo de cualquier sustancia psicoactiva (criterios DSM5)(excepto nicotina,
alcohol o cannabis no severo); (ii) haber recibido tratamiento con algun opiaceo
sustitutivo (metadona, LAAM, buprenorfina) en los ultimos 2 meses; (iii)
padecer enfermedades neurolégicas o0 psiquiatricas graves, clinicamente
inestables que pudieran interferir con el desarrollo y resultados del estudio; (iv)
presentar alguna enfermedad médica peligrosa para la vida o progresiva que
pudiera comprometer la seguridad de los sujetos o la realizacion del estudio; (v)
SIDA, tuberculosis, hepatitis o sifilis activa; (vi) estar obligado legalmente a
realizar tratamiento; (vii) antecedentes personales de cancer endometrial o de
mama, 0 cualquier cancer hormonodependiente en mujeres; (Vi)
hipersensibilidad a derivados de la soja; (ix) estar recibiendo tratamiento con
derivados de la soja por otra causa; (xi) haber estado o estar en tratamiento
con farmacos que pudieran provocar efectos secundarios con la interaccion con
isoflavonas o pudieran interferir con los resultados del estudio; (xii) estar

embarazada o lactando; (xiii) asma o estar en tratamiento con beta-agonistas.

Evaluacién clinica

Se administré un formulario especificamente disefiado para la recogida de los
datos sociodemograficos, familiares y de historial previo de antecedentes

meédicos y de enfermedades psiquiatricas.
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Evaluacion psiquiatrica

El diagndstico psiquiatrico se realizO mediante la la Version Espafiola de la
Psychiatric Research Interview for Substance and Mental Disorders IV
(PRISM-IV; Torrens et al.,, 2004), entrevista semiestructurada disefiada para
evaluar trastornos actuales y a lo largo de la vida del DSM-IV-TR (cita APA)
Ademas se administraron los siguientes instrumentos:

-Version Espafiola del Addiction Severity Index Lite/ (ASl-lite; Cacciola et al.,
2007), entrevista estructurada que estima la severidad de la adiccion en siete
areas distintas (médica, empleo, uso de drogas, uso de alcohol, legal,
familiar/social y psicolégica), se utilizo la version corta, las puntuaciones para
cada area van de 0 a 9 (cuanto mayor es la puntuacion mayor es el nivel de
gravedad del trastorno por consumo).

-Substance Use Report (SUR; Sobell, L.C., Sobell, M. B.falta data ),
cuestionario de autoinforme que mide los dias de uso reciente de drogas, las
dosis y las rutas de administracion.

-Severity Dependence Scale en version espafiola/ (SDS; Gonzalez-Saiz et al.,
2008), escala autoaplicada de medida general de la gravedad de la adiccion
gue consta de 5 items que se puntlan en una escala tipo likert con 4 puntos (0-
3) y la puntuacién total es la suma de las puntuaciones en cada item, cuanto
mayor es la puntuacion mayor es el nivel de trastorno por.

-Brief Substance Craving Scale (BSCS, Somoza et al., 1995), escala
autoaplicada que consta de 16 items y evalla en una escala tipo likert de 5
items, la intensidad y la frecuencia del craving para cocaina y otras sustancias
en las ultimas 24 horas.

-Cocaine Selective Severity Assessment version espafiola (CSSA; Kampan et
al., 1998; Pérez de los Cobos et al., 2014), escala heteroaplicada que evalla
especificamente la severidad de la adiccion a la cocaina y consta de 18 items
que evalian sintomas que normalmente aparecen tras cese abrupto del
consumo (craving, estado de animo depresivo, cambios en el apetito,
trastornos del suefio, letargo o bradicardia), cada item se puntla en una escala
de 0 a 7 y la puntuacién total es la suma de las puntuaciones en cada item.
-Clinical Global Impression en version espafiola (CGIl; Guy,1976), escala

heteroaplicada que consta de dos subescalas que son CGI-S (mide la
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severidad del trastorno) y CGl-1 (valora la mejoria del trastorno entre visitas),
cada una de ellas compuesta por un Unico item con 8 opciones de respuesta
(0-7).

