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PERFIL NEUROFARMACOLOGICO DEL BROCOLI EN MODELOS
EXPERIMENTALES EN ROEDORES

RESUMEN

Las especies de la familia Brassicaceae son de importancia econdmica ya que
incluyen plantas utilizadas como vegetales, fuentes de aceites y condimentos. El
género Brassica perteneciente a la familia antes mencionada, es de interés
agricola ya que algunas de sus especies son consumidas en altas cantidades en
el mundo y son importantes para la nutricibn humana. Desde la década de los 90’s
del siglo XX, los alimentos cuyo consumo en cantidades especificas y mayores a
las obtenidas y requeridas en la nutriciéon y que producen efectos benéficos a la
salud son llamados nutracéuticos. Se ha publicado que especies del género
Brassica poseen glucosinolatos e isotiocianatos, compuestos reportados por sus
efectos como anticancerigenos, tranquilizantes, antidepresivos, analgésicos y
gastroprotectores.

Brassica oleracea L. var. italica Plenck, o brécoli, es uno de los vegetales
de mayor consumo en el mundo. México es considerado uno de los paises con
mayor produccion, siendo el estado de Guanajuato el mayor exportador de este
vegetal. De lo anterior, es motivo de interés para este proyecto realizar la
evaluacion de la  actividad biolégica de B. oleracea utilizando modelos
experimentales para dar evidencia de sus posibles efectos y beneficios a nivel de
afecciones del sistema nervioso central (SNC), tales como: tipo ansiolitica,
sedante, anticonvulsiva y antidepresiva, asi como antinociceptiva en roedores.
Para ello, se estudiaron extractos organicos y acuosos obtenidos por maceracion
o liofilizados de brécoli en diferentes estadios: semilla, brote y vegetal maduro. Los
modelos utilizados para evaluar la actividad tipo ansiolitica-sedante del brocoli
fueron: campo abierto, tablero con orificios, cilindro de vidrio y cruz elevada; asi
como el sinergismo con otro depresor a manera de analizar la interaccion
medicamento-planta denominado potenciacion de la hipnosis inducida con

pentobarbital sédico. Respecto a la actividad anticonvulsiva se evalué con un

Vi



modelo quimico de induccidon de crisis convulsivas con un antagonista alostérico
de GABA. Para evaluar la actividad tipo antidepresiva se utilizé la prueba de nado
forzado. Finalmente, la prueba de formalina como un modelo de nocicepcion e
inflamacion se aplicé para evaluar la actividad antinociceptiva y considerando que
los efectos adversos de algunos analgésicos anti-inflamatorios no esteroideos
implica la presencia de dafo gastrico también se examind siendo que se le
atribuye propiedad gastroprotectora a especies de este género. Los resultados
obtenidos confirman el potencial del brécoli por sus propiedades como ansiolitico-

no sedante, antidepresivo, antinociceptivo y gastroprotector.

vii



. MARCO TEORICO
1. SALUD MENTAL

La salud mental es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
un estado de bienestar en el cual el individuo es consciente de sus propias
capacidades, puede afrontar las tensiones normales de la vida, puede trabajar de
forma productiva y es capaz de contribuir a su comunidad. Es precisamente la
OMS, quien informé en el afio 2004, que el 13 % de la carga de morbilidad
mundial se debe a trastornos mentales, esto equivale a unos 350 millones de
personas en el mundo. En México, la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica (ENEP) publicada en 2003 reveld que los trastornos de ansiedad y del
estado de animo son los mas prevalentes entre la poblacién con el 6.5 % y 4.8 %,

respectivamente (Medina-Mora et al., 2005).

2. ANSIEDAD
2.1 Incidencia de ansiedad en México y el mundo

Estudios establecen que los desdrdenes de ansiedad son habituales entre la
poblacién; junto con los desérdenes afectivos y el abuso de sustancias son los
trastornos mentales mas comunes. El trastorno de ansiedad es de mayor
incidencia en mujeres (2:1) que en hombres y la tasa de prevalencia de esta
enfermedad en la poblacién esta en el intervalo de 13.6 % a 28.6 %. La ENEP
expuso en el 2003 que los trastornos de ansiedad fueron el grupo con mayor
numero de casos en México, siendo la fobia especifica el trastorno de ansiedad
mas prevalente con el 4 % (Medina-Mora et al., 2005) principalmente en
adolescentes (Benjet et al., 2009). Mientras que con la edad la prevalencia de la
ansiedad generalizada predomina (Medina-Mora et al., 2003). Se sabe ademas
que en el 80% y 90 % de los casos, los trastornos de ansiedad se desarrollan
antes de los 35 anos (Michael et al., 2007).



2.2 Definicion de ansiedad

La ansiedad es una emocion fundamental que se conservé durante la evolucion
del hombre. En la interaccion con parametros cognitivos, la ansiedad regula el
comportamiento en seres humanos y otros animales, por lo que esta reaccion
adaptativa prepara al individuo para escapar cuando es confrontado con
situaciones de peligro. Por tanto, la ansiedad también puede definirse como la
anticipacion a un dafo o desgracia futuros, acompanada de un sentimiento
desagradable y/o sintomas somaticos de tension. Es una sefal de alerta que
advierte sobre un peligro inminente y permite a la persona adoptar las medidas
necesarias para enfrentarse a una amenaza (Grupo de Trabajo de la Guia de
Practica Clinica para el Manejo de Pacientes con Trastornos de Ansiedad en
Atencion Primaria, 2008; OMS, 2015). Sin embargo, las variantes patoldgicas de la
ansiedad pueden afectar la vida cotidiana de las personas, es decir que se
asocian con enfermedades psiquiatricas prevalentes al sobrepasar la capacidad
adaptativa de la persona provocando un malestar significativo con sintomas que

afectan al plano fisico, psicologico y conductual (Ohl, 2005) (Tabla 1):

Tabla 1. Sintomas que afectan el plano fisico, psicolégico y conductual en la
ansiedad.

Sintomas fisicos Sintomas psicoldgicos y conductuales
e Vegetativos: sudoracion, sequedad e Preocupaciony aprension
de boca, mareo e inestabilidad e Sensacion de agobio
e Neuromusculares: temblor, tension e Miedo a perder el control, volverse
muscular, cefaleas y parestesia loco y sensacion de muerte
e Cardiovasculares: palpitaciones, inminente
taquicardias y dolor precordial e Dificultad de concentracién y quejas
¢ Respiratorio: disnea de pérdida de memoria
e Digestivos: nauseas, vomitos, e Irritabilidad, inquietud y desasosiego
dispepsia, diarrea, estrefiimiento, e Conductas de evitacion de
aerofagia y meteorismo situaciones determinadas
e Genitourinarios: miccion y pérdida de e Inhibicion o bloqueo psicomotor
la libido ¢ Obsesiones o compulsiones

Tomada del grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica para el Manejo de Pacientes con
Trastornos de Ansiedad en Atencién Primaria, 2008



2.3 Clasificacion de ansiedad

Los criterios clinicos para determinar trastornos de ansiedad fueron obtenidos de
las clasificaciones de la OMS en la 102 edicion de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades (CIE-10) y de la Asociacién Estadunidense de Psiquiatria en la 52
edicion de su manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-
5). EI DSM-5 enumera doce trastornos de ansiedad y la CIE-10 agrupa a la
ansiedad en trastornos relacionados con el estrés y somatomorfos (trastornos

neurdéticos) que comprenden:

e Crisis de angustia (ataque de panico) que se caracteriza por la apariciéon
subita de sintomas de aprensién, miedo pavoroso o terror, acompafiados
habitualmente de sensacion de muerte inminente. Durante estas crisis también
aparecen sintomas como falta de aliento, palpitaciones, opresién o malestar
toracico, sensacion de atragantamiento o asfixia y miedo a perder el control.

e Fobia especifica se caracteriza por la presencia de ansiedad clinicamente
significativa como respuesta a la exposicion a situaciones u objetos especificos
temidos, lo que suele dar lugar a comportamientos de evitacion.

e Trastorno obsesivo-compulsivo que tiene como caracteristica obsesiones
(que causan ansiedad y malestar significativos) y/o compulsiones (cuyo
propdsito es neutralizar dicha ansiedad).

e Trastorno por estrés postraumatico se caracteriza por la re-experimentacion
de acontecimientos altamente traumaticos, sintomas debidos al aumento de la
activacién y comportamiento de evitacion de los estimulos relacionados con el
trauma.

e Trastorno de ansiedad generalizada existe la presencia de ansiedad y

preocupaciones de caracter excesivo y persistente durante al menos 6 meses.
2.4 Neuroquimica de la ansiedad

La neuroquimica de la ansiedad se ha centrado en el estudio de serotonina y
noradrenalina, asi como del complejo receptor tipo A del acido y-aminobutirico

(GABAa)-benzodiacepinas. El interés en los sistemas serotoninérgicos,



noradrenérgicos y GABAérgicos, se originan a partir de la eficacia clinica de los
compuestos que afectan en el tratamiento de los estados de ansiedad (Sandford
et al., 2000).

Sistema noradrenérgico.- El tema central de la teoria noradrenérgica de la
ansiedad es que el aumento de la liberacion de noradrenalina y sus metabolitos
conduce al trastorno de ansiedad. Algunos de los puntos que sustentan esta
teoria son (Sandford et al., 2000):

1. Los efectos ansiogénicos de farmacos que aumentan la disponibilidad
noradrenérgica, como las anfetaminas y el tratamiento inicial con imipramina.

2. El papel central de la noradrenalina en el locus coeruleus en el control del
estrés y la ansiedad.

3. Las propiedades ansiogénica y ansiolitica de farmacos noradrenérgicos
selectivos de accion central. Los agonistas a receptores [z-adrenérgicos se
han utilizado para inducir ansiedad. Eso ha llevado a especular que los

receptores ($-adrenérgicos son hipersensibles en pacientes con panico.

Sistema serotoninérgico.- Existe también la teoria en la cual se atribuye la
ansiedad al sistema de serotonina, pero la evidencia es confusa, incluye los
resultados de estudios y la efectividad clinica bien establecida de farmacos
serotoninérgicos en el tratamiento de la ansiedad. Los dos principales sistemas
serotoninérgicos en el cerebro son el nucleo medio de rafé y nucleo dorsal de
rafé. Se cree que el fallo de esos subsistemas es responsable de diferentes
enfermedades, entre ellas los estados de ansiedad y depresion. Se ha propuesto
que la region media de rafé es importante en la modulacion del miedo y ansiedad
anticipada y el nucleo dorsal en la modulacion de procesos cognitivos (por
ejemplo: el miedo condicionado). Existen trabajos en los que la exposicién a dosis
unica de serotonina es ansiogénica en pacientes con trastornos de panico y
obsesivo-compulsivo; y en pacientes normales en dosis altas también produce
ansiedad (Sandford et al., 2000).



