SVERSIDAD NACIONAL AUTONONA p WSS
50
i * N\

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

EVALUACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO Y/O ANTI-INFLAMATORIO DE
Brassica oleracea var. italica Y METABOLITOS ACTIVOS EN MODELOS
EXPERIMENTALES

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
Q.F.B. GUADARRAMA ENRIQUEZ OMAR

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA RAMON DE LA FUENTE MURNIZ
COMITE TUTOR: DRA. ROSA VENTURA MARTINEZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. RICARDO REYES CHILPA
INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM

CD. MX., OCTUBRE 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






SVERSIDAD NACIONAL AUTONONA p WSS
50
i * N\

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

EVALUACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO Y/O ANTI-INFLAMATORIO DE
Brassica oleracea var. italica Y METABOLITOS ACTIVOS EN MODELOS
EXPERIMENTALES

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
Q.F.B. GUADARRAMA ENRIQUEZ OMAR

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA RAMON DE LA FUENTE MUNIZ
COMITE TUTOR: DRA. ROSA VENTURA MARTINEZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. RICARDO REYES CHILPA
INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM

MEXICO, CD. MX., OCTUBRE 2018



UN /M iiis
POSGRADO #52

Ciencias ﬁiolégicas

COORDINACION

Lic. Ivonne Ramirez Wence
Directora General de Administraciéon Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que el Subcomité de Biologia Experimental y Biomedicina del
Posgrado en Ciencias Biologicas, en su sesion ordinaria del dia 06 de agosto de 2018, aprobd el
siguiente jurado para la presentacion del examen para obtener el grado de MAESTRO EN
CIENCIAS BIOLOGICAS del alumno GUADARRAMA ENRIQUEZ OMAR con numero de cuenta
307069111, con la tesis titulada “EVALUACION DEL EFECTO ANTINOCICEPTIVO Y/O ANTI-
INFLAMATORIO DE Brassica oleracea var. italica Y METABOLITOS ACTIVOS EN MODELOS
EXPERIMENTALES”, realizada bajo la direccién de la DRA. MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO:

Presidente: DRA. HERMELINDA SALGADO CEBALLOS

Vocal: DRA. AGUSTINA CANO MARTINEZ
Secretario: DRA. ROSA VENTURA MARTINEZ
Suplente: DRA. SILVIA LAURA GUZMAN GUTIERREZ
Suplente: DR. RICARDO REYES CHILPA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, Cd, Mx., a 04 de octubre de 2018

DR. ADOLFO GERARD® NAVARRO SIGUENZA COORDINACION
COORDINADOR DEL PROGRAMA

.

Unidad de Posgrade *Coordinacion del Posgrado en Ciencias Bioldgicas Edificio D, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacén C.P. 04510 Cd. Mx. Tel. 5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Biologicas de la UNAM por la oportunidad de realizar mis estudios

de maestria.

Al CONACYT por la beca proporcionada para realizar mis estudios de posgrado
(CVU/Becario): 781549/610203.

A los proyectos de investigacion que permitieron la realizacion de esta tesis: CONACYT
226254, CONACYT 256448, CNIC-R-2015-785-098, CYTED-RED Cornucopia.

Al Programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado de la UNAM por su apoyo para la
presentacion de este trabajo en Washington D.C., Estados Unidos de América (2018-1) y
Madrid, Espafia (2018-2).

A la Dra. Maria Eva Gonzalez Trujano por integrarme en su equipo de trabajo. A los
miembros del Comité Tutor: Dra. Rosa Ventura Martinez y Dr. Ricardo Reyes Chilpa por su

interés, comentarios y aportaciones al presente trabajo de investigacion.



AGRADECIMIENTOS A TiTULO PERSONAL

Al pueblo de México que permitié que yo continuara con mi preparacion académica.

A la Universidad Nacional Autonoma de México por brindarme la oportunidad de seguir
creciendo de manera personal y académica en sus aulas.

Al Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiz y al Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez por el uso de sus instalaciones para la realizacion de este
trabajo.

A la Dra. Eva Gonzalez Trujano por permitir mi formacion bajo su tutela, asi como por su
apoyo académico y personal en el laboratorio que dignamente representa.

A la Dra. Guadalupe Esther Angeles Lopez por su asesoria en experimentos y situaciones no
académicas durante gran parte de esta tesis.

A la M. en C. Mariana Yetlanezy Hernandez Ardmburo, por las recomendaciones y
anotaciones a este trabajo, asi como por los buenos momentos en el trabajo de laboratorio.
Al Dr. Alberto Hernandez Ledn, por su ayuda en pruebas farmacoldgicas, asi como sus
sugerencias en esta tesis y buenos ratos en el laboratorio.

A los doctores Diego A. Moreno y Nieves Baenas del Laboratorio de Fitoquimica del CEBAS-
CSIC, Murcia por el material vegetal y los extractos acuosos que permitieron las pruebas
para esta tesis.

A la Dra. Agustina Cano Martinez del Departamento de Fisiologia del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez por la asesoria en la histologia.

A los doctores Rosa Ventura y Ricardo Reyes por sus atinados comentarios y por su tutoria
en el transcurso de este trabajo. Asimismo agradezco a las doctoras del sinodo Dra.
Hermelinda Salgado, Dra. Agustina Cano y Dra. Silvia Laura Guzman por sus comentarios
para la mejora de esta tesis.

A los camaradas que hicieron muy ameno, enriquecedor y divertido el trabajo diario en el
laboratorio: Mariana, Claret, Citlalli, Citlali, Sara, Lizeth, Nancy, Adriana, Daniela, Alberto,

Leonel, Luis y Fernando.



DEDICATORIAS

A Dios

A mama

A los abuelitos

Al ahijadito

A los primos, tios y sobrinillos
A los amigos de la vida

Gracias por tanto, perddn por tan poco
Los quiero

«No estudiamos con el propdsito
de acumular conocimientos
estaticos sin contenido humano.
Nuestra causa como estudiantes es
la del conocimiento militante, el
conocimiento critico, que

impugna, contradice, controvierte,
refuta y transforma, revoluciona

la realidad social, politica,

cultural, cientifica».

José Revueltas
1968



INDICE

Pagina
ABREVIATURAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
RESUMEN 1
ABSTRACT 2
|. MARCO TEORICO 3
1. Dolor 3
1.1. Epidemiologia 3
1.2. Fisiologia del dolor 4
1.3. Clasificacién del dolor 6
1.3.1. Dolor Nociceptivo 6
1.3.2. Dolor inflamatorio 7
1.3.2.1. Dolor inflamatorio/Edema 7
1.3.3. Dolor patoldgico 7
1.4. Terapéutica del dolor 8
1.4.1. Antiinflamatorios no esteroideos 9
1.4.2. Opioides 10
1.4.3. Terapias alternativas para el tratamiento de dolor 11
2. Nutracéuticos 12
2.1. Clasificacién de nutracéuticos 12
2.2. Legislacion de los nutracéuticos 13
3. Brasicaceas 13
3.1. Brocoli 14
3.2. Composiciéon quimica 15
3.3. La investigacion farmacologica de especies del género Brassica 18
3.4. Sulforafano 18
4. Modelos experimentales en la investigacion biomédica 19
Il. JUSTIFICACION 21
lIl. HIPOTESIS 21
V. OBJETIVOS 22
1. Objetivo general 22
2. Objetivos especificos 22
V. METODOLOGIA 23
1. Animales 23

2. Material vegetal 23



2.1. Extractos acuosos de broécoli
3. Farmacos y reactivos

4. Evaluacion farmacolégica

4.1. Primera etapa de la evaluacion farmacologica
4.1.1. Prueba de toxicidad aguda

4.1.2. Nocicepcion visceral inducida con acido acético al 1 %
4.1.3. Nocicepcion inducida con formalina al 1 %
4.1.3.1. Dafo gastrico

4.2. Segunda etapa de la evaluacion farmacoldgica
4.2.1. Prueba de «plantar test»

4.2.2. Inflamacién inducida con carragenina

4.2.3. Evaluacion del efecto sedante

4.2.4. Analisis histologico

4.2.4.1. Tincién tricrémica de Masson

4.3. Determinacion del posible mecanismo de accion del efecto
antinociceptivo de los extractos de B. oleracea var. italica

VI. ANALISIS ESTADISTICO

VII. RESULTADOS
1. Cuantificacion de polifenoles y sulforafano

2. Primera etapa de la evaluacién farmacolégica

2.1. Determinacién de la toxicidad aguda de extractos acuosos de brécoli
2.2. Nocicepcidn visceral inducida con acido acético al 1 %

2.2.1. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de las semillas de brocoli
2.2.2. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de los brotes de brocoli
2.2.3. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso del vegetal maduro de
brocoli

2.2.4. Efecto antinociceptivo del sulforafano

2.2.5. Efecto antinociceptivo del acido clorogénico

2.3. Nocicepcién inducida con formalina al 1 %

2.3.1. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de semillas de brécoli
2.3.2. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de brotes de brécoli
2.3.3. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de vegetal maduro de
brocoli

2.3.4. Efecto antinociceptivo del sulforafano

2.4. Evaluacién del dafio gastrico

3. Segunda etapa de la evaluacion farmacoldgica
3.1 Prueba de «plantar test»

3.1.1. Evaluacion del efecto antinociceptivo del extracto acuoso de brotes de
Brassica oleracea var. italica y del sulforafano
4. Prueba de sedacion: campo abierto

23

23

24
24
24
24
25
25
26
26
26
27
27
28
29

29

30
30

31
31
32
32
33

34
35
36
37
37
38

39
40

41

42
42

42
43



4.1. Evaluacion del efecto sedante del extracto acuoso de brotes de brocoli y

sulforafano

5. Edema inducido con carragenina

5.1. Evaluacion de la actividad antiedematosa de los extractos acuosos de
brocoli

5.2. Evaluacion de la actividad antiedematosa del sulforafano

5.3. Analisis histologico

VIIl. DISCUSION

8.1. Analisis fitoquimico de los posibles constituyentes bioactivos del brocoli
8.2. Evaluacioén de la toxicidad aguda de los extractos de brocoli

8.3. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en un modelo de dolor
abdominal

8.4. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en un modelo de dolor
nociceptivo

8.5. Efecto antinociceptivo de extractos de brdcoli en «plantar test»

8.6. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en la prueba de
inflamacion y edema inducidos con carragenina A

8.7. Efecto antinociceptivo del sulforafano y participacién de receptores a
opioides

IX. CONCLUSION
X. LITERATURA CITADA

ANEXO A Obtencién de extractos acuosos de Brassica oleracea var. italica
ANEXO B Articulos cientificos derivados de esta tesis

43
44
44
45
46
48
48
49

50

52
53

54

55

56

57

65
69



ABREVIATURAS

CNS

CO2
COX
CREB

CsIC
DLso
EEM
Fe?*

GABA
GHS

h
HPLC-PDA

Hz
i.p.
IAS

min

Grado Celsius

Microlitros

Micromolar

Micrémetro

Micromol

Adenil cinasa

Antiinflamatorio no esteroideo

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico

Acido monofosférico ciclico

Adenosin trifosfato

Calcio

Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura

Centimetros

Sistema Nervioso Central (por sus siglas en inglés Central Nervous
System)

Dioxido de carbono

Ciclooxigenasa

Elementos de respuesta a AMP. (por sus siglas en inglés cAMP
response element-binding

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

Dosis letal media

Error estandar de la media

Hierro

Gramos

Acido y-amino butirico

Sistema Globalmente Armonizado de Clasificaciéon y Etiquetado de
Productos Quimicos (por sus siglas en inglés Globally Harmonized
System)

Hora

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con Arreglo de Fotodiodos (Por
sus siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography with
Photodiode Array Detector)

Hertz

Intraperitoneal

Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (por sus siglas en
inglés, International Association for the Study of Pain)

Interleucina

Potasio

Kilogramo

Litro

Metro

Molar

Metiljasmonato

Miligramo

Magnesio

Minutos

Mililitro

Sodio



NF-kB
NMDA
NSAID

no.
Nrf2

OCDE
OECD

Factor nuclear kappa B

N-metil-D-aspartato

Antiinflamatorio no esteroideo (por sus siglas en inglés Non Steroidal
Anti-Inflammatory Drugs)

Numero

Factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (por sus siglas en
inglés Nuclear factor E2-related factor 2)

Organizacioén para la Cooperacion y Desarrollo Econémicos
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (por sus
siglas en inglés, Organisation for Economic Co-operation and
Development)

Organizacién Mundial de la Salud

Oxido nitrico

Via intragéstrica, del latin per os

Prostaglandina D,

Prostaglandina E,

Prostaglandina Fyq

Prostaciclina

-log[H']

Proteina cinasa A (por sus siglas en inglés Protein Kinase A)

Fosfato

Radiacion Fotosintéticamente Activa

Segundos

Subcutanea

Sulfato

Tiempo

Factor de Necrosis Tumoral a

Tromboxano A,

Variedad

Watts

Zinc



INDICE DE FIGURAS

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Rutas fisiologicas del dolor. Vias ascendente y descendente
Escalera analgésica de la OMS

Mecanismo de accion de los AINEs

Mecanismo de accién de los opioides

Brassica oleracea L. var. italica Plenck

Estructura general de los glucosinolatos

Reacciones de hidrdlisis de los glucosinolatos

Campo abierto

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de semillas de B.
oleracea en la prueba de writhing en ratones

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de brotes de B.
oleracea en la prueba de writhing en ratones

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de vegetal maduro B.
oleracea. en la prueba de writhing en ratones

Actividad antinociceptiva de sulforafano (0.1, 1 y 10 mg/kg, i.p.) en
la prueba de nocicepcién visceral inducida con acido acético al 1 %
en ratones

Actividad antinociceptiva de acido clorogénico (3,10, 30 y 100
mg/kg, i.p.) en la prueba de nocicepcion visceral inducida con acido
acético al 1 % en ratones

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de semillas de B.
oleracea (2000 mg/kg, i.p.) en la prueba de formalina al 1 % en
ratas

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de brotes de B.
oleracea (500, 1000 y 2000 mg/kg) en la prueba de formalina al
1 % en ratas

Pagina

10
11
14
15
17

27

32

33

34

35

36

37

38



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de vegetal maduro de
B. oleracea (500, 1000 y 2000 mg/kg, p.o.) en la prueba de
formalina al 1 % en ratas

Actividad antinociceptiva del sulforafano (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) solo y
en combinacién con naltrexona (5 mg/kg, i.p.) comparados con el
grupo vehiculo y naltrexona (1 mg/kg, s.c.) sola en la prueba de
formalina al 1 % en ratas

Fotografias representativas de estbmagos disecados de ratas

% Efecto Maximo Posible de latencia de retiro ante el estimulo
térmico inducido en ratas que recibieron la administracién del
extracto acuoso de brotes

Evaluacion del efecto sedante de los extractos acuosos de brécoli y
sulforafano

Induccion de edema con carragenina. Evaluacion del efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso de brotes de brécoli.

Induccion de edema con carragenina. Evaluaciéon del efecto
antiinflamatorio del sulforafano.

Fotomicrografias histolégicas de extremidades posteriores de ratas
con distintos tratamientos.

Secuencia de pasos para la obtencion de extractos acuosos de B.
oleracea var. italica

39

40

41

42

43

44

45

47



INDICE DE TABLAS

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Glucosinolatos presentes en Brassica oleracea var. italica

Paradigmas comunes de pruebas de nocicepcion, conductas
observadas y sustratos neuronales

Cuantificacion de compuestos individuales y totales en diferentes
estadios de brécoli después de la extraccion acuosa

Cuantificacion de sulforafano en diferentes estadios de brocoli
después de la extraccién acuosa

Dosis letal media de los extractos acuosos de semilla, brotes y
vegetal maduro de Brassica oleracea var. italica

Péagina
16

20

30

31

31



RESUMEN

Los productos naturales han sido estudiados debido a su potencial uso como
analgésicos, ya que producen efectos similares a los tratamientos de la
medicina moderna sin que se hayan reportado efectos adversos graves. Entre
estos se encuentran los denominados nutracéuticos, los cuales son derivados
de alimentos que han demostrado beneficios terapéuticos resultando una
opcion relevante para el tratamiento de las enfermedades. El género Brassica
es de interés para la salud y para esta tesis, ya que el consumo de cruciferas
se ha asociado con efectos quimiopreventivos y antiinflamatorios, donde
metabolitos como el sulforafano se reportan con diversas actividades
farmacolégicas sobre el sistema nervioso central, entre éstas su potencial
analgésico.

En esta investigacion se evalué el efecto antinociceptivo vy
antiinflamatorio del brécoli en diferentes etapas vegetativas (semilla, brotes y
vegetal maduro) y algunos metabolitos activos. Asimismo, la toxicidad aguda o
posibles efectos adversos comunmente observados en analgésicos de la
clinica se valoraron con la finalidad de conocer el potencial farmacologico de
esta especie para la terapéutica del dolor. Los extractos acuosos de brécoli
fueron evaluados en modelos experimentales de dolor de primera eleccion en
el cernimiento de farmacos analgésicos. No se presentaron efectos adversos o
toéxicos en ningun estadio. El extracto de brotes resultd ser el mas eficaz,
seguido de las semillas y el vegetal maduro en un modelo de dolor nociceptivo
con formalina. La actividad antinociceptiva se corroboré con la prueba de
nocicepcion «plantar test» y la inflamatoria con la induccion de edema con
carragenina, asi como con andlisis histolégico. El sulforafano y el &cido
clorogénico fueron metabolitos activos que disminuyeron significativamente la
nocicepcion e inflamacion. En cuanto al posible mecanismo de accion, los
resultados indican la participacion de receptores a opioides enddgenos
esencialmente para sulforafano coincidiendo con datos de la literatura.

Este texto incluye generalidades del dolor nociceptivo e inflamatorio, su
influencia biolégico-social, farmacos utilizados en clinica y sus efectos
adversos, asi como los productos naturales como alternativa de terapéutica.
Donde se dan evidencias farmacoldgicas de la evaluacién del brécoli como

potencial nutracéutico en el tratamiento del dolor.



ABSTRACT

Natural products have been studied due to their potential use as analgesics,
since they produce effects like modern medicine treatments without having
reported serious adverse effects. Among these are the so-called nutraceuticals,
which are derived from foods that have shown therapeutic benefits resulting in a
relevant option for the treatment of diseases. The genus Brassica is of interest
for health and for this thesis, since the consumption of cruciferous has been
associated with chemopreventive and anti-inflammatory effects, where
metabolites such as sulforaphane are reported with various pharmacological
activities on the central nervous system, among these its potential analgesic.

In this study, we investigated the antinociceptive and anti-inflammatory
effect of broccoli in different vegetative stage (seed, sprouts and mature
vegetable) and some active metabolites. Likewise, the acute toxicity or possible
adverse effects commonly observed in analgesics of the clinic were evaluated
to know the pharmacological potential of this species for pain therapy. The
agueous extracts of broccoli were evaluated in experimental pain models of first
choice in the analgesic drugs screening. There were no adverse or toxic effects
at any stage. The sprouts extract was found to be the most effective, followed
by the seeds and the inflorescence in a model of nociceptive pain using
formalin. The antinociceptive activity was corroborated with the plantar test
nociception and the inflammatory effect with an induction of carrageenan
edema, as well as with histological analysis. Sulforaphane and chlorogenic acid
were active metabolites that significantly decreased nociception and
inflammation. Regarding the possible mechanism of action, the results indicated
participation endogenous opioids receptors essentially for sulforaphane, data
agreed to that of literature.

This text includes generalities of nociceptive and inflammatory pain, its
biological-social influence, drugs used in the clinic and its adverse effects, as
well as natural products as an alternative therapy. Pharmacological evidence of
broccoli effect is given to demonstrate its nutraceutical potential in the treatment

of pain.



I. MARCO TEORICO

1. Dolor

En 1979 la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus
siglas en inglés) defini6 al dolor como la experiencia sensorial y emocional
desagradable asociada a una lesion tisular presente o potencial, o que se
describe en términos de dicha lesion (Merskey et al., 1979; Loeser y Treede,
2008). Este tiene la funcion de ser protector y adaptativo, ya que advierte al
individuo para su escape ante el estimulo inductor del dolor y asi proteja el sitio
de lesiéon de tejido (Grace et al., 2014). El dolor no se define exclusivamente
COmo una percepcion nociceptiva, ya que ademas constituye una experiencia
subjetiva integrada por un conjunto de pensamientos, sensaciones y conductas
(Muriel, 2008).

1.1. Epidemiologia
El dolor es caracteristico y necesario para el diagnéstico de muchas
enfermedades, puede servir como indice de severidad y actividad de alguna
condicion patolégica y es determinante en el uso de servicios de salud publica
(McBeth y Jones, 2007). Por tanto, el dolor representa un problema clinico,
social y econdmico en individuos de todas las edades alrededor del mundo, ya
gue las condiciones de dolor generan mayor impacto negativo en la calidad de
vida en comparacion con otros problemas de salud (Henschke et al., 2015).

El dolor es un problema comun en la poblacion, se ha reportado que
entre el 7 y el 59 % de los adultos padecen dolor (Hasselstrom et al., 2002).
Los estudios epidemioldgicos en diferentes paises reportan tasas de
prevalencia en dolor cronico entre el 12 y el 80 %, con un promedio del 25 %
segun la IASP (Covarrubias-Gémez et al., 2010; Griego et al., 2016). Cabe
destacar que el dolor es la razén principal de acudir a la sala de urgencias en
poco mas del 50 % de los casos (Cordell et al., 2002) y en el 30 % de visitas a
la consulta familiar (Hasselstrom et al., 2002). En Meéxico existen escasos
reportes epidemioldgicos de dolor, no obstante en uno de ellos se indica que el
96.3 % de los pacientes hospitalizados refiere dolor (Covarrubias-Gomez,
2008).