-Revised Clinical Institute Withdrawal Assessment for Alcohol Scale en version
espafola/ (CIWA-Ar; Sullivan et al., 1998), escala heteroaplicada que mide la
gravedad del sindrome de abstinencia al alcohol y consta de 10 items, a mayor
puntuacion mayor gravedad.

-HIV Risk-Taking Behaviour Scale en version espafiola (HRBS; Darke et al.,
1991), escala heteroaplicada de 11 items que valora el uso intravenoso de
drogas y las conductas sexuales de riesgo.

-Version espafiola de la 17-item Hamilton Rating Scale for Depression (HAM-D;
Bobes et al.,, 2003), escala heteroaplicada que valora el nivel de depresion
subjetivo del paciente preguntando sobre 21 sintomas propios de la depresion.
-Version espafiola de la SF-36 Health Survey/ (SF-36; Alonso et al., 1995),
escala autoaplicada que valora la calidad de vida relacionada con la salud y
evalla 8 dimensiones (0 a 100), a mayor puntuacion mejor nivel de salud.
-Version espafiola de la Columbia Suicide Severity Rating Scale (C-SSRS; Al-
Halabi et al.,2016), escala heteroaplicada que valora la intensidad de la

tendencia suicida.

Procedimiento

En la visita de seleccion, a los participantes se les realizé examen fisico,
electrocardiograma de 12 derivaciones, analisis de sangre completo y de orina
(incluyendo drogas en orina), recogida de cabello para analisis de drogas , test
de embarazo. También se les administraron diferentes instrumentos: PRISM;
SUR; BSCS; SDS; CSSA; HAM-D; C-SSRS y la CIWA-Ar.

Los sujetos realizaron 12 semanas de tratamiento y después 4 semanas de
seguimiento. A lo largo del estudio, se recogieron muestras de orina tres veces
por semana para la deteccién de drogas y para el analisis cuantitativo de los
metabolitos de la cocaina (benzoilecgonina y ecgonina metil éster); se realizé
analisis de sangre en las semanas 6, 12 y 16; test de embarazo en las
semanas inicio, 6 y 12; analisis de drogas en cabello en las semanas 6, 12 y 16

y un electrocardiograma de 12 derivaciones en la semana 12. Las escalas C-
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SSRS y 17-item HAM-D se administraron en las semanas inicio, 4, 8, 12 y 16;
HRBS y SF-36, en las semanas inicio, 12 y 16; CGI, SUR, SDS, BSCS, CSSA
y la valoracion de posibles efectos secundarios, se evaluaron en las semanas

inicio, 2, 4, 6, 8, 10, 12y 16 y la escala ASI-Lite, en las semanas 0y 12.
Anélisis Estadistico

Se realiz6 una descripcion de todas las variables de interés, para el que se
calcularon porcentajes, medias y sus desviaciones estandar. Se llevo a cabo un
analisis por intencion de tratar para el analisis de los resultados. La
comparacion de las puntuaciones de las escalas a lo largo de las semanas se
analizé mediante el test de t de Student para datos apareados. Todos los tests
estadisticos se llevaron a cabo mediante el PASW Statistics 18.0 (SPSS,
Chicago, IL, United States). Un valor de p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.

Resultados
Caracteristicas sociodemogréaficas de la muestra

Se incluyeron nueve sujetos (8 hombres y una mujer) con una edad media 48 +
9.27 afios, un peso medio de 84.1 + 16.19 kg y un indice de masa corporal de
27.3 + 4.4. Ninguno de los participantes precisé cuidados o tratamiento

especial ni presento efectos secundarios durante el estudio.

En cuanto a las caracteristicas sociales, se observdé como 6(66.7%)
participantes estaban casados, 4 (44.4%) tenian estudios primarios, 5(55.6%)
estudios secundarios-superiores y 4 (44.4%) trabajaban en el momento de

realizacion del estudio.
Caracteristicas clinicas de la muestra

Todos los pacientes tenian un Trastorno por Consumo de Cocaina Grave
segun criterios DSM5. La edad media de inicio del trastorno era de 30.44 +
9.28. De entre todos, 6 (66.7%) de ellos tenian historia previa de haber recibido

tratamiento previamente por un Trastorno por Consumo de Sustancias En
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cuanto al uso concomitante de otras sustancias, 4(44%) tenian historia previa
antes del ultimo afio de Trastorno por Consumo de Alcohol y 1(11.1%) en el
altimo afio; 1 (11.1%) tenian historia previa antes del Ultimo afio de Trastorno
por Consumo de Cannabis y 1 (11.1%) en el dltimo afio y 1 (11.1%) tenian
historia previa antes del ultimo afio de Trastorno por Consumo de Heroina y

ninguno en el altimo afo.