Sistema GABAGérgico.- El acido y-aminobutirico (GABA) es la principal via
de transmisién inhibidora en el SNC. Las neuronas GABAérgicas se encuentran
en la zona corticolimbica, esta region participa en la modulacion de los estados de
ansiedad, en el que ejercen una influencia inhibidora sobre la liberacion de
neurotransmisores mediadores de ésta, en particular la noradrenalina vy
serotonina; aunque el grado de reduccibn monoaminérgica asociado a las
propiedades de los agentes GABAérgicos sigue siendo controvertido (Millan vy
Brocco, 2003). La hipoétesis de influencia de este neurotransmisor en los trastornos
de ansiedad es el efecto ansiolitico que ejercen las benzodiacepinas, la cual sirve
para validar la accidn terapéutica de posibles agentes ansioliticos observada en

experimentos.
2.5 Farmacos utilizados en el tratamiento de la ansiedad

El tratamiento de la ansiedad consiste en terapia psicolégica evitando la
administraciéon de farmacos. En caso de ser necesario el uso farmacos, los
principales grupos utilizados son los ansioliticos e hipnéticos, a continuacion se

mencionan algunos de los mas utilizados (Argyropoulos et al., 2000):

e Benzodiacepinas. Es el grupo de farmacos mas importante utilizado como
ansioliticos e hipndticos. Actuan uniéndose a una subunidad reguladora
alostérica del receptor GABA,, potenciando el efecto inhibidor de GABA. Los
efectos ansioliticos son mediados por los receptores GABAA que contienen la
subunidad a,, mientras que la sedacion se debe a los que contienen la
subunidad a4 (Rudolph y Méhler, 2008).

e Agonistas 5-HTqa. La buspirona es un agonista del receptor 5-HTqa, €s
ansiolitico pero carece de un efecto sedante apreciable. Otros ejemplos son la
ipsapirona y gespirona.

e [B-bloqueadores. Se utilizan para tratar algunas formas de ansiedad cuando
los sintomas fisicos son importantes, su eficacia depende mas del bloqueo de
respuestas simpaticas periféricas que de sus efectos centrales. Por ejemplo:
propranolol.



e Barbituricos. Practicamente abandonado a favor de las benzodiacepinas y
solo usados en anestesia y tratamiento de la epilepsia. Algunos barbituricos
son: el pentobarbital, fenobarbital y tiopental.

e Zolpidem. Es un hipnético que actta de la misma forma que las
benzodiacepinas, aunque son distintos desde la perspectiva quimica, pero

carece de actividad ansiolitica apreciable.

A menudo se utilizan para tratar los trastornos por ansiedad otros tipos de
medicamentos (antidepresivos y antipsicoticos) en combinacion con los farmacos
de la lista anterior. Algunos de los mas utilizados son (Rang et al., 2008;

Argyropoulos et al., 2000):

e Antidepresivos triciclicos. Estos farmacos han resultado utiles en el combate
de ataques de panico y en trastorno de ansiedad generalizada.

¢ Inhibidores de la monoaminoxidasa e inhibidores reversibles de la
monoaminoxidasa A. Se ha observado que estos farmacos son efectivos en
el tratamiento de fobia social y trastornos de panico.

¢ Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina. Son farmacos que
han sido eficaces en el tratamiento del trastorno obsesivo compulsivo y de

ansiedad generalizada.
2.5.1 Efectos adversos de los ansioliticos

La reaccion adversa a un medicamento es definida por la OMS y la Norma Oficial
Mexicana NOM-220-SSA1-2012 como la respuesta a un farmaco que es nociva y
no intencionada y que tiene lugar cuando éste se administra en dosis utilizadas
normalmente en seres humanos para la profilaxis, diagndstico o tratamiento de

una enfermedad, o para la modificacion de una funcion fisiolégica.

Los efectos adversos atribuidos a benzodiacepinas son: sensacion de
suefio prolongado sin depresion grave de las funciones respiratoria y
cardiovascular, pero en combinacion con otro depresor del SNC puede inhibir la
funcion respiratoria llegando a ser mortal. También pueden producir somnolencia,

confusion, amnesia y trastornos de la coordinacion. Pueden también causar
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tolerancia y dependencia (Rang et al., 2008). Los efectos adversos de otros
farmacos son similares pero la tolerancia es menos pronunciada en el caso de los

barbituricos, que se sabe causan taquifilaxia (Zapantis et al., 2005).

3. DEPRESION
3.1 Incidencia de la depresion en México y el mundo

Otra afeccion del SNC es la depresién, la cual se ha convertido en uno de los
trastornos mentales mas frecuentes entre la poblacién y ha sido reconocida como
un problema de salud publica. Se estima que en México los trastornos
neuropsiquiatricos ocupan el quinto lugar como carga de enfermedad. Cuatro de
las diez enfermedades que producen discapacidad son de tipo neuropsiquiatricas
y entre ellas esta presente la depresidén. Existen estudios donde se ha tomado en
cuenta la discapacidad e incapacidad relacionada con este trastorno y han
mostrado el impacto y la trascendencia del mismo, ocupando en la actualidad el
cuarto lugar entre las enfermedades que llevan a la discapacidad y se pronostica
que para el afio 2020 sera la segunda causa de morbilidad (Caraveo-Anduaga et
al., 1999). Hay estudios que muestran que el 7.8 % de la poblacién adulta de
entre 18 y 65 afnos presenta episodios de depresion, con una tasa de 2.5 mujeres

por cada varén (Medina-Mora et al., 2003; Benjet et al., 2004).
3.2 Definicién de depresion

En el 2012, la OMS definid6 a la depresién como un trastorno mental que se
caracteriza por la presencia de tristeza, pérdida de interés o placer, trastornos del
suefio o0 apetito, sensacién de cansancio y falta de concentracion; pudiendo
hacerse cronica o recurrente en el desempefio de las actividades cotidianas. Se
estima que mas de la mitad de los afectados en todo el mundo no reciben
tratamiento, ya sea por falta de recursos y personal sanitario capacitados, asi
como la estigmatizacién de trastornos mentales y evaluacion clinica inexacta. La

carga mundial de depresidon y otros trastornos mentales esta en aumento. Los



sintomas de la depresidon abarcan componentes emocionales y bioldgicos (Tabla
2).

Tabla 2. Sintomas de la depresion: componentes bioldgicos y emocionales

Sintomas bioldgicos Sintomas emocionales
e Pensamiento y accion lentos e Desdicha, apatia y pesimismo
e Pérdida de la libido e Baja autoestima: sentimientos de
e Trastornos del suefio y pérdida del culpa, insuficiencia y fealdad
apetito ¢ Indecisidn, pérdida de la
motivacion

Tomada de OMS, 2012

3.3 Clasificacion de la depresion

Causales.- Existen dos causales de depresion que la clasifican en exdgena
y enddgena. La depresidon exdgena O reactiva obedece a una causa externa
generalmente bien definida (pérdida parental, monetaria 6 de estado social, asi
como por enfermedad, entre otras). El estrés es un factor importante para que el
estado depresivo reactivo se genere, y no puede separarse de los cambios
bioldgicos, por lo que se infiere que en este tipo de depresion depende la cantidad
de estimulos ambientales estresores, asi como los sustratos bioldgicos que
determinan las alteraciones en la funcion cerebral. La depresion endogena es un
trastorno bioldgico que no tiene causa externa manifiesta (Guadarrama, Escobar y
Zhang, 2006).

Episodios depresivos.- La CIE-10 clasifica a los episodios depresivos
dependiendo del numero y la intensidad de los sintomas, clasificAndolos como
leves, moderados o graves. La depresion leve puede oscilar en un cuadro que
limita con la normalidad y la grave o psicética es acompanada de alucinaciones e
ideas delirantes. Una distincion fundamental es la establecida entre la depresion
en personas con Yy sin antecedentes de episodios maniacos. Ambos tipos de
depresion pueden ser crénicos o pueden reaparecer, especialmente cuando no
son tratados (OMS, 2015).

Sindromes depresivos.- Existen dos tipos distintos de sindrome depresivo:

la depresion unipolar, en la que las oscilaciones del estado de animo se producen



siempre en la misma direccidn, y el trastorno bipolar, en la que la depresion
alterna con la mania; siendo la diferencia entre el trastorno depresivo y el bipolar
que en el trastorno bipolar hay la aparicibn de manias o hipomanias en el algun

momento de la enfermedad (Bowden, 2005).

Depresion unipolar.- Estos trastornos incluyen el trastorno mayor de
depresion y el distimico. El diagndstico del trastorno depresivo mayor requiere de
uno o0 mas episodios de depresion mayor con al menos un intervalo de dos meses
entre ellos. El trastorno distimico se distingue por la cronicidad, gravedad y

persistencia de los sintomas en al menos dos afios (Bowden, 2005).

Trastorno bipolar.- Se han dividido en bipolar | y bipolar Il. El trastorno
bipolar | se caracteriza por la presencia de una historia de episodios maniacos,
con o sin episodios depresivos mayores. El trastorno bipolar Il se caracteriza por
uno o mas episodios depresivos mayores y al menos un episodio hipomaniaco
(Bowden, 2005).

3.4 Neuroquimica de la depresion

Existe evidencia que indica que los niveles anormales de los neurotransmisores
serotonina, noradrenalina y dopamina podrian ser factores importantes en la
fisiopatologia de la depresion (Guadarrama, Escobar y Zhang, 2006). La principal
teoria bioquimica acerca de la depresidon es la hipotesis monoaminérgica,

propuesta por Schildkraut en 1965 (Rang et al., 2008):

Teoria monoaminérgica.- Segun esta teoria, la depresidén se debe a una
deficiencia funcional de los trasmisores monoaminérgicos en determinadas
regiones del encéfalo, mientras que la mania es consecuencia de un exceso
funcional. La teoria afirma que la depresion se debe a una deficiencia funcional de
la transmision de noradrenalina o serotonina o0 ambas. La teoria esta basada en la
capacidad de los antidepresivos conocidos (triciclicos e inhibidores de la
monoaminoxidasa) para facilitar la transmisién monoaminérgica y de los farmacos
del tipo reserpina para producir depresion. Esos datos a favor de la teoria

monoaminérgica no son concluyentes, ya que existen incongruencias, entre ellas



estan el efecto potenciador de la transmision monoaminérgica de la cocaina vy

anfetaminas, pero no tiene efecto antidepresivo, asi como la existencia de

antidepresivos que son clinicamente eficaces, pero no potencian la transmision

monoaminérgica (Maniji, Drevets y Charney, 2001; Hillhouse y Porter, 2015).

3.5 Farmacos utilizados en el tratamiento de la depresion

Los antidepresivos disponibles se dividen en estas categorias:

Inhibidores de la captacion de monoaminas.- Estos son conocidos como

bloqueadores, estos farmacos inhiben la recaptacion mediada por

transportadores plasmaticos de monoaminas desde la sinapsis hacia la
neurona presinaptica, llevando al incremento de las concentraciones
extracelulares  del neurotransmisor y por lo tanto un aumento en la

neurotransmision (lversen, 2006).

» Inhibidores no selectivos de la recaptacion (noradrenalina/serotonina)

— Antidepresivos ftriciclicos.- Su efecto principal consiste en el bloqueo de la
captacion de aminas por las terminaciones nerviosas mediante una
competicion por el lugar de union de la proteina transportadora. Casi todos
inhiben por igual la captacion de noradrenalina y de serotonina por
sinaptosomas encefalicos. Algunos farmacos triciclicos son: imipramina,
clomipramina, amitriptilina y nortriptilina (Rang et al., 2008).

» Inhibidores selectivos de la recaptaciéon de serotonina.- Los farmacos
que inhiben la recaptacion de serotonina comprenden fluoxetina,
fluvoxamina, paroxetina, citalopram y sertralina. Actualmente son los mas
utilizados en el tratamiento de la depresion (Rang et al., 2008).

» Inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina.- Algunos
farmacos que inhiben la recaptacion de noradrenalina son maprotilina y
reboxetina (Rang et al., 2008).

Inhibidores de la monoaminoxidasa (IMAO).- Los primeros farmacos en

utilizarse clinicamente como antidepresivos fueron los IMAO, aunque no son

muy especificos en cuanto a su accién, pero producen un aumento rapido y

mantenido del contenido encefalico de serotonina, noradrenalina y dopamina,
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con mayor afectacion de la serotonina y menor de la dopamina. Los principales
farmacos son: fenelcina, tranilcipromina e iproniacida (Rang et al., 2008;
Hillhouse y Porter, 2015).

3.5.1 Efectos adversos de los antidepresivos

En pacientes con depresion durante los primeros dias del tratamiento, asi como en
personas no deprimidas, los antidepresivos triciclicos producen sedacion,
confusién y pérdida de la coordinacion motora. Para el caso de los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina los efectos adversos son nauseas,
anorexia, insomnio, pérdida de la libido y anorgasmia. Los IMAO pueden producir
hipotensién, aumento de peso por incremento del apetito, xerostomia y visidon
borrosa (Chabria, 2006; Rang et al., 2008).