1.2. Fisiologia del dolor

El dolor es un proceso fisiologico esencial de defensa que permite evitar o
limitar el dafio tisular a un organismo. Dicho proceso se organiza en cinco
etapas esenciales denominadas: transduccion, conduccion, modulacion,
transmision y percepcion (Fornasari, 2014).

La transduccion es la etapa en la que los estimulos mecanicos, térmicos
0 quimicos potencialmente peligrosos se convierten en sefiales eléctricas que
activan un potencial de accién (Pergolizzi et al., 2017). La transduccién ocurre
en las terminales periféricas de las fibras nociceptivas somaticas y viscerales
aferentes que tienen sus cuerpos en los ganglios de la raiz dorsal. Dichas
neuronas sensoriales de umbral alto y especializadas para la respuesta de
estimulos potencialmente dafiinos son conocidas como nociceptores
(Fornasari, 2014; Vijayan, 2015). Las terminales periféricas contienen
transductores proteicos altamente especializados, la mayoria son canales que
abren en respuesta a estimulos que favorecen la permeabilidad de los iones
Ca®* y Na', los cuales son responsables de la despolarizacién terminal
(Fornasari, 2014).

La conduccion es la etapa en la que los potenciales de accion viajan a lo
largo de los axones para llegar a la médula espinal (los canales de Na'
convierten el potencial del generador en las terminales periféricas en un
potencial de accion). Los axones de los nociceptores pueden ser amielinicos
(fibora C) o mielinizados (Fibras Ad) (Winkelstein, 2004). La liberacién de
neurotransmisores se promueve cuando los potenciales de accion alcanzan las
terminales nociceptivas en el asta dorsal de la médula espinal y se abren los
canales de voltaje de Ca®". Cuando los canales de Ca** son bloqueados, la
liberacion de neurotransmisores se detiene. La comunicacion sinaptica entre
las neuronas de primer y segundo orden es la etapa de transmisién (Grace et
al., 2014). La sinapsis de transmision entre el nociceptor o la neurona de
primer orden y la neurona espinotalamica o de segundo orden es
primordialmente glutamatérgica (Fornasari, 2014). En el dolor agudo
nociceptivo, el glutamato se une principalmente a los receptores AMPA (acido
a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico o quiscualato), que son
canales ionotropicos de Na’ que despolarizan a las neuronas de segundo
orden y desencadenan el potencial de accién que asciende al talamo. La
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activacion de las fiboras C da lugar a la liberacion de los moduladores
neuropeptidicos como la sustancia P o el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (por sus siglas en inglés calcitonin gene related peptide CGRP) y
una despolarizacion postsinaptica sostenida (Pinho-Ribeiro et al., 2017). Esta
despolarizacién elimina la dependencia del bloqueo de voltaje por Mg?* de los
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), otro receptor de glutamato expresado
en las neuronas de segundo orden en el asta dorsal causando la afluencia de
Ca®*. Cabe mencionar que la activacién del receptor NMDA es un paso
esencial en la comunicacion y ejecucion de esta etapa (Fornasari, 2014), donde
los principales neurotransmisores inhibidores en el asta dorsal son opioides
endogenos, norepinefrina, serotonina, glicina y GABA (Pinho-Ribeiro et al.,
2017) (Fig. 1).

Via ascendente del dolor

Tracto espinotalamico

A. Transmision de fibras nerviosas A-0 y C a neuronas
de segundo orden en el asta dorsal (fibras aferentes
periféricas)

Excitacion de neurona motora (refleja)

Relevo talamico

Percepcion cortical dolorosa (cognitiva y emocional)
Formacién reticular, excitacion hipotalamica (reaccion
motora/endocrina)

moom

AN

Via descendente del dolor

A. Cerebro

1. Impulsos corticales/subcorticales

2. Impulsos a la materia periacueductual

3. Locus coeruleus (sistema inhibitorio
noradrenérgico)

4. Nucleo del rafé (sistema inhibitorio serotonérgico)

B. Medula espinal

5. Sinapsis inhibitoria en el asta dorsal

6. Tracto espinotalamico

7. Neurona motora refleja

Figura 1. Rutas fisiolégicas del dolor. Vias ascendente y descendente del dolor. Modificado de
CHANGEPAIN®



1.3. Clasificacion del dolor
Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) el tratamiento farmacolégico
del dolor puede basarse en las siguientes clasificaciones (Puebla-Diaz, 2005;
World Health Organization, 2012):

e Mecanismo fisiopatoldgico (nociceptivo, inflamatorio, patolégico)

e Duracion (crénico, agudo, intercurrente)

¢ Etiologia (maligna o no maligna)

e Localizacion anatomica

La clasificacion por mecanismo fisiopatologico es una de las mas utilizadas
y se divide en (Woolf, 2010):

e Dolor nociceptivo

e Dolor inflamatorio

¢ Dolor patologico (neuropatico o disfuncional).

1.3.1. Dolor nociceptivo
El dolor nociceptivo es aquel que surge del dafio real o potencial del tejido no
neuronal y se debe a la activacion de nociceptores (Le Bars et al., 2001). Los
nociceptores son las neuronas sensoriales de alto umbral del sistema nervioso
periférico que son capaces de transducir y codificar estimulos nocivos. Entre
los estimulos que son codificados pueden ser de tipo térmico, mecénico y
quimico (Julius y Basmabum, 2001).

El dolor nociceptivo puede clasificarse segun la localizacion de los
nociceptores que se activan en (World Health Organization, 2012):

e Dolor somatico, que es el causado por la activacion de nociceptores
presentes en tejidos superficiales o profundos, resultado de la lesién y/o
inflamacion de un tejido que causa liberacién de mediadores.

e Dolor visceral, que es producido por la activacion de nociceptores
localizados en Organos internos. Estos nociceptores producen
sensaciones poco localizadas y difusas que pueden ser referidas a sitios

lejanos del lugar de la lesion.



1.3.2. Dolor inflamatorio

El dolor inflamatorio se desarrolla después de la ruptura o la lesion del tejido,
ya sea por trauma, calor, infeccion, toxinas, tumores, entre otros (Costigan y
Woolf, 2000). Una vez dafado el tejido, las células infiltradas del sistema
inmunolégico liberan multiples mediadores quimicos (Chenet al.,, 2013).
Dichos mediadores forman una mezcla conocida como sopa inflamatoria,
compuesta de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas, bradicininas, purinas,
aminas y iones (Murray et al., 2004; Xu y Yaksh, 2011). Las terminales
periféricas de los nociceptores expresan receptores para algunos de los
mediadores inflamatorios. Dicha expresion de receptores permite el incremento
de la sensibilidad de los nociceptores en el tejido inflamado, esto se denomina
sensibilizacion periférica. La sensibilizacion periférica  contribuye a la
hipersensibilidad caracteristica del dolor inflamatorio (Hinz y Brune, 2004;
Chen et al., 2013).

1.3.2.1. Dolor Inflamatorio/ Edema

La inflamacién aguda involucra la sobreproduccion de radicales libres,
activacion de enzimas y liberacion de mediadores inflamatorios vy
proinflamatorios (Mansouri et al.,, 2015). Los agentes inflamatorios que son
liberados y que producen el edema son: el éxido nitrico (ON), prostaglandina 2
(PGEy), interleucinas (IL-1B, IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a)
(Zzhang y An, 2007; Necas y Bartosikova, 2013). En este proceso también
intervienen la histamina, la serotonina, la bradicinina y la enzima ciclooxigenasa
2 (COX-2) (Ray et al, 2015). Durante la inflamacion se incrementa la
permeabilidad vascular que favorece la migracion de células hacia el sitio de

inflamacion, causando edema, eritema y dolor (Ray et al., 2015).

1.3.3. Dolor patolégico

El dolor patolégico es una situacion maladaptativa que resulta de
anormalidades en el funcionamiento del SNC (Woolf, 2010; Grace et al., 2014).
Dicha disfuncion puede ser consecuencia de estados de inflamacion, diabetes,
neuropatia, infecciones virales, quimioterapia, entre otras (Kuner, 2010). El
dolor maladaptativo puede clasificarse en neuropatico y disfuncional, el primero

debido a algun dafio o disfuncion en el SNC o periférico (Speciali et al., 2016) y
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el segundo en condiciones en las que no existe tal dafio o inflamacién (Kiguchi
et al., 2017). El dolor neuropatico se caracteriza por los sintomas de
hipersensibilidad sensorial definida por dolor, hiperalgesia y alodinia resistentes
a los analgésicos tradicionales (Woolf, 2010; Kiguchi et al., 2017). El
mecanismo que desencadena el dolor disfuncional no es claro aunque incluye
trastornos conocidos como fibromialgia, sindrome de intestino irritable y cistitis

intersticial (Nagakura, 2015).

1.4. Terapéutica del dolor

En 1986 la OMS propuso un protocolo para el tratamiento del dolor en
pacientes con céancer conocido como «Escalera Analgésica». Dicho protocolo
incluye métodos psicoldgicos, modificacion de procesos patologicos, farmacos,
bloqueo de transmision del dolor, modificacién de la rutina e inmovilizacion
(OMS, 1996).

El manejo del dolor es comunmente asociado a farmacos conocidos por
mucho tiempo por sus propiedades analgésicas. Dichos farmacos pueden
clasificarse en dos grandes grupos: antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y
analgésicos opioides (Melnikova, 2010). En la escalera analgésica de la OMS
se describe el uso de farmacos de tipo no opioide (AINES) para el alivio del
dolor leve. Cuando el dolor no es aliviado se recomienda afadir el uso de
opioides débiles, que son utiles para el dolor moderado. Si dicha combinacién
no surte efecto se debe suspender el uso de opioides débiles y utilizar opioides
fuertes, considerados para el alivio del dolor severo y continuar con la
administracion de AINEs. En cualquiera de los tres casos no se debe utilizar
mas de un farmaco de cada tipo. Ademas, farmacos adyuvantes pueden
utilizarse en casos especificos (OMS, 1996).

El objetivo de los farmacos adyuvantes es contrarrestar los efectos
adversos de los analgésicos, conseguir mayor alivio del dolor y/o tratar
trastornos psicolégicos concomitantes como el insomnio, la ansiedad y la
depresion. Entre los farmacos adyuvantes utilizados estan los antieméticos,
laxantes, corticoesteroides y psicotropicos. Cabe destacar que para el alivio del
dolor patolégico puede ser utili el uso de antidepresivos triciclicos,

anticonvulsivos y/o anestésicos locales (OMS, 1996) (Fig. 2).



Dolor Moderado Dolor Severo

DOpinides fuertes

Opinides debiles Oolor moderado a severo

[ Dolor Leve ] Oolor leve a moderado :
Mo opinides Mo opioides Mo opioides

Adyuvantes
Ansioliticos, antidepresivos, coticoesteroides, anticonwul sivos, sntiem éticos, laxantes

Figura 2. Escalera analgésica de la OMS

1.4.1. Antiinflamatorios no esteroideos

Los AINEs son los farmacos mas utilizados en el tratamiento del dolor asociado
a inflamacion, lo cual se debe a su mecanismo de accién por la inhibicién de la
enzima ciclooxigenasa (COX) isoenzimas de tipo 1 y 2. Las COX 1y 2
catalizan la conversion del acido araquiddnico en peroxidasas de
prostaglandinas (PGs) (Bertolacci et al., 2013; Rius y Claria, 2016). Las PGs
son liberadas ante cualquier estimulo quimico o mecéanico (Botting, 2006) y se
forman a partir del acido araquidoénico liberado de la membrana fosfolipidica en
presencia de la enzima fosfolipasa A,. El acido araquidénico es transformado
mediante la enzima microsomal COX para generar los endoperoxidos ciclicos
PGG; y PGHy, los cuales son inestables y pueden ser isomerizados de forma
enzimatica y no enzimatica en prostanoides como tromboxano A, (TXA),
prostaciclina (PGl,) y las PGs de tipo PGD,, PGE,y PGF,4 (Botting y Botting,
2011). Las PGs son conocidas por su accién pirogénica, asi mismo la PGE, y
PGI, poseen propiedad vasodilatadora, por lo que son consideradas como los
principales mediadores inflamatorios (Botting y Botting, 2011; Calatayud y
Esplugues, 2016).

La enzima COX-1 es constitutiva en la mayoria de las células y esta
involucrada en procesos fisiolégicos normales. Entre los procesos que
involucra estan la sintesis de TXA,, implicado en la agregacién plaquetaria; la
produccion de PGE; y PGI, que median la proteccién gastrica y la formacion de
PGl, del endotelio vascular que mantiene la dilatacidon de vasos sanguineos e
inhibe la formacion de trombos plaquetarios. La COX-2 es conocida como
inducible, ya que es expresada por las células involucradas en la inflamacion,
como los macréfagos y monocitos. Esta se encarga de la produccion de PGs

en procesos patoldgicos, como se observa en el edema e hiperalgesia
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asociadas a enfermedades inflamatorias (Botting y Botting, 2011; Calatayud y
Esplugues, 2016).

Los AINEs al inhibir indistintamente a la isoenzimas COX-1 y COX-2
ejercen actividad analgésica y antiinflamatoria, pero también producen los
efectos adversos como sangrado y ulceracion estomacal, disfunciones

plaquetarias y renales (Hinz y Brune, 2004; Wong y Chan, 2016) (Fig. 3).
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Flgura 3. Mecanismo de accion de los AINEs.

1.4.2. Opioides

Los farmacos opioides son analgésicos utilizados en la practica clinica para el
tratamiento del dolor de moderado a severo (Sanchez-Fernandez et al., 2013).
Los opioides producen analgesia por su union en los receptores opioides (J, Ky
0) que se encuentran en el cerebro, tallo cerebral, médula espinal y en algunas
terminales periféricas de aferentes primarios. Cabe destacar que en la espina
dorsal se encuentran en las regiones presinaptica y postsinaptica del asta
dorsal de las neuronas (Fornasari, 2014; Vijayan, 2015). Los opioides son
agonistas de receptores opioides acoplados a proteinas G inhibitorias, éstos

modulan y reducen las sefales ascendentes del dolor que llegan al cerebro y
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activan las vias descendentes inhibitorias que viajan del cerebro medio hacia la
médula espinal (Vijayan, 2015) (Fig. 4).

Entre los efectos adversos del tratamiento con opioides se encuentra la
tolerancia, que es la reduccion del efecto analgésico del farmaco. Dicha

complicacion limita el uso de este grupo de farmacos. (Benyamin et al., 2008).
Basal Opioide

Presinaptica Fibra G

& aferente (Ca?*) (Ca®)

\
G Opioide — "D
“",g’ATP b /V pioide \J,PATP /\/
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2+
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Figura 4. Mecanismo de accion de los opioides. AC: adenil cinasa; cCAMP: acido monofosférico
ciclico; ATP adenosin trifosfato; G proteina G; PKA proteina cinasa; NMDA N-metil-D-aspartato.
Modificado de CHANGEPAIN® y Hetcher 2011.

1.4.3. Terapias alternativas para el tratamiento de dolor

Debido a los efectos adversos, principalmente de los AINES, es que se buscan
alternativas analgésicas en la medicina tradicional y los productos naturales.
Entre las alternativas se requiere que produzcan actividad analgésica con la
menor ocasion de efectos adversos y/o toxicos posibles (Ambriz-Pérez et al.,
2016). Los pacientes recurren a distintas alternativas para el alivio del dolor,
con el fin de reducir los efectos adversos de los tratamientos farmacol6gicos
gue impiden la continuidad de las actividades cotidianas. Algunas de las
alternativas son la herbolaria y los productos naturales. Tan sé6lo en México, se
estima que entre el 80 y 90 % de la poblacion recurre a la herbolaria para el
tratamiento de algunas enfermedades, cifra similar a la poblaciéon mundial que

recurre a la misma (Carrillo-Esper et al., 2010). Lo anterior ha llevado al
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aumento en la produccion de remedios herbolarios (Verma y Singh, 2008). En
el caso de México, la consultora KMPG reporté en 2017 que el 90 % de los
productos milagro decomisados son de tipo suplemento alimenticio y el resto
pertenecen a la categoria de remedios y medicamentos herbolarios. Asimismo
reporté que entre los afios 2014 y 2017 la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios otorgd 10 registros al afio a medicamentos
herbolarios (Rodriguez, 2017). Ademas, entre los productos naturales se
encuentran los nutracéuticos, que son derivados de alimentos que han
demostrado beneficios fisioldgicos y reduccion de enfermedades cronicas
(Cencic y Chingwaru, 2010; Shahidi, 2012).

2. Nutracéuticos

Los compuestos derivados de frutas y vegetales a menudo poseen actividades
antioxidantes y/o antiinflamatorias, dichas propiedades se sugieren como
potenciales protectores contra enfermedades crénicas (Ronis et al., 2018).
Dichos vegetales son una fuente importante de metabolitos secundarios o
especializados, motivo por el cual algunos son conocidos como alimentos
promotores de la salud (Fowke et al., 2003). Aunque no esta definido por
algunas legislaciones, el nutracéutico es un producto purificado derivado de
una fuente de alimento que proporciona beneficios a la salud mas alla del valor
nutricional basico de los alimentos (Ronis et al., 2018). Ademas, el nutracéutico
esta compuesto por metabolitos o micronutrientes en cantidades especificas y

en forma farmacéutica (Shahidi, 2012; Santini et al., 2017).

2.1. Clasificacion de nutracéuticos
Existen dos tipos de clasificacion para los nutracéuticos, ya sea en funcion de
sus fuentes naturales, usos medicinales y la constitucion quimica de los
productos, o bien, de la presentacion del nutracéutico (Chauhan et al., 2013):

e Sustancias con funciones nutricionales establecidas como vitaminas,

minerales, aminoacidos y acidos grasos;
e Productos herbolarios o botanicos como extractos;
e Reactivos derivados de otras fuentes (piruvato, condroitina, precursores

de hormonas esteroideas) que cumplen funciones especificas, tales
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como nutricion deportiva, pérdida de peso y reemplazo de alimentos o

suplementos dietéticos.

2.2. Legislacion de los nutracéuticos

El término nutracéutico ha tomado importancia en las ultimas dos décadas, ya
que paises desarrollados como Canada los han legislado para su produccién y
venta como productos funcionales de uso preventivo o correctivo en las
enfermedades (Health Canada, 1998). Paises en vias de desarrollo como la
India, recientemente integraron y modernizaron numerosas regulaciones en
relacion con los alimentos, suplementos alimenticios y nutracéuticos para
robustecer las normas de seguridad alimentaria (Chauhan et al., 2013). Brasil
es el Unico pais de América Latina que tiene una legislacion definida para
declaraciones funcionales y de salud que utilizan componentes de nutrientes o
no nutrientes y también para la demostracién de seguridad y eficacia de éstos
(De Figueiredo y Lajolo, 2008). En la legislacion alimentaria de México (Ley
General de Salud, 2009), Estados Unidos de América (Federal Food, Drug,
and Cosmetic Act, 2017) y la Unién Europea (Reglamento UE 2015/2283) no
se encuentra estipulado el término nutracéutico, ya que todavia esta

considerado en el apartado de suplementos alimenticios (Santini et al., 2017).

3. Brasicéaceas

Las especies de la familia Brassicaceae son vegetales conocidos como
brasicaceas, cruciferas o de la «familia de la mostaza». Esta familia de
angiospermas esta compuesta por 338 géneros y alrededor de 3700 especies
(Li y Olsen, 2016) de las cuales varias son de importancia econdémica,
alimentaria, ornamental y biotecnoldgica (Couvreur et al., 2010; Warwick, 2011;
Ishida et al., 2014).

El género Brassica es uno de los 51 géneros en la tribu Brassicaceae,
pertenecientes a la familia de las cruciferas y es el de mayor importancia
econdémica, puesto que incluye a 37 especies cultivares que proporcionan
raices, hojas, tallos, yemas, flores y semillas comestibles, entre ellas destacan
el brécoli, coliflor, col de Bruselas, col, mostaza, entre otras (Rakow, 2004,

Zhou et al.,, 2015). Dichas especies estan distribuidas en la region del
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Mediterraneo, en el suroeste de Europa y el noroeste de Africa (Buck, 1956;
Gray, 1982).

3.1. Brocaoli

Brassica oleracea L. var. italica Plenck, es conocido comunmente como brécol
o0 brécoli. Es una planta anual, de crecimiento erecto, con una altura entre 60 a
90 cm y termina en una masa de yemas funcionales. La parte comestible es
una masa densa de yemas florales de color verde grisaceo o morado, que
puede alcanzar un diametro de 20 a 35 cm. Los tallos principales rematan en
una masa globulosa de yemas hipertrofiadas. Lateralmente en las axilas de las
hojas se pueden desarrollar brotes hipertrofiados de yemas florales, de tamafio
menor que el de la cabeza principal. Los brotes aparecen de forma paulatina y
escalonada, generalmente tras el corte del cogollo principal que pueden ser
comercializados haciendo manojos. La planta de brocoli posee tallos cilindricos
y el tallo principal es relativamente grueso (3 a 6 cm diametro), de 20 a 50 cm
de alto, sobre el cual se disponen las hojas en forma helicoidal, con entrenudos
cortos. Puede persistir durante 5 a 8 afios cuando es establecida, cabe
destacar que al madurar las inflorescencias verdes producen flores amarillas
(Taiyan et al., 2001; Jaramillo y Diaz, 2006). (Fig. 5).

Figura 5. Brassica oleracea L. var. italica Plenck (a) Semillas (b) Brotes (c) Vegetal maduro (d)
Vegetal maduro con flores.
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3.2. Composicion quimica

Los estudios de composicion quimica del brocoli han reportado constituyentes
quimicos entre los que destacan vitaminas (Moreno et al., 2006), minerales
(Koh et al., 2009), compuestos de tipo flavonoide (Ares et al., 2013) y
glucosinolato (Bhandari y Kwak, 2015), asi como sus correspondientes
derivados de hidrélisis (Bjorkman et al., 2011), por ejemplo:

Minerales esenciales: calcio (Ca®"), magnesio (Mg?"), sodio (Na*), potasio
(K", hierro (Fe?"), zinc (Zn?"), fésforo (PO4>) y azufre (SO4%).

