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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 

opción 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 crucíferas 

se ha asociado con efectos quimiopreventivos y antiinflamatorios, donde 

metabolitos como el sulforafano se reportan con diversas actividades 

farmacológicas sobre el sistema nervioso central, entre éstas su potencial 

analgésico.  

En esta investigación se evaluó el efecto antinociceptivo y 

antiinflamatorio del brócoli en diferentes etapas vegetativas (semilla, brotes y 

vegetal maduro) y algunos metabolitos activos. Asimismo, la toxicidad aguda o 

posibles efectos adversos comúnmente observados en analgésicos de la 

clínica se valoraron con la finalidad de conocer el potencial farmacológico de 

esta especie para la terapéutica del dolor. Los extractos acuosos de brócoli 

fueron evaluados en modelos experimentales de dolor de primera elección en 

el cernimiento de fármacos analgésicos. No se presentaron efectos adversos o 

tóxicos en ningún estadio. El extracto de brotes resultó ser el más eficaz, 

seguido de las semillas y el vegetal maduro en un modelo de dolor nociceptivo 

con formalina. La actividad antinociceptiva se corroboró con la prueba de 

nocicepción «plantar test» y la inflamatoria con la inducción de edema con 

carragenina, así como con análisis histológico. El sulforafano y el ácido 

clorogénico fueron metabolitos activos que disminuyeron significativamente la 

nocicepción e inflamación. En cuanto al posible mecanismo de acción, los 

resultados indican la participación de receptores a opioides endógenos 

esencialmente para sulforafano coincidiendo con datos de la literatura. 

Este texto incluye generalidades del dolor nociceptivo e inflamatorio, su 

influencia biológico-social, fármacos utilizados en clínica y sus efectos 

adversos, así como los productos  naturales como alternativa de terapéutica. 

Donde se dan evidencias farmacológicas de la evaluación del brócoli como 

potencial nutracéutico en el tratamiento del dolor. 
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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 

aqueous 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. 

 

 

 



3 
 

I. MARCO TEÓRICO 

 

1. Dolor 

En 1979 la Asociación Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus 

siglas en inglés) definió al dolor como la experiencia sensorial y emocional 

desagradable asociada a una lesión tisular presente o potencial, o que se 

describe en términos de dicha lesión (Merskey et al., 1979; Loeser y Treede, 

2008). Éste tiene la función de ser protector y adaptativo, ya que advierte al 

individuo para su escape ante el estímulo inductor del dolor y así proteja el sitio 

de lesión de tejido (Grace et al., 2014).  El dolor no se define exclusivamente 

como una percepción nociceptiva, ya que además constituye una experiencia 

subjetiva integrada por un conjunto de pensamientos, sensaciones y conductas 

(Muriel, 2008).  

 

1.1. Epidemiología 

El dolor es característico y necesario para el diagnóstico de muchas 

enfermedades, puede servir como índice de severidad y actividad de alguna 

condición patológica y es determinante en el uso de servicios de salud pública 

(McBeth y Jones, 2007). Por tanto, el dolor representa un problema clínico, 

social y económico en individuos de todas las edades alrededor del mundo, ya 

que las condiciones de dolor generan mayor impacto negativo en la calidad de 

vida en comparación con otros problemas de salud (Henschke et al., 2015).  

El dolor es un problema común en la población, se ha reportado que 

entre el 7 y el 59 % de los adultos padecen dolor (Hasselström  et al., 2002). 

Los estudios epidemiológicos en diferentes países reportan tasas de 

prevalencia en dolor crónico entre el 12 y el 80 %, con un promedio del 25 % 

según la IASP (Covarrubias-Gómez et al., 2010; Griego et al., 2016). Cabe 

destacar que el dolor es la razón principal de acudir a la sala de urgencias en 

poco más del 50 % de los casos (Cordell et al., 2002) y en el 30 % de visitas a 

la consulta familiar (Hasselström  et al., 2002).  En México existen escasos 

reportes epidemiológicos de dolor, no obstante en uno de ellos se indica que el 

96.3 % de los pacientes hospitalizados refiere dolor (Covarrubias-Gómez, 

2008). 
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1.2. Fisiología del dolor 

El dolor es un proceso fisiológico esencial de defensa que permite evitar o 

limitar el daño tisular a un organismo. Dicho proceso se organiza en cinco 

etapas esenciales denominadas: transducción, conducción, modulación, 

transmisión y percepción (Fornasari, 2014). 

La transducción es la etapa en la que los estímulos mecánicos, térmicos 

o químicos potencialmente peligrosos se convierten en señales eléctricas que 

activan un potencial de acción (Pergolizzi et al., 2017). La transducción ocurre 

en las terminales periféricas de las fibras nociceptivas somáticas y viscerales 

aferentes que tienen sus cuerpos en los ganglios de la raíz dorsal. Dichas 

neuronas sensoriales de umbral alto y especializadas para la respuesta de 

estímulos potencialmente dañinos son conocidas como nociceptores 

(Fornasari, 2014; Vijayan, 2015). Las terminales periféricas contienen 

transductores proteicos altamente especializados, la mayoría son canales que 

abren en respuesta a estímulos que favorecen la permeabilidad de los iones 

Ca2+ y Na+,  los cuales son responsables de la despolarización terminal 

(Fornasari, 2014). 