3.5.2 Depresion y dolor

La depresidon no solo afecta el cerebro y la conducta. La depresion se ha
relacionado con otros problemas de salud, entre ellos, el dolor cronico que dura
varias semanas, meses e incluso afos. Generalmente no se alivia con
medicamentos comunes para el dolor. El dolor crénico puede tener diferentes
causas, como una lesién o infeccion temporal o una enfermedad de largo plazo.
Pero algunos dolores crénicos no tienen una causa aparente. Al igual que la
depresion, el dolor crénico puede causar problemas con el suefio y las actividades
diarias, lo que reduce su calidad de vida. Un trastorno que se ha demostrado que
se desarrolla junto con la depresion es la fibromialgia. La fibromialgia es un
sindrome que se caracteriza por dolor crénico generalizado del musculo
esquelético con una exagerada hipersensibilidad, asi como de rigidez, en
asociacion con la fatiga y falta de suefio (Staud, 2006; Instituto Nacional de Artritis
y Enfermedades Musculoesqueléticas y de la Piel, 2014). Las personas con
fibromialgia son mas propensas que la poblacion general a padecer depresion y
otras enfermedades mentales. Los estudios demuestran que la depresién y la
fibromialgia comparten factores de riesgo y tratamientos. Los pacientes con

fibromialgia también pueden experimentar otros sintomas de enfermedad,
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incluyendo ansiedad, depresion, disminucion de la motivacion y discognicion
(Schweinhardt, Sauro y Bushnell, 2008).

4. DOLOR

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés) definio al dolor en el aio 1979 como la experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a una lesion tisular presente o potencial, o que se describe
en términos de dicha lesion (Loeser y Treede, 2008).

El dolor no se define exclusivamente como una percepcion nociceptiva, sino
que constituye una experiencia subjetiva integrada por un conjunto de
pensamientos, sensaciones y conductas. Incluir la emocion desagradable da
entrada a un conjunto de sentimientos entre los que se encuentran el sufrimiento,

la ansiedad, la depresion y la desesperacion (Muriel, 2008).

4.1. Clasificacion del dolor

La clasificacion de dolor es util para guiar la evaluacion y el tratamiento de éste.
Hay muchas maneras de clasificar el dolor y éstas pueden superponerse. La
clasificacion de dolor mas utilizada es la fisiopatoldgica, que divide al dolor en las

categorias que se muestran en la Figura 1 (OMS, 2012):
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Dolor nociceptivo: respuesta normal al dafio o lesion de los tejidos y aparece

cuando se activan los receptores especificos del dolor denominados

nociceptores. Los nociceptores pueden responder a estimulos de temperatura,
mecanicos y quimicos, a la falta de oxigeno, destruccidn tisular o inflamacion.

El dolor nociceptivo se clasifica dependiendo de la localizacién de los

nociceptores activados en (Gutiérrez y Valenzuela, 2007; OMS, 2012):

— Dolor somatico: causado por la activacién de nociceptores presentes en
tejidos superficiales (piel, mucosas, etc.) o profundos (huesos,
articulaciones, etc.), resultado de la lesion y/o inflamacion de un tejido que
causa la liberacibn de sustancias mediadoras por las células.
Generalmente es de inicio reciente y bien localizado (Gutiérrez vy
Valenzuela, 2007; OMS, 2012).

— Dolor visceral: es causado por la activacién de los nociceptores localizados
en los organos internos encerrados en cavidades (6rganos toracicos y
abdominales). Los nociceptores encontrados en las paredes de estos
organos se encuentran en menor numero y cuando se estimulan producen
sensaciones poco localizadas y difusas, que pueden ser referidas a sitios
lejanos de lugar de la lesion. La activacion de los nociceptores puede
deberse a infecciones, distensién por liquidos o gases, estiramiento,
compresion, asi como isquemias, necrosis e inflamacion (Gutiérrez y
Valenzuela, 2007; OMS, 2012).

Dolor neuropatico: es el dolor descrito como quemazén, hormigueo o puncion

irradiada que surge como consecuencia de una lesidon o enfermedad que

afecta al sistema somato-sensorial. La lesién puede ser causada por el dafo
estructural o disfuncion de neuronas del SNC o sistema nervioso periférico

(SNP), debido a afecciones metabdlicas, traumaticas, infecciosas, isquémicas,

téxicas, inmunitarias, entre otras. Puede ser periférico (consecuencia de

lesiones o enfermedades que afecten a los nervios periféricos, ganglios de
raices dorsales o raices dorsales) o central (consecuencia de enfermedades

que afecten al SNC). El dolor neuropatico se asocia a disfuncién sensorial,
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algunas disfunciones se definen en la Tabla 3 (Loeser y Treede, 2008; OMS,
2012):

Tabla 3. Disfunciones sensoriales que sugieren dolor neuropatico.
Disfuncién
sensorial Definicion

Alodinia Dolor debido a estimulos que normalmente no provocan dolor.

Hiperalgesia Aumento de la respuesta dolorosa a un estimulo normalmente
doloroso.

Hipoalgesia Disminucién de la respuesta dolorosa a un estimulo
normalmente doloroso.

Parestesia  Sensacion anormal, como hormigueo, picor o adormecimiento, a
un estimulo que normalmente no es desagradable.

Hiperestesia Aumento de la sensibilidad a la estimulacion.
Hipoestesia Disminucion de la sensibilidad a la estimulacion.
Tomada de OMS, 2012

¢ Dolor inflamatorio: es el resultado de la activacion y sensibilizacion de la via
del dolor nociceptivo por una variedad de mediadores liberados en el sitio de la
inflamacion del tejido. Los mediadores que principalmente han sido implicados
son citocinas pro-inflamatorias tales como IL-1-a, IL-1-B, IL-6 y TNF-q,
quimiocinas, especies reactivas de oxigeno, aminas vasoactivas, entre otros
(Woolf, 2010).

4.2 Dolor inflamatorio

El proceso inflamatorio es una respuesta fisioldgica a las lesiones tisulares que da
proteccion temprana al restringir el dafo de los tejidos al sitio afectado. Los signos
clasicos de la inflamacién fueron descritos por Paracelso hace casi 2000 afios y
estos son: tumefacciéon (tumor), enrojecimiento (rubor), calor, dolor y pérdida de la
funcién (Kindt, Goldsby y Osborne, 2007).

Minutos después del dano tisular, el diametro de los vasos sanguineos
aumenta (vasodilatacion) vy ello tiene como consecuencia aumento del volumen
de sangre en la zona afectada y reduccion de su flujo. EI aumento del volumen
sanguineo calienta el tejido en cuestion y lo torna rojo, el aumento de la

permeabilidad vascular ocasiona fuga de liquido desde los vasos sanguineos; el

14



resultado es la acumulacion de liquido (edema) en el tejido y en algunos casos,
extravasacion de leucocitos que contribuyen a la tumefaccion y el enrojecimiento
del area afectada. El dano tisular provoca el vaciado del medio intracelular,
incrementando la concentracion del ion potasio (K*) y de enzimas plasmaticas
mediadoras como la bradicinina y fibrinopéptidos, que inducen vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad vascular. Cabe sefialar que el incremento de K*
extracelular contribuye a la despolarizacion de los nociceptores y al incremento de
su actividad eléctrica tanto basal como evocada por estimulos nocivos al punto
que, los estimulos no nocivos también son capaces de superar los umbrales de
descarga con reclutamiento de neuronas adyacentes. Algunos cambios
vasculares se deben a los efectos indirectos de las anafilatoxinas C3a y C5a del
complemento, las cuales inducen la degranulacion de los mastocitos que se
encuentran en el sitio, liberando histamina. La histamina, un mediador potente de
la inflamacién, produce vasodilatacion y contraccion del musculo liso. Las
plaquetas liberan serotonina que al igual que los otros factores quimiotacticos
antes mencionados, asi como prostaglandinas del grupo E, conforman la llamada
sopa inflamatoria. Las prostaglandinas también pueden contribuir a la
vasodilatacion y al aumento de la permeabilidad vascular que acompanan a la
reaccion inflamatoria aguda. Los neutréfilos se adhieren a las células endoteliales
y emigran desde la sangre hacia los espacios tisulares unas cuantas horas
después del inicio de los cambios vasculares, la liberacion de mediadores
contribuye a la reaccion inflamatoria. Entre los mediadores se incluyen a las
proteinas inflamatorias de los macrofagos (MIP-1a y MIP-1B), quimiocinas que
atraen los macrofagos al sitio de la inflamacion. Entre otros componentes de la
sopa inflamatoria se encuentran las interleucinas generadas en una secuencia que
se inicia con la IL1B y el TNF-qa, y se continua con la IL-6. Estos factores reducen
el umbral de descarga en el aferente primario tanto para estimulos mecanicos
como quimicos sentando las bases para su sensibilizacion. Los macrofagos
tisulares activados secretan las interleucinas IL-1, IL-6 y TNF-a que inducen
cambios locales y generales que se observan en la inflamacién. Las citocinas

antes mencionadas actuan a nivel local y promueven la coagulacién y un
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incremento de la permeabilidad vascular. Tanto TFN-a como IL-1 inducen el
aumento de expresion de moléculas de adhesion sobre las células endoteliales.
Aumentan los aminoacidos excitadores como el glutamato, péptidos de la via
nociceptiva como la sustancia P e inducen a la ciclooxigenasa 2 (COX-2) con el
consecuente incremento en los niveles de prostaglandinas, especialmente la E2
(PGE,) a través de la via del acido araquiddnico. Los fragmentos de membrana
fosfolipidica generados por la lesion tisular y sobre los cuales actua la fosfolipasa
Az que se encuentra en el citosol, producen acido araquidonico libre que es
convertido en endoperéxidos mediante la actividad de la COX e hidroxiperoxidasa
hacia dos vias diferentes, por un lado los prostanoides como la PGE; y
prostaciclina y por el otro, la via del tromboxano A, (TXAz). Una vez sintetizadas
estas sustancias en el medio intracelular son liberados al medio extracelular por
difusion facilitada. Existe quimiotaxis gracias a la liberacion de estas sustancias y
los macrofagos arriban a este lugar después de 5 h del comienzo de la reaccion
inflamatoria. La reacciéon inflamatoria local se acompafa de fiebre, aumento de
hidrocortisona, elevacion de cantidad de leucocitos y elaboracién de gran cantidad
de proteinas de fase aguda. Los macréfagos aumentan la liberacion de
mediadores y citocinas proinflamatorias (Eblen-Zajjur, 2005; Kindt, Goldsby vy
Osborne, 2007) (Figura 2).
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4.2.1 Anti-inflamatorios no esteroideos (AINES)

Existen diversas modalidades terapéuticas para reducir las reacciones
inflamatorias prolongadas y por tanto las complicaciones que las acompanan,
entre ellas estan los anti-inflamatorios no esteroides (AINEs) (Kindt, Goldsby y
Osborne, 2007; Rang et al., 2008). Los tres efectos terapéuticos principales de los
AINEs son: antiinflamatorio, que modifica la reaccién inflamatoria; analgésico que
produce alivio de determinados tipos de dolor (especialmente del dolor
inflamatorio); y antipirético que disminuye la fiebre (Rang et al., 2008).

4.2.2 Mecanismo de accion de los AINEs

El mecanismo principal por el que estos farmacos ejercen sus efectos anti-
inflamatorios es la inhibicién de la via de la COX que produce prostaglandinas y
tromboxanos a partir de acido araquidonico. El descenso de la produccion de
prostaglandinas limita el aumento de la permeabilidad vascular y la quimiotaxis de
los neutréfilos en la reaccion inflamatoria. La via de la COX es mediada
principalmente por dos enzimas: COX-1 y COX-2 (Kindt, Goldsby y Osborne
2007).