Vitaminas: tiamina (B1), riboflavina (B2), acido ascérbico (C), fitomenadiona
(K)

Flavonoides: canferol, quercetina, isorramnetina

Glucosinolatos: son el principal grupo de compuestos contenidos en plantas
de la familia Brassicaceae, los cuales son en gran parte responsables de los
sabores amargos y picantes de las cruciferas (Fahey et al.,, 2001; Halkier y
Gershenzon, 2006). Estas moléculas se encuentran en vacuolas de la célula
vegetal (Guaadaoui, 2018) y se caracterizan por una estructura basica similar
gue contiene un grupo oxima-sulfonado unido mediante un enlace sulfuro a una
B-D-glucopiranosa, y una cadena lateral derivada de diferentes aminoacidos
(Bones y Rossiter, 2006; Moreno et al., 2006) (Fig. 6).

HO

S OH
R
“xc/ OH

N 7 |
M R= Fuede ser un radical
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080, G o indélico

Figura 6. Estructura general de los glucosinolatos

Los glucosinolatos pueden estar sustituidos por radicales alifaticos, alquenos,
aromaticos e inddlicos (Dinkova-Costova y Kostov, 2012; Rybarczyk-Plonska et
al., 2016). De lo anterior se les clasifica de acuerdo a su naturaleza quimica en
alifaticos, inddlicos y arométicos (Zukalova y Vasak, 2002). Los glucosinolatos
reportados en Brassica oleracea var. italica se muestran en la Tabla 1
(Bellostas et al. 2007; Latté et al., 2011).
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Tabla 1. Glucosinolatos presentes en Brassica oleracea var. italica
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Derivados de la hidrélisis de glucosinolatos: en las plantas que producen
glucosinolatos existe una proteina denominada mirosinasa, que es una enzima
B-tioglucosidasa. La enzima mirosinasa esta contenida en los granulos de la
membrana celular (Guaadaoui, 2018), que se libera cuando hay una ruptura
celular en el vegetal. La enzima cataliza la hidrélisis de los glucosinolatos en
varios productos, como: isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, epitionitrilos y
oxazolidinas. La naturaleza de los compuestos producidos dependera del pH
del medio, sustrato, nivel de actividad de la mirosinasa, etc. (Bones y Rossiter,
2006; Halkier y Gershenzon, 2006) (Fig. 7). Algunos de estos productos
producen beneficios a la salud pero otros podrian ser perjudiciales (Cartea et
al., 2008)

Dano de células vegetales

Plagas, masticamiento, cosecha,
procesamiento cle alimento
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: |
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HO \(
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Figura 7. Reacciones de hidrdlisis de glucosinolatos. Modificado de Guaadaoui, 2018.
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3.3. Lainvestigaciéon farmacolégica de especies del género Brassica

El cultivo de especies del género Brassica ha sido de interés en las dltimas dos
décadas por sus beneficios a la salud humana (Bjorkman et al., 2011; Manchali
et al., 2012). Entre los beneficios se ha asociado el consumo de cruciferas con
un menor riesgo de infarto de miocardio (Cornelis et al., 2007). Ademas, los
efectos promotores de la salud obtenidos de una dieta rica en vegetales del
género Brassica reportan que son un punto de partida prometedor para el
desarrollo de alimentos funcionales quimiopreventivos y antiinflamatorios
(Wagner et al., 2013).

En modelos preclinicos se ha demostrado la eficacia analgésica de
extractos metanolicos B. juncea (mostaza castafia) (Rahmatullah et al., 2010),
B. rapa var. chinensis (Bok choy) (Rahman et al., 2015), B. oleracea var.
gongylodes (colirrdbano) (Jakaria et al., 2015), B. oleracea var. capitata (Pinky
et al., 2015) y B. oleracea var. italica (brocoli) (Hasan et al., 2015). También se
han reportado como compuestos promotores de la salud a las vitaminas y
minerales (Moreno et al., 2006), compuestos fendlicos (Hamalainen et al.,
2007) y ultimamente a los glucosinolatos (Lippman et al., 2014) e isotiocianatos
presentes en el brocoli (Fuentes et al., 2015).

Cabe mencionar que el brocoli es la principal fuente natural del
isotiocianato sulforafano, cuyo precursor es la glucorafanina que constituye del
50 al 83 % de los glucosinolatos totales presentes en este vegetal (Borowski et
al., 2008; Van Eylen et al., 2009).

3.4. Sulforafano

Recientemente se han reportado estudios clinicos del sulforafano que
describen sus efectos benéficos en trastornos neurolégicos complejos como el
autismo (Singh et al., 2014) y en los niveles séricos de antigeno prostéatico en
hombres prostatectomizados (Cipolla et al., 2015). Mientras que en pruebas
preclinicas, se ha descrito que el sulforafano produce actividades
farmacoldgicas sobre el SNC. Dichas actividades son de tipo ansiolitico y
antidepresivo (Wu et al., 2016), como antinociceptivo y antiinflamatorio en dolor
neuropatico (Wang y Wang, 2017). Reportes de actividad antiinflamatoria y
antioxidante in vivo e in vitro del sulforafano involucran la induccion del factor

nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (Nrf2), asi como la disminucion de la
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actividad del factor nuclear kappa B (NF-kB). Ambos factores se relacionan con
el control de enfermedades inflamatorias (Folkard et al., 2015; Redondo et al.,
2017), donde ademas se implica la disminucion de las citocinas IL-18, TNF-a e

inhibicion de las enzimas inflamatorias INOs y COX-2 (Ma et al., 2015).

4. Modelos experimentales en la investigacion biomédica

Es bien sabido que el uso de animales en la investigacion biomédica ha
permitido descubrir maneras de comprender y tratar algunas enfermedades y
por lo tanto prolongar la vida humana. Los resultados de las investigaciones
con modelos animales proporcionan informacién relevante a corto plazo debido
a gue sus ciclos vitales son mas cortos.

El estudio experimental de dolor en humanos es complicado, puesto que
conlleva condiciones morales y éticas. Los modelos preclinicos in vivo son
importantes porque el dolor y sus mecanismos subyacentes son procesos
emergentes de un SNC y éstos no pueden simularse completamente en células
o sistemas de tejidos aislados (Rose y Woodbury, 2008).

Para el estudio del dolor existen diversos modelos que permiten explorar
sus mecanismos y mediadores involucrados. Para ello es necesario abordar el
desarrollo de estrategias farmacoldgicas a modelar, las mas utilizadas son en
roedores (ratas y ratones), a menos que se especifique lo contrario. Es
importante resaltar que las medidas de comportamiento de respuesta se
describen también en algunos casos s6lo para especies especificas (Rose y
Woodbury, 2008).

Las respuestas que se miden en modelos de dolor estan basadas en la
suposiciéon de gque la conducta inducida en los animales es comparable a
alguna de las observadas en las patologias del ser humano. Ademas, éstas
cuentan con tres criterios de validez: la de apariencia, de constructo y
predictibilidad. La validez aparente se refiere a que las respuestas y sintomas
observados en el modelo animal deben ser similares a los observados en los
pacientes. La validez de constructo es la razén subyacente o causa que
produce la patologia, es decir que algunos marcadores del padecimiento o
motivos organicos que lo producen deben estar presentes en el modelo y en la
enfermedad. Finalmente, la validez de predictibilidad se da cuando el

tratamiento farmacolégico utilizado en la terapéutica produce efectos
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comparables en la conducta analizada en el modelo animal (McKinney y
Bunney, 1969; Ohl, 2005).

Entre los modelos de dolor nociceptivo de primera eleccion se
encuentran los que incluyen estimulos mecanicos, térmicos y quimicos (Tabla
2).

Tabla 2. Paradigmas comunes de pruebas de nocicepcion, conductas observadas y
sustratos neuronales. Tomado de Rose y Woodbury, 2008.

Tipo de Comportamientos Sustratos
estimulo Paradigmas utilizados cuantificables minimos
centrales
Mecénico Aparato de Hargreaves Latencia de retiro Segmental
(filamentos de Von Frey) (espinal)

Térmico  Inmersion de la cola
(caliente/frio), suspension de la Latencia de retiro, Segmental y

cola, plato caliente, plato frio), saltos, lamidas, suprasegmental
Aparato de Hargreaves (calor  protegidas (tronco cerebral)
radiante)
Lamidas, mordidas,
Quimico  Formalina, acido, capsaicina, protegidas, Segmental y
taxol sacudidas, cambios suprasegmental
de postura,

vocalizaciones

En cuanto a los modelos de dolor inflamatorio existen los que producen
dafio tisular, enfermedades autoinmunes o los que liberan mediadores
inflamatorios por exposicion a agentes irritantes. La induccion de edema con
carragenina o zymosan es uno de los mas utilizados en el cernimiento y
busqueda de analgésicos, en éste se dafa el tejido circundante al area de
aplicacion. El adyuvante completo de Freund o el coldgeno se caracterizan por
la activacion del sistema inmunolégico y produccion de dafios articulares. Y en
el caso de la formalina se produce respuesta asociada a una activacion central
y en una segunda fase al dafio causado por la irritacion y mediadores

producidos por la inflamacién (Hogan, 2002).
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II. JUSTIFICACION

El dolor es una afeccién frecuente en las personas que hacen uso de los
servicios de salud. Los farmacos utilizados en la terapéutica para su manejo
son eficaces, pero aun asi presentan riesgos al producir efectos adversos.

Debido a los efectos adversos de estos farmacos es que se requieren
nuevas alternativas eficaces y seguras para el tratamiento del dolor, por lo que
la medicina tradicional en relacidon al uso de plantas medicinales y los
productos naturales para el tratamiento de los diversos padecimientos se sigue
considerando de relevancia. Lo anterior requiere ademas de las evidencias
cientificas que validen esta opcion de terapéutica.

De lo anterior, Brassica oleracea var. italica es un candidato de interés
que evaluar, tanto quimica como farmacolégicamente, por su potencial utilidad
en tratamiento de las enfermedades o sus sintomas, como es el caso del dolor.
Para ello resultan elementales los modelos experimentales que permitiran
validar su potencial actividad bioldgica, identificar los metabolitos responsables
y los posibles mecanismos de accién. Cabe mencionar que los modelos
utilizados en esta tesis son para determinar su eficacia analgésica tanto en la

nocicepciéon como en la inflamacion.

. HIPOTESIS

Si el brdcoli contiene metabolitos bioactivos con potencial analgésico y
antiinflamatorio que varian con la etapa vegetativa, entonces éstos produciran
una respuesta antinociceptiva y antiinflamatoria diferencial en los modelos

experimentales en roedores mediada por receptores a opioides.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo general
Evaluar el efecto antinociceptivo y/o antiinflamatorio de Brassica oleracea var.

italica y metabolitos activos en modelos experimentales en roedores.

2. Objetivos especificos
Establecer la toxicidad aguda mediante el calculo de la dosis letal media (DLsp)
de extractos acuosos de semillas, brotes y vegetal maduro de Brassica

oleracea

Determinar el efecto antinociceptivo y/o antiinflamatorio de extractos acuosos
de semillas, brotes y vegetal maduro de brécoli y compararlos con el efecto de
un farmaco de referencia en la prueba de «writhing» en ratones y formalina en

ratas.

Determinar el efecto antinociceptivo y/o antiinflamatorio del extracto acuoso de
brécoli con mayor eficacia en las pruebas de nocicepcion anteriores,
empleando las pruebas de «plantar test» e inflamaciéon en el edema inducido

con carragenina, respectivamente.
Evaluar posibles efectos adversos como sedacion (nivel central) y dafio
gastrico (nivel periférico) del extracto de brocoli con mayor eficacia

antinociceptiva y/o antiinflamatoria y ademas de su metabolito activo.

Evaluar el posible mecanismo de accidn responsable del efecto antinociceptivo

y/o antiinflamatorio de brocoli y al menos de un metabolito activo.
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V. METODOLOGIA

1. Animales

Ratas macho de la cepa Wistar (200 a 250 g de peso corporal) se utilizaron en
los experimentos de nocicepcidn inducida con formalina, en el «plantar test» y
en la prueba de edema inducido con carragenina, asi como para la evaluacion
de dafo gastrico y analisis histologico. Asi mismo, ratones macho de la cepa
Swiss Webster Taconic (20-25 g de peso corporal) se utilizaron en la prueba de
«writhing». Los animales fueron mantenidos a temperatura controlada de
22 °C £ 2 °C con ciclos luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al alimento y
al agua. El protocolo experimental siguid las recomendaciones de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999), del Comité de Investigacion y Etica de
la IASP, de los Lineamientos y Estandares Eticos para la Investigacion del
Dolor Experimental en Animales (Zimmermann, 1983) y del Comité de Bioética
del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente (NC12.3280.0).

2. Material vegetal

2.1. Extractos acuosos de brécoli

Los extractos acuosos de semillas (EAS), brotes (EAB) y vegetal maduro (EAV)
fueron obtenidos y estandarizados en el Laboratorio de Fitoquimica del
CEBAS-CSIC, Murcia, Espafia conforme al método que se describe en el

Anexo A.

3. Farmacos y reactivos

Indometacina (Sigma-Aldrich), cloruro de sodio (Reactivos Meyer),
formaldehido 37 %, acido acético (JT Baker), tramadol, ketorolaco (Sigma-
Aldrich), carragenina A (Sigma-Aldrich), paraformaldehido (ICN Biomedicals
Inc), sulforafano (Cayman-Chemical), naltrexona (Sigma-Aldrich), acido
clorogénico (Sigma-Aldrich), tween 80 (Sigma-Aldrich), reactivos de tincién
tricromica de Masson (Hycel), sacarosa (Sigma-Aldrich), fosfato de sodio
dibasico (JT Baker), fosfato de sodio monobasico (JT Baker), hidréxido de
sodio (Sigma-Aldrich), Tissue Tek® (Sakura).
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4. Evaluacién farmacoldgica

El disefio experimental del proyecto se dividi6 en dos etapas: evaluacion
general y evaluacion especifica. En la primera etapa se probaron los extractos
de brécoli en los estadios de semillas, brotes y vegetal maduro para obtener la
dosis letal media (DLsg), también definir el extracto con mayor actividad
antinociceptiva y/o antiinflamatoria de los tres estadios de madurez y las dosis
a evaluar en la ventana de actividad biologica antinociceptiva. La actividad
antinociceptiva se evalué en la prueba de dolor abdominal «writhing» en
ratones y la de formalina en ratas.

En la segunda etapa se determind la actividad antinociceptiva y/o
antiinflamatoria del extracto méas activo, con las pruebas de plantar test y
edema inducido con carragenina en ratas. En ambas etapas los roedores
fueron manipulados al menos un dia antes de realizar las evaluaciones. Los
animales se dividieron en grupos de 6 individuos al azar y sin remplazo. Las
evaluaciones de nocicepcion y posibles efectos adversos se realizaron 30 min
después de la administracion de los tratamientos (vehiculo, extractos y

farmacos de referencia).

4.1. Primera etapa de la evaluacion farmacologica

4.1.1. Prueba de toxicidad aguda

La dosis letal 50 (DLsp) se determiné por via intraperitoneal (i.p.) e intragastrica
(p.0.) en ratas hembra empleando el método de Lorke (1983) modificado
acorde con las pautas del protocolo «OECD Guideline for testing of chemicals»
No. 423 (2001), el cual indica que la dosis maxima permitida a probar es de
2000 mg/kg. La DLsg se calculé con la media geométrica de la dosis maxima
con la cual todos los sujetos experimentales mueren y la dosis maxima con la
que todos sobreviven. Después de la administracion, los animales fueron
monitoreados durante 14 dias y se registré6 su peso. En el dltimo dia los
animales se sacrificaron y se inspeccionaron macroscopicamente comparados

contra el grupo control.

4.1.2. Nocicepcién visceral inducida con acido acético al 1 %
En un grupo de ratones, después de la administracion del vehiculo o de los

tratamientos, se dejaron transcurrir 30 min y los ratones recibieron acido
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acético al 1 % (10 mL/kg, via i.p.) para inducir la nocicepcion. La latencia al
primer estiramiento y el nimero de estiramientos abdominales inducidos por el
acido acético se registraron durante 30 min en intervalos de 5 min (Collier et al.,
1968). La antinocicepcion visceral se obtuvo mediante el area bajo la curva
(ABC) de estiramientos durante la prueba de writhing. El porcentaje de

antinocicepcion se obtuvo mediante la férmula:

ABCy_30 minTratamiento X 100)
ABCy_30 min Control

% Antinocicepcion = 100 — (
4.1.3. Nocicepcion inducida con formalina al 1 %
Para esta prueba se utlizaron ratas, en cada grupo de animales se
administraron los tratamientos e inmediatamente después se colocaron durante
30 min en forma individual dentro de un cilindro de acrilico (21 cm didmetro y
30 cm de altura). Dicho cilindro estéa rodeado con espejos para facilitar la vision
de la conducta desde todos los angulos del evaluador. Trascurrido el tiempo,
los animales fueron administrados via subcutanea en la superficie plantar de la
extremidad posterior derecha con 50 pL de formalina al 1 %. La conducta
nociceptiva se cuantific6 como el numero de sacudidas y el tiempo invertido en
lamer la pata inyectada mediante la observacion de dos fases: la neurogénica
(actividad central) de 0-5 min y la inflamatoria (actividad central-periférica) de
20-25 min. La disminucién significativa de cualquiera de las conductas se
interpret6 como efecto antinociceptivo (Dubuisson y Dennis, 1977; Tjglsen et
al., 1992).

4.1.3.1. Dafio gastrico

Terminada la prueba de la formalina, los animales fueron sacrificados dentro de
una camara de CO,. Los estdmagos se disecaron y llenaron con 10 mL de
formaldehido al 10 % para la identificacion de un posible dafio gastrico.
Pasados 10 min, los estdbmagos fueron abiertos por la curvatura mayor y se
enjuagaron con agua destilada para eliminar su contenido y proceder a su
escaneo para la posterior observacion y medicion de las posibles lesiones
gastricas (Robert, 1979; Tanaka et al., 1997, Cristians et al., 2013).
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4.2. Segunda etapa de la evaluacion farmacolégica

Para determinar la actividad antinociceptiva a nivel central, grupos
independientes de ratas se evaluaron en el estimulo térmico en el «plantar
test»; mientras que, para evaluar la actividad antiinflamatoria se utilizé la
prueba de edema inducido con carragenina A. Los animales que recibieron el
extracto que produjo mayor actividad antinociceptiva también se evaluaron en
las pruebas de campo abierto y cilindro de exploracion para valorar la actividad
ambulatoria y detectar posible efecto sedante. Las extremidades se

aprovecharon para realizar el analisis histoldgico.

4.2.1. Prueba de «plantar test»
En esta prueba se midié la hiperalgesia térmica o nocicepcion a nivel central

usando el aparato de Hargreaves, en el cual las ratas se colocaron en camaras
de plexiglas con base de vidrio por un periodo de adaptacion de 30 min.
Posteriormente, un haz de calor emitido por una lampara con intensidad de 60
Hz por 20 s se hizo incidir en el area plantar de la extremidad posterior de la
rata. Este ensayo se realizO 3 veces para obtener el tiempo promedio de
latencia al retiro de la extremidad. Los datos fueron expresados como el efecto
maximo posible (% EMP), calculado de la siguiente forma (Hargreaves et al.,
1988; Gonzalez-Ramirez et al., 2012; Cheah et al., 2017):

Latencia del tratamiento — Latencia del vehiculo
% EMP = — — - - x 100
Tiempo maximo de corte — Latencia del vehiculo

4.2.2. Inflamacion inducida con carragenina

Al término de la prueba de «plantar test», a los animales se les administré 50
uL de carragenina A al 1 % (agente flogéogeno inductor de actividad edematosa)
en la extremidad posterior derecha por via s.c. La inflamacion inducida por la
carragenina se determiné por la medicion del espesor del edema plantar con el
vernier a los tiempos 0 (basal), 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h (Winter et al., 1962,
Gonzalez et al., 2007). Los valores obtenidos fueron expresados como

% Inflamacién, que se calculé con la siguiente férmula:

e Inf] ., Espesor inicial — Espesor tiempo x 100
o Inflamacion = 1 — Espesor inicial
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Posteriormente, los animales fueron sacrificados y sus extremidades fueron

retiradas para el examen histolégico.