Los resultados obtenidos mediante la entrevista PRISM, mostraron que ningun
participante fue diagnosticado de Trastorno en el Eje Il y en cuanto a
diagnoésticos del Eje | no relacionados con sustancias, 4 (44.4%) fueron
diagnosticados de Trastorno del estado de Animo en remision Del total de
sujetos, 7 (77.8%) tenian historia previa de haber recibido tratamiento por un

Trastorno Mental no relacionado con Sustancias.
Adherencia al tratamiento y abstinencia

Adherencia

De los 9 participantes, 7 (77.8%) finalizaron el estudio en la semana 16, 1
(11.1%) en la semana 12 y 1 (11.1%) abandono en la semana 4. Mediante el
analisis de las concentraciones en orina de daidzeina, genisteina y equol, se
determinaron los pacientes que habian tomado el tratamiento a lo largo de las
semanas que permanecieron en el estudio que fueron 8 (88.9%), mientras que
1 (11.1%) no tomo el tratamiento (las concentraciones de isoflavonas en orina

estuvieron por debajo del limite de deteccion).

Abstinencia

De acuerdo con la variable principal de estudio (abstinencia a cocaina durante
las 3 ultimas semanas de tratamiento), ningun participante estuvo abstinente
completamente segun controles de orina, entre la semana 10 y 12. Pero segun
el registro de consumo diario autoadministrado por los participantes, 3(33.3%)
habian consumido menos de un 20% de los dias comprendidos entre la
semana 10 y 12. Entre las semanas 5-12 de estudio el porcentaje medio de

controles de orina negativos fue de 15.83 +2 7.5.

90



Uso terapeutico de isoflavonas de la soja en el trastorno por consumo de cocaina

Escalas

Tanto en la visita de seleccion como a lo largo del estudio, en ningun sujeto se
apreciaron puntuaciones en la Escala para la Valoracion de la Abstinencia
Alcohdlica-Revisada del Addiction Research Foundation Clinical Institute
(CIWA-Ar), Escala de Conducta de Riesgo de adquirir el VIH (HRBS), Escala
de Depresion de Hamilton de 17-items (HAM-D) y la Escala de valoracion de la
intensidad de la tendencia suicida de Columbia (C-SSRS), que supusieran la

necesidad de retirada del estudio.

Escalas de Impresion Clinica Global(CGl)/indice de Severidad de la
Adiccion Lite (ASI-Lite)/Cuestionario de salud SF-36 (SF-36)

No se encontraron diferencias significativas a lo largo del estudio en la escala
CGl, tanto en la subescala de valoracion de la severidad como en la subescala
de mejoria. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas

en las puntuaciones de las 7 areas que valora la escala ASI-Lite.

En cuanto al cuestionario SF-36, se apreciaron incrementos de las
puntuaciones en distintas areas de las 8 que valora a lo largo de las semanas
de seguimiento. La Funcidn fisica entre la semana 0-12 incrementé 0.5+5 sin
llegar a ser estadisticamente significativo; pero entre las semanas 0-16 mostro
un incremento significativo (3.3+4.3, p=0.05) y entre las semanas 12-16
(2.7+3.6, p=0.05). El area de Salud General, mejord sus puntuaciones entra la
semana 0-12 en 6.3+11.9 sin ser estadisticamente significativo; pero entre las
semanas 0-16 incrementd de forma significativa (14.9+14.1, p=0.01) y entre las
semanas 12-16 tuvo una tendencia a la significacion (8.5+11.9, p=0.06). El
area de Vitalidad increment6 sus puntuaciones de forma significativa entre las
semanas 0-12 (11.1+12.01, p=0.024) y 0-16 (15.97+11.74, p=0.004) y entre las
semanas 12-16 mejor0 en 4.9+10.7 pero no de forma significativa. El area
Salud Mental mejoré sus puntuaciones entre la semana 0-12 en 8.3+15.6 y las
semanas 12-16 en 5+12.3, pero no de forma significativa; pero entre las
semanas 0-16 el incremento fue estadisticamente significativo (13.3+12.9,
p=0.015). Las areas de Rol fisico, funcion social y rol emocional incrementaron

sus puntuaciones pero no de forma significativa. Dolor corporal redujo sus
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puntuaciones entre las semanas 0-12 y 0-16 y incremento entre la semana 12-

16, pero ninguna fue estadisticamente significativa.