La COX-1 se expresa de manera constitutiva en la mayoria de las células y
es la principal fuente de prostaglandinas necesarias para las funciones
fisioloégicas, como la hemostasia, la proteccion celular gastrica y renal, entre otras.
La COX-2 es inducida por estimulos inflamatorios, tales como citocinas,
promotores de tumores y es la fuente mas importante para la sintesis de
prostaglandinas que contribuyen al dolor y la inflamacién. Como resultado, se cree
que la inhibicién de la COX-2 media, en parte, la accion terapéutica de los AINEs,
mientras que la inhibicion simultanea de la COX-1 explica en gran medida, pero no
exclusivamente, los efectos adversos no deseados en el tracto gastrointestinal que
complican la terapia cronica con AINEs (Grosser, Smyth y FitzGerald, 2011).
Figura 3.
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4.2.3 Efectos adversos de los AINEs

Si bien estos farmacos fueron creados para aliviar sintomas de dolor e
inflamacion, se ha observado que estos farmacos producen en mayor o0 menor
medida efectos secundarios como: irritacion gastrica (molestias leves a ulcera),
alteraciéon hemodinamica renal; inhibicion de plaquetas y se ha observado que el
uso de inhibidores especificos para la COX-2 han mostrado un incremento
inaceptable de efectos secundarios cardiovasculares, los efectos secundarios
anteriores limitan la duracién de su empleo (Hawkey, 2001; Kindt, Goldsby y
Osborne 2007; Rang et al., 2008).

5. NUTRICION Y SALUD

Las terapias alternativas son altamente utilizadas por los pacientes con la finalidad
de tratar la ansiedad, depresiéon o el dolor, especialmente la medicina herbolaria
(Kessler et al., 2001; Colla et al., 2012). De hecho, la propia composicién quimica
de los alimentos en ocasiones es aplicable para un uso terapéutico (Toledo y
Burlingame, 2006), entre ellos esta recurrir a la dieta con especies vegetales
especificas, algunas veces restringiendo algunas, que son fuente valiosa de fibra,
antioxidantes, vitaminas, anticoagulantes. En cantidades especificas,
eéstas pueden usarse como “alimento-medicamento” o bien como los llamados
nutracéuticos que corresponden a cantidades mayores a las obtenidas en una
dieta normal con la finalidad de contrarrestar la deficiencia de vitaminas y corregir

procesos patoldgicos (Moreno et al., 2006; Linares et al., 2008).
5.1 Brassica oleracea L. var. italica Plenck

En el caso especifico de la B. oleracea L. var. italica Plenck, es una crucifera que
pertenece a la familia Brassicaceae, familia del reino vegetal que tiene cerca de
330 géneros y 3500 especies, que crecen en todos los continentes salvo la

Antartida. Esta familia es de importancia econdmica porque incluye géneros de
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plantas de cultivo que son utilizadas como vegetales (Brassica, Nasturtium,
Raphanus), fuentes de aceites (Brassica) y condimentos (Armoracia, Brassica,
Eutrema, Sinapsis) (Fahey, Zalcmann y Talalay, 2001; Taiyan et al., 2001). El
geénero Brassica esta conformado por casi 40 especies que estan distribuidas en la
regién del Mediterraneo, en el suroeste de Europa y el noroeste de Africa. Cabe
destacar que es uno de los seis géneros de especies con importancia agricola, ya
que son consumidos en altas cantidades en el mundo y es importante en la
nutricion humana (Cartea et al., 2008). Muchas especies de este género son
plantas de cosecha, puesto que se utilizan para la alimentacion, por ejemplo: B.
juncea (mostaza india), B. rapa (nabo), B. oleracea var. botrytis (coliflor), B.
oleracea var. gemmifera (col de Bruselas), B. oleracea var. italica (brécoli), entre
otras (Taiyan et al., 2001).

De manera particular, el vegetal B. oleracea L. var. italica Plenck, o brocoli,
posee cabezas florales comestibles, carnosas, de color verde, dispuestas en
agrupamientos que nacen de un tallo grueso y cilindrico carnoso, cabe destacar
que al madurar las inflorescencias verdes producen flores amarillas (Figura 4)
(Buck 1956; Taiyan et al., 2001).

Figura 4. Brassica oleracea var.
italica (a) vegetal maduro y (b)
Flores. Tomadas de Biologic
Library (BioLib.cz), 2008.

5.2 Fitoquimica

El brécoli posee propiedades nutritivas y terapéuticas por sus constituyentes, entre
ellos las vitaminas y minerales. Los estudios de composicidon quimica de este
vegetal indican que contiene (Moreno et al., 2006; Koh et al., 2009; Park et al.,
2014):

19



e Minerales esenciales.- Calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro, zinc, fésforo y
azufre.
e Vitaminas.- Tiamina (B1), riboflavina (B2), acido ascoérbico (C), fitomenadiona
(K).
¢ Flavonoides.- Canferol, quercetina, isorramnetina
- Glucosinolatos que pueden estar sustituidos por radicales alifaticos,
alqueno, aromaticos e inddlicos; productos de hidrélisis de glucosinolatos

como: isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos.

5.3 Glucosinolatos como posibles metabolitos activos

Los glucosinolatos son el mayor grupo de compuestos contenidos en plantas de la
familia Brassicaceae, que son en gran parte responsables de los sabores amargos
y picantes de las cruciferas (Fahey, Zalcmann y Talalay, 2001; Cartea et al.,
2008). Estos son una familia heterogénea de moléculas que se caracterizan por
una estructura basica similar que contiene un grupo oxima sulfonado unido
mediante un enlace sulfuro a una B-D-glucopiranosa, y una cadena lateral
derivada de diferentes aminoacidos (Moreno et al., 2006; Natella et al., 2014)
(Figura 5).

OH
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R

Figura 5. Estructura comun de los glucosinolatos. Modificada de Moreno et al., 2006.

Los glucosinolatos se agrupan quimicamente en tres clases: alifaticos,
inddlicos y aromaticos, dependiendo si el aminoacido precursor es metionina,
triptéfano o un aminoacido aromatico (tirosina o fenilalanina) (Tabla 4). Los mas
importantes encontrados en los vegetales del género Brassica son los derivados
de metionina (Padilla et al., 2007).
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Tabla 4. Ejemplos de los grupos quimicos de glucosinolatos.
Glucosinolatos

Glucosinolatos alifaticos Glucosinolatos aromaticos inddlicos
Sinigrina Glucobarbarina
b b Glucobrasicina
oH o OH /O HO
N\ { N
o\ o \)
HO'
Ho o HO o s
OH
Progoitrina Sinalbina o
g s
‘038, OH §
OH \O / 08, ;
/ \ oH
o N\ sl OH OH /o HO.
HO ° N\
HO sl HO
OH HO

HO OH
OH

Modificado de Natella et al., 2014

De los 120 diferentes glucosinolatos que fueron elucidados hasta 2001, 18 se han

encontrado en especies del género Brassica (ver Tabla 5).

Tabla 5. Glucosinolatos del género Brassica clasificados por grupos quimicos.

Alifatico Aromatico
Contiene
azufre Ramificado Algueno Arilo Indol

Glucorafenina Gluconapina
Glucorafanina Glucoputranjivina Progoitrina (Gluco)sinalbina Glucobrasicina
Glucoalisina (Gluco)napoleiferina

Glucoiberina

; Glucobrasicanapina
Glucoerucina Glucojiabutina Gluconasturtiina Neoglucobrasicina
Glucoberteroina
Sinigrina

Glucoiberverina

Modificado de Fahey, Zalcmann y Talalay, 2001

En todas las plantas que producen glucosinolatos existe una enzima denominada
mirosinasa, ésta es una enzima [B-tioglucosidasa caracteristica en vegetales de la
familia Brassicaceae, la cual esta fisicamente separada de los glucosinolatos por
tejidos y si existe alguna ruptura celular en el vegetal se libera produciendo la
hidrélisis de los glucosinolatos en varios productos bioactivos, tales como:
isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, epitionitrilos y oxazolidinas (Figura 6), ello

dependera del pH del medio, sustrato, nivel de actividad de la mirosinasa, etc.
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(Padilla et al., 2007; Oliviero et al., 2014). Algunos de estos pueden producir
algunos beneficios a la salud y algunos otros pueden ser perjudiciales (Cartea et
al., 2008).
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Figura 6. Hidrolisis de glucosinolatos. Modificada de Rincén Pérez, 2014.

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

B. oleracea var. italica (brocoli) es una especie agricola importante porque muchas
de sus variedades son de alto consumo en el mundo, siendo esto un factor
importante en los estudios de nutricion humana (Cartea et al., 2008). En diversas
publicaciones se ha encontrado que vegetales del género Brassica poseen
glucosinolatos e isotiocianatos; estos compuestos han sido probados y se han
reportado efectos anticancerigenos, tranquilizadores, antidepresivos, analgésicos
y gastroprotectores (Moreno et al., 2006; Lemos et al., 2011; Bosetti et al., 2012;
Kumar et al., 2013; Thakur et al., 2014). En el afno 2011, el Servicio Nacional
Agricola de los Estados Unidos de América en su informe anual menciona que
México es uno de los paises con mayor produccion y exportacion de brocoli, 1o
que permite suponer que es una especie que no representa una limitante en su
disposicion para realizar la investigacion de los posibles efectos sobre el SNC vy
los compuestos con actividad biolégica responsables que lleven al desarrollo de
fitomedicamentos. De lo anterior, el objetivo general de este proyecto de tesis fue
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evaluar los efectos neurofarmacoldgicos de extractos de B. oleracea var. italica

utilizando modelos conductuales en roedores.

7. HIPOTESIS

Si los extractos de B. oleracea var. italica generan efectos depresores en el SNC,
entonces produciran efectos de tipo ansiolitico, sedante, anticonvulsivo y/o

antinociceptivo en modelos experimentales en roedores.

8. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar los efectos neurofarmacolégicos de Brassica oleracea var. italica

utilizando modelos conductuales en roedores.
8.1 Objetivos particulares

Evaluar el efecto ansiolitico y/o sedante de extractos de B. oleracea en el modelo
de campo abierto, tablero con orificios, cilindro de exploracion y cruz elevada en

ratones.

Evaluar la interaccion medicamentosa de extractos de B. oleracea como
depresores del SNC en el modelo de potenciacion de la hipnosis con pentobarbital

sodico.

Analizar el efecto como antidepresivo de los extractos de B. oleracea en el modelo

de nado forzado en ratones.

Valorar el efecto anticonvulsivo de extractos de B. oleracea en el modelo de crisis

inducidas con pentilentetrazol en ratones.

Determinar el efecto antinociceptivo y anti-inflamatorio de extractos de B. oleracea

en el modelo de formalina y en el dafo gastrico en ratas.
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Equipo

Balanza analitica Sartorius BL210S

Balanza para pesado de animales Ohaus 700/800 Series

Cajas de acrilico (27 cm x 18 cm x 16 cm) y (23 cm x 40 cm x 20 cm)
Tanque de vidrio de 13 cm de diametro x 25 cm de altura

Cilindro de vidrio de 12 cm de diametro x 18 cm de altura

Cilindro de metacrilato de 21 cm de diametro x 31 cm de altura
Tablero de madera cubierto por acrilico con 16 orificios de 3 cm de diametro
Cruz elevada de madera

Cada brazo abierto 55 cm largo x 5 cm ancho

Dos brazos cerrados de 25 cm largo x 5 cm ancho x 16 cm alto
Altura 40 cm del nivel del piso.

Tablero con orificios de madera

Cronémetros

Jeringas de 1, 10, 20 mL

Pinzas de diseccion

Canulas metalicas para administracion en raton y rata

9.2 Reactivos y farmacos

Pentobarbital sédico e FEtosuximida (Sigma-Aldrich®)
(Sedalpharma®) e Subsalicilato de bismuto (Pepto-
Pentilentetrazol (Sigma-Aldrich®) Bismol®)

Solucion salina isoténica 0.9 % e Liofilizados de semillas, brotes y
Formaldehido (JT Baker®) vegetal maduro de brocoli
Tween 80 (CEBAS-CSIC: Murcia, Espafia)
Indometacina (Sigma-Aldrich®) e Extracto etanolico de liofilizado
Imipramina (Sigma-Aldrich®) de vegetal maduro.