La conducción es la etapa en la que los potenciales de acción 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 acción). Los axones de los nociceptores pueden ser amielínicos 

(fibra C) o mielinizados (Fibras Aδ) (Winkelstein, 2004). La liberación de 

neurotransmisores se promueve cuando los potenciales de acción alcanzan las 

terminales nociceptivas en el asta dorsal de la médula espinal y se abren los 

canales de voltaje de Ca2+.  Cuando los canales de Ca2+ son bloqueados, la 

liberación de neurotransmisores se detiene. La comunicación sináptica entre 

las neuronas de primer y segundo orden es la etapa de transmisión (Grace et 

al., 2014). La sinapsis de transmisión  entre el nociceptor o la neurona de 

primer orden y la neurona espinotalámica o de segundo orden es 

primordialmente glutamatérgica (Fornasari, 2014). En el dolor agudo 

nociceptivo, el glutamato se une principalmente a los receptores AMPA (ácido 

α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico o quiscualato), que son 

canales ionotrópicos de Na+ que despolarizan a las neuronas de segundo 

orden y desencadenan el potencial de acción que asciende al tálamo. La 
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activación de las fibras C da lugar a la liberación de los moduladores 

neuropeptídicos 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 despolarización postsináptica sostenida (Pinho-Ribeiro et al., 2017). Esta 

despolarización elimina la dependencia del bloqueo de voltaje por Mg2+ 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 

Ca2+. Cabe mencionar que la activación del receptor NMDA es un paso 

esencial en la comunicación y ejecución de esta etapa (Fornasari, 2014), donde 

los principales neurotransmisores inhibidores en el asta dorsal son opioides 

endógenos, norepinefrina, serotonina, glicina y GABA (Pinho-Ribeiro et al., 

2017) (Fig. 1). 

 
Figura 1. Rutas fisiológicas del dolor. Vías ascendente y descendente del dolor. Modificado de 
CHANGEPAIN

® 
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1.3. Clasificación del dolor 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el tratamiento farmacológico 

del dolor puede basarse en las siguientes clasificaciones (Puebla-Díaz, 2005; 

World Health Organization, 2012): 

 Mecanismo fisiopatológico (nociceptivo, inflamatorio, patológico) 

 Duración (crónico, agudo, intercurrente) 

 Etiología (maligna o no maligna) 

 Localización anatómica 

La clasificación por mecanismo fisiopatológico es una de las más utilizadas 

y se divide en (Woolf, 2010): 

 Dolor nociceptivo 

 Dolor inflamatorio 

 Dolor patológico (neuropático o disfuncional). 

 

1.3.1. Dolor nociceptivo 

El dolor nociceptivo es aquel que surge del daño real o potencial del tejido no 

neuronal y se debe a la activación 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 estímulos nocivos. Entre 

los estímulos que son codificados pueden ser de tipo térmico, mecánico y 

químico (Julius y Basmabum, 2001).  

El dolor nociceptivo puede clasificarse según la localización de los 

nociceptores que se activan en (World Health Organization, 2012): 

 Dolor somático, que es el causado por la activación de nociceptores 

presentes en tejidos superficiales o profundos, resultado de la lesión y/o 

inflamación de un tejido que causa liberación de mediadores. 

 Dolor visceral, que es producido por la activación de nociceptores 

localizados en órganos internos. Estos nociceptores producen 

sensaciones poco localizadas y difusas que pueden ser referidas a sitios 

lejanos del lugar de la lesión.  
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1.3.2. Dolor inflamatorio 

El dolor inflamatorio se desarrolla después de la ruptura o la lesión del tejido, 

ya sea por trauma, calor, infección, toxinas, tumores, entre otros (Costigan  y 

Woolf, 2000). Una vez dañado el tejido, las células infiltradas del sistema 

inmunológico liberan múltiples mediadores químicos  (Chen et 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 expresión de receptores permite el incremento 

de la sensibilidad de los nociceptores en el tejido inflamado, esto se denomina 

sensibilización periférica. La sensibilización periférica  contribuye  a la 

hipersensibilidad característica del dolor inflamatorio (Hinz y Brune, 2004; 

Chen et al., 2013).  

 

1.3.2.1. Dolor Inflamatorio/ Edema 

La inflamación aguda involucra la sobreproducción de radicales libres, 

activación de enzimas y liberación de mediadores inflamatorios y 

proinflamatorios (Mansouri et al., 2015). Los agentes inflamatorios que son 

liberados y que producen el edema  son: el óxido nítrico (ON), prostaglandina 2 

(PGE2), interleucinas (IL-1β, IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-α) 

(Zhang 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 inflamación se incrementa la 

permeabilidad vascular que favorece la migración de células hacia el sitio de 

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

 

1.3.3. Dolor patológico 

El dolor patológico es una situación maladaptativa que resulta de 

anormalidades en el funcionamiento del SNC (Woolf, 2010; Grace et al., 2014). 

Dicha disfunción puede ser consecuencia de estados de inflamación, diabetes, 

neuropatía, infecciones virales, quimioterapia, entre otras (Kuner, 2010). El 

dolor maladaptativo puede clasificarse en neuropático y disfuncional, el primero 

debido a algún daño o disfunción en el SNC o periférico (Speciali et al., 2016) y 
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el segundo en condiciones en las que no existe tal daño o inflamación (Kiguchi 

et al., 2017). El dolor neuropático se caracteriza por los síntomas 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, síndrome 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 cáncer conocido como «Escalera Analgésica». Dicho protocolo 

incluye métodos psicológicos, modificación de procesos patológicos, fármacos, 

bloqueo de transmisión del dolor, modificación de la rutina e inmovilización 

(OMS, 1996).  