4.2.3. Evaluacion del efecto sedante

Las ratas fueron manipuladas al menos un dia antes de la realizacion de las
evaluaciones para su adaptacidbn al espacio y condicidbn experimental.
Entonces, los tratamientos se administraron y 30 min después se realizo la
evaluacion conductual en la prueba de campo abierto (2 min). Esta consistid en
observar a cada rata colocada dentro de una caja dividida en 12 cuadros para
determinar la actividad ambulatoria. EI niumero de cuadros explorados (las
cuatro extremidades del animal estaban en un cuadrado) durante 2 min fue
registrado como actividad ambulatoria (Hall, 1934; Prut y Belzung, 2003;
Hernandez-Ledn, 2017).
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Figura 8. Campo abierto

4.2.4. Anadlisis histologico
Para el andlisis del tejido se eliminé el pelaje de las extremidades posteriores y

se sumergieron en solucion tamponada de paraformaldehido al 4 %.
Transcurridas 72 h de fijacion, las extremidades se lavaron con amortiguador
de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, y el tejido dérmico dorsal de las extremidades se
desprendié y se cortaron los huesos del tarso y las falanges. Después se
fragmenté el tercer hueso metatarsiano para retirar los huesos restantes del
metatarso y obtener soOlo tejido muscular, conjuntivo y epitelio estratificado
plano queratinizado del cojinete plantar. Los tejidos fueron sumergidos en

solucién de sacarosa al 30 % a 4 °C por 72 h. Después se embebieron en
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resina protectora de criocorte TissueTek®, por al menos 72 h. Las extremidades
fueron congeladas en orientacion longitudinal y cortadas en laminas de 10 um
de grosor. Las muestras obtenidas son representativas de 4 animales. Los
cortes se montaron sobre laminillas gelatinizadas y se mantuvieron a 4 °C para
su tincion posterior con la técnica tricromica de Masson. La técnica fue
realizada en colaboracién con la Dra. Agustina Cano Martinez en las
instalaciones del departamento de Fisiologia, de la direccion de Investigacion

del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

4.2.4.1. Tincién tricrémica de Masson
La tincién tricromica de Masson es una técnica diferencial que permite

identificar fibras musculares, de colagena y también detectar nucleos celulares
en un mismo corte, en funcion de los colorantes utilizados. La fucsina acida de
Biebrich tifie las fibras musculares (rojo); el azul de anilina las fibras de
colagena (azul) y la hematoxilina férrica de Weigert los nucleos (negro). El
protocolo para la tincién tricromica se describe a continuacion:

1. Secado de laminillas a temperatura ambiente al menos por 30 min

2. Hidratacion del tejido en PBS 0.01 M, pH 7.4 por 5 min a temperatura
ambiente

Incubado de tejido en solucién Bouin a 56 °C por 15 min

Enjuagado del tejido en agua destilada

Tinciéon con hematoxilina férrica de Weigert por 5 min

Lavado con agua destilada y vire con solucion de Scott

Lavado con agua desionizada

Tefido con escarlata de Biebrich y fucsina acida por 5 min

© 0o N o 0o b~ W

Lavado con agua desionizada

10.Colocacion de cortes en mezcla de acidos fosfotungstico y fosfomolibdico,
por 5 min (presencia de fibras de colageno color rosa claro)

11.Tincién con azul de anilina por 20 min (tincién de colageno color azul)

12.Lavado por inmersion del tejido con acido acético al 0.1 %

13.Lavado con agua desionizada

14.Deshidratacion rapida con etanol al 95 % y con etanol absoluto

15. Aclaracion rapida con xilenos y montaje
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4.3. Determinacion del posible mecanismo de accién del efecto
antinociceptivo de extractos de Brassica oleracea var. italica

Con la finalidad de conocer si el efecto antinociceptivo del extracto mas activo

de brocoli involucra la participacion de receptores de tipo opioide, éste o el

sulforafano fueron administrados 15 min después de la dosis de 5 mg/kg de

naltrexona (antagonista opioide no selectivo). Treinta min después de los

tratamientos se procedid a realizar la prueba de estiramiento abdominal en

ratones o de la formalina en ratas.

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como el promedio + error estdndar de la media (EEM) y
se analizaron mediante t de Student o andlisis de varianza (ANDEVA) de una o
dos vias, segun correspondid. Las pruebas post hoc de la comparacion de las
medias contra grupo control se analizaron con la prueba de Dunnett o entre
grupos con la prueba de Tukey. La diferencia significativa se considerd para
una p<0.05. El analisis se realiz6 con el programa de computo GraphPad Prism
(Prism 6 for Windows Version 6.04, GraphPad Software, 2012).
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VIl. RESULTADOS

1. Cuantificacion de polifenoles y sulforafano

Con base en el analisis de HPLC, se observo que en el caso de los polifenoles,
el extracto acuoso de vegetal maduro de brécoli contiene la mayor proporcion
de derivados de acido clorogénico y le siguen en menor proporcion los
extractos de brotes y semillas. En tanto que los compuestos de tipo flavonol y
derivados de acido sinapico estan contenidos en mayor cantidad en el extracto
de brécoli maduro, le siguen en proporcion los extractos de semillas y brotes.
La variacion entre el contenido de flavonoles entre el vegetal maduro, las
semillas y los brotes es de 5 y 6.6 veces, respectivamente. La cantidad de
derivados del acido sinapico entre el extracto de vegetal maduro y las semillas
es de 16 % y con el extracto de brotes es del 87.24 %.

Por dltimo, el contenido total de los compuestos fendlicos fue mayor en
el vegetal maduro, seguido de las semillas y en menor proporcion en los brotes.
Las semillas contienen poco mas de la mitad de la cantidad compuestos
fendlicos con respecto al vegetal maduro vy los brotes tienen 14 veces menos.
(Tabla 3)

Tabla 3. Cuantificacion de compuestos fenélicos individuales y totales en diferentes estadios de
brécoli después de la extraccion acuosa.

Brassica oleracea var. italica

Vegetal
Compuestos Semillas Brotes maduro
Derivados de acido
clorogénico 1.7+0.2 4.4+0.3 241.0+6.0
Flavonoles 8.0+1.1 1.6 +£0.6 53.0+4.0
Derivados de acido
sinpico 203.0+24.8 31.0+4.0 243.0+12.0
Total de compuestos
fendlicos 212.7+26.4 37.0+ 49 537.0+22.0

Promedio (n=3) £ desviacién estandar (ug/g peso seco)
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El extracto acuoso de semillas fue el que presentd la mayor cantidad del
sulforafano seguido del extracto de brotes y el extracto acuso de vegetal
maduro. En cifras, los brotes contienen casi 5 veces menos sulforafano que las

semillas y el vegetal maduro hasta 17 veces menos (Tabla 4).

Tabla 4. Cuantificacion de sulforafano en diferentes estadios de brocoli después de la
extraccion acuosa.

Brassica oleracea var. italica

Vegetal
Compuesto Semillas Brotes Maduro
Sulforafano 1060 = 60 220+ 51 63+7

Promedio (n=3) + desviacién estandar (ug/g peso seco)

2. Primera etapa de la evaluaciéon farmacolégica
2.1. Determinacion de la toxicidad aguda de extractos acuosos de brécoli
Con los extractos acuosos de semillas y vegetal maduro administrados por via
intragastrica se obtuvo una DLsp > 2000 mg/kg en rata; mientras que para el
extracto de brotes se obtuvo la misma dosis letal, pero en ratones.

Por otro lado, la dosis letal media de los extractos acuosos de brotes y
vegetal maduro administrados por via intraperitoneal fue calculada como 1000
y 2000 mg/kg, respectivamente; mientras que no se presento6 toxicidad con el

extracto acuoso de semillas a la dosis de 2000 mg/kg (Tabla 5).

Tabla 5. Dosis letal media de los extractos acuosos de semilla, brotes y vegetal maduro de
Brassica oleracea var. italica.

Extracto acuoso

Semillas Brotes Vegetal maduro
DLso (Mmg/kg, p.o.) *No Téxico *No Téxico *No Toxico
DLso (Mg/kg, i.p.) *No T6xico 1000 2000

*No Toxico a la dosis de 2000 mg/kg
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2.2. Nocicepcién visceral inducida con é&cido acético al 1 %
2.2.1. Efecto antinociceptivo del EAS

El EAS aumentd la latencia al primer estiramiento y produjo un efecto
antinociceptivo cuando se administré por via i.p. La latencia al primer
estiramiento fue significativa soélo a dosis altas (500 y 1000 mg/kg) y menor
al efecto inducido por metamizol, control positivo (Fig. 9a). Aunque con
relacion al efecto antinociceptivo todas las dosis fueron tan eficaces como el
metamizol (9b). En el caso de la via p.o., las dosis utilizadas de EAS
retardaron el primer estiramiento ante el estimulo nocivo de manera similar
al metamizol (9¢) y también produjeron actividad antinociceptiva con ambas
dosis (9d).

Latencia al primer estiramiento
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Figura 9. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de semillas (EAS) de B. oleracea en la
prueba de writhing en ratones. Latencia al primer estiramiento vias a) intraperitoneal y b)
intragdastrica, asi como % Antinocicepcion vias c) intraperitoneal y d) intragastrica. Comparacién
con el grupo que recibié el vehiculo. El farmaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.).
Promedio + EEM *p<0.05, indica diferencia significativa vs vehiculo.
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2.2.2. Efecto antinociceptivo del EAB

Por otro lado, en el mismo modelo, los EAB por via i.p. aumentaron la latencia
a la primera contorsion (10a) y la actividad antinociceptiva (10b) de manera
dosis dependiente y con efecto significativo en dosis bajas. Ademas, el EAB
por via p.o. retardd la latencia a estiramiento en las dosis mas altas (10c) y
también mostraron un porcentaje de antinocicepcion dosis dependiente (10d),

con una eficacia comparable al metamizol, control positivo.
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Figura 10. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de brotes (EAB) de B. oleracea en la
prueba de writhing en ratones. Latencia al primer estiramiento vias a) intraperitoneal y b)
intragastrica, asi como % Antinocicepcion vias c) intraperitoneal y d) intragastrica. Comparacion
con el grupo que recibio el vehiculo. El farmaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.).
Promedio + EEM *p<0.05, indica diferencia significativa vs vehiculo. &p<0.05 t de Student
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2.2.3. Efecto antinociceptivo del EAV de brécoli

El EAV de Brassica oleracea var. italica aumentd la latencia al primer
estiramiento, sélo que a la dosis de 1000mg/kg por via i.p. (11a); mientras que
en el porcentaje de antinocicepcion mostré un efecto significativo desde la
dosis mas pequeiia (250mg/kg) y alcanzd una eficacia similar a la del
metamizol (11b). Por otra parte el EAV por via esofégica prolongo la latencia al
estiramiento, de igual forma al farmaco de referencia (11c). En el caso de la

actividad nociceptiva, el EAV la disminuy6 a la dosis de 1000 mg/kg, p.o. (11d)
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Figura 11. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de vegetal maduro (EAV) B. oleracea
en la prueba de writhing en ratones. Latencia al primer estiramiento vias a) intraperitoneal y b)
intragdastrica, asi como % Antinocicepcién vias c) intraperitoneal y d) esofagica. Comparacion
con el grupo que recibi6 el vehiculo. El farmaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.).
Promedio + EEM *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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2.2.4. Efecto antinociceptivo del sulforafano

En esta prueba se observé que el sulforafano aumento la latencia al primer
estiramiento y produjo un efecto antinociceptivo con todas las dosis probadas,
aunque ambos efectos fueron menores al producido por el metamizol. Por otro
lado, el efecto antinociceptivo del sulforafano disminuy6 en la presencia del

antagonista opioide, naltrexona (Fig. 12).
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Figura 12. Actividad antinociceptiva de sulforafano (0.1, 1 y 10 mg/kg, i.p.) en la prueba de
nocicepcion visceral inducida con é&cido acético al 1 % en ratones. a) Latencia al primer
estiramiento abdominal y b) antinocicepcién producida por el sulforafano y antinocicepcion
producida por sulforafano en presencia de naltrexona (NTX) en comparacion con el grupo
vehiculo y el farmaco de referencia metamizol (80 mg/kg, p.o.). Promedio + EEM *p<0.05
diferencia significativa vs vehiculo.
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2.2.5. Efecto antinociceptivo del acido clorogénico

El acido clorogénico, otro metabolito de los extractos del brocoli, también
aumento la latencia al primer estiramiento inducido con acido acético a las
dosis de 3 a 30 mg/kg, incluso la dosis de 30 mg/kg produjo un efecto parecido
al del metamizol (Fig. 13a). Al analizar el efecto antinociceptivo, se encontrd
gue a partir de la dosis de 10 mg/kg este fue dosis dependiente, observandose
un efecto méximo del 70 % (Fig. 13b).
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Figura 13. Actividad antinociceptiva de &cido clorogénico (3,10, 30 y 100 mg/kg, i.p.) en la
prueba de nocicepcion visceral inducida con &cido acético al 1 % en ratones. a) Latencia al
primer estiramiento abdominal y b) antinocicepcién producida por el acido clorogénico en
comparacion con el grupo vehiculo y el farmaco de referencia metamizol (80 mg/kg, p.o.).
Promedio + EEM *p<0.05 diferencia significativa vs vehiculo.
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2.3. Nocicepcién inducida con formalina al 1 %

2.3.1. Efecto antinociceptivo del EAS de brécoli

La administracion i.p. del EAS (2000 mg/kg) disminuyé el nimero de sacudidas
inducidas en ambas fases de la prueba de formalina. Mientras que, por via
p.o., sblo disminuyd el tiempo acumulado de lamidas en la fase neurogénica.

(Fig. 14).
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Figura 14. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de semillas de B. oleracea (2000
mg/kg, i.p.) en la prueba de formalina al 1 % en ratas en comparacion con el grupo que recibié

el vehiculo. Promedio £ EEM. *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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2.3.2. Efecto antinociceptivo del EAB de broécoli

Tanto la administracion i.p. del EAB (50, 100 y 250 mg/kg) como la
administracion p.o. (50,1000 y 2000 mg/kg) disminuyeron las conductas
nociceptivas (lamidas y sacudidas) de manera dosis dependiente, en ambas
fases de la prueba de la formalina, de manera similar al control positivo
tramadol (30 mg/kg) (Fig. 15).
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Figura 15. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de brotes de B. oleracea (500, 1000 y
2000 mg/kg) en la prueba de formalina al 1 % en ratas en comparacién con el grupo que recibio
el vehiculo. Promedio + EEM *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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2.3.3. Efecto antinociceptivo del EAV de brécoli

El EAV administrado via i.p. a las dosis de 500 y 1000 mg/kg disminuyé las
conductas de sacudidas en la fase inflamatoria (Fig. 16a). Mientras que
administrado via p.o. a las mismas dosis disminuy0 el tiempo acumulado de las

lamidas en ambas fases (neurogénica e inflamatoria) (Fig. 16b).
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Figura 16. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de vegetal maduro de B. oleracea
(500, 1000 y 2000 mg/kg, p.o.) en la prueba de formalina al 1 % en ratas en comparacién con
el grupo que recibid el vehiculo. Promedio + EEM. *p<0.05 indica diferencia significativa vs

vehiculo.
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2.3.4. Efecto antinociceptivo del sulforafano
El sulforafano a las dosis de 0.1 y 1 mg/kg, i.p. produjo disminucion de la

conducta de lamidas en la fase neurogénica con ambas dosis. Dicho efecto
disminuye al aumentar la dosis (Fig. 17). La administracion previa del
antagonista opioide naltrexona (5 mg/kg, i.p.) disminuyé el efecto
antinociceptivo del sulforafano administrado a la dosis de 0.1 mg/kg, i.p. En el
caso de la fase inflamatoria, el sulforafano no produjo actividad antinociceptiva,

incluso la dosis mas alta aumento la conducta nociceptiva de lamidas (Fig. 17).
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Figura 17. Actividad antinociceptiva del sulforafano (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) solo y en combinacién
con naltrexona (5 mg/kg, i.p.) comparados con el grupo vehiculo y naltrexona (1 mg/kg, s.c.)
sola en la prueba de formalina al 1 % en ratas. Promedio + EEM *p<0.05 indica diferencia

significativa vs vehiculo.
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2.4. Evaluacién del dafio gastrico

Al terminar la prueba de la formalina, los estbmagos de los animales fueron
disecados para la observacion del posible dafio gastrico que comunmente se
presenta con los analgésicos antiinflamatorios como con el control positivo
(indometacina, 20 mg/kg, i.p.). En esta evaluacion se observé que ninguno de
los extractos acuosos del brocoli, ni el sulforafano, produjeron lesiones
gastricas con ninguna de las dosis probadas. Tampoco en los grupos control se
observé dafio alguno (Fig.18).

Vehiculo Indometacina Semillas ey
20 mg/kg 2000 mg/kg

Sulforafano Tramadol Brotes
1 mg/kg 30 mg/kg 2000 mg/kg

Vegetal Maduro
2000 mg’kg

3ouad|d easfels "1eA | Badesaj0 edsselqg

Figura 18. Fotografias representativas de los estomagos disecados de ratas que recibieron los
diferentes extractos acuosos de brdcoli, asi como el sulforafano en comparacion con vehiculo,
indometacina (20 mg/kg, p.o.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) para evaluar el dafio gastrico después
del modelo de nocicepciéon inducida con formalina al 1 %. Las Ulceras gastricas estan
marcadas con una flecha negra.
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3. Segunda etapa de la evaluacion farmacoldgica
3.1. Prueba de «plantar test»
3.1.1. Evaluacion del efecto antinociceptivo del EAB de Brassica

oleracea var. italica y del sulforafano

Dado que el EAB de Brassica oleracea var. italica indujo el mejor efecto
antinociceptivo en la fase neurogénica de la prueba de la formalina, sélo éste
fue utilizado para determinar si el brocoli induce un efecto antinociceptivo a
nivel central usando la prueba de «plantar test». Los resultados muestran que
las dosis de 30 y 300 mg/kg de este extracto aumentaron significativamente el
% Efecto Maximo Posible de la latencia al estimulo térmico utilizado en esta
prueba, al igual que el tramadol, control positivo, mientras que el ketorolaco no
alter¢ la latencia de los animales en esta prueba.

Por otro lado, solo la dosis de 0.1 mg/kg de sulforafano increment6 el periodo

de latencia al estimulo nocivo (Fig. 19).
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Figura 19. % Efecto Maximo Posible de latencia de retiro ante el estimulo térmico inducido en
ratas que recibieron la administracién del extracto acuoso de brotes (EAB) a las dosis de 30,
100 y 300 mg/kg, i.p. y sulforafano (SFN) a las dosis de 0.1 y 1 mg/kg, i.p., asi como los
farmacos de referencia ketorolaco (20 mg/kg, i.p.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) Promedio + EEM.
*p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo.
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4. Prueba de sedacion: campo abierto

4.1. Evaluacién del efecto sedante del EAB de brécoli y sulforafano

Con relacion al posible efecto sedante se observé que ni el EAB (30, 100 y 300
mg/kg, i.p.), ni el sulforafano (0.1 y 1 mg/kg) alteraron la actividad ambulatoria
de las ratas en la prueba de campo abierto, a diferencia del grupo con
tramadol, que si mostr6 cambios en la actividad ambulatoria de las ratas (Fig.
20)
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Figura 20. Evaluacién de la actividad ambulatoria en campo abierto en ratas que recibieron el
extracto acuoso de brotes (EAB) de B. oleracea (30, 100, 300 mg/kg, i.p.) y administracion
intraperitoneal de sulforafano (SFN) (0.1 y 1 mg/kg), asi como los farmacos de referencia
ketorolaco (20 mg/kg, i.p.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) Promedio + EEM. *p<0.05 indica
diferencia significativa vs vehiculo.
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5. Edemainducido con carragenina

5.1. Evaluacion de la actividad antiedematosa de los EAB de brocoli

Para corroborar la actividad antiinflamatoria observada en la fase Il de la
prueba de formalina se evalud el efecto del extracto de brotes en el edema
inducido con carragenina en ratas. Los resultados en el curso temporal
muestran una disminucién gradual de la inflamacion con los tratamientos de
extracto acuoso de brotes a las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg, i.p., asi como
con el ketorolaco 20 mg/kg, i.p., control positivo. Dicha disminucién inici6 a las
2 h de la induccion con el flogégeno y fue significativa después de 4 h.
Transcurridas 24 h se observo actividad antiinflamatoria con todos los
tratamientos, siendo significativa con los brotes a la dosis de 30 mg/kg y con el
ketorolaco (Fig. 21a). En el analisis del area bajo la curva del porcentaje de
inflamacion en el intervalo de tiempo de 0 a 6 h, en la figura 21b, mientras que
se observa la actividad antiinflamatoria significativa del extracto acuoso de
brotes a las dosis de 100 y 300 mg/kg, similar a la producida por el ketorolaco
(20 mg/kg) (Fig. 21b).
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Figura 21. Induccion de edema con carragenina. a) Curso temporal del porcentaje de inflamacioén en el intervalo
de 0 a 24 h con vehiculo, extracto acuoso de brotes de brécoli (30, 100 y 300 mg/kg, i.p.) y Ketorolaco (20
mg/kg, i.p.). Promedio + EEM. ANDEVA de dos vias *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo. b) Area
bajo la curva de la inflamacion en el intervalo de 0 - 6 h (ABCy.s1) del vehiculo, brotes de B. oleracea (30, 100 y
300 mg/kg, i.p.). ANDEVA de una via *p<0.05 en comparacion con el vehiculo.
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5.2. Evaluacioén de la actividad antiedematosa del sulforafano
Por otro lado, el sulforafano a la dosis de 0.1 mg/kg, i.p., disminuy6 la

inflamacion inducida por la carragenina, de manera similar al ketorolaco 20

mg/kg, i.p. Dicha disminucion inici6 a partir de las 2 h de la induccion

edematosa y es significativa a partir de las 4 h (Fig. 22a). El area bajo la curva

del porcentaje de inflamacion en el intervalo de tiempo de 0 a 6 h, muestra la

disminucién de inflamacion producida por el sulforafano (0.1 mg/kg), similar a la

producida por el ketorolaco (20 mg/kg) (Fig. 22b).
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Figura 22. Induccion de edema con carragenina. a) Curso temporal del % Inflamacion del
tiempo 0 a 24 h con vehiculo, sulforafano (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) y Ketorolaco (20 mg/kg, i.p.).
Promedio + EEM. ANDEVA de dos vias *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehiculo. b)
Area bajo la Curva de la inflamacion del intervalo 0 - 6 h (ABCy.61) del vehiculo, sulforafano (0.1

y 1 mg/kg, i.p.).
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5.3. Andlisis histoldgico

Tejido muscular

Los cortes histologicos que se presentan a continuacidn son representativos
de las extremidades con edema inducido con carragenina que se tifieron con
la técnica tricromica de Masson. En todas las figuras se observa la zona
muscular longitudinal en coloracion rojiza, las fibras de colagena en la
coloracién azul y las células sanguineas infiltradas como hematies de color

rojo y/o leucocitos con ndcleos color violeta.