Tabla 1. Diferencias en las puntuaciones para el cuestionario de salud SF-36 (n=9).

AREAS PUNTUACIONES Valor P
Media + DS

Funcion Fisica

Semana 0-12 0.5+5 0.8

Semana 0-16 3.3+4.3 0.05

Semana 12-16 2.7+3.6 0.05
Rol Fisico

Semana 0-12 1.3+17.3 0.8

Semana 0-16 11.1+33.8 0.3

Semana 12-16 9.7+23.2 0.2
Dolor Corporal

Semana 0-12 -12.2+33 0.3

Semana 0-16 9.8+33 0.3

Semana 12-16 2.3+25.6 0.8
Salud General

Semana 0-12 6.3+11.9 0.1

Semana 0-16 14.9+14.1 0.01

Semana 12-16 8.5+11.9 0.06
Vitalidad

Semana 0-12 11.1+12.01 0.024

Semana 0-16 15.97+11.74 0.004

Semana 12-16 4,9+10.7 0.2
Funcion social

Semana 0-12 2.7+19.5 0.6

Semana 0-16 6.9+21.7 0.3

Semana 12-16 4.2+18.7 0.5
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Rol Emocional
Semana 0-12 0+23 1
Semana 0-16 3.7+33.4 0.7
Semana 12-16 3.7+27.7 0.6
Salud Mental
Semana 0-12 8.3+15.6 0.1
Semana 0-16 13.3+12.9 0.015
Semana 12-16 5+12.3 0.2

Escala de Severidad de la Dependencia (SDS)/Escala Breve de Craving

a Sustancias (BSCS)/ Valoracion de la Gravedad Selectiva para Cocaina

(CSSA)

Al analizar las puntuaciones de las escalas de gravedad de consumo (SDS,
BSCS Y CSSA), observamos que la escala SDS mostré una disminucion
significativa de la puntuacion entre las semanas 0-12 (4+4.33, p=0.024), entre
las semanas 0-16 (5.77+3.8, p=0.002) y una tendencia a la significacion entre
las semanas 12-16 (1.78+2.59,p=0.73). El resto de escalas BSCS y CSSA,
disminuyeron sus puntuaciones a lo largo del seguimiento, pero sin ser
estadisticamente significativas las diferencias.

Tabla 2. Diferencias en las puntuaciones para las escalas de severidad del consumo

(n=9). Escala de Severidad de la Dependencia (SDS), Escala Breve de Craving a
Sustancias (BSCS), Valoracion de la Gravedad Selectiva para Cocaina (CSSA).

ESCALAS PUNTUACIONES Valor P
Media + DS
BSCS
Semana 0-12 1.89+3.95 0.1
Semana 0-16 2.44+4.36 0.1
Semana 12-16 0.55+2.55 0.5
SDS
Semana 0-12 4+4.33 0.024
Semana 0-16 5.77+3.8 0.002
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Semana 12-16 1.78+2.59 0.073
CSSA

Semana 0-12 1+15.6 0.8

Semana 0-16 1.78+17.3 0.76

Semana 12-16 0.78+15.4 0.88

Caracteristicas de los pacientes segun adherencia o no al

tratamiento

El tamafio reducido de la muestra, no permitid hacer una comparaciéon entre el
grupo de los pacientes que tomaron el tratamiento a lo largo del estudio y los
que no; pero observando los datos, el grupo con adherencia correcta al
tratamiento, registr0 menos dias de consumo entre las semanas 10-12 en el
autoregistro. En el analisis de las concentraciones de cocaina en cabello, en el
grupo que tomé correctamente el tratamiento, las cifras eran menores en la

semana 16 respecto al grupo con mala adherencia al tratamiento.