El manejo del dolor es comúnmente asociado a fármacos conocidos por 

mucho tiempo por sus propiedades analgésicas. Dichos fármacos 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 fármacos de tipo no opioide (AINEs) para el alivio del 

dolor leve. Cuando el dolor no es aliviado se recomienda  añadir el uso de 

opioides débiles, que son útiles para el dolor moderado. Si dicha combinación 

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 

administración de AINEs. En cualquiera de los tres casos no se debe utilizar 

más de un fármaco de cada tipo. Además, fármacos adyuvantes pueden 

utilizarse en casos específicos (OMS, 1996).  

El objetivo de los fármacos adyuvantes es contrarrestar los efectos 

adversos de los analgésicos, conseguir mayor alivio del dolor y/o tratar 

trastornos psicológicos concomitantes como el insomnio, la ansiedad y la 

depresión. Entre los fármacos adyuvantes utilizados están los antieméticos, 

laxantes, corticoesteroides y psicotrópicos. Cabe destacar que para el alivio del 

dolor patológico puede ser útil el uso de antidepresivos tricíclicos, 

anticonvulsivos y/o anestésicos locales (OMS, 1996)  (Fig. 2). 
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Figura 2. Escalera analgésica de la OMS 

 

 

1.4.1. Antiinflamatorios no esteroideos  

Los AINEs son los fármacos más utilizados en el tratamiento del dolor asociado 

a inflamación, lo cual se debe a su mecanismo de acción por la inhibición de la 

enzima ciclooxigenasa (COX) isoenzimas de tipo 1 y 2. Las COX 1 y 2 

catalizan la conversión del ácido araquidónico  en peroxidasas de 

prostaglandinas (PGs) (Bertolacci et al., 2013; Rius y Clària, 2016). Las PGs 

son liberadas ante cualquier estímulo químico o mecánico (Botting, 2006) y  se 

forman a partir del ácido araquidónico liberado de la membrana fosfolipídica en 

presencia de la enzima fosfolipasa A2. El ácido araquidónico es transformado 

mediante la enzima microsomal COX para generar los endoperóxidos cíclicos 

PGG2 y PGH2, los cuales son inestables y pueden ser isomerizados de forma 

enzimática y no enzimática en prostanoides como tromboxano A2 (TXA2), 

prostaciclina (PGI2) y las PGs de tipo PGD2, PGE2 y PGF2α (Botting y Botting, 

2011). Las PGs son conocidas por su acción pirogénica, así mismo la PGE2 y 

PGI2 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 mayoría de las células y está 

involucrada en procesos fisiológicos normales. Entre los procesos que 

involucra están la síntesis de TXA2, implicado en la agregación plaquetaria; la 

producción de PGE2 y PGI2 que median la protección gástrica y la formación de 

PGI2 del endotelio vascular  que mantiene la dilatación de vasos sanguíneos e 

inhibe la formación de trombos plaquetarios. La COX-2 es conocida como 

inducible, ya que es expresada por las células involucradas en la inflamación, 

como los  macrófagos y monocitos. Ésta se encarga de la producción de PGs 

en procesos patológicos, 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 ulceración estomacal, disfunciones 

plaquetarias y renales (Hinz y Brune, 2004;  Wong y Chan, 2016) (Fig. 3). 

 
Figura 3.  Mecanismo de acción de los AINEs.  

 

1.4.2. Opioides 

Los fármacos opioides son analgésicos utilizados en la práctica clínica para el 

tratamiento del dolor de moderado a severo (Sánchez-Fernández et al., 2013). 

Los opioides producen analgesia por su unión en los receptores opioides (μ, κ y 

δ) 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 presináptica y postsináptica del asta 

dorsal de las neuronas (Fornasari, 2014; Vijayan, 2015). Los opioides son 

agonistas de receptores opioides acoplados a proteínas G inhibitorias, éstos 

modulan y reducen las señales ascendentes del dolor que llegan al cerebro y 
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activan las vías 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 reducción del efecto analgésico del fármaco. Dicha 

complicación limita el uso de este grupo de fármacos. (Benyamin et al., 2008). 

 
Figura 4. Mecanismo de acción de los opioides. AC: adenil cinasa; cAMP: ácido monofosfórico 
cíclico; ATP adenosin trifosfato; G proteína G; PKA proteína 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 ocasión de efectos adversos y/o tóxicos 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 farmacológicos 

que impiden la continuidad de las actividades cotidianas. Algunas de las 

alternativas son la herbolaria y los productos naturales. Tan sólo en México, se 

estima que entre el 80 y 90 % de la población recurre a la herbolaria para el 

tratamiento de algunas enfermedades, cifra similar a la población mundial que 

recurre a la misma (Carrillo-Esper et al., 2010). Lo anterior ha llevado al 
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aumento en la producción de remedios herbolarios (Verma y Singh, 2008). En 

el caso de México, la consultora KMPG reportó en 2017 que el 90 % de los 

productos milagro decomisados son de tipo suplemento alimenticio y el resto 

pertenecen a la categoría de remedios y medicamentos herbolarios. Asimismo 

reportó que entre los años 2014 y 2017 la Comisión Federal para la Protección 

contra Riesgos Sanitarios otorgó 10 registros al año a medicamentos 

herbolarios (Rodríguez, 2017). Además, entre los productos naturales se 

encuentran los nutracéuticos, que son derivados de alimentos que han 

demostrado beneficios fisiológicos y reducción de enfermedades crónicas 

(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 crónicas (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 está definido por 

algunas legislaciones, el nutracéutico es un producto purificado derivado de 

una fuente de alimento que proporciona beneficios a la salud más allá del valor 

nutricional básico de los alimentos (Ronis et al., 2018). Además, el nutracéutico 

está compuesto por metabolitos o micronutrientes en cantidades específicas y 

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

 