Las fibras musculares de los animales a los que no se les indujo edema se
observan en las figuras 23a y 23b, donde se aprecian fibras musculares
continuas y algunas de colagena unidas al musculo, es decir que su integridad
estructural estd conservada. En el caso de la imagen 23c, los espacios entre
fibras contienen multiples células inflamatorias. En el recuadro 23d se
observan fibras discontinuas y, de igual manera, espacios entre fibras que

contienen eritrocitos, leucocitos y macrofagos.

También se muestra el tejido musculo esquelético de ratas que recibieron
tratamiento de extracto acuoso de brotes a las dosis de 100 (Fig. 23e) y 300
mg/kg (Fig. 23f), respectivamente. En la imagen que representa los efectos de
la dosis mas baja se observan los espacios intrafibrosos con mayor cantidad
de células blancas (Fig. 23e). En los animales que recibieron el extracto a la
dosis de 300 mg/kg, sus tejidos musculares estan mejor preservados y se
distinguen fibras de musculo continuas, aunque con igual espacio entre las
fibras es posible notar menor cantidad de leucocitos y eritrocitos (Fig. 23f). En
el caso de los animales que recibieron el antiinflamatorio de referencia,
aunque presenta menor espacio entre fibras musculares y preservacion de las
fibras, el contenido de células es similar en comparacion con los demas

tratamientos con el extracto (Fig. 239).
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Sin edema

Figura 23. Fotomicrografias de la extremidad posterior derecha de ratas naive sin induccion de
edema ni tratamientos (a) o con administracion de solucion salina intraperitoneal (vehiculo, b).
Fotografias de extremidad posterior de rata con administracion de solucién salina (vehiculo, c)
y con induccién de edema por administracion de carragenina A (d). Administracion del extracto
acuoso de brotes de brécoli a las dosis de 100 (e) y 300 mg/kg, i.p. (f). Fotografias de la
extremidad posterior con induccién de edema y administracién de ketorolaco a 20 mg/kg, i.p.
(9). Los eritrocitos estan sefialados con flechas rojas y los leucocitos con flechas anaranjadas.
Iméagenes al microscopio con aumento a 40x.
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VIIl. DISCUSION

En este proyecto se dan evidencias del potencial nutracéutico para el alivio del
dolor del brécoli (Brassica oleracea var. italica) y de dos de sus metabolitos
bioactivos: el sulforafano y acido clorogénico. Ademas de su eficacia sin la
manifestacion de los efectos adversos que se conocen para farmacos
analgésicos usados en la clinica del dolor como los AINEs. Lo anterior se
sugiere por los datos de toxicidad aguda y la eficacia tipo analgésica y
antiinflamatoria de extractos acuosos del brécoli en su diferente estadio
vegetativo; ademas de un posible mecanismo de accion de uno de sus

principales metabolitos.

8.1. Andlisis fitoquimico de los posibles constituyentes bioactivos del
brécoli

Entre los productos naturales que presentan potencial para la terapéutica estan
los llamados nutracéuticos, que son micronutrientes, purificados y derivados de
alimentos que en cantidades especificas, en forma farmacéutica y dosis
adecuadas que pueden utilizarse en diversos procesos patolégicos (Santini et
al., 2017; Ronis et al., 2018). El brécoli tiene potencial nutracéutico ya que
contiene vitaminas (Moreno et al., 2006), minerales, flavonoides (Hamalainen et
al., 2007; Hussain et al., 2016), glucosinolatos (Lippmann et al., 2014) y sus
derivados de hidrdlisis llamados isotiocianatos, de los cuales hay reportes de
su actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria (Fuentes et al., 2015). Uno de
los compuestos de interés bioldgico es el sulforafano, un isotiocianato producto
de la hidrdlisis del glucosinolato glucorafanina uno de los componentes mas
abundantes del brécoli.

En México, escasos grupos investigan a Brassica oleracea var. italica. El
enfoque mas estudiado del brécoli es a nivel industrial, en el cual se evaltan
las condiciones de almacenaje y para la elicitacion y produccion de mayor
cantidad de metabolitos secundarios (compuestos bioactivos de tipo polifenol y
glucosinolato) (Alanis-Garza et al., 2015; Moreira-Rodriguez et al., 2017). Se
sabe que existen diferencias en el contenido de metabolitos secundarios en

una sola especie vegetal, en funcion de la variedad, madurez de la cosecha,

48



condiciones de crecimiento, tipo de suelo y condiciones poscosecha
(Podsedek, 2007). Por lo cual, en este estudio se cuantificaron las
concentraciones de polifenoles (derivados de acido clorogénico, acido sinapico
y flavonoles) y del sulforafano en los extractos acuosos de diferentes estadios
de madurez del brécoli como semilla, brotes y vegetal maduro; ademas de
identificar el estadio con mejor actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria. De
manera general se encontré que el contenido de estos constituyentes si varia
dependiendo del estado vegetativo del brocoli, observandose diferencia de

concentracion de sus componentes en cada extracto.

8.2. Evaluacién de latoxicidad aguda de los extractos de brécoli

Se sabe que el dolor representa un problema clinico, social y econdémico
(Henschke et al., 2015) y para su alivio la OMS sugiere el uso de analgésicos
de tipo AINE u opioide, dependiendo del tipo de dolor (1996). La desventaja de
estos farmacos son los efectos adversos que producen; como ulceracion
géstrica y disfunciones plaquetarias en el caso de los AINEs (Wong y Chang,
2016); y depresion respiratoria, dependencia y tolerancia en el caso de los
opioides (Harkouk et al., 2018). La OMS también ha autorizado el uso de los
remedios herbolarios para diversos fines terapéuticos, de los que al menos el
80 % de la poblacion hace uso de ellos como alternativas terapéuticas en la
medicina tradicional (OMS, 2013) ya que existe la creencia de que no producen
efectos adversos (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Los resultados sobre toxicidad obtenidos en este trabajo sugieren que el
brécoli no produce efectos toxicos con ninguno de los extractos en los estadios
estudiados, semillas, brotes e inflorescencias cuando se administran por via
intragastrica; ya que en la dosis de 2000 mg/kg no produjo la muerte de
ninguna de las ratas incluidas en el estudio. Estos datos estan de acuerdo con
reportes previos que sugieren que el vegetal maduro tiene una DLs; mayor a
5000 mg/kg (Danesh et al., 2014; Shah et al., 2016). Con el dato anterior, y de
acuerdo con el sistema globalmente armonizado de clasificacion y etiquetado
de productos quimicos (GHS, por sus siglas en inglés), los tres extractos
utilizados en este estudio son de categoria 5, 0 de «riesgo minimo». Por via

intraperitoneal, el extracto de vegetal maduro si produjo un efecto letal con una
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DLsp, de 2000 mg/kg; mientras que con el extracto de brotes, fue de 1000
mg/kg. En ambos casos, son considerados como productos de categoria 4 o de
«leve peligro».

En cuanto al sulforafano, presente en los tres estadios vegetativos del
brocoli, el fabricante reporta DLsg de 1060 mg/kg y 3450 mg/kg en rata y raton,
respectivamente para via enteral (Cayman Chemical, 2017). Datos recientes
indican que a dosis toxicas (150-300 mg/kg), el sulforafano produce
convulsiones en raton (Socala et al., 2017). Estas dosis son mucho mas
grandes que las que produjeron eficacia antinociceptiva y antiinflamatoria en
nuestro estudio (0.1 y 1.0 mg/kg); lo que sugiere se debe tomar con cautela en

pacientes con predisposicion a las crisis convulsivas como los epilépticos.

8.3. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en un modelo de dolor
abdominal

La prueba de estiramiento abdominal consiste en la respuesta inducida por
irritantes a través de nociceptores y se caracteriza por episodios de retraccion
abdominal y estiramiento de las extremidades posteriores en ratones de
laboratorio (Collier et al., 1968) representando el dolor abdominal que refieren
los pacientes, el cual puede ser un sintoma de una enfermedad subyacente
grave que puede llevar a la hospitalizacién. Se ha reportado que al menos el
25 % de la poblacion adulta refiere este tipo de dolor de manera similar en
diferentes grupos de edad, etnias y areas geograficas (Tolba et al., 2015). El
dolor abdominal agudo, generalmente es de corta duracion (cerca de 5 dias) y
es también conocido como dolor de origen no traumatico y es uno de los
sintomas que a menudo causa que la poblacion asista a la atencion médica
(Cervellin et al. 2016).

Esta prueba denominada «writhing» es inducida con &cido acético
intraperitoneal en ratones para promover la liberacion de mediadores
inflamatorios enddégenos que estimulan las terminales aferentes primarias y
esto permite la sensacion nociceptiva (Collier et. al, 1968). La induccion de
nocicepcion visceral con acido acético emite sefiales hacia el SNC debido a
que los mediadores inflamatorios como las prostaglandinas contribuyen al

incremento de la sensibilidad de dichos nociceptores (Knowles y Aziz, 2009).
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Los resultados de este estudio demuestran que la administracion de diferentes
dosis de los extractos acuosos de brocoli produjo efecto antinociceptivo
comparable al producido por el analgésico de referencia metamizol.

La respuesta antinociceptiva del extracto de semillas se observo a dosis
menores en comparacion con las de las inflorescencias; no obstante, éstas
fueron alin menores en el caso del extracto de brotes, tal como fue reportado
por Baenas et al., 2017. Segun el contenido de derivados de &acido sinapico y
clorogénico, asi como de glucosinolatos de los que se puede derivar el
sulforafano, éstos pueden ser de los principales metabolitos involucrados en su
efecto antinociceptivo. Existen reportes de diferentes especies del género
Brassica como bok choy, colirrabano y col con actividad antinociceptiva en este
modelo experimental (Jakaria et al., 2015; Pinky et al., 2015; Rahman et al.,
2015). Del brécoli (Brassica oleracea var. italica), ademas de nuestros
resultados existe otro reporte sobre su eficacia antinociceptiva en el mismo
modelo (Hasan et al., 2015). Lo anterior apoya su efectividad en el alivio del
dolor abdominal. En el caso de la inflorescencia, la concentracion de derivados
del acido sin4pico es similar a la contenida en semillas y la concentracion de
derivados de &cido clorogénico es la mayor de las tres etapas vegetativas, lo
que permite sugerir que los derivados de los acidos sinapico y clorogénico
participan en la actividad antinociceptiva, aunque no son los principales.

En este trabajo se demostré el efecto antinociceptivo del &acido
clorogénico, del cual no habian reportes en el modelo «writhing» de manera
individual pero si como constituyente de algunas especies vegetales (dos
Santos et al., 2006). En el modelo de nocicepcién visceral se observé que a
dosis menores de 100 mg/kg, el acido clorogénico retardd la respuesta tipo
dolorosa. Este requiri6 de mayor dosis para generar la actividad antinociceptiva
durante los 30 min de prueba. Existe un reporte sobre la actividad
antiinflamatoria del acido clorogénico ante un agente inflamatorio como el
cisplatino. En dicha investigacion se reportd que la administracion de acido
clorogénico disminuyd la produccion de factores inflamatorios como TNF-q,
COX-2 y caspasa-3 y también se observd la recuperacion a nivel tisular
(Domitrovi¢ et al., 2014). En otros modelos de inflamacion como colitis o
artritis, después de la administracion de &cido clorogénico disminuyeron los
factores inflamatorios IL-1B, IL-6, IL-8, PGE, y NF-kB (Liang y Kitts, 2016).
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También se ha reportado que el &cido clorogénico administrado por via
intratecal en modelos de dolor neuropético, disminuye la actividad hiperalgésica
mecanica y térmica, la cual es revertida por el antagonista GABAérgico
bicuculina, por lo que se sugiere que dicha actividad antinociceptiva involucra la
activacion del receptor GABAA en la via descendente a nivel de la médula
espinal (Hara et al., 2014).

8.4. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en un modelo de dolor

nociceptivo

La prueba de la formalina genera nocicepcion en forma bifasica, ésta consiste
en una etapa neurogénica o central que se presenta en los primeros 0-5 min
después de la administracion de la formalina y presenta la activacion de las
fibras tipo C; mientras que la segunda etapa se denomina inflamatoria o tardia
y se presenta desde los 5 a 10 min y puede durar hasta 60 min (Lucarini et al.,
2013). En la fase inflamatoria se involucra la liberaciéon de mediadores de
manera local identificAndola como una respuesta nociceptiva periférica
(Yamamoto et al., 2002). Entre los mediadores mas importantes que participan
en la fase inflamatoria estan las prostaglandinas, las cuales se sintetizan
principalmente por la COX-2, que al inhibirse disminuye la frecuencia de las
conductas en esta fase (Yamamoto et al., 2002).

Nuestros resultados mostraron que el extracto de las inflorescencias
produjo efecto antinociceptivo por via p.o. En este modelo experimental
Danesh y cols. (2014) reportaron la misma actividad para un extracto
hidroalcoholico de floretes de B. oleracea a las dosis de 500 y 2000 mg/kg,
p.o., corroborando los datos obtenidos en este trabajo a las mismas dosis y via
de administracion.

En la fase inflamatoria, la administracion de los extractos por via
intragastrica e intraperitoneal disminuyeron las conductas nociceptivas en
porcentajes de entre 50 y 80 %, mayor que lo previamente reportado (21 %)
(Danesh et al., 2014). En el caso del extracto de semillas, la dosis de 2000
mg/kg por via i.p. y p.o. también mostrd respuesta antinociceptiva significativa.
Sin embargo, nuevamente los efectos fueron mejores con dosis mas pequefias

del extracto de brotes para ambas vias de administracion y para ambas fases
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de la prueba de formalina, donde los efectos fueron dosis-dependientes. Estos
datos son relevantes, ya que no existen reportes en la prueba de formalina de
ninguna especie del género Brassica en dichos estadios.

Cabe mencionar que los efectos del brécoli pudieron estar influenciados
por la biodisponibilidad de los componentes en los diferentes estadios de éste
ya que hubo diferencias por la via de administracién, entre la parenteral y
enteral, en esta Ultima todos los tratamientos produjeron respuesta similar a las
dosis mas altas probadas.

La ingesta de brotes de brécoli puede modular a los prostanoides
inflamatorios y vasculares (Medina et al., 2015). Por lo anterior, se sugiere que
el efecto antinociceptivo del brocoli en la fase inflamatoria de la prueba de la
formalina pudo deberse a la inactivacién de la enzima COX-2, que es la que
pudo ser inhibida por los componentes de los extractos que fueron utilizados en
este modelo de dolor. Ademas la COX-2 e interleucinas proinflamatorias son
inhibidas por compuestos de tipo polifenol y azufrados contenidos en especies
del género Brassica (Rotelli et al., 2003; dos Santos et al., 2006; Yun et al.,
2008). En el caso de la COX-1, ésta cataliza las prostaglandinas involucradas
en la proteccion gastrica y renal pero no estan involucradas propiamente con la
transmision de la informacion nociceptiva (Calatayud y Esplegues, 2016).

Debido a que los efectos de los farmacos antiinflamatorios se han
asociado a dafio gastrico; en este estudio se determind el nUmero de Ulceras
con los diferentes tratamientos, observandose que ninguno de ellos produjeron
Ulceras gastricas como lo hizo la indometacina, uno de los AINEs que causa

lesiones gastricas (Garcia-Rodriguez y Hernandez-Diaz, 2004).

8.5. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en «plantar test»

En la evaluacién antinociceptiva del extracto de los brotes de brocoli en el
«plantar test», prueba en la que se estimulan las neuronas sensoriales (fibras
Ad y C), la latencia de retiro aumentoé en las dosis de 30 y 300 mg/kg, i.p. del
extracto en un 35 a 45 %, respectivamente. Estos datos estan de acuerdo con
lo reportado por Rahman y colaboradores (2015) con el extracto etandlico de
Brassica rapa subespecie chinensis, ya que éste aumento6 el tiempo de retiro

en la prueba de inmersion de la cola.
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En general los modelos nociceptivos que emplean estimulos térmicos
son considerados de utilidad en la busqueda de analgésicos con accion central
(Sayyah et al., 2004). Tal es el caso del tramadol, farmaco de referencia que
produce parte de sus efectos a través de la activacion de receptores a opioides,
su efecto analgésico es independiente de la inflamacion y aumenta el umbral
nociceptivo en varios modelos experimentales (Harkouk et al., 2018).

Los extractos polares de especies del género Brassica poseen
metabolitos bioactivos que disminuyen la transmision de la sefal dolorosa y/o
alivian el dolor producido por un componente a nivel del SNC (Hamaalainen et
al., 2007). Por otro lado, los farmacos que activan la via opioide también
pueden producir efectos adversos como la sedacion, ya que producen
depresion del SNC a nivel subcortical y en el sistema limbico (Harkouk, 2018).
Nuestros resultados muestran que el extracto de brotes de Brassica oleracea
var. italica no disminuyd la actividad ambulatoria, aunque si los levantamientos
en la prueba de cilindro de exploracion, sugiriendo un posible efecto sedante no

dependiente de la dosis.

8.6. Efecto antinociceptivo de extractos de brécoli en la prueba de

inflamacion y edema inducidos con carragenina A

El edema inducido con la carragenina es una de las pruebas predictivas para
farmacos antiinflamatorios (Tatiya et al.,, 2017) que actian mediante
mediadores de inflamacion aguda. La prueba consiste en dos fases, la fase
inicial que es atribuida a la liberacion de histamina, serotonina y bradicininas; y
la fase de aceleracion de la inflamacién que se ha correlacionado con la
induccion de la enzima COX-2, ya que induce la produccion de prostaglandinas
(Necas y Bartosikova, 2013; Cai et al.,, 2014), ademas de la migracion de
neutréfilos, macrofagos y células al sitio de inflamacién, las cuales pueden
producir especies reactivas de oxigeno que desempefian un papel modulador
en la respuesta inmune inflamatoria (Ghildiyal et al., 2013).

En esta prueba, la dosis mas alta del extracto acuoso de brotes produjo
un efecto antiinflamatorio similar a la del farmaco de referencia, el ketorolaco.
También se ha reportado que la inhibicién de la COX-2 es primordial en la
disminucién de la condicion edematosa (Cai et al., 2014). Datos de la literatura
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reportan que componentes quimicos del brocoli como el sulforafano, el acido
sin4pico, el acido clorogénico y la quercetina poseen actividad antiinflamatoria
y antiedematosa (Yun et al., 2008; Liang y Kitts, 2016; Wang y Wang, 2017).

Los cortes histolégicos mostraron que el extracto de brotes de Brassica
oleracea var. italica reduce el aumento del espacio entre las fiboras musculares
inducido por el edema, de tal manera que la disminucién de la zona ocupada
por el liquido edematoso inducido con carragenina sugiere un efecto
antiinflamatorio.

La actividad antiinflamatoria ha sido estudiada tanto a nivel in vitro como
in vivo mediante mecanismos inflamatorios inducidos por via estéril (dafios
tisulares) o no estéril (infecciones involucradas en inflamaciéon cronica). Los
mecanismos de inhibicién incluyen las formas enzimaticas de la 6xido nitrico
sintasa (ONS), COX-2 y los factores proinflamatorios TNF-a e IL-1 a través de
la inactivacién por NF-kB (Heiss et al., 2001; Rotelli et al., 2003; dos Santos et
al., 2006; Yun et al., 2008). Estos mecanismos también se han reportado para
el metabolito sulforafano, el cual disminuye conductas tipo dolorosas en
modelos de dolor neuropético y gotoso por medio de la inhibiciébn del NF-kB y
de la produccién de interleucinas inflamatorias IL-183, IL-6 y TFN-a aunado al
aumento de la interleucina antiinflamatoria IL-10 (Wang y Wang, 2017; Yang et
al., 2018). Estos mediadores podrian también estar involucrados en el efecto
antinociceptivo inducido por Brassica oleracea y sus metabolitos activos (acido
clorogénico y sulforafano) observados en las diferentes pruebas nociceptivas

exploradas en el presente estudio.

8.7. Efecto antinociceptivo del sulforafano y participacion de receptores a

opioides

En nuestro estudio, el sulforafano mostré actividad antinociceptiva y
antiinflamatoria en los ensayos in vivo de «writhing», formalina, «plantar test» y
edema inducido con carragenina. Si bien la actividad antinociceptiva no fue
dosis-dependiente en la prueba de «writhing», en las otras pruebas si lo fue.

El blogueo del efecto antinociceptivo del sulforafano en la prueba de
formalina en presencia del antagonista opioide sugiere un posible efecto central

del extracto de los brotes y uno de sus metabolitos mediado por este sistema
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como depresor no sélo de la actividad antinociceptiva sino también con efectos
tranquilizantes.

El mecanismo opioide se ha vinculado con la actividad antinociceptiva
del sulforafano, ya que dichos efectos fueron revertidos preliminarmente por la
presencia del antagonista naltrexona (Baenas et al., 2017). Reportes recientes
indican que el sulforafano mejora los efectos producidos por la aplicacion de
morfina a nivel local (Redondo et al., 2017). Estos datos se refuerzan con lo
reportado en la inhibicion de conductas en el modelo de dolor neuropatico
(Wang y Wang, 2017). Ademas, Redondo y cols. (2017) proponen que la
activacion de la via Nrf2/HO-1 es quizas la que produce mejor la expresion del
receptor y opioide en animales administrados con sulforafano y morfina.

A nivel periférico, la actividad antiinflamatoria del sulforafano pudo
deberse a la inhibicibn de la COX-2 y la INOS, asi como factores
proinflamatorios reportados por Wang y Wang (2017), donde demuestra la
disminucién de estos factores en individuos que recibieron sulforafano.

De acuerdo a Lucarini y cols. (2013), los analgésicos con accién central
como los opioides inhiben ambas fases de la prueba de formalina; en cambio
analgésicos periféricos como los AINEs y los corticoesteroides inhiben
solamente la segunda fase (Yamamoto et al., 2002). En otro estudio, la
actividad antinociceptiva de los extractos de brocoli disminuy6 en presencia de
un antagonista opioide sugiriendo que en la actividad central podria participar el
sistema opioide (Baenas et al., 2017), aunque a nivel periférico también puede

estar involucrado este sistema (Stein y Kiichler, 2012).