Diazepam (Psicofarma®)
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9.3 Animales

Ratas macho de la cepa Wistar y ratones hembra y macho de la cepa SW
Taconic, con peso corporal entre 200-250 g y 25-30 g, respectivamente, fueron
mantenidos a temperatura controlada de 22 + 1 °C, sometidos a ciclos de
luz/oscuridad de 12 h y con libre acceso al agua y alimento (ad libitum). Los
animales utilizados en los ensayos cuya administracion fue esofagica estuvieron
en ayuno por al menos 12 h con libre acceso a agua. Los experimentos realizados
siguieron las especificaciones de uso, manejo y cuidado de animales de
laboratorio contenidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 vy las

observadas por el Comité de Etica Institucional.

9.4 Preparacion de los extractos

Los liofilizados de semillas, brotes y vegetal maduro de brocoli (donativo del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos del CEBAS-CSIC de Murcia,
Espafa), asi como el extracto etandlico de vegetal maduro fueron resuspendidos
en agua a temperatura ambiente o a 70 °C el mismo dia de la administracién. Las
administraciones fueron via intraperitoneal (i.p.) y/o esofagica (p.0.) en un volumen

de 0.1 mL/10 o 100 g de peso corporal ratén o rata, segun el caso.

9.5 Evaluacién farmacologica

El uso de los animales ha sido fundamental para el desarrollo de la investigacion
bioldgica y biomédica. A través de éstos, los cientificos han descubierto maneras
de sanar enfermedades y prolongar la vida humana. Los resultados de
investigaciones con modelos animales proporcionan informacién necesaria y a
corto plazo debido a que sus ciclos vitales son mas cortos. En este proyecto de
tesis se utilizaron varios modelos de conducta en roedores para conocer los
efectos de B. oleracea sobre el SNC. En estos modelos, la respuesta a medir se

basa en la suposicidon de que la conducta inducida en los animales es comparable
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a alguna(s) de la(s) observada(s) en la patologica en seres humanos (Ohl, 2005).
Los roedores se manipularon al menos un dia antes de realizar las evaluaciones
neurofarmacoldgicas. Los animales se colocaron al azar en grupos, sin remplazo,
de no menos de 6 individuos. Los modelos utilizados después de trascurridos 30
min de la administracién de los tratamientos (vehiculo, extractos y farmacos de
referencia) fueron los relacionados con ansiedad, sedacién, depresion,
nocicepcion y crisis convulsivas, los cuales se describen con mas detalle a

continuacion:

9.5.1 Modelo de campo abierto.- Hall (1934) describid el modelo de campo
abierto para evaluar la actividad ambuladora. Los ratones se colocaron
individualmente en una caja de acrilico (27 cm x 18 cm x 16 cm), cuyo interior esta
dividido en 12 rectangulos (6 cm x 6.5 cm). El numero de rectangulos explorados
por cada raton se registré en un intervalo de 2 min. La disminucion en el numero
de cuadros explorados o cruzamientos es tomada como referencia de efecto
sedante en el roedor (Prut y Belzung, 2003; Oliva et al., 2004; Martinez et al.,
2006) (Figura 7).

Figura 7. Transiciones del ratén en el campo abierto.

9.5.2 Modelo de exploracion en cilindro.- El modelo de exploracion en cilindro
fue descrito por Hiller y Zetler (1996), se utiliza para corroborar la actividad
tranquilizante de un farmaco en roedores. El ensayo consiste en colocar al roedor
en el interior de un cilindro de vidrio por 5 min y contar los levantamientos de los
ratones realizados sobre sus extremidades posteriores apoyando ambas

extremidades anteriores en la pared del cilindro, la disminucion de los
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levantamientos es interpretada como actividad ansiolitico-sedante (Hiller y Zetler,
1996; Oliva et al., 2004; Martinez et al., 2006) (Figura 8).

Figura 8. Comportamiento en la
exploracion en cilindro de vidrio:
a) ausencia de movimiento en
el cilindro, b) levantamiento en
el cilindro.

9.5.3 Modelo del tablero con orificios.- Esta prueba conductual fue descrita por
Boissier y Simon (1962) como un método para medir la respuesta de un animal a
un entorno desconocido. Al terminar la prueba del campo abierto, los ratones
fueron colocados individualmente sobre la superficie de un cubo de madera (24
cm x 24 cm x 20 cm) perforada con 16 agujeros de 3 cm de diametro con
distribucion igualitaria entre si y delimitada por paredes de acrilico de 20 cm de
alto. El numero de veces que el raton introduce la cabeza en alguno de los orificios
‘head dipping” se registré durante 3 min. La disminucién de la exploracion de
orificios con respecto al control es indicativa de efecto ansiolitico (Martinez et al.,
2006; Pérez-Ortega et al., 2008; Aguirre-Hernandez et al., 2010) (Figura 9).

Figura 9. Modelo del tablero con orificios: fotografia del tablero con orificios mientras el ratén
realiza “head dipping” (a y c). Exploracion del raton en el tablero con orificios sin conducta
de “head dipping” (b).
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9.5.4 Modelo de cruz elevada.- La cruz elevada es un modelo conductual de
exploracion descrito por File y cols., (1985). El modelo combina la exploracién con
la aversion de los roedores a permanecer en espacios abiertos o elevados. La
prueba consistid en colocar al roedor en la interseccion de la cruz elevada vy la
conducta de exploracion en brazos abiertos o cerrados se evalué por 5 min. Un
aumento significativo en el tiempo que los ratones permanecieron en los brazos
abiertos y el numero de entradas a éstos en comparacién con los animales que
recibieron vehiculo se considera como un efecto ansiolitico (Figura 10) (Walf y
Frye, 2007).

Figura 10. Modelo de cruz elevada: exploracion de raton en el brazo abierto de la cruz elevada (a y
b); salida del ratén del brazo cerrado de la cruz elevada (c).

9.5.5 Potenciacion del suefio inducido con pentobarbital sédico (PBS).-
Consistio en la administracién de PBS a la dosis de 42 mg/kg i.p., 40 min después
de la administracion de los tratamientos. Se registré la latencia a la incoordinacion
motora (sedacion), enseguida la latencia a la pérdida del reflejo de
enderezamiento (hipnosis) y finalmente, el tiempo en que se recupera de la
pérdida del reflejo de enderezamiento (hipnosis). Si las latencias de sedacion e
hipnosis disminuyen o la duracidn de la hipnosis aumenta, es indicador de un
sinergismo de potenciacion de la accion depresora de los farmacos involucrados

(Gonzalez-Trujano et al., 1998) (Figura 11).
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Figura 11. Potenciacién de
la hipnosis con PBS.
Conducta de pérdida del
reflejo de enderezamiento
que indica el inicio de la
hipnosis (a); ratén
completamente relajado,
con esta conducta permite
evaluar la duracion de la
hinnngis (h)

9.5.6 Induccidn de convulsiones tonico-clonicas con pentilentetrazol (PTZ).-
Considerando que los extractos de B. oleracea producen efectos depresores del
SNC se evalud su eficacia para reducir la severidad de las convulsiones tonico-
clonicas inducidas con PTZ, un antagonista alostérico del aminoacido inhibidor
acido y-aminobutirico (GABA). Después de trascurridos 30 min de la
administracién de los tratamientos, los animales recibieron PTZ (80 mg/kg i.p.)
para inducir crisis de tipo tonico-clonico; inmediatamente después de la
administracion del PTZ, los ratones se observaron en una caja de acrilico con
cama delgada de aserrin y se registraron las latencias a la primer mioclonia, crisis
generalizada y crisis tonica o muerte (Dhir, 2012). Los compuestos que modifican
el umbral de las crisis convulsivas al retardar la crisis o la severidad y numero de

las mismas se consideré como actividad anticonvulsiva (Figura 12).

Figura 12. Crisis generalizada (a) y tonica (b) inducidas con PTZ

9.5.7 Modelo de depresion.- Los requisitos minimos para un modelo animal de
depresion valido son: (i) los sintomas presentados en el modelo son analogos a
los presentados en la enfermedad humana, (ii) los cambios de comportamiento
deben poder monitorearse objetivamente, (iii) producir cambios de

comportamiento que se pueden invertir mediante el tratamiento eficaz en seres
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humanos y (iv) reproducible. EI modelo de nado forzado es uno de los mas
utilizados como de primera eleccién en la busqueda de farmacos con actividad

antidepresiva (Deussing, 2006).

Nado forzado.- La prueba de nado forzado fue propuesta por Porsolt y
colaboradores (1977). En este modelo, los ratones fueron expuestos
individualmente a un pre-nado de 15 min en tanques de vidrio con 1.7 L de agua, a
temperatura de 22 + 1 °C. Al dia siguiente los animales fueron puestos en la
prueba de campo abierto para observar su actividad ambulatoria, enseguida se
administraron los tratamientos (i. SSI 0.9 % p.o., ii. suspensién de liofilizado de
vegetal maduro de brocoli (100 mg/kg), p.o., iii. imipramina (25 mg/kg, farmaco de
referencia), p.o. 0 el extracto etandlico de brécoli (100 mg/kg), i.p.) y se dejaron
transcurrir 30 min. Entonces, los animales fueron observados en el modelo de
campo abierto para registrar su actividad ambuladora y en seguida se expusieron
a un nado de 5 min durante el cual fueron filmados para después ser secados y
sacrificados. El estudio de las conductas videograbadas se realizdé analizando el
tiempo de nado, escalamiento, inmovilidad y buceo. La disminucién de la
inmovilidad es interpretada como un efecto tipo antidepresivo, ya que en el animal
hay un incremento de la motivacién para salir del tanque de agua (Rodriguez-
Landa y M-Contreras, 2000) (Figura 13).

Figura 13. Modelo de nado forzado. Conducta de nado (a) e inmovilidad (b).
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9.5.8 Nocicepcion inducida con formalina al 1 %.- Ratas de la cepa Wistar se
manipularon con 24 h de anticipacion para su adaptacion al medio. Las ratas
estuvieron de manera individual dentro de cilindros de acrilico rodeado con
espejos para facilitar la vision de la conducta desde todos los angulos del
evaluador. Los animales fueron colocados al azar en grupos de no menos de 6
sujetos cada uno y fueron administrados con: i) SSI 0.9 % por via esofagica; ii)
suspension de liofilizados de semillas, brotes o vegetal maduro de brécoli (100 y
1000 mg/kg, p.o.); iii) indometacina (20 mg/kg, p.o. e i.p.) 6 extracto etandlico de
brécoli (100 mg/kg, i.p.). Después de transcurridos 30 min, la nocicepcion se
indujo localmente con 50 pL de formalina al 1 % via intradérmica en la extremidad
posterior derecha, enseguida las ratas se regresaron al cilindro de acrilico para
evaluar la conducta nociceptiva expresada con numero de sacudidas y/o tiempo
de lamida de la extremidad inyectada en intervalos de 1 min cada 5 min por 1 h.
Se reportan dos fases de nocicepcion: la neurogénica en los primeros 0-10 min y
la inflamatoria de los 10-60 min. La disminucién significativa de cualquiera de las
fases se interpreta como efecto antinociceptivo (Tjglsen et al., 1992; Gonzalez-
Ramirez et al., 2012).