2.1. Clasificación de nutracéuticos  

Existen dos tipos de clasificación para los nutracéuticos, ya sea en función de 

sus fuentes naturales, usos medicinales y la constitución química de los 

productos, o bien, de la presentación del nutracéutico (Chauhan et al., 2013): 

 Sustancias con funciones nutricionales establecidas como vitaminas, 

minerales, aminoácidos y ácidos grasos; 

 Productos herbolarios o botánicos como extractos; 

 Reactivos derivados de otras fuentes (piruvato, condroitina, precursores 

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

suplementos dietéticos. 

 

2.2. Legislación de los nutracéuticos 

El término nutracéutico ha tomado importancia en las últimas dos décadas, ya 

que países desarrollados como Canadá los han legislado para su producción y 

venta como productos funcionales de uso preventivo o correctivo en las 

enfermedades (Health Canada, 1998). Países en vías de desarrollo como la 

India, recientemente integraron y modernizaron numerosas regulaciones en 

relación con los alimentos, suplementos alimenticios y nutracéuticos para 

robustecer las normas de seguridad alimentaria (Chauhan et al., 2013). Brasil 

es el único país de América Latina que tiene una legislación definida para 

declaraciones funcionales y de salud que utilizan componentes de nutrientes o 

no nutrientes y también para la demostración de seguridad y eficacia de éstos 

(De Figueiredo y Lajolo, 2008). En la legislación alimentaria  de México (Ley 

General de Salud, 2009),  Estados Unidos de América (Federal Food, Drug, 

and Cosmetic Act, 2017) y la Unión Europea (Reglamento UE 2015/2283) no 

se encuentra estipulado el término nutracéutico, ya que todavía está 

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

 

3. Brasicáceas 

Las especies de la familia Brassicaceae son vegetales conocidos como 

brasicáceas, crucíferas o de la «familia de la mostaza». Esta familia de 

angiospermas está compuesta por 338 géneros y alrededor de 3700 especies 

(Li y Olsen,  2016) de las cuales varias son de importancia económica, 

alimentaria, ornamental y biotecnológica (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 crucíferas y es el de mayor importancia 

económica, puesto que incluye a 37 especies cultivares que proporcionan 

raíces, hojas, tallos, yemas, flores y semillas comestibles, entre ellas destacan 

el brócoli, coliflor, col de Bruselas, col, mostaza, entre otras (Rakow, 2004; 

Zhou et al., 2015). Dichas especies están distribuidas en la región del 
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Mediterráneo, en el suroeste de Europa y el noroeste de África (Buck, 1956; 

Gray, 1982). 

 

3.1. Brócoli 

Brassica oleracea L. var. italica Plenck, es conocido comúnmente como brécol 

o brócoli. 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 grisáceo o morado, que 

puede alcanzar un diámetro 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 tamaño 

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 brócoli posee tallos cilíndricos 

y el tallo principal es relativamente grueso (3 a 6 cm diámetro), 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 años cuando es establecida, cabe 

destacar que al madurar las inflorescencias verdes producen flores amarillas 

(Taiyan et al., 2001; Jaramillo y Díaz, 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. Composición química 

Los estudios de composición química del brócoli han reportado constituyentes 

químicos 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), así como sus correspondientes 

derivados de hidrólisis (Björkman et al., 2011), por ejemplo: 

Minerales esenciales: calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+), sodio (Na+), potasio 

(K+), hierro (Fe2+), zinc (Zn2+), fósforo (PO4
3-) y azufre (SO4

2-). 

Vitaminas: tiamina (B1), riboflavina (B2), ácido ascórbico (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 crucíferas (Fahey et al., 2001; Halkier y 

Gershenzon, 2006). Estas moléculas se encuentran en vacuolas de la célula 

vegetal (Guaâdaoui, 2018) y se caracterizan por una estructura básica similar 

que contiene un grupo oxima-sulfonado unido mediante un enlace sulfuro a una 

β-D-glucopiranosa, y una cadena lateral derivada de diferentes aminoácidos 

(Bones y Rossiter, 2006; Moreno et al., 2006)  (Fig. 6). 