Tabla 3. Cifras del Informe de Uso de Sustancias (SUR) y muestra de cabello de los
grupos con adherencia/no adherencia al tratamiento

ADHERENCIA A TRATAMIENTO Sl (n=8) NO (n=1)
SUR (porcentaje medio de dias sin consumir entre la semana | 53.09+39.33 66.67
10-12)

Concentracién cocaina cabello semana 0(ng/mg) 26.05+11.43 112
Concentracién cocaina cabello semana 16(ng/mg) 15,61+14,43 57,8

Se observé una disminucién de las puntuaciones en las escalas de gravedad
del consumo a lo largo de las semanas en el grupo con adherencia al
tratamiento y un incremento de las puntuaciones de las escalas de gravedad

del consumo en el grupo con mala adherencia a tratamiento.

94




Uso terapeutico de isoflavonas de la soja en el trastorno por consumo de cocaina

Tabla 4. Puntuaciones en las escalas de severidad del consumo de los grupos con
adherencia/no adherencia al tratamiento. Escala de Severidad de la Dependencia (SDS),
Escala Breve de Craving a Sustancias (BSCS), Valoracién de la Gravedad Selectiva para
Cocaina (CSSA).

Sl (n=8) NO (n=1)

BSCS semana 0 | 9.38+3.54 6
BSCS semana 12 | 7+5.01 8
BSCS semana 16 | 6.5+3.9 7
SDS semana 0 12+4.17 13
SDS semana 12 7.88+5.28 13
SDS semana 16 6.63+3.9 15
CSSAsemana0 | 27.12+18 22
CSSA semana 12 | 26.63+26.98 | 17
CSSA semana 16 | 23.88+18.18 | 32
Seguridad

A lo largo de las semanas de estudio, no se registraron acontecimientos

adversos con la toma del extracto de soja, observandose una correcta

tolerarabilidad y seguridad.
Discusién

De acuerdo con los hallazgos que hemos encontrado en nuestro estudio y
considerando que todos los participantes estaban afectos de un Trastorno por
Consumo de Cocaina Grave, valoramos que las tasas de adherencia al
tratamiento con isoflavonas fueron muy positivas, ya que 7(77.8%) finalizaron el
estudio a la semana 16 y 1(11.1%) abandoné en la semana 12. Estas son
cifras elevadas si comparamos con los datos de la literatura que situan
habitualmente en un 50% o menor las tasas de retencion a tratamiento en esta
patologia (Stotts et al., 2007). También nos aportan datos positivos de buena
adherencia al tratamiento con isoflavonas el andlisis de las concentraciones en
orina de daidzeina, genisteina y equol, que muestran cifras de correcta toma de

tratamiento en 8 (88.9%) de los participantes. La buena tolerancia de las
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isoflavonas a lo largo de las semanas del estudio, aporta datos que apoyan la

retencién a tratamiento elevada.

Por otro lado, en referencia a la variable principal de estudio ningan participante
estuvo abstinente completamente segun controles de orina entre la semana 10
y 12; pero debe resaltarse que, segun el autoregistro, de consumo diario
3(33.3%) habian consumido menos de un 20% de los dias comprendidos entre
la semana 10 y 12, datos que considerando que se trataba de pacientes
afectos de un trastorno grave, podrian ser analizados como indicadores de

reduccion de la gravedad del consumo.

Un dato relevante que apoya a la posibilidad de que las isoflavonas reduzcan la
gravedad del consumo de cocaina, tal y como los estudios en animales han
indicado previamente (Yao et al., 2010; Martin et al., 2013), es la reduccion de
forma significativa de las puntuaciones de la escala SDS a lo largo de las
semanas del estudio y la reduccion, aunque sin ser significativa de las
puntuaciones de las escalas BSCS y CSSA. Por otro lado, son también
resultados positivos, el incremento de las puntuaciones en distintas areas del
cuestionario SF-36 de forma significativa (Funcion fisica, Salud General,
Vitalidad y Salud mental) a lo largo de las semanas de seguimiento y los

incrementos en otras areas aunque no fuera estadisticamente significativos.