9.5.9 Dafio gastrico.- Terminada la prueba de nocicepcion, los animales fueron
sacrificados dentro de una camara de CO.. Los estdbmagos se disecaron y llenaron
con 10 mL de formaldehido al 10 % para la fijacién de un posible dafio gastrico.
Pasados 10 min, los estobmagos fueron abiertos por la curvatura mayor vy
enjuagados con agua para eliminar su contenido, ser escaneados y facilitar la
observacion y medicion de las posibles lesiones gastricas. La metodologia anterior
también se realiz6 en animales que fueron tratados con los extractos de brocoli y
con subsalicilato de bismuto (17.5 mg/mL p.o.). Se dejaron transcurrir 30 min y se
les indujo dafio gastrico con 1 mL de etanol absoluto por 1 h (Tanaka, et al., 1997;

Gonzélez-Ramirez et al., 2012; Cristians et al., 2013).
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como el promedio = error estandar de la media y se
analizaron mediante analisis de varianza (ANDEVA) de una via seguido de la
comparacion de las medias contra grupo control con la prueba de Dunnett.
También se analizaron datos mediante ANDEVA de una via seguido de la prueba
de Student-Newman-Keuls. La diferencia significativa se considerd para una
P<0.05. Para el analisis se utilizé el programa de cémputo GraphPad Prism
(GraphPad Software, 2007).

11. RESULTADOS

11.1 Efecto tipo ansiolitico-sedante

La actividad ambuladora de los ratones administrados via esofagica con
liofilizados de brécoli o via intraperitoneal con el extracto etandlico no se modifico
en la condicién de una dosis de 100 mg/kg. En contraste, el farmaco de referencia
diazepam a la dosis de 1 mg/kg i.p. produjo disminucion significativa en el numero

de cuadros explorados en la prueba de campo abierto (Figura 14).

Campo abierto Figura 14. Evaluacién de la
70 ~ actividad ambuladora en

c campo abierto. Los ratones
IS 60 1 il recibieron la administracién
N g -[ del farmaco de referencia
S T diazepam (1 mg/kg i.p.),
A 40 - * liofilizados de B. oleracea
5 30 | T (100 mg/kg po.) y el
% extracto etandlico (EtOH,
S 20 - 100 mg/kg i.p.)
4’=: resuspendidos en medio
§ 10 - acuoso en comparacioén con
0 el grupo que recibié el
Vehiculo Diazepam Brotes  Semillas  Maduro EtOH, i.p. vehiculo.  Promedio + error
1,ip. estdndar de la media.
100 *P<0.05 indica diferencia

Dosis (mg/kg, p.o.) significativa vs vehiculo.
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Respuesta similar se observdé en la prueba del cilindro de vidrio, donde la
exploracion de los ratones en forma de levantamientos sélo se modifica en los
ratones que recibieron el farmaco de referencia diazepam (1 mg/kg). Aun cuando
los ratones tratados con los extractos se ven mas tranquilos, la conducta no es

significativamente diferente de los que recibieron vehiculo (Figura 15).

Figura 15. Evaluacion de
Cilindro la actividad exploradora
en cilindro. Los ratones
20 recibieron la
18 - administracion del
16 farmaco de referencia
14 [ '|' diazepam (1 mg/kg i.p.)
12 '[ los liofiizados de B.
oleracea (100 mg/kg p.o.)
-|- y el extracto etandlico
(EtOH, 100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio
acuoso en comparacion
con el grupo que recibio
el vehiculo. Promedio *
Vehiculo Diazepam Brotes Semillas Maduro EtOH, i.p. error estandar de la
1,ip. media. *P<0.05 indica
100 diferencia significativa vs

Dosis (mg/kg, p.o.) vehiculo.

Levantamientos en 5 min

o N M O ©
_

En contraste a lo observado en el modelo de campo abierto y al cilindro de
exploracion, en la prueba de tablero con orificios se observo que los liofilizados
producen efecto ansiolitico a la dosis de 100 mg/kg, brotes y vegetal maduro, en
comparacioén con el grupo vehiculo al mostrar una diferencia significativa similar a
la observada por la presencia de diazepam (1 mg/kg), farmaco de referencia. Los
extractos de semillas y el extracto etandlico de vegetal maduro mostraron cambios

respecto al grupo vehiculo (Figura 16).

33



60 -

50 -

30 -

20 -

Exploraciones en 3 min

Tablero con orificios

T *
x I
Vehiculo Diazepam Brotes Semillas Maduro EtOH, i.p.
1,i.p.
100
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Figura 16. Evaluacion de la
actividad exploradora en
tablero con orificios. Los
ratones recibieron la
administracion del farmaco
de referencia diazepam (1
mg/kg i.p.), de los
liofilizados de B. oleracea

(100 mg/kg p.o.) y el
extracto etandlico (EtOH,
100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio

acuoso en comparacion con
el grupo que recibié el
vehiculo. Promedio t error
estdndar de la media.
*P<0.05 indica diferencia
significativa vs vehiculo.

Finalmente, en la prueba de la cruz elevada se pudo corroborar una conducta tipo

ansiolitica al obtener un aumento significativo en el tiempo de exploracion de los

ratones en los brazos abiertos, tanto para los administrados con el farmaco de

referencia diazepam (1 mg/kg i.p.), como con los tratados con los liofilizados y el

extracto etandlico de B. oleracea (100 mg/kg, p.o. e i.p., respectivamente) (Figura

17).
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Figura 17. Evaluacion de
la actividad exploradora
en cruz elevada. Los
ratones fueron
administrados con el
farmaco de referencia
diazepam (1 mg/kg i.p.),
los liofilizados de B.
oleracea (100 mg/kg p.o.)
y el extracto etandlico
(EtOH, 100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio
acuoso en comparacion
con el grupo que recibio el
vehiculo. Promedio =+
error estandar de la
media. *P<0.05 indica
diferencia significativa vs
vehiculo.
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11.2 Efecto sobre la potenciacion de la hipnosis

Los liofilizados y el extracto etandlico de B. oleracea en presencia del sedante-

hipnético pentobarbital sodico produjeron disminucion significativa en la latencia a

la incoordinacion motora de los ratones (sedacion), sin cambios en la latencia a la

pérdida del reflejo de enderezamiento (hipnosis) (Figura 18) similar a lo observado

en la interaccion con el farmaco de referencia diazepam (1 mg/kg i.p.).

3.5

OSedacion  OHipnosis
3 1
EZ 5 1 l l
E 5. 1 T
©
2
|5 1.5 -
ilu 1 - * * * *
0.5 -
Vehiculo IDiazepaml Brotes ISemiIIas I Maduro I IEtOH, i.p.l
1,i.p.
100

Dosis (mg/kg, p-o.)

Figura 18. Evaluacion de la
potenciacion de la hipnosis con
pentobarbital sodico (42 mg/kg,
i.p.). Los ratones recibieron la
administracion del farmaco de
referencia diazepam (1 mg/kg i.p.),
los liofilizados de B. oleracea (100
mg/kg, p.o.) y el extracto etandlico
(EtOH, 100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio acuoso
en comparacion con el grupo que
recibié el vehiculo. Promedio *
error estandar de la media.
*P<0.05 indica diferencia
significativa vs vehiculo.

En lo que respecta a la potenciacion de la hipnosis, la presencia del farmaco de

referencia y de todos los extractos generé aumento significativo, el cual de manera

general fue mayor con los extractos acuosos que con el extracto etandlico (Figura

19).
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* #
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Figura 19. Evaluacion de Ila
potenciacion de la  hipnosis
inducida con pentobarbital sédico
(42 mgkg, i.p.). Los ratones
recibieron la administracion de
diazepam (1 mg/kg i.p.), los
liofilizados de B. oleracea (100
mg/kg, p.o.) y el extracto etandlico
(EtOH, 100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio acuoso
en comparaciéon con el grupo que
recibié el vehiculo. Promedio *
error estandar de la media.
*P<0.05 indica diferencia
significativa vs vehiculo. *p<0.05
ANDEVA de una via seguido de la
prueba Student-Newman-Keuls.
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11.3 Efecto en las convulsiones tonico-clonicas con PTZ

Solo el extracto etandlico de brocoli (100 mg/kg, i.p.) produjo aumento en la
latencia a la crisis generalizada y previno la muerte de los ratones por la toxicidad
aguda producida por el antagonista GABAérgico (Fig. 16 y 17). En forma similar, el
farmaco de referencia etosuximida (100 mg/kg, i.p.) aumento las latencias a las

crisis tipo mioclonia, generalizada (Fig. 20) y a la tonica (Figura 21).
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— OMioclonus
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] : W :
ol im B e |
Vehiculo Etosuximida, Brotes Semillas Maduro EtOH, i.p.
i.p.

Dosis (100 mg/kg, p.o.)

Figura 20. Evaluacion de la latencia al mioclonus o crisis generalizada en la actividad anticonvulsiva inducida
con PTZ (90 mg/kg, i.p.). Los ratones recibieron la administracion de los liofilizados de B. oleracea (100 mg/kg
p.o.), el extracto etandlico (EtOH, 100 mg/kg i.p.) o el farmaco de referencia etosuximida (100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio acuoso en comparacion con el grupo que recibié el vehiculo. Promedio + error
estandar de la media. *P<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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Figura 21. Evaluacién de la latencia a la crisis ténica inducida con PTZ (90 mg/kg, i.p.). Los ratones recibieron
la administracion de los liofilizados de B. oleracea (100 mg/kg p.o.), el extracto etandlico (EtOH, 100 mg/kg
i.p.) o el farmaco de referencia etosuximida (100 mg/kg i.p.) resuspendidos en medio acuoso en comparacion
con el grupo que recibié el vehiculo. Promedio + error estandar de la media. *P<0.05 indica diferencia
significativa vs vehiculo.
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11.4 Efecto tipo antidepresivo

En la evaluacion de las conductas tipo depresivas (nado e inmovilidad), el extracto
etandlico produjo disminucion significativa en la inmovilidad a costa de un aumento
en la conducta de nado, esto fue similar a lo observado con el farmaco de
referencia imipramina (25 mg/kg, p.o.) (Figura 22A). Cabe sefialar que el extracto
acuoso de vegetal maduro también mostro significancia en el aumento de nado en

comparacion con el grupo vehiculo (Figura 22B).
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Figura 22. Evaluacion de la actividad tipo antidepresiva en la prueba de nado forzado, inmovilidad (A) y nado
(B). Los ratones se administraron con el liofilizado de vegetal maduro de B. oleracea (100 mg/kg p.o.), €l
extracto etanolico (EtOH, 100 mg/kg i.p.) o el farmaco de referencia imipramina (25 mg/kg) resuspendidos en
medio acuoso en comparacion con el grupo que recibié el vehiculo. Promedio + error estandar de la media.
*P<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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11.5 Efecto antinociceptivo

En el modelo de nocicepcion inducida con formalina se observd que ninguno de
los liofilizados preparados a temperatura ambiente o en solucion a 70 °C
presentaron actividad antinociceptiva; en contraste, el extracto etandlico (100
mg/kg, i.p.) disminuyd el area bajo la curva de la conducta nociceptiva tanto en la
condicién de temperatura ambiente como a 70 °C con una intensidad similar a la
observada con el farmaco de referencia indometacina (20 mg/kg, p.o.) (Figura
23).
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Figura 23. Evaluacién de la actividad antinociceptiva en la prueba de formalina al 1 % en ratas.
Las ratas recibieron los liofilizados de B. oleracea y el extracto etandlico (EtOH, 100 mg/kg i.p.)
resuspendidos en medio acuoso a temperatura ambiente o a 70 °C en comparacion con el grupo
que recibio el vehiculo (SSI o tween 80 al 0.2 % en solucién salina). El farmaco de referencia fue
indometacina (20 mg/kg, p.o.). Promedio + error estandar de la media. *P<0.05 indica diferencia
significativa vs vehiculo.
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11.5.1 Proteccion del dafio gastrico

En este estudio se observd que los estbmagos disecados de animales que
recibieron los liofilizados de B. oleracea preparados en solucion a temperatura
ambiente no solo no afectaron la mucosa gastrica, sino que ademas la protegieron
en la induccion de dafio con etanol absoluto (Fig. 24). Lo anterior en comparaciéon
con los animales que recibieron administracion del vehiculo o el farmaco
antiinflamatorio no esteroideo de referencia, indometacina (20 mg/kg p.o.). En el
tratamiento con liofilizados de B. oleracea en suspension a 70 °C, la mucosa se
vio mas conservada e incluso mejorada en comparacion con los grupos vehiculo,
indometacina (20 mg/kg p.o.). A su vez, el farmaco de referencia subsalicilato de
bismuto (17.5 mg/mL p.o.) produjo proteccion gastrica parcial, observandose

erosion en la superficie muscular.