IX. CONCLUSION

Los resultados de esta tesis dan evidencia de que los extractos acuosos de
brécoli en diferente etapa vegetativa producen actividad antinociceptiva de
manera diferencial, siendo mas activo en su etapa de brotes. Lo anterior
depende en parte de la presencia de diferentes concentraciones de los
constituyentes. El acido clorogénico y el sulforafano fueron metabolitos
parcialmente responsables de la actividad involucrando la participacién de
receptores de tipo opioide en el efecto del sulforafano. No se reportan efectos

de toxicidad o adversos relacionados con analgésicos de tipo AINE y opioides.
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ANEXO A
Obtencion de extractos acuosos de Brassica oleracea var. italica

Las semillas de brocoli se adquirieron con Intersemillas S.A. (Valencia,
Espafa). Las semillas se lavaron con disolucion de hipoclorito de sodio al
0.5 % durante dos horas y se enjuagaron con agua tipo Milli-Q, luego se
airearon por 24 h (Baenas et al.,, 2014; Baenas et al.,, 2017). Después los

diferentes extractos se obtuvieron bajo el siguiente procedimiento (Fig. 24):

Extracto acuoso de semillas (EAS)

Las semillas se congelaron en nitrogeno liquido, se liofilizaron y se molieron
hasta obtener un polvo fino. Se resuspendié 1.6 g del polvo en 50 mL de agua
Milli-Q y se dejé en reposo durante una noche a temperatura ambiente. El
extracto obtenido se decant6 y congeld para posterior liofilizado (Cramer y
Jeffery, 2011; Baenas et al., 2017).

Extracto acuoso de brotes (EAB)

Para obtener los brotes, las semillas lavadas fueron germinadas en camara
oscura a 28 °C durante dos dias. Los germinados se transfirieron a una camara
de cultivo en ciclo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a las temperaturas de
25 °C y 20 °C durante 6 dias. La humedad relativa de la camara fue del 60 %
(dia) y 80 % (noche) y la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) de
400 pmol/m?s. Dicha radiacién se control6 mediante tubos fluorescentes
(Phillips TLD 36 W / 83, Hamburgo, Alemania; Sylvania F36W / GRO, Danvers,
MA, EE.UU.) y lamparas de halogenuros metélicos (Osram HQILT 400 W,
Munich, Alemania). La fitoinduccion se realiz6 mediante la aspersion de
metiljasmonato (MeJa) (250 uM) una vez al dia en los cotiledones, cuatro dias
antes de la cosecha. Los brotes colectados se congelaron en nitrégeno liquido,
se liofilizaron y se molieron hasta obtener polvo fino. Se resuspendi6é 1.6 g de
polvo en 50 mL de agua Milli-Q y se dejo reposar durante una noche a
temperatura ambiente. El extracto obtenido se filtré y congeld para su posterior
liofilizado (Cramer y Jeffery, 2011; Baenas et al., 2017).
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Extracto acuoso de vegetal maduro (EAV)

Para obtener el vegetal maduro, las semillas se cultivaron durante 4 dias sobre
celulosa en la camara de cultivo controlada (similar a los brotes) y las plantulas
se trasplantaron a contenedores de cultivo hidroponico (15 L) en solucién
nutritiva de Hoagland, la cual se cambi6 cada dia. Tras 24 dias en cultivo
hidroponico, las plantas se trasplantaron al campo con densidad de cultivo de 2
plantas por metro cuadrado y se utilizé la misma solucion para el riego. Dicho
campo esta en la finca experimental situada en la zona semiarida de la pedania
La Matanza, municipio de Santomera, Murcia, Espafa (latitud 38°06’N; 1°02’0).
La temperatura de cultivo fue de 2-10 °C (minima) y 18-20 °C (maxima), la
humedad relativa de 70-100 % (maxima) y 20-40 % (minima), la RFA 1000
umol/m?s durante los primeros 43 dias y 500 pmol/m?®s desde el dia 44 al 72 y
se incrementé a 1500 ymol/m?s el dia 72. Las plantas se recogieron el dia 95,
es decir que se obtuvo material de 120 dias. El material vegetal se corté y se
congel6 en nitrégeno liquido, se liofilizé y se molié para obtener un polvo fino.
Después, 1.6 g del polvo se resuspendieron en 50 mL de agua Milli-Q durante
una noche a temperatura ambiente. El extracto obtenido fue filtrado y se
congel6 para ser liofilizado (Cramer y Jeffery, 2011; Rodriguez-Hernandez et
al., 2013).
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Extracciéon y cuantificacion de compuestos fendlicos y sulforafano
Muestras de 100 mg de cada extracto acuoso liofilizados se extrajeron con
1.5 mL de solucién hidrometandlica al 70 %, fueron sonicadas y después
calentadas a 70 °C por 30 min con agitaciéon cada 5 min. Posteriormente, las
muestras fueron centrifugadas durante 30 min, a 4 °C y 17500 x g. Los
sobrenadantes se colectaron y el metanol se removio con un rotaevaporador.
El material seco se disolvi6 en agua ultra pura y se filtr6 a través de la
membrana Millex-HV13 de 0.45 uym, segun los métodos reportados por Baenas
y colaboradores (2012; 2014). Los derivados del acido cafeoilquinico fueron
cuantificados como &cido clorogénico (acido 5-cafeoilquinico; Sigma-Aldrich),
flavonoides como quercetina (quercetina 3-rutindsido; Sigma-Aldrich) vy
derivados del acido sinapico como el propio acido sinapico (Sigma-Aldrich). En
el caso del isotiocianato, el estandar utilizado fue sulforafano (Cayman-
Chemical).

La cuantificacion de polifenoles se realiz6 mediante HPLC-PDA (Agilent HPLC
1200) en la columna Luna C18 100A (150 x 1.0 mm, tamafio de particula de
3 um; Phenomenex, Macclesfield, U.K.). La fases A y B fueron agua: acido
férmico (99:1) y acetonitrilo, respectivamente, con la velocidad de flujo de
20 uL/min. El gradiente inicié con 1 % de fase B, hasta alcanzar el 17 % de la
fase a los 15 min hasta llegar a los 17 min, 25 % a 22 min, 35 % a 30 min, 50 %
a 35 min que se mantuvo hasta 45 min. El volumen de inyeccion fue de 3 pL.
Los cromatogramas fueron obtenidos a 227 nm (Baenas et al., 2012).

El sulforafano se utiliz6 como estandar, bajo el método de analisis reportado
por Dominguez-Perles y colaboradores (2014), cuya separacion utiliza la
columna ZORBAX Eclipse Plus C-18 Rapid Resolution HD (2.1 x 50 mm,
particula de 1.8 ym) (Agilent Technologies). Las fases moviles utilizadas fueron
el disolvente A: acetato de amonio, 13 mM (pH= 4 con &cido acético) y
disolvente B: acetonitrilo/acido acético (99.9:0.1). El flujo fue de 0.3 mL/min y
se utilizo el gradiente lineal que a continuacion se indica: 12 % de fase B al
inicio, 20 % al tiempo 0.20 min, 52 % al 1 min, 95 % al 2.5 miny 12 % al tiempo
2.51 min.
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ANEXO B
Articulos cientificos derivados de esta tesis
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ABSTRACT

Abdominal pain is a common health problem that requires efficacious and safe therapy. Broccoli is a rich source
of health-promoting bioactive compounds with potential for pain therapy. However, there is a lack of scientific
pharmacological evidence to support this. Our aim was to investigate the antinociceptive and spasmolytic ac-
tivities of broccoli aqueous extracts from seeds, sprouts, and inflorescence, as well as some metabolites.
Experiments were done using enteral and parenteral administration in an in vivo model of pain accompanied
with an in vitro assay. Data established that sprouts (100 mg/kg, i.p. and 1000 mg/kg, p.o.) produced significant
and major antinociceptive effect at similar or even lower doses in comparison to the seeds (125 mg/kg, i.p. and
1000 mg/kg, p.o.) and broccoli heads (250 mg/kg, i.p. and 1000 mg/kg, p.o.). These results resembled the an-
algesic response observed with the reference drug metamizole (80 mg/kg, i.p.). Chlorogenic acid (CA, 3, 10, 30,
and 100 mg/kg, i.p.) and SFN (0.1, 1 and 10 mg/kg, i.p.) were partial responsible antinociceptive metabolites of
broccoli. SFN effects involved participation of endogenous opioids, since they were inhibited in the presence of
naltrexone (5 mg/kg, s.c.). In the in vitro assay, a significant 80% spasmolytic-like response was reached with
SFN alone in comparison to 20% obtained with aqueous extracts of sprouts and seeds. Participation of calcium
channels was a mechanism involved in the in vitro response of SFN. In conclusion, broccoli sprouts, SFN and CA
are potential nutraceuticals for abdominal pain therapy.

Abbreviations: ANOVA, analysis of Variance; AUC, area under the curve; CA, chlorogenic acid; CNS, central nervous system; COX, cyclooxygenase; ECs, effective
concentration 50; DW, dry weigth; GLS, glucosinolates; K-B, Krebs-Bicarbonate; MJ, methyl Jasmonate; NTX, naltrexone; NF-kB, nuclear factor kappa B; NOS, nitric-
oxide synthase; NSAIDs, nonsteroidal antinflammatory drugs; PAR, photosynthetically active radiation; SEM, standard error of the mean; SFN, sulforaphane; TNF-a,
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1. Introduction

Abdominal pain is one the most common reasons for presentation to
outpatient and inpatient gastrointestinal clinics and leads to substantial
health care costs. Both organic and functional disorders of the gastro-
intestinal tract can cause abdominal pain, but it may arise from any
system, including the genitourinary, gastrointestinal, and gynecologic
tracts. The acute abdominal pain, usually of short duration with a
maximum no longer than 5 days and also known as pain of non-trau-
matic origin, is one of the most common symptoms that often causes the
population to attend medical care [1].

Although analgesic medication produces different levels of efficacy,
the adverse effects observed in the most used pharmacological treat-
ments like non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and opioids,
or even steroidal anti-inflammatory drugs, limit get a better quality of
life of patients suffering of pain [2]. For centuries and currently, natural
products from dietary supplements and traditional medicine with an-
algesic and anti-inflammatory properties are an option and origin of
possible bioactive metabolites for pain therapy [2]. A diet rich in ve-
getables like species of Brassica have been reported to be the promising
starting point for the development of functional chemopreventive and
anti-inflammatory foods, food supplements, and drugs [3]. Brassica
oleracea var. italica (broccoli) is a species with health promoting
properties depending on the concentration of constituents such as
glucosinolates [4], isothiocyanates [5], phenolics [6], as well as vita-
mins and minerals [7], bioactive molecules that might differ according
to the vegetative stage.

Sulforaphane (SFN) is an isothiocyanate bioactive metabolite de-
rived from glucoraphanin, an abundant glucosinolate of broccoli. It has
been reported as responsible of several health benefits; for example:
clinical effects against autism disorders [8], a promoter of a decrease in
the serum levels of prostate antigen in prostatectomized men [9], and
efficacious against Helicobacter pylori infection suggesting its properties
for gastrointestinal diseases [10]. In vivo and in vitro experiments have
established its antioxidant activity and reduced activity of the nuclear
factor kappa B (NF-«B) related to the control of inflammatory diseases
[11]. It has also been involved in reduction of inflammatory cytokines
like IL-1B and TNF-a, and in the inhibition of inflammatory enzymes
like iNOs and COX-2 [12].

The potential of SFN, and others compounds like chlorogenic acid
(CA), has not been explored in abdominal pain. In this study, phar-
macological evidence of the antinociceptive properties of broccoli
aqueous extracts and bioactive metabolites were investigated in an in
vitro and/or an in vivo experimental model of pain. It was found that
sprouts produced better antinociceptive response than seeds and in-
florescence of broccoli, where SFN and CA were partial responsible of
this activity. Opioid receptors were implicated in the in vivo anti-
nociceptive effect of SFN, whereas calcium channels were involved in
the concentration-dependent spasmolytic activity in the in vitro assay.

2. Material and methods
2.1. Reactives and drugs

Metamizole (Antibiéticos de México S.A. de C.V.). SFN (Cayman-
Chemical Company, Michigan USA). Acetic acid (J.T. Baker, USA) was
prepared at 1% solution. Acetylcholine chloride (Ach, Sigma St. Louis,
Mo. USA) was dissolved in saline solution (NaCl, 0.9%). SEN was dis-
solved in a 4% ethanol solution before adding to the organ bath to get 1,
3.16, 5.62, and 10 pg/mL. Papaverine (Sigma St. Louis, Mo. USA) was
used as a smooth muscle relaxant drug at 1, 3, 10, and 30 uM. The
Krebs-Bicarbonate solution (K-B) used in the in vitro antispasmodic
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evaluation was prepared as follows (mM): NaCl, 118; KCl, 4.7; CaCl,,
2.5; MgCl,, 1.2; NaH,PO,4, 1.2; NaHCOs3, 25; Glucose, 11; Choline
chloride, 0.3. All these compounds, chlorogenic acid (CA) and nal-
trexone (NTX) were purchased from Sigma (ST. Louis, Mo, USA).
Potassium chloride (KCl) was bought from J.T. Baker. Drugs and ex-
tracts were prepared freshly on the day of the experiments. Control
animals received the vehicle. Other drugs and extracts were dissolved in
saline solution (s.s) that was used as the vehicle. Treatments were ad-
ministered by oral (p.o.) or intraperitoneal (i.p.) route in a volume of
0.1 mL/10 g body weight in mice.

2.2. Plant material and preparation of the extracts

Broccoli (Brassica oleracea var. italica) seeds were purchased from
Intersemillas S.A. (Valencia Spain). For all extracts, the seeds were
washed with 0.5% sodium hypochlorite solution for two hours and
rinsed with Milli-Q type water, then aerated for 24 h [13]. After this
step the different aqueous extracts were obtained as follows:

Seed extract. — A sample of lyophilized seeds (1.6 g) was resuspended
in 50 mL Milli-Q water overnight at room temperature, then the aqu-
eous extract obtained was frozen, ground and lyophilized again.

Sprouts extract. — The washed seeds were germinated in a dark
chamber at 28°C for two days. The germinates were transferred to
culture chamber in a cycle of 16 h of light and 8 h of darkness at 25 °C
and 20 °C for six days. Elicitation was induced by spreading methyl-
jasmonate (MJ) (250 uM) once daily in cotyledons, four days before
harvest and its lyophilization. This powder (1.6 g) was resuspended in
50 mL of Milli-Q water overnight at room temperature and then lyo-
philized again [14].

Inflorescence extract. — The seeds were cultured for 4 days on cel-
lulose in the controlled culture chamber (like shoots) and the seedlings
were transplanted into containers of hydroponic culture (15L) with
nutrient solution from Hoagland, which was changed every day. After
24 days in hydroponic cultivation, the plants were transplanted to the
field with culture density of 2 plants per square meter and the same
solution was used for irrigation. Plants were harvested on day 95, i.e.
obtained material of 120 days and lyophilized. The inflorescence (1.6 g)
was also resuspended in 50 mL of Milli-Q water overnight at room
temperature and lyophilized [14,15].

Glucosinolates, phenolic compounds or SFN were identified and
quantified in the seeds, sprouts, and inflorescence vegetative phase
and/or in the aqueous extracts by HPLC-DAD-ESI-MS" and UHPLC-
QqQ-MS/MS according to previous reports [16,17] (Table 1).

2.3. Pharmacological evaluation

2.3.1. Animals

Male Swiss Webster mice (25-30g) and adult male guinea pigs
(300-400 g) obtained from our breeding facilities were used. Mice were
housed 6 per cage, and guinea pigs one per cage, in a temperature-
controlled room (22 + 2°C) with an automatically timed cycle of 12h
light/dark (lights on 08:00-20:00). Food (Purina Chow, St. Louis, MO,
USA) and water were available ad libitum. Experiments were performed
between 07:00-14:00h. The experimental protocol was carried out
under the provisions of the Declaration of Helsinki and adhered to the
local (NC12.3280.0/NC17073.0 and FM-012/2015) and National
Health Ministry guidelines for the use of laboratory animals.

2.3.2. In vivo study for antinociceptive activity

Experimental groups consisted in at least six animals that were
administered in either oral or intraperitoneal route. Treatment con-
sisted in the aqueous extracts obtained from the seeds (125, 250, 500
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Table 1
Quantification of compounds in broccoli vegetative stages of seeds, sprouts and
inflorescence and in aqueous extracts.

Brassica oleracea var. italica

Compounds (%) Vegetative stage

Seeds Sprouts Inflorescence
Glucosinolates (GLS)
Glucoiberin 24.96 18.52 27.07
Glucoraphanin 33.76 37.07 47.23
Glucoalisin 5.29 - -
4-Hydroxyglucobrassicin 10.88 3.58 1.81
Glucoerucin 25.11 8.02 -
Glucobrassicin - 9.88 12.94
4-Methoxyglucobrassicin - 4.22 3.43
Neoglucobrassicin - 18.71 7.51
Total (mg/g dry weight) 41.62 = 4.68 29.51 + 0.82 12.90 + 0.48
Phenolic compounds
Chlorogenic acid derivatives - 5.63 44.83
Flavonols 4.05 2.39 22.19
Sinapic acid derivatives 95.95 91.97 32.97
Total (mg/g dry weight) 12.87 + 0.32 7.10 *= 0.68 2.23 + 0.18
Isothiocyanates
Sulforaphane 1.06 = 0.03 0.22 = 0.03 0.06 = 0.004

(mg/g dry weight of
aqueous extract)

Data are expressed as percentage or the mean of mg/g dry weight of three
repetitions * standard error of the mean.

and 1000 mg/kg, i.p. or 1000-2000 mg/kg, p.o.) and inflorescence
(250, 500, 750 and 1000 mg/kg, i.p. or 1000-2000 mg/kg, p.o.). Both
were compared to the sprouts administrated at 100 mg/kg, i.p. or
1000 mg/kg, p.o. Doses of broccoli sprouts were chosen according to
the previous study [14]. The bioactive metabolite SFN was tested at 0.1,
1, and 10 mg/kg, i.p., as well as CA (3, 10, 30 and 100 mg/kg, i.p.). The
reference analgesic drug was metamizole (80 mg/kg, i.p.), since it can
control mild-to-moderate visceral pain. Nociception was induced
30 min after treatment administration as follows:

Writhing test. This consisted of administering 1% acetic acid via i.p.
at a volume of 10 mL/kg of corporal weight [18]. Immediately after
administration of the acetic acid, latency to the stretching was mea-
sured and the number of stretches counted in periods of 5min for a
temporal curse of 30 min. The area under the curve of the temporal
course curves was described as a dose-response in comparison to the
vehicle and metamizole responses.

To explore the participation of endogenous opioid receptors in the
antinociceptive effect of SFN, an independent group of mice was ad-
ministrated with NTX (5mg/kg, s.c., an opioid receptor antagonist)
15 min before the antinociceptive dosage of SEN (1 mg/kg, i.p.). Thirty
min after treatment, mice were submitted to the writhing test to be
compared with the effect of vehicle or SFN alone.

2.3.3. In vitro study for spasmolytic activity

The aqueous extract of seeds, sprouts, and inflorescence from
broccoli were suspended and diluted in saline solution (0.9% NacCl)
before adding to the organ bath to get 31.6, 100, 316, or 562 ug/mL.
SFN was dissolved in ethanol solution (4%) before adding to the organ
bath to get 1, 3.16, 5.62 and 10 ug/mL. Papaverine (1, 3, 10 and 30 pM)
was used as a referenced smooth muscle relaxant, and acetylcholine
(ACh) chloride were dissolved in saline solution. Drugs were freshly
prepared on the day of the experiments.

Tissue preparation. — Guinea pigs were sacrificed by a blow to the
base of the skull and cervical dislocation. A selected portion of the
ileum (approximately 15 cm), without considering the 10 cm nearest to
the ileocecal valve, was removed and placed in a Petri dish with K-B
solution maintained at 37 °C and bubbled with 95% O, and 5% CO..
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Intraluminal contents were flushed out with K-B solution and 2cm
segments of the portion were cut. Each segment was mounted in a
30 mL organ-bath containing K-B solution maintained at 37 °C and
constantly bubbled with the mixture of O, and CO,. The resting tension
was fixed at 1g. Preparations were equilibrate for 30 min under con-
tinuous superfusion (10 mL/min) of warm K-B solution, continuously
bubbled with 95% O, and 5% CO, to maintain the pH at 7.4, and then
stimulated with ACh (1 x 10™° M) to ascertain their suitability. The
mechanical response of the ileum was recorded with a Grass FT-03C
force displacement transducer connected to a Grass 7B polygraph and
computerized data acquisition system (PolyView System, version 2.5,
Grass instruments).

Evaluation of the spasmolytic activity. — After stabilization for 30 min,
the spasmolytic effect of the aqueous extract of seeds, sprouts and in-
florescence of Broccoli, as well as SFN, were evaluated in preparations
contracted with KCl (32 mM). Only preparations with at least 5-min
lasting plateau contraction were used. The percentage of relaxation
induced by each extract or the reference drug papaverine was calcu-
lated with the following formula [19]:

(g of tension of KCI)—(g of tension treatment)

X 100
(g of tension of KCI)

% relaxation =

The possible mechanism of action in the spasmolytic effect of SFN
was investigated by exploring the effect of L-NAME (a selective in-
hibitor of NO synthase, 100 uM); hexamethonium (HEXA, nicotinic
cholinoreceptor blocker, 0.5 mM), or verapamil (a calcium channel
blocker, 0.1 uM) [19]. In a first set of experiments, the vehicle, L-NAME
or HEXA was added to tissues after obtaining a maximal-contractile
response with KCl (32 mM). Twenty min later, the calculated ECsy of
SFN (6 pg/mL) was added at each group of tissues. In other experiment,
tissues were stabilized in Ca®*-free K-B solution containing EDTA
(0.1 mM) for 30min to remove intracellular calcium. Then, con-
centration-contractile response curves to CaCl, (0.05-12.5mM) were
built in the absence or presence of SFN (6 ug/mL) or verapamil (as
positive control). The maximal response obtained with CaCl, (12.5 mM)
from the cumulative concentration-response curve control (in the ab-
sence of any treatment) was taken as 100%.