 

 
 
 

Figura 6. Estructura general de los glucosinolatos 
 

Los glucosinolatos pueden estar sustituidos por radicales alifáticos, alquenos, 

aromáticos e indólicos (Dinkova-Costova y Kostov, 2012; Rybarczyk-Plonska et 

al., 2016). De lo anterior se les clasifica de acuerdo a su naturaleza química en 

alifáticos, indólicos y aromáticos (Zukalová y Vašák, 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  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

Derivados de la hidrólisis de glucosinolatos: en las plantas que producen 

glucosinolatos existe una proteína denominada mirosinasa, que es una enzima 

β-tioglucosidasa. La enzima mirosinasa está contenida en los gránulos de la 

membrana celular (Guaâdaoui, 2018), que se libera cuando hay una ruptura 

celular en el vegetal. La enzima cataliza la hidrólisis de los glucosinolatos en 

varios productos, como: isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos, epitionitrilos y 

oxazolidinas. La naturaleza de los compuestos producidos dependerá 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 podrían ser perjudiciales (Cartea et 

al., 2008)  

 
 

Figura 7. Reacciones de hidrólisis de glucosinolatos. Modificado de Guaâdaoui, 2018. 
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3.3. La investigación farmacológica de especies del género Brassica 

El cultivo de especies del género Brassica ha sido de interés en las últimas dos 

décadas por sus beneficios a la salud humana (Björkman et al., 2011; Manchali 

et al., 2012). Entre los beneficios se ha asociado el consumo de crucíferas con 

un menor riesgo de infarto de miocardio (Cornelis et al., 2007). Además, 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 preclínicos se ha demostrado la eficacia analgésica de 

extractos metanólicos B. juncea (mostaza castaña) (Rahmatullah et al., 2010), 

B. rapa var. chinensis (Bok choy) (Rahman et al., 2015), B. oleracea var. 

gongylodes (colirrábano) (Jakaria et al., 2015), B. oleracea var. capitata (Pinky 

et al., 2015) y B. oleracea var. italica (brócoli) (Hasan et al., 2015). También se 

han reportado como compuestos promotores de la salud  a las vitaminas y 

minerales (Moreno et al., 2006), compuestos fenólicos (Hämäläinen et al., 

2007) y últimamente a los glucosinolatos (Lippman et al., 2014) e isotiocianatos 

presentes en el brócoli (Fuentes et al., 2015).  

Cabe mencionar que el brócoli 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 clínicos del sulforafano que 

describen sus efectos benéficos en trastornos neurológicos complejos como el 

autismo (Singh  et al., 2014) y en los niveles séricos de antígeno prostático en 

hombres prostatectomizados (Cipolla et al., 2015).  Mientras que en pruebas 

preclínicas, se ha descrito que el sulforafano produce actividades 

farmacológicas sobre el SNC. Dichas actividades son de tipo ansiolítico y 

antidepresivo (Wu et al., 2016), como antinociceptivo y antiinflamatorio en dolor 

neuropático (Wang y Wang, 2017). Reportes de actividad antiinflamatoria y 

antioxidante in vivo e in vitro del sulforafano involucran la inducción del factor 

nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (Nrf2), así como la disminución de la 
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actividad del factor nuclear kappa B (NF-κB). Ambos factores se relacionan con 

el control de enfermedades inflamatorias (Folkard et al., 2015; Redondo et al., 

2017), donde además se implica la disminución de las citocinas IL-1β, TNF-α e 

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

 

4. Modelos experimentales en la investigación biomédica 

Es bien sabido que el uso de animales en la investigación 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 información relevante a corto plazo debido 

a que sus ciclos vitales son más cortos.  

El estudio experimental de dolor en humanos es complicado, puesto que 

conlleva condiciones morales y éticas. Los modelos preclínicos 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 farmacológicas a modelar, las más 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 sólo para especies específicas (Rose y 

Woodbury, 2008). 

Las respuestas que se miden en modelos de dolor están basadas en la 

suposición de que la conducta inducida en los animales es comparable a 

alguna de las observadas en las patologías del ser humano. Además, éstas 

cuentan con tres criterios de validez: la de apariencia, de constructo y 

predictibilidad. La validez aparente se refiere a que las respuestas y síntomas 

observados en el modelo animal deben ser similares a los observados en los 

pacientes. La validez de constructo es la razón subyacente o causa que 

produce la patología, es decir que algunos marcadores del padecimiento o 

motivos orgánicos que lo producen deben estar presentes en el modelo y en la 

enfermedad. Finalmente, la validez de predictibilidad se da cuando el 

tratamiento farmacológico 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 elección se 

encuentran los que incluyen estímulos mecánicos, térmicos y químicos (Tabla 

2). 

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

Tipo de 
estímulo 

 
Paradigmas utilizados 

 

Comportamientos 
cuantificables 

 

Sustratos 
mínimos 
centrales 

Mecánico 
 

Aparato de Hargreaves 
(filamentos de Von Frey) 

Latencia de retiro 
 

Segmental 
(espinal) 

Térmico 
 
 
 
 

Inmersión de la cola 
(caliente/frío), suspensión de la 
cola, plato caliente, plato frío), 
Aparato de Hargreaves (calor 
radiante) 

Latencia de retiro, 
saltos, lamidas, 
protegidas 
 

Segmental y 
suprasegmental 
(tronco cerebral) 
 

Químico 
 
 
 

Formalina, ácido, capsaicina, 
taxol 
 
 

Lamidas, mordidas, 
protegidas, 
sacudidas, cambios 
de postura, 
vocalizaciones 

Segmental y 
suprasegmental 
 
 

 

En cuanto a los modelos de dolor inflamatorio existen los que producen 

daño tisular, enfermedades autoinmunes o los que liberan mediadores 

inflamatorios por exposición a agentes irritantes. La inducción de edema con 

carragenina o zymosan es uno de los más utilizados en el cernimiento y 

búsqueda de analgésicos, en éste se daña el tejido circundante al área de 

aplicación. El adyuvante completo de Freund o el colágeno se caracterizan por 

la activación del sistema inmunológico y producción de daños articulares. Y en 

el caso de la formalina se produce respuesta asociada a una activación central 

y en una segunda fase al daño causado por la irritación y mediadores 

producidos por la inflamación (Hogan, 2002). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

El dolor es una afección frecuente en las personas que hacen uso de los 

servicios de salud. Los fármacos utilizados en la terapéutica para su manejo 

son eficaces, pero aun así presentan riesgos al producir efectos adversos.  