Brassica oleracea L. var. italica Plenck
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Figura 24. Estdmagos disecados para evaluar el dafio gastrico después de la prueba de la nocicepcion
inducida con formalina al 1 %. Se observan estdbmagos de ratas que recibieron la administracién de los
liofilizados solos o en la induccidn de Ulceras gastricas con etanol absoluto (1 mL/1 h) en comparacion con
el vehiculo e indometacina (20 mg/kg, p.o.).
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12. DISCUSION

Brassica sp. es uno de los géneros vegetales pertenecientes a la familia
Brassicaceae que tienen potencial de uso terapéutico, en estudios preclinicos se
ha demostrado que los vegetales de este género poseen moléculas que producen
efectos de tipo antidepresivos, ansioliticos, anticancerigenos y gastroprotectores
(Bosetti et al., 2012), asi como para la disminucién de verrugas, como anti-
inflamatorio y en la artritis (Bosetti et al., 2012; Gallupo et al., 2014). Las moléculas
a las que se les atribuyen esas actividades son los glucosinolatos y sus productos
de hidrolisis (Lemos et al., 2011; Bosetti et al., 2012; Kumar et al., 2013; Thakur et
al., 2014).

En este proyecto se decidid realizar el perfil neurofarmacologico de
extractos de brécoli, con el fin de determinar sus efectos en el SNC utilizando
modelos en roedores para dar evidencia de su potencial uso en la terapéutica de
afecciones del SNC. La actividad farmacoldgica del brocoli se exploréd en
diferentes estados de madurez del material vegetal: semilla, brotes y vegetal
maduro, ello debido a que se sabe que en cada uno de estos estadios se
encuentran diferentes cantidades de los metabolitos secundarios (Pifol y Palazon,
1993).

Los bioensayos utilizados fueron modelos de conducta, los cuales cumplen
con lo propuesto por McArthur y Borsini (2006), en los cuales se somete al animal
a estrés ambiental produciendo respuestas de tipo ansiedad y depresivas. Dichos
modelos ademas siguen los criterios de modelos conductuales de Ohl (2005), que
indica que los tratamientos farmacoldgicos conocidos en humanos deben inducir
efecto comparable en el modelo animal y las respuestas o sintomas en pacientes
deben ser similares a las observadas en el modelo animal. Si bien es cierto que un
modelo animal no reproduce toda una patologia del humano, se ha considerado
como una herramienta en la exploraciéon de sintomas y marcadores de dafo en
comparacion con farmacos de referencia usados en la clinica para determinar la
eficacia de nuevas alternativas de tratamiento.

Los experimentos se iniciaron con la prueba de campo abierto con la

finalidad de conocer la actividad ambuladora de los ratones, lo cual permite
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evaluar si su respuesta conductual de exploraciéon en asociacion con las
respuestas observadas en los demas modelos muestra un efecto tranquilizante o
depresor del SNC asociado a actividad ansiolitica o ansiolitica-sedante, ya que
cuando los ratones reducen significativamente su actividad ambuladora se sugiere
que se presenta actividad sedante (Prut y Belzung, 2003). Al no observar que los
animales disminuyeran significativamente las transiciones en el campo abierto
sugiere que los tratamientos no se asocian con sedacion. Este modelo y otros son
sensibles a farmacos de tipo benzodiacepinas y agonistas del receptor 5-HTqa
(Prut y Belzung, 2003), por ello se utilizé como farmaco de referencia al diazepam,
ansiolitico reconocido en su accién clinica por su mecanismo de accion
GABAérgico. La respuesta no sedante observada en el modelo de campo abierto
se corrobord con las del modelo de cilindro de vidrio, donde tampoco se observo
diferencia en la actividad exploradora de los animales con tratamiento, ya que se
ha reportado que la disminucién de la exploracion permite identificar farmacos
tranquilizantes y/o sedantes (Gonzalez-Trujano y cols, 2006).

Enseguida de las evaluaciones en el campo abierto y el cilindro, se realizo
el ensayo del tablero con orificios, en el cual se observdé la disminucién
significativa de la exploracion de los orificios en el tablero cuando los ratones se
trataron con brotes y vegetal maduro de brécoli. La respuesta presentada es
indicativa de efecto tipo ansiolitico (Martinez et al., 2006; Pérez-Ortega et al.,
2008; Aguirre-Hernandez et al., 2010). Cabe sefalar que existe controversia en los
reportes para este modelo, ya que hay estudios en los que al administrar
diazepam como farmaco ansiolitico, reportan el aumento de la actividad
exploratoria a las dosis de 2 y 1.5 mg/kg via i.p. (Mendonga et al., 2009; Jindal,
Mahesh y Kumar, 2013) y en otros estudios se ha reportado que con el mismo
farmaco a las dosis de 0.1, 0.3 y 1 mg/kg via i.p., se produce disminucién en la
actividad de ‘“head-dipping”, ello indica que las respuestas ansioliticas del
diazepam son dependientes de la dosis y este ultimo reporte esta de acuerdo con
nuestros resultados. Takeda y cols. (1998) proponen que la disminucion en el
comportamiento de exploracion se debe incluso al nivel de estrés de los animales.

Para corroborar el efecto ansiolitico de los tratamientos con brécoli, en este
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proyecto se utiliz6 ademas el modelo de exploracion de “plus maze”, el cual es
quizas el mas utilizado, validado y sensible en la busqueda de tratamientos de tipo
ansiolitico (Walf y Frye, 2007; Koob y Zimmer, 2012). Con estos datos se
corroboré que los animales que recibieron los tratamientos con semilla, brotes,
vegetal maduro, asi como el extracto etandlico aumentan el tiempo de exploracion
en los brazos abiertos de la cruz elevada reforzando su efecto tipo ansiolitico.
Estudios de la literatura (Kumar y cols., 2013) reportan que la especie B. juncea
produce efecto de tipo ansiolitico en animales a los que se les induce un estado
tipo diabetes. Los resultados de nuestro estudio con B. oleracea soportan que el
género Brassica posee especies con actividad depresora sobre el SNC.

Para continuar con el perfil neurofarmacolégico, después de observar que
los tratamientos producen efectos depresores sobre el SNC como ansioliticos, se
analizé su posible interaccion con un depresor conocido como pentobarbital
sodico, donde se observd que efectivamente los efectos sedantes-hipnéticos de
este farmaco se potencian en presencia de los liofilizados y el extracto etandlico
de brécoli como se ha reportado para otras sustancias (Mufioz-Cuevas, 2011). En
la consideracion de que su actividad depresora involucre la posible inhibicion
neuronal de tipo GABAérgico, se penso en la posibilidad de que estos tratamientos
fueran eficaces para reducir la actividad convulsiva inducida con un antagonista
GABAérgico como el PTZ (Ospina et al., 2013; Yuen y Troconiz, 2015), sin
embargo se observo que al menos bajo las condiciones evaluadas en nuestro
proyecto solo produce el efecto tranquilizante de tipo ansiolitico y no asi efecto
anticonvulsivo, como el que presentaron los animales administrados con el
farmaco de referencia etosuximida. En el futuro podrian probarse otras dosis y
condiciones para valorar su potencial en este tipo de alteracion del SNC.

En las alteraciones del SNC como la ansiedad, también se ha involucrado
a la depresion; a veces incluso en una estrecha relacién (Pini et al., 2003;
Collimore y Rector, 2014). En este proyecto se incluyé por tanto la prueba de
nado forzado la cual permite evaluar conductas de tipo depresivo por la
desesperanza que se genera en el raton ante una situacion que le imposibilita

escapar (Rodriguez-Landa y M-Contreras, 2000). Lo obtenido en la prueba fue
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que el brocoli produce efectos de tipo antidepresivo al aumentar el tiempo de nado
y disminuir la inmovilidad en una forma similar a lo observado con imipramina,
farmaco antidepresivo de referencia (Lopez-Munoz et al., 2008). En la literatura se
reporta que la especie B. juncea L. produce efectos de tipo antidepresivo en
animales con hiperglucemia (Kumar y cols, 2014), nuestros resultados refuerzan
que especies de Brassica producen este efecto incluso en ratones
normoglucémicas. Kumar y cols. (2013) reportaron que los efectos de B. juncea L.
se deben a que posee flavonoides como la isorramnetina y la rutina, los cuales se
ha demostrado reducen los sintomas de depresion, este efecto fue registrado en la
patente de Chatterjee y cols (2005); pero también se ha encontrado que Lepidium
meyenii Walpers, “maca”, que es miembro de la familia Brassicaceae, posee
glucosinolatos a los que se les atribuye la respuesta favorable ante situaciones de
estrés, depresion y ansiedad (Lopez-Fando et al., 2004; Gonzales et al., 2014).
Existen enfermedades que integran una serie de sintomas entre los que se
involucran la ansiedad, la depresion, las alteraciones del suefio y el dolor, tal es el
caso de la afeccion del SNC denominada fibromialgia, en la que se reportan
mayoritariamente los sintomas de depresion en la presencia de dolor crénico
(Staud, 2006). Respecto a estas asociaciones, fue de interés analizar si el extracto
acuoso y/u organico de B. oleracea presentan actividad antinociceptiva. Para ello,
se utilizé la prueba de nocicepciéon inducida con formalina en ratas, la cual ofrece
como ventajas que con ella se puede identificar actividad antinociceptiva central y
también aquella asociada a inflamaciéon. En este modelo se observé que los
tratamientos con el extracto acuoso de brotes, semillas y vegetal maduro de
brécoli a temperatura ambiente y 70 °C, en dosis de 100 y 1000 mg/kg no
produjeron efecto antinociceptivo, pero si en el caso del extracto etandlico a
temperatura ambiente y 70 °C con la dosis aguda de 100 mg/kg, via i.p., el cual
fue significativo y similar al producido por el AINE indometacina. Aunque cabe
sefalar que en el padecimiento de fibromialgia no son funcionales los analgésicos
del grupo AINEs, este resultado sugiere que sera interesante evaluar dicho
extracto en un modelo propiamente de fibromialgia con la finalidad de conocer si

es util para atenuar varios de los sintomas que se presentan en este
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padecimiento. De otra forma, para aumentar el potencial de algunos farmacos
también se puede pensar en la administracion combinada con otros farmacos para
aumentar la eficacia en este padecimiento de dificil tratamiento (Hartman et al.,
2006).