Consideramos que nuestro estudio tiene varias limitaciones, la mas importante
es gque se trata de un estudio piloto, abierto, no controlado. Asi mismo, la
muestra incluyé un numero pequefo de participantes debido a las dificultades
de reclutamiento que encontramos a lo largo del ensayo, ya fuera por las
propias caracteristicas de los pacientes afectos de un Trastorno por Consumo
de Cocaina como son el bajo cumplimiento terapéutico o por la exclusion de
patologia mental o somatica que pudiera interferir en la realizacion del estudio.
Por otro lado, las dosis de isoflavonas que fueron utilizadas, fueron de acuerdo
a la referencia de las dosis utilizadas para los sintomas de la menopausia, pero
desconocemos si dosis mayores pudieran dar mejores resultados. También

tenemos que mencionar el hecho de que so6lo una mujer participara en el
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estudio y que a pesar de tratarse de un estudio exploratorio, el no comparar

con placebo limita el poder valorar efectividad del tratamiento con isoflavonas.

Conclusiones

Nuestros datos preliminares sugieren la posible accion de las isoflavonas
reduciendo la gravedad del consumo de cocaina y mejorando la retencion a
tratamiento, a pesar de que no se observara la adquisicién de la abstinencia
completa. A partir de estos resultados, se necesitan estudios con mayor
tamafo muestral y comparativos con placebo para analizar si las isoflavonas

pueden ser efectivas para el abordaje del Trastorno por Consumo de Cocaina.
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6. DISCUSION GENERAL

A pesar del hecho que la cocaina es la tercera droga de consumo ilegal mas
consumida en el mundo, después del cannabis y las anfetaminas, en la
actualidad no disponemos de farmacos especificos que hayan mostrado
eficacia para el tratamiento del Trastorno por Consumo de Cocaina. La cocaina
a nivel molecular inhibe a los transportadores de monoaminas de la membrana
neuronal presinaptica (especialmente la dopamina-DAT) y la investigacion de
posibles farmacos eficaces se dirige hacia este mecanismo de accion. Hasta la
actualidad, disulfiram es el farmaco con resultados mejores, pero su
mecanismo de accion como inhibidor irreversible de la aldehido
deshidrogenasa 1 (ALDH1), limita totalmente su uso en pacientes con consumo
activo de alcohol y los datos epidemioldgicos reflejan cifras de mas del 60% de
uso concomitante de alcohol y cocaina. Algunas isoflavonas, sobretodo la
daidzina-daidzeina, presentan un mecanismo de accion que se caracteriza por
ser inhibidores selectivos de la enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2), y
como consecuencia bloquean el metabolismo de la dopamina que conlleva la
disminucién de su biosintesis y liberacion. No se ha descrito accion de las
isoflavonas en la ALDH1, por lo que hace presuponer que no actian sobre el
metabolismo del acetaldehido y asi no estarian contraindicadas si hay

consumo activo de alcohol.

Esta tesis doctoral tiene como objetivo evaluar la posible eficacia de un
inhibidor natural selectivo de la aldehido deshidrogenasa de tipo 2-ALDH2
(daidzina-daidzeina, contenida en el extracto de soja) en el tratamiento del
Trastorno por Consumo de Cocaina y conocer si interfiere en el metabolismo
del acetaldehido. Dentro del trabajo de tesis doctoral, se llevaron a cabo 3

estudios y dos de ellos ya han sido publicados.

El primer estudio tenia como objetivo especifico, la seleccion del mejor
preparado de isoflavonas para su uso posterior: comparando Super-Absorbable
Soy Isoflavones® (LifeExtension,USA) o Fitoladius® (Merck, Espafa). Se llevd
a cabo un estudio randomizado, cruzado, con un periodo de lavado de 3 dias
(2 sesiones experimentales) y abierto con 12 voluntarios sanos, analizando las

concentraciones plasmaticas de daidzeina y genisteina. Los resultados
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obtenidos, demostraron que entre los dos preparados de extracto de soja
estudiados, existian diferencias significativas en cuanto a la farmacocinética. A
pesar que los dos preparados estaban comercializados, la composicion de
dosis de isoflavonas era diferente al ser analizada, motivo por el que se
normalizaron los resultados en funcion de la dosis administrada analizada.
Finalmente, se eligio el preparado Super-Absorbable Soy Isoflavones®
(LifeExtension,USA) para la realizacion de los dos siguientes estudios y el
motivo fue que este preparado se presenta en forma de capsulas duras y en
cambio Fitoladius son capsulas blandas. ElI hecho que el elegido fuera de
capsulas duras (las capsulas habituales), fue por una cuestién presupuestaria,
ya que permitia realizar el reenvasado y en cambio las capsulas blandas soélo lo
podia realizar el fabricante. La medicacion fue reenvasada para el tercer

estudio.