Debido a los efectos adversos de estos fármacos es que se requieren 

nuevas alternativas eficaces y seguras para el tratamiento del dolor, por lo que 

la medicina tradicional en relación al uso de plantas medicinales y los 

productos naturales para el tratamiento de los diversos padecimientos se sigue 

considerando de relevancia. Lo anterior requiere además de las evidencias 

científicas que validen esta opción de terapéutica. 

De lo anterior, Brassica oleracea var. italica es un candidato de interés 

que evaluar, tanto química como farmacológicamente, por su potencial utilidad 

en tratamiento de las enfermedades o sus síntomas, como es el caso del dolor. 

Para ello resultan elementales los modelos experimentales que permitirán 

validar su potencial actividad biológica, identificar los metabolitos responsables 

y los posibles mecanismos de acción. Cabe mencionar que los modelos 

utilizados en esta tesis son para determinar su eficacia analgésica tanto en la 

nocicepción como en la inflamación. 

 

 

 

III. HIPÓTESIS 

 

Si el brócoli contiene metabolitos bioactivos con potencial analgésico y 

antiinflamatorio que varían con la etapa vegetativa, entonces éstos producirán 

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 específicos 

Establecer la toxicidad aguda mediante el cálculo de la dosis letal media (DL50) 

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 brócoli y compararlos con el efecto de 

un fármaco de referencia en la prueba de «writhing» en ratones y formalina en 

ratas. 

 

Determinar el efecto antinociceptivo y/o antiinflamatorio del extracto acuoso de 

brócoli con mayor eficacia en las pruebas de nocicepción anteriores, 

empleando las pruebas de «plantar test» e inflamación en el edema inducido 

con carragenina, respectivamente. 

 

Evaluar posibles efectos adversos como sedación (nivel central) y daño 

gástrico (nivel periférico) del extracto de brócoli con mayor eficacia 

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

 

Evaluar el posible mecanismo de acción responsable  del efecto antinociceptivo 

y/o antiinflamatorio de brócoli y al menos de un metabolito activo.  
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V. METODOLOGÍA 

 

1. Animales 

Ratas macho de la cepa Wistar (200 a 250 g de peso corporal) se utilizaron en 

los experimentos de nocicepción inducida con formalina, en el «plantar test» y 

en la prueba de edema inducido con carragenina, así como para la evaluación 

de daño gástrico y análisis histológico. Así 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 siguió las recomendaciones de la Norma 

Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999), del Comité de Investigación y Ética de 

la IASP, de los Lineamientos y Estándares Éticos para la Investigación del 

Dolor Experimental en Animales (Zimmermann, 1983) y del Comité de Bioética 

del Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente (NC12.3280.0). 

 

2. Material vegetal 

2.1. Extractos acuosos de brócoli 

Los extractos acuosos de semillas (EAS), brotes (EAB) y vegetal maduro (EAV)  

fueron obtenidos y estandarizados en el Laboratorio de Fitoquímica del 

CEBAS-CSIC, Murcia, España conforme al método que se describe en el 

Anexo A. 

 

3. Fármacos y reactivos 

Indometacina (Sigma-Aldrich), cloruro de sodio (Reactivos Meyer), 

formaldehído 37 %, ácido acético (JT Baker), tramadol, ketorolaco (Sigma-

Aldrich), carragenina λ (Sigma-Aldrich), paraformaldehído (ICN Biomedicals 

Inc), sulforafano (Cayman-Chemical), naltrexona (Sigma-Aldrich), ácido 

clorogénico (Sigma-Aldrich), tween 80 (Sigma-Aldrich),  reactivos de tinción 

tricrómica de Masson (Hycel), sacarosa (Sigma-Aldrich), fosfato de sodio 

dibásico (JT Baker), fosfato de sodio monobásico (JT Baker), hidróxido de 

sodio (Sigma-Aldrich), Tissue Tek® (Sakura). 
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4. Evaluación farmacológica 

El diseño experimental del proyecto se dividió en dos etapas: evaluación 

general y evaluación específica. En la primera etapa se probaron los extractos 

de brócoli en los estadios de semillas, brotes y vegetal maduro para obtener la 

dosis letal media (DL50), 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 biológica antinociceptiva. La actividad 

antinociceptiva se evaluó en la prueba de dolor abdominal «writhing» en 

ratones y la de formalina en ratas.  

 En la segunda etapa se determinó la actividad antinociceptiva y/o 

antiinflamatoria del extracto más activo, con las pruebas de plantar test  y 

edema inducido con carragenina en ratas. En ambas etapas los roedores 

fueron manipulados al menos un día antes de realizar las evaluaciones. Los 

animales se dividieron en grupos de 6 individuos al azar y sin remplazo. Las 

evaluaciones de nocicepción y posibles efectos adversos se realizaron  30 min 

después de la administración de los tratamientos (vehículo, extractos y 

fármacos de referencia).  