Se ha encontrado que de las cruciferas, el brécoli es el que mayor cantidad
de glucosinolatos posee, entre ellos los sulforafanos e isotiocianatos derivados de
la glucorafanina. También se ha reportado que los productos de la hidrdlisis de los
glucosinolatos son glucoiberina, sinigrina y progoitrina (Cartea et al., 2008). Tanto
los glucosinolatos como isotiocianatos son moléculas bioactivas, que poseen
actividad quimioprotectora que disminuye el riesgo de desarrollar distintos tipos de
cancer y también se ha encontrado actividad antioxidante, motivo por el cual los
glucosinolatos, isotiocianatos y la enzima mirosinasa se han convertido en objeto
de estudio en los ultimos afios (Moreno et al., 2006; Bosetti et al., 2012; Oliviero
et al., 2014). Respecto a usar en este estudio un extracto en la condicién de
temperatura a 70 °C, que como se muestra mejord el efecto antinociceptivo del
extracto etandlico de B. oleracea, se utilizd con la finalidad de inactivar a la enzima
mirosinasa, la cual se sabe que hidroliza los glucosinolatos a sus productos
azufrados; pero a temperaturas mayores a 70 °C esta enzima es desnaturalizada y
entonces se inhibe la hidrélisis de los glucosinolatos. De lo anterior, con este
meétodo se esperaria tener en mayor proporcion la concentracion de glucosinolatos
que de productos de hidrdlisis (Moreno et al., 2006; Padilla et al., 2007; Oliviero et
al., 2014). Lo anteriormente expuesto y nuestros resultados permiten sugerir que
el efecto antinociceptivo involucra tanto la acciéon de los glucosinolatos como de
los isotiocianatos de B. oleracea. Este efecto antiinflamatorio ha sido previamente
reportado por Mazzon y cols. en 2014 donde se observo que la glucomoringina,
isotiocianato producido por Moringa oleifera, tiene la capacidad de ejercer efectos
antioxidantes y antiinflamatorios en células en proceso apoptético, ya que
disminuyen los factores proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral (TFN-
a) e interleucina 10 (IL-10). Existen también glucosinolatos inddlicos y aromaticos
que se han modificado para realizar derivados, éstos al ser probados en lineas

celulares de monocitos humanos inmaduros (modelo de leucemia) inhibieron la
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secrecion del TNF-a, concluyendo potenciales efectos antiinflamatorios sobre las
células (Vo et al., 2013, 2014). Por lo tanto, B. oleracea posee propiedades tanto

antinociceptivas como anti-inflamatorias.

Debido a que los efectos de los farmacos analgésicos y anti-inflamatorios
se han asociado a dafio gastrico, los estbmagos de las ratas se aprovecharon
para ser observados después de la evaluacién antinociceptiva con el fin de
analizar posible dafio gastrico, el cual no se present6 en los animales con el
tratamiento de los liofilizados o el extracto etandlico pero si en las ratas tratadas
con el farmaco de referencia indometacina, con lo que se corrobora el efecto
adverso mas reportado para este tipo de farmacos como agentes causantes de
lesiones gastricas (Traversa et al., 1995; Garcia-Rodriguez y Hernandez-Diaz,
2004). En cuanto a los extractos de brocoli, no se encontraron lesiones ulcerosas,
por tanto se decidié observar si producian gastroproteccion; para ello se trataron a
las ratas con los extractos y se indujo dafio gastrico con un etanol absoluto (1
mL/1 h) y se observd que en condiciones de resuspension a temperatura ambiente
y en solucion a 70°C se preserva la mucosa, siendo mejor a 70 °C. El subsalicilato
de bismuto, protegié parcialmente de las lesiones al estbmago. En general, las
lesiones gastricas disminuyeron en area de lesion en comparacion de las lesiones
del control y con indometacina. Se ha propuesto que los efectos del etanol estan
asociados con la formacion de especies reactivas de oxigeno, lo que produce un
desequilibrio entre procesos oxidantes y antioxidantes en la célula, resultando los
dafos en el plexo vascular al romper vasos sanguineos, exfoliacion del epitelio
gastrico, erosion de la mucosa gastrica, entre otros (Lemos et al., 2011). Faloni de
Andrade y cols. (2011) reportaron actividad gastroprotectora del extracto etandlico
de la especie B. oleracea var. acephala, lo cual se refuerza con el efecto
gastroprotector obtenido para la especie de B. oleracea var. italica estudiada en

este proyecto.
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13. CONCLUSIONES

La especie Brassica oleracea var. italica produce efectos de tipo ansiolitico no
sedante, antidepresivo, antinociceptivo y gastroprotector en roedores reforzando

las propiedades neurofarmacolégicas de algunas especies del género Brassica.

Los efectos depresores de B. oleracea var. italica pueden potenciar el efecto de
otro depresor del SNC como el pentobarbital sédico lo que sugiere que se debe

tener cautela en la combinacion alimento-farmaco de la misma accion terapéutica.

14. PERSPECTIVAS

Tomando como antecedente los resultados de este proyecto, se proponen como

estudios de continuacion a futuro:

-Elucidar las moléculas activas mediante el fraccionamiento del extracto etandlico

de Brassica oleracea var. italica

-Determinar si los glucosinolatos o isotiocianatos aislados al menos en fracciones

son responsables de alguna o todas las actividades evaluadas.

-ldentificar el mecanismo de accidon de las moléculas activas del extracto etandlico
de vegetal maduro o extracto acuoso de vegetal maduro, semillas y brotes de

brocoli.
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Anexo A
Productos Naturales

El metabolismo, es una serie de reacciones quimicas que ocurren tanto en el reino
vegetal como en el animal. En ambos reinos, los aminoacidos, nucleotidos,
azucares y lipidos son moléculas indispensables ya que la mayor parte del
carbono, nitrégeno, asi como la energia son transformados en moléculas comunes
a todas las células, siendo por tanto necesarias para el funcionamiento de los

organismos.

En el reino vegetal, el metabolismo se divide en dos grupos: el primario y el
secundario; siendo en el metabolismo primario donde se sintetizan los compuestos
indispensables para su supervivencia (Pace, 2001). A diferencia de otros
organismos, las plantas destinan a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas (denominadas metabolitos secundarios) una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia, éstas aparentemente no
ejercen una funcidon directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios,
asimilacién o sintesis de nutrientes (Avalos y Pérez-Urria, 2009) (Fig. 1). Los
metabolitos secundarios difieren de los metabolitos primarios en que presentan
una distribucién restringida en el reino vegetal, es decir que su produccion esta
limitada a una determinada familia, género o incluso a algunas especies. Algunos
productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas
como atrayentes o repelentes de animales (Avalos y Pérez-Urria, 2009) las cuales
ademas son aprovechadas por el humano por sus beneficios en la salud, tales

como: hesperidina/diosmina (Daflon®), quercetina (QG5®), paclitaxel (Taxol®),

lovastatina (Mevacor®), entre otros.
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Los metabolitos secundarios son cominmente clasificados en cuatro clases,
siendo los glucésidos las moléculas de interés en esta tesis (Avalos y Pérez-Urria,
2009):

- Terpenos. Hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

- Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignanos y taninos.

- Alcaloides. Alcaloides genuinos, pseudoalcaloides y protoalcaloides.

- Glucésidos. Glucésidos cardiogénicos y cianogénicos, saponinas y

glucosinolatos.
Glucésidos

Su nombre hace referencia al enlace glucosidico que se forma cuando una
molécula de azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. No
obstante, en este apartado se han considerado a los glucosinolatos debido a que
el azucar se condensa con otra molécula, aunque en este caso se refiere a un

grupo tiol (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Variyar et al., 2014).
Glucosinolatos

Estos compuestos representan una familia quimica de gran tamano que son en
gran parte responsables del valor nutracéutico y farmacolégico del género

Brassica (Variyar et al., 2014).

Los glucosinolatos son  metabolitos  secundarios  encontrados
particularmente en las cruciferas y tienen la funcién de proteger a estos vegetales
de rumiantes mediante la hidrélisis que produce moléculas volatiles de sabor
amargo y picante. Estos son también llamados tioglucésidos, S-glucdsidos en los
que la glicona es una B-D-tioglucosa y la aglicona es una oxima sulfatada, la cual
posee un radical que hace la diferencia entre los diversos glucésidos. Los
diferentes radicales que pueden encontrarse son de tipo alifatico, aromatico e
inddlico, ya que dependen de la naturaleza quimica de los aminoacidos que los

originan (Variyar et al., 2014).
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Biosintesis de glucosinolatos

La biosintesis de glucosinolatos ha sido estudiada, pero no se han resuelto
completamente todas las reacciones que se producen, asi como las enzimas que
las catalizan. La ruta de sintesis basicamente se desarrolla en tres etapas: (1)
elongacion de la cadena del aminoacido precursor seleccionado (principalmente
metionina) por adicion de grupos metileno, (2) formacion del nucleo de la
estructura del glucosinolato por reconfiguracion de la fraccion de aminoacido, asi
como la glucosilacion de la molécula y (3) la modificacion secundaria del
aminoacido de la cadena lateral por reacciones de hidroxilacion, metilacion,

oxidacion o insaturacion (Variyar et al., 2014).

La reaccion general de formacion de los glucosinolatos (Fig. 2) inicia con
un a-aminoacido, cabe destacar que pueden ser aminoacidos alifaticos, bencilicos
e indolicos, como la metiotina, la tirosina y el triptofano, respectivamente. El
aminoacido en presencia de O, y nicotinamida adenina dinucléotido fosfato
(abreviada NADP* en su forma oxidada y NADPH en su forma reducida) es N-
hidroxilado y después descarboxilado, teniendo una aldoxima como producto.
Posteriormente, la molécula recibe un tiolato mediante el ataque nucleofilico y se
convierte en una imina (acido tiohidroximico). La enzima uridina difosfato glucosa
(UDPG) cataliza una reaccién de S-glucosilacion en el hidroximato produciendo el
desulfoglucosinolato que en presencia de la 3’-fosfoadenosina-5-fosfosulfato
(PAPS), que es una sulfotransferasa, cataliza la transferencia del grupo sulfato

para obtener el glucosinolato como producto final (Dewick, 2002).
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NH, NHOH aldoxima H 0 |!| o] +|| o
a-aminoacido o
Ataque nucleofilico
HO
HO /SH
o]
OH o) g SH SH —_
o PAPS oH UDP-Glu R_g/ / R E\N/OH
HO' - a5 OH —-— \ = R—C -~
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R—C / NO NOH o
- P s P N
\\N—O—SO R=Cy acido tiohidroximico H
3 N—OH
glucosinolato desulfoglucosinolato

Figura 2. Reaccion general de formacion de glucosinolatos. Modificada de Fahey et al., 2001.
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A continuacion se presentan tres ejemplos de la formacién de glucosinolatos:
Glucosinolato alifatico

Los derivados de metiotina son los ejemplos mas comunes en presentar
elongaciones como se observa en la figura 3. Estas elongaciones son producidas
por la desaminacion del aminoacido, después se efectua una reaccion de
condensacion del grupo acetil de la acetilCoA catalizada por la 2-(w-metiltioalquil)
malato sintasa (MAMS). El producto intermediario es convertido en un isémero y
luego oxidado y descarboxilado. La reaccion final es una transaminacion
produciendo un derivado del aminoacido listo para formar el nucleo del
glucosinolato. La reaccién anterior puede integrar hasta nueve carbonos mas con

la repeticion de la condensacion catalizada por la MAMS (Falk et al., 2004).
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co, //T ransaminacion
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Figura 3. Elongacion de la cadena de metionina. Formacion de homometionina y dihomometionina. Modificado
de Falk et al., 2004 y Dewick, 2002.
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Después de la elongacion de la cadena, continia la formacién de

los

glucosinolatos. A continuacion se muestran las reacciones efectuadas desde la

molécula de homometionina hasta el glucosinolato sinigrina (Dewick, 2002) (Fig.

4).
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Figura 4. Formacion del glucosinolato sinigrina. Modificado de Dewick, 2002.
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Glucosinolatos bencilicos

La mayoria de los glucosinolatos bencilicos se derivan de los aminoacidos

fenilalanina y tirosina. Las reacciones necesarias para los glucosinolatos derivados

de cada uno de los aminoacidos antes mencionados se ilustran a continuacion con

la sinalbina y el bencilglucosinolato (Fig. 5):
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Figura 5. Formacion de los glucosinolatos bencilicos: a) sinalbina y b) bencilglucosinolato. Modificado de

Dewick, 2002.
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Glucosinolatos indélicos

Los glucosinolatos inddlicos son derivados del aminoacido triptéfano, las
reacciones de formacion de un glucosinolato de este tipo se esquematiza a

continuacion con el ejemplo de la glucobrasicina (Fig. 6).
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Figura 6. Formacion del glucosinolato inddlico glucobrasicina. Modificado de Dewick, 2002.
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