El segundo estudio fue una evaluacion de la seguridad de la combinacion de
dosis elevadas de isoflavonas y alcohol, debido a que muchos de los pacientes
con trastorno por consumo de cocaina consumen habitualmente alcohol. Por
motivos de seguridad, se decidid realizar un estudio controlado para conocer
las posibles interacciones. Se llevo a cabo de forma como un ensayo clinico
randomizado, cruzado y simple ciego, con 2 sesiones experimentales (etanol o
daidzinatetanol a las 2 horas) incluyendo 10 voluntarios sanos. No se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de etanol en sangre
entre las condiciones alcohol y extracto de sojatalcohol. Los resultados
globales, no mostraron diferencias en cuanto a los efectos subjetivos del
alcohol y tampoco fueron encontradas diferencias significativas en las
constantes vitales entre los dos grupos. Si se observé una ligera reduccién
significativa mayor de la presion arterial diastolica en las 2,3,4 y 8 horas, ligero
incremento de la temperatura facial y cefalea, después de la administracion en
el grupo alcohol en comparacion con el grupo extracto de soja+alcohol. Los
datos obtenidos, nos indicaron que a la dosis administrada de 80 mg de
daidzina-daidzeina, no hay signos clinicos de interaccién de las isoflavonas con
alcohol de tipo disulfiram y por ello pueden administrarse con seguridad en

pacientes que consuman alcohol. Estos resultados concuerdan con estudios
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previos que no relacionaban a las isoflavonas con el metabolismo del
acetladehido (Penetar et al.,, 2011). Las minimas diferencias que se
encontraron en el grupo alcohol, consideramos son atribuibles al efecto
placebo, pero al no incluir una sesion experimental en el que se administraran

capsulas de placebo, no podemos concluir firmemente.

Una vez realizado el estudio de seguridad, se inici6é el ensayo clinico piloto para
evaluar la eficacia del extracto de isoflavonas en el consumo de cocaina en
pacientes adictos. Se tratd de un estudio no controlado, unicéntrico con 12
semanas de tratamiento con 80mg diarios de daidzina-daidzeina y 4
posteriores de seguimiento en 9 pacientes afectos de un Trastorno por
Consumo de Cocaina. A pesar de no obtener resultados positivos en cuanto a
la abstinencia de cocaina en las Ultimas 3 semanas de tratamiento,
observamos datos que nos mostraban una posible funcion de los inhibidores de
la ALDH2 reduciendo la gravedad del consumo de cocaina. Un aspecto de
mejora de la gravedad, fue la alta retencion a tratamiento en comparacion con
las tasas habituales de retencion en los consumidores de cocaina, que oscila
en un 50% aproximadamente (Stotts et al., 2007). Otro aspecto de mejora de
gravedad fue la disminuciéon de las puntuaciones en la escala Severity
Dependence Scale (SDS) y una mejora de las puntuaciones en la escala de
Salud SF-36. El tamafo reducido de la muestra y la no existencia de un grupo
comparativo con placebo, no nos permite obtener mayores conclusiones en
cuanto a su eficacia; pero los datos si nos indican la posibilidad de que el
mecanismo descrito en anteriores estudios de las isoflavonas como inhibidores
de la aldehido desidrogenasa 2 (ALDH2) (Gao et al., 2001; Lowe et al., 2008;
Koppaka et al., 2012), pueda ser estudiado como una posible via de accion
para el Trastorno por Consumo de Cocaina.