 

4.1. Primera etapa de la evaluación farmacológica  

4.1.1. Prueba de toxicidad aguda 

La dosis letal 50 (DL50) se determinó por vía intraperitoneal  (i.p.) e intragástrica 

(p.o.) 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 máxima permitida a probar es de 

2000 mg/kg. La DL50 se calculó con la media geométrica de la dosis máxima 

con la cual todos los sujetos experimentales mueren y la dosis máxima con la 

que todos sobreviven. Después de la administración, los animales fueron 

monitoreados durante 14 días y se registró su peso. En el último día los 

animales se sacrificaron y se inspeccionaron macroscópicamente comparados 

contra el grupo control.  

 

4.1.2. Nocicepción visceral inducida con ácido acético al 1 % 

En  un grupo de ratones, después de la administración del vehículo o de los 

tratamientos, se dejaron transcurrir 30 min y los ratones recibieron ácido 
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acético al 1 % (10 mL/kg, vía i.p.) para inducir la nocicepción. La latencia al 

primer estiramiento y el número de estiramientos abdominales inducidos por el 

ácido acético se registraron durante 30 min en intervalos de 5 min (Collier et al., 

1968). La  antinocicepción visceral se obtuvo mediante el área bajo la curva 

(ABC) de estiramientos durante la prueba de writhing. El porcentaje de 

antinocicepción se obtuvo mediante la fórmula: 

                       (
                           

                   
) 

 

4.1.3. Nocicepción inducida con formalina al 1 % 

Para esta prueba se utilizaron 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 acrílico (21 cm diámetro y 

30 cm de altura). Dicho cilindro está rodeado con espejos para facilitar la visión 

de la conducta desde todos los ángulos del evaluador. Trascurrido el tiempo, 

los animales fueron administrados vía subcutánea en la superficie plantar de la 

extremidad posterior derecha con 50 µL de formalina al 1 %. La conducta 

nociceptiva se cuantificó como el número de sacudidas y el tiempo invertido en 

lamer la pata inyectada mediante la observación de dos fases: la neurogénica 

(actividad central) de 0–5 min y la inflamatoria (actividad central-periférica) de 

20–25 min. La disminución significativa de cualquiera de las conductas se 

interpretó como efecto antinociceptivo (Dubuisson y Dennis, 1977; Tjølsen et 

al., 1992).  

 

4.1.3.1. Daño gástrico 

Terminada la prueba de la formalina, los animales fueron sacrificados dentro de 

una cámara de CO2. Los estómagos se disecaron y llenaron con 10 mL de 

formaldehído  al 10 % para la identificación de un posible daño gástrico. 

Pasados 10 min, los estómagos fueron abiertos por la curvatura mayor y se 

enjuagaron con agua destilada para eliminar su contenido y proceder a su 

escaneo para la posterior observación y medición de las posibles lesiones 

gástricas (Robert, 1979; Tanaka et al., 1997; Cristians et al., 2013).   
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4.2. Segunda etapa de la evaluación farmacológica 

Para determinar la actividad antinociceptiva a nivel central, grupos 

independientes de ratas se evaluaron en el estímulo térmico en el «plantar 

test»; mientras que, para evaluar la actividad antiinflamatoria se utilizó la 

prueba de edema inducido con carragenina λ. Los animales que recibieron el 

extracto que produjo mayor actividad antinociceptiva también se evaluaron en 

las pruebas de campo abierto y cilindro de exploración para valorar la actividad 

ambulatoria y detectar posible efecto sedante. Las extremidades se 

aprovecharon para realizar el análisis histológico. 

 

4.2.1. Prueba de «plantar test» 

En esta prueba se midió la hiperalgesia térmica o nocicepción a nivel central 

usando el aparato de Hargreaves, en el cual las ratas se colocaron en cámaras 

de plexiglás con base de vidrio por un periodo de adaptación de 30 min. 

Posteriormente, un haz de calor emitido por una lámpara con intensidad de 60 

Hz por 20 s se hizo incidir en el área plantar de la extremidad posterior de la 

rata. Este ensayo se realizó 3 veces para obtener el tiempo promedio de 

latencia al retiro de la extremidad.  Los datos fueron expresados como el efecto 

máximo posible (% EMP),  calculado de la siguiente forma (Hargreaves et al., 

1988; González-Ramírez et al., 2012; Cheah et al., 2017):  

      
                                              

                                            
     

 
4.2.2. Inflamación inducida con carragenina 

Al término de la prueba de «plantar test», a los animales se les administró 50 

µL de carragenina λ al 1 % (agente flogógeno inductor de actividad edematosa) 

en la extremidad posterior derecha por vía s.c. La inflamación inducida por la 

carragenina  se determinó por la medición 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; 

González et al., 2007). Los valores obtenidos fueron expresados como             

% Inflamación, que se calculó con la siguiente fórmula: 
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Posteriormente, los animales fueron sacrificados y sus extremidades fueron 

retiradas para el examen histológico.  

 

4.2.3. Evaluación del efecto sedante  

Las ratas fueron manipuladas al menos un día antes de la realización de las 

evaluaciones para su adaptación al espacio y condición experimental. 

Entonces, los tratamientos se administraron y 30 min después se realizó la 

evaluación conductual en la prueba de campo abierto (2 min). Esta consistió en 

observar a cada rata colocada dentro de una caja dividida en 12 cuadros para 

determinar la actividad ambulatoria. El número 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; 

Hernández-León, 2017). 