2.4. Statistical analysis

Data were expressed as the mean * standard error of the mean
(SEM) of 6 repetitions as indicated in the figure legends. Temporal
course curves were plotted to describe the dose-response on the effects
of the aqueous extracts of broccoli compared to the vehicle group, then
statistical differences were analyzed using a two-way repeated-mea-
sures analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test, con-
sidering factors like time and treatment. The area under the curve
(AUC) was obtained from the time course curves using the trapezoidal
rule and represented in bars as the mean = SEM, in this case statistical
difference was analyzed by one-way analysis of variance followed by
the Dunnett’s or Tukey’s test. The P value < 0.05 was considered as
significant difference. It is important to notice that different number of
asterisks was used to describe level of significance as follows:
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, or ****P < 0.0001. Analysis
was done using GraphPad Prism version 3.02 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Chemical composition of the broccoli seeds, sprouts, and inflorescence

Variety of glucosinolates and phenolic compounds was detected in
broccoli at different vegetative phase (mg/g dry weight). The specific
glucosinolates identified are described in percentage from the total
contained (Table 1). In a similar manner, phenolics compounds
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(chlorogenic and sinapic acids derivatives) and flavonols are described
in both, plant material and aqueous extracts (Table 1).

SFN was obtained only in the aqueous extracts of broccoli in dif-
ferent quantity depending on the vegetative phase (Table 1). If we
considered as 100% the total presence of this isothiocyanate adding up
its amount between the three vegetative phases, it would represent a
minimal presence in the inflorescence, followed by the sprouts, and the
major quantity would be found in the seeds aqueous extracts (See
graphical abstract).

3.2. Antinociceptive effects of the broccoli aqueous extracts from the seeds,
sprouts, and inflorescence

Temporal course curves show significant antinociceptive effects in
the presence of the seeds (125-1000 mg/kg, i.p.) (Fig. 1A) and in-
florescence (250-1000 mg/kg, i.p.) (Fig. 1B) aqueous extracts, in both
cases the pharmacological response was minor in comparison to that
observed with a lower dosage of the broccoli sprouts (100 mg/kg, i.p.)
or metamizole (80 mg/kg, i.p.) (Fig. 1A and B).

Latency to the first writhe was significantly enhanced in the seeds in
a dose-dependent manner (500 and 1000 mg/kg, i.p.) using five to 10-
fold higher dosage than in the sprouts (Fig. 1C) and reaching at least
two times the level of response observed in the reference drug meta-
mizole (Fig. 1C). No changes were observed in the latency of mice re-
ceiving the inflorescence aqueous extract in comparison to the vehicle
(Fig. 1C). Antinociceptive response represented in percentage of the
AUC from 0 to 30 min demonstrated similar activity in either seeds or
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inflorescence aqueous extracts using major doses in comparison to the
effects observed with the sprouts extract and resembling the activity of
metamizole (Fig. 1C and D).

Regarding the antinociceptive effects of doses of 1000 and
2000 mg/kg using oral route of administration, the temporal course
curves of seeds (Fig. 2A) and inflorescence extracts (Fig. 2B) demon-
strated reduced and significant inhibition in the nociception, mainly
after 20 and 25 min of the induction (Fig. 2A and B). A significant and
similar delay in the presence of the onset of writhes was observed in all
the treatments resembling the effect of metamizole by this route of
administration (Fig. 2C). In a similar manner, all the aqueous extracts
showed an equivalent significant percentage of antinociceptive re-
sponse via oral (Fig. 2D), but this effect was almost half of that observed
with metamizole using via intraperitoneal (Fig. 2D).

Chlorogenic acid derivatives were also abundant compounds in
broccoli (Table 1). In our study, CA produced a significant reduction in
the nociception as observed in the temporal course curves (Fig. 3A),
and in a dose-dependent manner expressed as percentage (Fig. 3B). CA
reached an 80% maximal response at dosage of 30 mg/kg in compar-
ison to the maximal efficacy obtained with metamizole (80 mg/kg)
(Fig. 3A and B).

Another bioactive metabolite of broccoli was SFN (Table 1). Mice
receiving lower doses of SFN than CA showed a similar significant delay
in the latency to the first writhe from 0.1 (1.41 * 0.24min), 1
(1.4 = 0.13min), and 10mg/kg (1.80 *+ 0.48 min) as compared to
the vehicle group (0.32 + 0.13min) (Fig. 4A). Antinociception, ex-
pressed as percentage, was also produced by SFN in an independent

A B
Seeds _
£
40+ £ 1o0-
’amT é N dekkk ek
£ Vehicle, i.p. g «
H 125 mg/kg, i.p. B 6
c i e
S 250 mg/kg, |p e 4 .
§ 500 mg/kg, i.p. £
2 1000 mg/kg, i.p. -‘;’ 24
2 Sprouts 100 mg/kg, i.p. e ' . Ijlj
Metamizole 80 mg/kg, i.p. 2 0-
- © © wooo oo0o0o o
3 o N OO NoOowo ©
Time (min) S 4
Sprouts Seeds Inflorescence .N
5
Dose (mg/kg, i.p.) %
C Inflorescence D
— 40- Fekedek ekekk
? . 100
g -@ Vehicle, i.p. -
E & 250 mglkg, i.p. S 80
= -A- 500 mg/kg, i.p. S ol e
2 ¥ 750 mgl/kg, i.p. oy
g,- -+ 1000 mg/kg, i.p. § 40
'S ©- Sprouts 100 mg/kg, i.p. £ 204
2 B Metamizole 80 mglkg, i.p. < '
0_
0 © wooo o000 o
e 2 CJ8B8 8{3RE =
Time (min) < - - %
> Sprouts Seeds |nflorescence N
5
Dose (mg/kg, i.p.) %

Fig. 1. Temporal course curves of the antinociceptive activity of seeds (A) and inflorescence (B) aqueous extracts at different doses in comparison to the effect of
sprouts aqueous extract (100 mg/kg) of broccoli, vehicle and metamizole, as reference analgesic drug using intraperitoneal (i.p.) route of administration in mice.
Latency to the first writhe induced by 1% acetic acid after 30 min of treatments (C) and antinociceptive dose-response in percentage from the AUC of temporal course

+

curves (D). Each point or bar represents the mean
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.
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SEM of at least 6 individuals. Treatments were compared by analysis of variance followed by the Dunnett’s test.



O. Guadarrama-Enriquez et al.

A

Biomedicine & Pharmacotherapy 107 (2018) 1770-1778

B
Seeds
40+ E
;"’: :; 61 *kk
s £ 5
'E § 4 *kkk *kk
< @ Vehicle, p.o. 2| xx e
8 4 1000 mg/kg, p.o. =3
& - 2000 mg/kg, p.o. f 21
% ¥ Sprouts 1000 mg/kg, p.o. ‘5, 11
§ -¢- Metamizole 80 mg/kg,p.o. S o [
3 T 3 22 22 2
3 [=3 (=2 -] (=2 ~-] (]
: ¢ 28 €8 ¢
Time (min) > Sprouts Seeds Inﬂorescence-'é‘
8
Dose (mg/kg, p.o.) §
& D
Inflorescence
40+
g . 100- *kkk
£ 30 £ 80
2 @ Vehicle, p.o. S
S 20 & 1000 mglkg, p.o. g % LA L
;’i_ - 2000 mg/kg, p.o. S 40
2 101 v, “F Sprouts 1000 mg/kg, p.o. .E 20
Z° -6~ Metamizole 80 mg/kg, p.o. < -
0 — 0-
0 5 10 15 20 25 30 i'é'g'g"g'g"é
2 = S o S o ©
< - - N - N -—
Time (min) S I
Sprouts  Seeds Inflorescence g
(1]
Dose (mg/kg, p.o.) §

Fig. 2. Temporal course curves of the antinociceptive activity of seeds (A) and inflorescence (B) aqueous extracts at different doses in comparison to the effect of
sprouts aqueous extract (1000 mg/kg) of broccoli, vehicle and metamizole, as reference analgesic drug using oral (p.o.) route of administration in mice. Latency to
the first writhe induced by 1% acetic acid after 30 min of treatments (C) and antinociceptive dose-response in percentage from the AUC of temporal course curves (D).
Each point or bar represents the mean + SEM of at least 6 individuals. Treatments were compared by analysis of variance followed by the Dunnett’s test. *P < 0.05,

**p < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.

fashion of the dose reaching at least 40% of the maximal response
(Fig. 4B). Both latency and percentage of antinociception of SFN were
inhibited in the presence of NTX (Fig. 4A and B).

3.3. Spasmolytic effects of SFN and broccoli aqueous extracts from seeds,
sprouts, and inflorescence

The seeds (562ug/mL) induced significant relaxation
(17.9 = 6.8%) in the tissues pre-contracted with KCl (32 mM). In the
case of the sprouts, significant relaxation was obtained from 100 pg/mL
(17.6 = 5.02%); this effect remained even when concentrations were
increased at 316 (17.08 + 2.05%) and 562 pg/mL (20.93 = 2.43%)
(Fig. 5A). Relaxant activity was also observed with the major con-
centration of seeds, but not in the inflorescence (Fig. 5A). Papaverine,
as positive control, induced a concentration-dependent relaxation from
1 pM with statistical significance from 3 to 30 M in comparison to the
vehicle group (24.01 + 2.2, 64.6 = 4.5, 107.6 = 5.5% vs 0%, re-
spectively) (Fig. 5A). Interestingly, SFN (from a minimal concentration
of 3.16 ug/mL) induced significant and concentration-dependent re-
laxation resembling the maximal response obtained with papaverine
(Fig. 5A). SFN maximal response was reached at 10pg/mL
(68.75 * 5.72%) with a calculated ECso of 5.9 + 1.5 pug/mL (Fig. 5A).

The significant spasmolytic response of SFN (36.3 *+ 4.8%) was
increased in the presence of L-NAME (100 uM, 52.6 + 2.6%) or HEXA
(0.5mM, 61.5 * 3.9%) (Fig. 5B). In contrast, the maximal contractile
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response of SFN was diminished in the Ca®*-free medium, in a similar
manner than a calcium channel blocker (verapamil), reaching a max-
imal response of 53.3 = 4.1% and 45.6 * 6.4%, respectively
(Fig. 5C). Consequently, an increase in the ECso from 1.16 += 0.11 mM
to 6.35 += 1.32mM was calculated due to the displacement to the right
of the dose-response curve of SFN (Fig. 5C).

4. Discussion

It is well known that the content of possible bioactive compounds in
vegetable species can change depending on different factors, among
them the vegetative phase [16,17,20]. In a preliminary study, the
aqueous extract of broccoli sprouts demonstrated significant and dose-
dependent antinociceptive response in the writhing and formalin tests
in mice and rats, respectively [14]. In this study, a comparison of the
antinociceptive effect of broccoli in the aqueous extracts obtained from
seeds, sprouts and inflorescence was done to know if the vegetative
phase was a factor that modifies its pharmacological activity. In addi-
tion, the presence of SFN was explored as one of the possible re-
sponsible metabolites of broccoli and some mechanisms of action.

For the pharmacological evaluation, the mouse writhing test was
used as the most common in vivo abdominal model to evaluate analgesic
drugs. Writhing consisted in a behavioral nociceptive response induced
by irritant substance via nociceptors and characterized by episodes of
retraction of abdomen and stretching of hind limbs [15]. Thus,
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analgesic activity was inferred due to a significant decrease in the fre-
quency of the writhes observed in the three explored vegetative phases
of broccoli, mainly in the presence of sprouts. Major activity was evi-
denced after administration of several doses of the seeds aqueous ex-
tract in comparison to the inflorescence, by producing not only anti-
nociceptive response in a lower dosage but also a delay in the presence
of the first writhe. However, the effects of seeds were found also in a
major dosage of that observed in the antinociceptive response of the
sprouts aqueous extract [14]. These data confirmed the potential anti-
nociceptive activity of broccoli demonstrating differential level of ac-
tivity depending on the vegetative phase.

The plant tissue through-out the whole food chain from grower to
consumer has a vital influence on its ultimate biological role in human
nutrition or health [21,22]. Bioavailability of the bioactive constituents
of broccoli was influenced by its different vegetative stage and the route
of administration. We observed different significance in the effective-
ness of the antinociceptive effect after parenteral administration in
comparison to the enteral route. In the last mentioned, all the treat-
ments showed similar response at the higher doses tested [14]. To this
respect, it is known that digestion of glucosinolates is influenced by
bacterial microflora, but the myrosinase activity is the major route for
the delivery of isothiocyanates like SFN [21,22]. Few studies have been
reported about the antinociceptive effects of Brassica genus using the
writhing test in mice and oral administration; for example, by preparing
a methanol extract of B. juncea (L.) Czern. leaves [23], boiled and non-
boiled stems of B. oleracea var. gongylodes [24], aqueous and methanol
extracts of B. oleracea var. italica sprouts [14,25], and the whole plant
of B. rapa var. chinensis [26].

To reinforce antinociceptive visceral activity of broccoli extracts
and SFN, an in vitro study in isolated guinea pig ileum was included in
the experimental design. In these experiments, SFN produced sig-
nificant spasmolytic activity almost like the reference drug papaverine.
In contrast, only sprouts and seeds produced a minimal relaxant effect
on the tissues pre-contracted with KCl (32 mM) in comparison to none
response with the inflorescence. It is known that high potassium con-
centration (> 30mM) causes smooth muscle contraction through
opening of L-type Ca®* voltage-dependent channels, which promotes
the increase in the intracellular Ca®* and activation of the myosin light-
chain [27,28]. Our results suggest that spasmolytic effect of SFN in-
volves inhibition of the L-type Ca®* voltage-dependent channels. It has
been reported that substances reducing high K*-induced contraction
are considered possible inhibitors of calcium influx [28] as it was
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Fig. 5. Relaxant effect of the aqueous extracts
from seeds, sprouts,
broccoli compared to the vehicle, sulforaphane
(SFN) and verapamil responses (A); and spas-

and inflorescence of

Vehicle molytic effect of SFN alone and in the presence
Papaverine of L-NAME (100 pM) or hexamethonium
Seeds (HEXA, 0.5 mM) (B), on the guinea pig isolated

ileum pre-contracted with KCl (32mM).
Sprouts Concentration response curves to explore Ca™?

involvement in the absence and presence of
SEN or verapamil in the isolated guinea pig
ileum (C). Each point or bar represents the
mean of each treatment + SEM of 6 experi-
ments. Treatments were compared by analysis
of variance followed by Dunnett’s or Tukey’s
test. *P < 0.05.
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observed with verapamil, a well-known Ca*? channel inhibitor with
beneficial effects in gut hyperactivity [29]. The spasmolytic effects of
SFN were increased in the presence of HEXA and L-NAME suggesting
interaction with relaxant neurotransmission from nerve terminals of the
enteric system [30] and the possible NO-cGMP pathway [31], me-
chanisms that would be interesting to explore in detail in future studies.
All these results together support antinociceptive properties of broccoli,
mainly in the vegetative stage of sprouts and because of bioactive
metabolites like SFN and CA-derivatives to alleviate abdominal pain.
Glucosinolates were detected as major constituents in the chemical
composition of the three broccoli vegetative phases explored in this
study, mainly in the seeds and sprouts, as described for species of
Brassica [32]. These were precursors of SFN in the aqueous extracts as
observed in Table 1. Sinapic and chlorogenic acid derivatives were
phenolic compounds also present in abundant manner in these extracts.
Sinapic acid has been reported to exert anti-inflammatory activity by
inhibiting NF-kB activation in macrophages, as well as the production
of iNOS, COX-2, and proinflammatory cytokines [33]. CA is similarly
recognized as an abundant natural phenolic compound in plants, fruits
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and vegetables producing analgesic and anti-inflammatory effects in
several acute and chronic models of pain [34,35]. CA has been men-
tioned as possible responsible (0.67 mg/g of an ethanol extract) for the
analgesic effect in the Urtica urens aerial parts [36] and Porana sinensis
[37] in abdominal pain. Nevertheless, there was no data in literature
about its evaluation in the writhing test as pure compound. Our results
give evidence of a dose-dependent antinociceptive effect of CA that
might act in a synergic interaction with SFN and other metabolites to
produce antinociceptive activity in this species.

Nociceptive response induced in the writhing test is due to an irri-
tation by the diluted acetic acid that promotes signals transmitted to the
central nervous system, this before cause the release of mediators such
as prostaglandins and other inflammatory molecules from im-
munological systems that contribute to the increased sensitivity to no-
ciceptors [38,39]. Literature reports not only an involvement of per-
ipheral mediators but also central mechanisms in the antinociceptive
effect of broccoli by the presence of SFN explored in neuropathic [40]
and gouty [41] models of pain. The significant activity of SFN observed
in the in vivo writhing test, as well as in the in vitro spasmolytic effects in
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guinea pig ileum, gives evidence of the potential antinociceptive ac-
tivity of this isothiocyanate compound involving participation of opioid
neurotransmission as well as calcium channels, respectively.

5. Conclusion

Antinociceptive activity of broccoli was observed in the vegetative
phases of seed and inflorescence, but preferentially in the sprouts.
Sulforaphane plays a role as a potential antinociceptive compound even
for visceral pain, but it is not the unique or principal metabolite in this
pharmacological activity; where an opioid endogenous participation
might not be the unique mechanism of action in it either.
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Background: Broccoli is a rich source of health-promoting glucosinolates, phenolic compounds, minerals
and vitamins, which might have potential to alleviate pain. Aim: To explore the antinociceptive effects of a
broccoli sprout aqueous extract (BSE) in experimental models of pain and an opioid mechanism. Materials
and methods: the BSE was administered to mice and rats that were subjected to the writhing and
formalin tests, respectively. Gastric damage or sedative-like response, as adverse effects observed in
anti-inflammatory non-steroidal and opioid analgesic drugs, respectively, were also explored. Results:
Antinociception, but not sedative or gastric injury response, was observed in a significant and dose-
dependent manner with the BSE (50-500 mg kg™, i.p. and 500-2000 mg kg™, p.o.) in comparison to
the control group; these effects resembled those observed with the analgesic tramadol (30 mg kg™, i.p.)
in writhing and formalin assessments. Blockage of opioid receptors by naloxone (1 mg kg™, i.p.) produced
partial inhibition of the antinociceptive effect of the BSE in both assays. Conclusion: This study gives
evidence of the potential activity of broccoli sprouts in pain therapy.
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Introduction

Pain is an enormous problem of health. It is associated with a
wide range of injuries and diseases often caused by inflam-
mation and it is sometimes the disease itself. The prevalence,
incidence, and vast social and health consequences of pain
require attention from the public health system to address this
global issue.! Because of the significant side effects of opioids,
steroidal and NSAID medications, currently the most applied
analgesics, there is greater interest in natural alternatives,
such as dietary supplements and herbal remedies, which have
been used for centuries to reduce pain and inflammation, not
only for mild to moderate aches but also for chronic pain.>
Studies have revealed that dietary consumption of Brassica
vegetables may potentially have a chemopreventive and anti-
inflammatory effect diminishing the risk of several chronic
diseases.> The in vitro and in vivo studies have shown that
Brassica phytochemicals may palliate inflammatory and anti-
oxidant pathways through inhibition of the nuclear factor
kappa B (NF-kB) activity, which is consistently related to the
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control of inflammatory diseases in animal models." Broccoli
sprouts (Brassica oleracea var. italica) are considered a rich
source of health-promoting compounds including glucosino-
lates (GLS), isothiocyanates (ITC),” phenolic compounds,® vita-
mins and minerals,” and bioactive compounds also related to
the reduction of oxidative stress and inflammation.®

Very few preliminary studies of broccoli have reported
significant central nervous system (CNS) actions by administration
of extracts from mature plant organs (inflorescences), sprouts or
isolated phytochemicals to induce antinociceptive activity, for
example, the oral administration of a hydro-alcoholic extract of
mature broccoli® or the anxiolytic-like activity of pure sulfora-
phane.”® As a plant material used in this work, the Brassica
oleracea sprouts were elicited with the phytohormone methyl jas-
monate (MeJA) (250 pM), following the protocol studied by
Baenas et al,'' obtaining safe and ready-to-eat vegetables
enriched with bioactive compounds. As mentioned, these sprouts
have been investigated because they contain higher levels of con-
stituents with anti-inflammatory and antioxidant activities than
the mature plant, useful in cancer prevention and development.
However, there is very limited information to support the antino-
ciceptive properties of broccoli sprouts and their possible mecha-
nisms of action. Therefore, we evaluated the potential of an
aqueous broccoli sprout extract (BSE) for analgesic and anti-
inflammatory activities and the involvement of the opioid mecha-
nism in vivo using experimental models of nociception, and also
examining gastric damage and sedative effects in rodents as the
possible adverse effects observed when using analgesic therapy.
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Materials and methods
Plant material and extract preparation

Broccoli seeds for sprouting (Brassica oleracea var. italica
Plenck.) were provided by Intersemillas S.A (Valencia, Spain).
Sprouts were germinated under controlled conditions for
8 days according to Baenas et al."' protocols, and elicited by
spraying methyl jasmonate (MeJA, 250 uM) once a day, during
4 days prior to harvest. Briefly, sprouts were collected, flash
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80 °C until lyophi-
lized and ground into a fine powder.

The BSE was obtained by maceration and continuous
shaking of 1.6 g of ground and freeze-dried broccoli sprouts in
50 mL MilliQ water overnight at room temperature. The
sample was sonicated before and after the maceration, and
then the BSE was centrifuged and the supernatant was lyophi-
lized to obtain a fine powder used in the experiments.