LIMITACIONES

La metodologia llevada a cabo en los 3 estudios que componen esta tesis

doctoral, tiene sus limitaciones. En primer lugar el tipo de preparado utilizado ,
conteniendo isoflavonas en proporciones naturales de forma que aunque la

sustancia de interés fue daidzina-daidzeina, contenia cantidades apreciables
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de genisteina, que es activa como estrégeno. La viabilidad el proyecto
precisaba del uso de preparados naturales y comercializados. En el primer
estudio para la eleccion de un preparado de soja, el hecho de que la
composicion real de cada uno de ellos no fuera exactamente la descrita por el
fabricante, precisé de la correccion de los resultados segun las dosis reales
que fueron administradas. En el segundo estudio para la valoracién de la
seguridad de las isoflavonas con el uso concomitante de alcohol, no hubo
sesion experimental con placebo, el tamafio muestral fue reducido, la dosis de
isoflavonas podria ser baja y no se incluyeron pacientes con un Trastorno por
Consumo de Sustancias. Finalmente, en el estudio piloto para valorar la posible
eficacia de las isoflavonas en el Trastorno por Consumo de Cocaina, la mayor
limitacion fue el tamafio muestral, debido a las importantes dificultades de
reclutamiento que se encontraron a lo largo del ensayo por el perfil de paciente
que se requeria y la no existencia de grupo control, lo cual limita las

conclusiones en cuanto a la posible eficacia.

IMPLICACIONES EN LA PRACTICA CLINICA

Como ya se ha comentado anteriormente, el impacto a nivel de salud que tiene

el consumo de cocaina y la demanda creciente de solicitudes de tratamiento,
hace necesaria la investigacion de estrategias terapéuticas efectivas para el
abordaje del Trastorno por Consumo de cocaina, que se alejen de la practica
clinica actual basada en el tratamiento solamente de sintomas. Como se ha
podido observar en esta investigacion, existen dificultades relacionadas con la
propia idiosincrasia del trastorno (comorbilidades somaticas y psiquiatricas y
namero elevado de abandonos de tratamiento), que dificultan la realizacion de
estudios de eficacia para los distintos farmacos.

Consideramos que este estudio aporta resultados de seguridad de
administracion y indicios de un posible uso terapéutico de las isoflavonas en un
futuro, tras un mayor numero investigaciones, para el Trastorno por Consumo
de cocaina. Pero a la vez, también indica la posibilidad de estudio de la via de
la ALDH2 y consecuentemente la sintesis de farmacos que actien como
inhibidores de ésta.
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IMPLICACIONES EN FUTURAS INVESTIGACIONES

Como ya se ha comentado, esta investigacion se considera relevante para
poder abrir nuevas vias de investigacion acerca de los inhibidores selectivos de

la ALDH2 como tratamiento en el Trastorno por Consumo de Cocaina.
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7. CONCLUSIONES

1- La administracion de dos preparados de extractos de isoflavonas de soja se
acompafid de concentraciones elevadas de daidzeina y de genisteina en
plasma, con un pico plasmatico a las 6 horas tras su administracién. Se
observdé un doble pico plasmatico, inicial y a las 6 horas, que sugiere un

fendmeno de circulacién enterohepatica.

2- Existen diferencias en las concentraciones de daidzeina y genisteina, entre
los dos preparados de extractos de isoflavonas de soja utilizados en este
trabajo. Para comparar ambos preparados fue necesario ajustar las
concentraciones a las dosis administradas de cada uno de ellos.

3- Las concentraciones ajustadas de daidzeina fueron superiores con el
preparado de capsula blanda, mientras que fueron similares las de genisteina
entre ambos preparados. Se escogio para los estudios siguientes el preparado

de cépsula blanda por su mayor posibilidad de reencapsulacion.

4- La administracién de un preparado de extracto de isoflavonas de soja antes
de una administracién aguda de alcohol (0,5 g/kg de peso) no produjo cambios

en los parametros farmacocinéticos del alcohol.

5. La administracion de isoflavonas de soja no produjo ningin cambio relevante
en los efectos agudos del alcohol a nivel cardiovascular ni subjetivos. No se
apreciaron signos ni sintomas adversos de tipo disulfiram que reflejen una
interaccion de las isoflavonas con alcohol a través de la inhibicion de la enzima
aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1).

6- Las isoflavonas de soja pueden administrarse con seguridad en pacientes

gue consuman alcohol a la dosis administrada.

7- Los resultados del estudio piloto exploratorio en el tratamiento del trastorno
por consumo de cocaina muestran una posible actividad de los componentes
de las isoflavonas con una reduccion de la gravedad del consumo de cocainay

una elevada retencion de los pacientes en el programa
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8- La via de accion propuesta para las isoflavonas de soja, una inhibicion de la
enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2) por la daidzeina, abre nuevas vias
de investigacion en el Trastorno por Consumo de Cocaina.
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