Drugs

Tramadol, pharmaceutical grade (98%) (Griinenthal de
México, S.A. de C.V.), bismuth subsalicylate (Pepto-Bismol®),
and sodium pentobarbital (Sedalpharma®) were used.
Naloxone, diazepam and indomethacin were purchased from
Sigma (Sigma-Aldrich Co., St Louis MO, USA) and dissolved in
saline solution (s.s.) or resuspended in 0.5-1% Tween 80 in
s.s. correspondingly. Control animals received distilled water
as vehicle. Formalin and acetic acid (J.T. Baker, USA) were pre-
pared at 1% solutions to induce nociception. Absolute ethanol
(J.T. Baker, USA) was used for analyzing the gastric damage.
Drugs were freshly prepared on the day of the experiments; all
treatments were administered intraperitoneally (i.p.) or orally
(p-0.) in a volume of 0.1 ml per 10 g or 100 g body weight in
mice and rats, respectively.

Identification and quantitative analysis of broccoli sprouts
and BSE by HPLC-DAD-ESI-MS" and UHPLC-QqQ-MS/MS

The GLS and phenolic compounds in broccoli sprouts and the
BSE were identified and quantified by HPLC-DAD-ESI-MS"
according to Baenas et al.'> Briefly, lyophilized samples were
extracted with methanol (70% v/v) and heated at 70 °C in order
to avoid enzyme myrosinase activity which hydrolyzes GLS to
ITC, allowing the quantification of individual compounds that
were identified based on retention times, UV absorption
maxima, and mass spectra or comparison with authentic
compounds when possible. The ITC in broccoli sprouts and
the BSE were extracted according to the Cramer and Jeffery'?
protocol and quantified by UHPLC-QqQ-MS/MS following
Dominguez-Perles et al.**

Pharmacological evaluation

Animals. Female Swiss albino mice (25-30 g) and female
Wistar rats (200-250 g) were used in the study. The animals
were kept at constant room temperature (22 + 1 °C) and main-
tained in a 12 light/dark cycle. All experimental procedures
were carried out according to a protocol approved by the
local Animal Ethics Committee of the Instituto Nacional de
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Psiquiatria Ramoén de la Fuente in compliance with national
(NOM-062-ZO0-1999) and international regulations on the
care and use of laboratory animals. The animals were fed
ad libitum with standard feed and water, except when fasting
was needed in the course of the study (at least 16 h before
testing). For each experimental procedure, animal groups
consisted of six individuals each.

Experimental groups

Groups of at least six mice or rats, depending on the experi-
mental model, were organized as follows: vehicle group (mice
or rats received distilled water); three or four groups receiving
acute administration of BSE, p.o. (500, 1000 and 2000 mg kg ™)
or i.p. (50, 100, 250 and 500 mg kg~ '), respectively, 30 min pre-
vious to the experimental test, and one group receiving the
positive control (opioid analgesic tramadol, i.p.). Bismuth sub-
salicylate (antiulcer drug, p.o.) and indomethacin (anti-inflam-
matory inhibitor of cyclooxygenases, p.o.) were used as refer-
ence drugs in gastric protection and gastric ulcer, respectively.

Antinociceptive activity

The Writhing test was used as previously described by Collier
et al.'® Immediately after 1% acetic acid, i.p., administration,
latency to the onset of the writhes and the total number of
writhes were recorded in the following periods: 0-5, 5-10,
10-15, 15-20, 20-25 and 25-30 min. The area under the curve
(AUC) of the temporal courses was plotted to describe the
dose-response in the effects of the BSE in comparison to
tramadol and the vehicle group.

Formalin test: Immediately after 50 pl injection in the sub-
plantar area of the right hind paw with 1% formalin by using a
30-gauge needle, each rat was placed into a glass cylinder
provided with mirrors to enable a total panorama of the
nociceptive behavior. The number of shakings and/or the
accumulated time spent in licking the injected paw was taken
as the nociceptive response.’® Two periods of high shaking
activity were considered: the first one was present immediately
after injection and lasted 5 min; this was known as the early
phase (neurogenic phase). The second period was observed
20-25 min after formalin injection and denoted as the late
phase (inflammatory phase). Animals were administered with
the aqueous extract 30 min before the intraplantar injection of
formalin. Control animals received vehicle by the same route
(p-o. or i.p.) and time of administration.

At the end of the nociceptive evaluation, rats were eutha-
nized in a CO, chamber and their stomachs were dissected
and fixed with 4% formaldehyde to be qualitatively examined
for tentative gastric damage by comparing the effect of indo-
methacin as the positive ulcerogenic drug.

Mechanism of action analysis

In order to explore the participation of the endogenous opioid
system in the antinociceptive effect of the BSE, independent
groups of mice and rats were administered naloxone
(1 mg kg™ ", s.c., an opioid receptor antagonist) 15 min previous
to an antinociceptive dosage of the extract (50 or 250 mg kg™,
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i.p.) or the vehicle. Thirty min after treatments, mice or rats
were subjected to the corresponding nociceptive test to
compare also with the effect of naloxone per se.

Experimental absolute ethanol-induced gastric ulcer

Simultaneous to rat fasting, the groups were administered as
follows: BSE (100 mg kg™', p.o.), indometacin (20 mg kg™,
p.o., ulcerogenic drug) or the antiulcer drug bismuth subsali-
cylate (17.5 mg mL ™", p.o., 1 mL per rat). Control rats received
distilled water as vehicle in the same volume and route of
administration.

Gastric ulcers were induced as follows: after 30 min of treat-
ment or vehicle administration, each rat received a 0.5 mL
volume of absolute ethanol via p.o. as modified from the
report previously described.'” One hour after ethanol adminis-
tration, the animals were sacrificed in a CO, chamber. The
stomach of each rat was dissected and examined to measure
gastric lesions.

Measurement of gastric injury

Each stomach was dissected out from the esophagus to the
pyloric portion and inflated with 10 ml of 4% formalin for
15 min to fix both the inner and outer gastric layers.
The stomachs were incised along the greater curvature and
examined for ulcers. Photographs of the hemorrhagic lesions
were taken, scanned and saved in a processor to be measured
by using a millimeter grid. The gastric injury was obtained as
the ulcer area in mm.”

Sedative-like response

Thirty minutes after a significant antinociceptive dose of BSE
(100 mg kg™*, i.p.), sedative-like response in mice was investi-
gated by using:

Open-field test. The number of squares explored by each
mouse placed into a cage divided into 12 squares (4 cm x 4 cm)
in a 2 min interval was registered.

Cylinder test. The number of spontaneous liftings on its
posterior limbs of each mouse individually placed on a filter
paper-covered floor of a glass cylinder (16 cm in height, 11 cm
in diameter) was counted during the first 5 min."® A reduced
exploratory activity showed by mice after placement in this
unfamiliar environment revealed a sedative-like effect.

Sodium pentobarbital (SP)-induced hypnosis. To induce
sedative and hypnotic effects, each mouse received SP
(42 mg kg™, i.p.). Immediately the mice were placed indi-
vidually in an acrylic box to be observed for the onset of un-
coordinated movements (sedative phase) and the duration of
hypnosis (the criterion for sleep or hypnosis is defined as the
loss of righting reflex). The time between loss and recovery of
the righting reflex was recorded as sleeping time."”

Statistical analysis

Data are expressed as the mean =+ standard error of the mean
(S.E.M.). The area under the curve (AUC) values were calculated
from the respective temporal course curves obtained in the
writhing test, and were considered as an expression of the
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overall antinociceptive activity during a 30 min period in
area units; the AUC was calculated using the trapezoidal
rule. Statistical differences were analyzed using a one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test for
multiple comparisons. A value of P < 0.05 was considered
significant.

Results
Potential bioactive compounds in broccoli sprouts and BSE

Broccoli sprouts are rich in glucoraphanin, quantified as 40%
of the total GLS in our samples (Table 1). This compound is
naturally hydrolysed by the enzyme myrosinase to the ITC sulf-
oraphane allowing its detection in the BSE in a concentration
of 0.95 mg g~' dry weight (Table 1). A dosage of 100 mg kg™
of BSE contains 0.54 pmol (rat) or 0.054 pmol (mice) of the
ITC sulforaphane.

The ITC iberin and indole-3-carbinol were also present in
the BSE, as products of the aliphatic GLS glucoiberin and the
indole glucobrassicin, respectively (Table 1). Individual GLS in
the BSE were not identified (Table 1).

The predominant class of phenolic compounds in both
broccoli sprouts and the BSE is the sinapic acid derivatives,
accounting for 98-99% of the total amount, respectively
(Table 1). Also, a little concentration of chlorogenic acid deriva-
tives was found in both samples and less than 1% of total
phenolics in broccoli sprouts corresponded to flavonols (Table 1).

Antinociception

BSE at doses of 1000 to 2000 mg kg™, p.o. (Fig. 1A) and
50 to 500 mg kg™, i.p. (Fig. 1B) significantly and in a dose-

Table 1 Quantification of individual and total compounds in broccoli
sprouts and its aqueous extract (BSE)

Glucosinolates Broccoli sprouts BSE

Bioactive compounds (mg g~ D.W.)

Glucoiberin 6.08 + 0.38 —
Glucoraphanin 15.69 + 0.09 —
4-Hydroxyglucobrassicin 1.65 +0.20 —
Glucoerucin 3.59+0.08 —
Glucobrassicin 3.02 +0.29 —
4-Methoxyglucobrassicin 1.40 £ 0.10 —
Neoglucobrassicin 8.81 +0.20 —

Aliphatic GLS 25.36 = 0.50

Indole GLS 14.88 + 0.64

Total 40.25 + 0.79

Phenolic compounds

Chlorogenic acid derivatives 0.239 £ 0.039 0.075 £ 0.03
Flavonols 0.237 £ 0.039 —

Sinapic acid derivatives 26.588 + 6.192 19.30 £ 1.75
Total 27.064 + 6.270 19.38 £ 1.78
Isothiocyanates

Sulforaphane 0.383 £ 0.010 0.951 + 0.001
Iberin 0.009 + 0.001 0.026 + 0.001
Indole-3-carbinol — 0.013 £ 0.003
Total 0.392 + 0.010 0.990 + 0.005

Mean values (n = 3) + SD. D.W. (dry weight).
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Fig. 1 Dose-response antinociceptive effect of the extract in comparison to vehicle or tramadol in the latency to the first writhe (A-B) and the
number of abdominal writhes (C-D) in a 30 min trial period, after oral or intraperitoneal administration, respectively. Each bar represents the mean +
S.E.M. of six animals. ANOVA followed by Tukey's test. P < 0.05, *comparison vs. vehicle, **amongst doses.
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Fig. 2 Antinociceptive effect of the extract, p.o., in the shaking and time spent licking behavior of the neurogenic (A-B) and inflammatory (C-D)
phases, respectively. Each bar represents the mean + S.E.M. of six animals. ANOVA followed by Tukey's test. P < 0.05, *comparison vs. vehicle,
**amongst doses.
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dependent manner delayed the presence of the first writhe in
the acetic acid-induced nociception in comparison to the
vehicle group, resembling the delay observed with the anal-
gesic tramadol (30 mg kg™*, i.p.) (Fig. 1B). The intensity of the
acetic acid-induced nociception was also significant and in a
dose-dependent trend decreased in all the doses of the BSE
tested and in both routes of administration, fitting in the
range of the observed effects of the analgesic drug taken as the
reference (Fig. 1C and D).

The BSE, by p.o. administration, significantly reduced the
number of shakings (Fig. 2A and C) and the time spent doing
licking behavior (Fig. 2B and D) in both phases of the forma-
lin-induced nociception. A dose-dependent effect in shakings
of the first phase was observed between the doses of 1000 to
2000 mg kg~ (Fig. 2A).

Similarly, a significant and dose-dependent reduction
(50 to 500 mg kg™') was observed in the shakings (Fig. 3A) and
time spent doing licking (Fig. 3C) behaviour of the first phase
of this test when the BSE was administered by the i.p. route. In
the second phase, only shaking behaviour was significantly
decreased, but not in a dose-dependent manner (Fig. 3C);
while no changes were obtained in the time spent licking
(Fig. 3D) in comparison to the vehicle group, resembling
the antinociceptive response of the analgesic tramadol
(30 mg kg%, i.p.), mainly in the neurogenic phase.
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With regard to the mechanism of action, the presence of
naloxone (1 mg kg™, s.c.) per se did not produce different
nociceptive responses in comparison to the vehicle group
in both tests (Fig. 4). Nevertheless, naloxone partially inhibited
the delay to the first writhe (Fig. 4A) and visceral nociception
(Fig. 4B) produced by the BSE (250 mg kg™ ', i.p.) in the
acetic acid-induced nociception in mice. Moreover, this opioid
antagonist abolished the reduction produced by this extract
(50 mg kg™', i.p.) in both neurogenic (Fig. 4C) and inflam-
matory (Fig. 4D) nociceptive responses in the formalin test
in rats.

Gastric damage or protection

No ulcers were found in the group receiving the vehicle after
evaluation in the formalin-induced nociception test, but they
showed a slight erosion of the mucous layer; this effect was
also observed in the rats receiving the BSE. In contrast, rats
administered the analgesic indomethacin showed significant
development of gastric ulcers (97.25 + 43.55 mm?).

In the presence of the ulcerogenic agent (0.5 mL of absolute
ethanol), the rats receiving vehicle showed a major occurrence
of ulcers all along the corpus area in the rat stomach (200 +
13 mm?); this effect increased because of the combination
with indomethacin (235.38 + 78.39 mm?®). The pre-treatment
with the BSE prevented the severity of the gastric damage
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parison vs. vehicle, **, ***amongst doses.
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vs. vehicle, **amongst groups.

mainly in the surrounding of the corpus of the stomach
(108.50 + 41.50 mm?®), but less effectively than the protection
obtained with an anti-acid reference drug (26.81 + 4.20 mm?).

Sedative-like effects

The BSE (100 mg kg ') did not modify the ambulatory activity
of mice in the open-field test (Fig. 5A) or in the exploration be-
haviour in the cylinder test (Fig. 5B) compared to the vehicle
group, and in contrast to diazepam (an anxiolytic and sedative
drug) (Fig. 5A and B). However, the extract combined with a
sedative-hypnotic like SP was capable to facilitate the begin-
ning of sedative-like behaviour (Fig. 5C) and to enhance sig-
nificantly the duration of the sleeping time in mice receiving
BSE administration (Fig. 5D) in a similar manner to diazepam
(Fig. 5C and D).

Discussion

Promoting the daily intake of bioactive compounds may be a
valuable strategy to improve the management of pain.>° The

172 | Food Funct, 2017, 8, 16/-176

present work reported a beneficial significant effect of anti-
nociception of the broccoli sprout aqueous extract, administered
by enteral (p.o.) and parenteral (i.p.) routes, and using two
different models of induced nociception in rodents. The
writhing test is used in mice as an acute tonic pain model;
whereas the formalin test is applied to evaluate neurogenic
and inflammatory nociception in mice and rats, both involve
an opioid mechanism.

The characteristic bioactive compounds present in broccoli
sprouts have been studied before planning their studies in
animal models, considering 8-day-old sprouts as optimum for
consumption and phytochemical content.”> It has been
observed that the profile of bioactive compounds found in
sprouts varies with environmental stress, growth conditions
and storage.”’ In addition, application of the elicitor MeJA
(250 pM) has been employed as a tool to increase the GLS
content in these broccoli sprouts. Thus, in this study, it was
important to evaluate the content of phytochemicals of the
samples prior to developing the in vivo antinociceptive assays.
Under our conditions, the total GLS content in the sprouts was
higher than in other sprouted species>® and mature plants.”?

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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GLS are naturally hydrolyzed to ITC, and these bioactive com-
pounds are considered responsible for the reported bioactivity
of cruciferous foods, such as anti-inflammatory and chemo-
preventive foods.?

The preliminary antinociceptive effects of Brassica vegetables
have been described with a dose-dependent activity in the
writhing test in mice by administrating a hydro-methanolic
extract of Brassica juncea (200-400 mg kg™, p.0.)** and in both
phases of the formalin test in rats by a hydro-alcoholic mature
broccoli extract (2000 mg kg™, p.0.).’ In our study, the inhibi-
tory response in the abdominal constrictions produced by the
BSE via oral administration was improved when the extract was
tested by the parenteral route of administration in mice.
Antinociceptive effects were also observed when the BSE was
administered orally, it reduced painful behavior in both neuro-
genic and inflammatory phases of the formalin test in rats.
These results together suggest that the bioavailability of con-
stituents is modulated by the route of administration, but they
do not affect the antinociceptive properties; moreover, central
activity is possible in the effects of broccoli sprouts since the
neurogenic phase (I) showed major and significant changes in
both behaviors (shakings and time spent licking) in compari-
son to their diminution in the inflammatory phase (II) of
the formalin test. The antinociceptive effects of the BSE in
the writhing and the two phases of formalin tests suggest an

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017

involvement at both central and peripheral levels of pain com-
bining the antinociceptive and anti-inflammatory activities.

Intraperitoneal administration of dilute acetic acid induces
nociception in mice leading to writhing behavior, a widely
used test commonly employed as a screening method for
analgesic drugs.” Analgesia is demonstrated by the decrease
of the number of writhing by blockage of prostaglandin syn-
thesis, a peripheral mechanism of pain inhibition. In addition,
during inflammatory pain evoked by injection of pro-inflam-
matory agents such as formalin into a hind paw, neuronal
nitric oxide synthase (nNOS) and iNOS are up-regulated.> Also
in the formalin test, the inhibition of COX-2 plays an impor-
tant role in the nociceptive behavior suppression associated
with acute inflammation. This anti-inflammatory activity
agreed with the fact that the intake of broccoli sprouts per se
modulates the inflammatory and vascular prostanoids®®
suggesting the central and also peripheral involvement in its
antinociceptive response.

Writhing behavior is also a model of clinical relevancy in
intestinal pain in humans responding to the effect of analgesic
opioid drugs.”” A tonic activation of the endogenous opioids
has also been described in the inhibitory effect on pain behav-
ior after subcutaneous formalin injection.”® In the antinoci-
ceptive effect of the BSE, the presence of naloxone produced a
significant blockage in both antinociceptive tests and also in
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both phases of the formalin test reinforcing central and peri-
pheral actions modulated also by an opioid neurotransmission.

The health beneficial effects of broccoli have been
suggested because of the action of some bioactive compounds
that positively modulate the immune system and the anti-
oxidant defense. In vivo experiments on humans have reported
that the hydrolysis of GLS and, therefore, the absorption of
ITC is greater following the consumption of raw plant material
with the presence of the enzyme myrosinase, than after inges-
tion of the cooked plant with the enzyme totally or partially
denatured.”® The predominant ITC sulforaphane is able to
significantly suppress muramyl dipeptide-induced NF-kB
activity, a central participant in inflammatory processes at
physiologically relevant concentrations (5-10 pM) achievable
via the consumption of broccoli within the diet. This com-
pound has also shown anti-inflammatory mechanisms based
on the inhibition of lipopolysaccharide-mediated induction of
forms of nitric-oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase (COX-2),
the tumor necrosis factor-a (TNF-a), and interleukin-1 beta
(IL-1P) via NFkB inactivation, responsible for chronic inflam-
mation and infections involved in the pathogenesis of many
chronic diseases.***"

The phenolic acids present in Brassicaceae extracts,
especially sinapic and chlorogenic acids,” enhance the cellu-
lar defense system avoiding oxidation and inflammation;*
this might contribute to the health-promoting properties of
these broccoli sprouts and the BSE. Sinapic acid derivatives
contained in broccoli sprouts have been studied as efficacious
inhibitors of iNOS and COX-2 expression, responsible for the
elevated levels of NO and prostaglandins.?! Other compounds
present in broccoli sprouts such as anthocyanins®* and
vitamin C*® act as natural antioxidants conferring protection
against chronic diseases.

Our results showed that the BSE was not only capable of
reducing gastric damage, but was also able to produce certain
gastric protection against ulcerogenic substances. These
effects might be associated with the presence of bioactive ITC
sulforaphane, which stimulates Nrf-2 gene-dependent anti-
oxidant enzyme activity, thereby protecting and repairing cells
of the gastric mucosa from oxidative injury and inflam-
mation.*® Finally, in this study the aqueous extract per se did
not produce sedative effects as it is observed in the adverse
effect of the opioid analgesia. Nevertheless, central actions of
the constituents of broccoli sprouts are reinforced by the
synergism of the combination between a significant anti-
nociceptive dosage of the extract and the sedative-hypnotic
effect of pentobarbital.

Conclusion

The aqueous extract obtained from broccoli sprouts produces
a significant and dose-dependent antinociceptive activity
suggesting its utility for the treatment of visceral and nocicep-
tive pain mediated by not only central, but also peripheral
opioid receptors. These results give scientific evidence to support
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the beneficial health effects for pain diseases without producing
adverse effects as observed in analgesic drug therapy.

Chemical compounds

Absolute ethanol (PubChem CID: 702); acetic acid (PubChem
CID: 176); bismuth subsalicylate (PubChem CID: 16682734);
diazepam (PubChem CID: 3016); formaldehyde (PubChem
CID: 712); indomethacin (PubChem CID: 3715); naloxone
(PubChem CID: 5284596); sodium pentobarbital (PubChem
CID: 4737); tramadol (PubChem CID: 33741); tween 80 (443315).

Abbreviations

ANOVA Analysis of variance

AUC Area under the curve

BSE Broccoli sprout aqueous extract
CNS Central nervous system

COX Cyclooxygenase

GLS Glucosinolates

ITC Isothiocyanates

MeJA  Methyl jasmonate
NF-kB  Nuclear factor kappa B
NOS Nitric-oxide synthase

NSAID Nonsteroidal antinflammatory drugs
SEM Standard error of the mean

SP Sodium pentobarbital

TNF-«  Tumor necrosis factor-o
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