 

Figura 8. Campo abierto 

 

 

4.2.4.  Análisis histológico 

Para el  análisis del tejido se eliminó el pelaje de las extremidades posteriores y 

se sumergieron en solución tamponada de paraformaldehído al  4 %. 

Transcurridas 72 h de fijación, las extremidades se lavaron con amortiguador 

de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, y el tejido dérmico dorsal  de las extremidades se 

desprendió y se cortaron los huesos del tarso y las falanges. Después se 

fragmentó el tercer hueso metatarsiano para retirar los huesos restantes del 

metatarso y obtener sólo tejido muscular, conjuntivo y epitelio estratificado 

plano queratinizado del cojinete plantar. Los tejidos fueron sumergidos en 

solución 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 orientación longitudinal y cortadas en láminas de 10 µm 

de grosor. Las muestras obtenidas son representativas de 4 animales. Los 

cortes se montaron sobre laminillas gelatinizadas y se mantuvieron a 4 ºC para 

su tinción posterior con la técnica tricrómica de Masson. La técnica fue 

realizada en colaboración con la Dra. Agustina Cano Martínez en las 

instalaciones del departamento de Fisiología, de la dirección de Investigación 

del Instituto Nacional de Cardiología Ignacio Chávez. 

 

4.2.4.1.  Tinción tricrómica de Masson 

La tinción tricrómica de Masson es una técnica diferencial que permite 

identificar fibras musculares, de colágena y también detectar núcleos celulares 

en un mismo corte, en función de los colorantes utilizados. La fucsina ácida de 

Biebrich tiñe las fibras musculares (rojo); el azul de anilina las fibras de 

colágena (azul) y la hematoxilina férrica de Weigert los núcleos (negro). El 

protocolo para la tinción tricrómica se describe a continuación: 

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

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

ambiente  

3. Incubado de tejido en solución Bouin a 56 °C por 15 min 

4. Enjuagado del tejido en agua destilada 

5. Tinción con hematoxilina férrica de Weigert por 5 min 

6. Lavado con agua destilada y vire con solución de Scott 

7. Lavado con agua desionizada 

8. Teñido con escarlata de Biebrich y fucsina ácida por 5 min 

9. Lavado con agua desionizada 

10. Colocación de cortes en mezcla de ácidos fosfotúngstico y fosfomolíbdico, 

por 5 min (presencia de fibras de colágeno color rosa claro) 

11. Tinción con azul de anilina por 20 min (tinción de colágeno color azul) 

12. Lavado por inmersión del tejido con ácido acético al 0.1 % 

13. Lavado con agua desionizada 

14. Deshidratación rápida con etanol al 95 % y con etanol absoluto 

15. Aclaración rápida con xilenos y montaje  
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4.3. Determinación del posible mecanismo de acción del efecto 

antinociceptivo de extractos de Brassica oleracea var. italica 

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

de brócoli involucra la participación 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 procedió a realizar la prueba de estiramiento abdominal en 

ratones o de la formalina en ratas.  

 

 

 

VI. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los datos se presentan como el promedio ± error estándar de la media (EEM) y 

se analizaron mediante t de Student o análisis de varianza (ANDEVA) de una o 

dos vías, según correspondió. Las pruebas post hoc de la comparación 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 consideró para 

una p<0.05. El análisis se realizó con el programa de cómputo GraphPad Prism  

(Prism 6 for Windows Version 6.04, GraphPad Software, 2012).  
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VII. RESULTADOS 

 

1. Cuantificación de polifenoles y sulforafano 

Con base en el análisis de HPLC, se observó que en el caso de los polifenoles, 

el extracto acuoso de vegetal maduro de brócoli contiene la mayor proporción 

de derivados de ácido clorogénico y le siguen en menor proporción los 

extractos de brotes y semillas. En tanto que los compuestos de tipo flavonol y 

derivados de ácido sinápico están contenidos en mayor cantidad en el extracto 

de brócoli maduro, le siguen en proporción los extractos de semillas y brotes. 

La variación 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 ácido sinápico entre el extracto de  vegetal maduro y las semillas 

es de 16 % y con el extracto de brotes es del 87.24 %.  

Por último, el contenido total de los compuestos fenólicos fue mayor en 

el vegetal maduro, seguido de las semillas y en menor proporción en los brotes. 

Las semillas contienen poco más de la mitad de la cantidad compuestos 

fenólicos con respecto al vegetal maduro  y los brotes tienen 14 veces menos. 

(Tabla 3) 

 

Tabla 3. Cuantificación de compuestos fenólicos individuales y totales en diferentes estadios de 
brócoli después de la extracción acuosa.  
 

Brassica oleracea var. italica 

Compuestos Semillas Brotes 
Vegetal  
maduro 

Derivados de ácido 
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 ácido 
sinápico 203.0 ± 24.8 31.0 ± 4.0 243.0 ± 12.0 

Total de compuestos 
fenólicos 212.7 ± 26.4 37.0 ± 4.9 537.0 ± 22.0 

 

Promedio (n=3) ±  desviación estándar (μg/g peso seco) 

 

 

 

 

 



31 
 

El extracto acuoso de semillas fue el que presentó 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. Cuantificación de sulforafano en diferentes estadios de brócoli después de la 
extracción acuosa.  
 

Brassica oleracea var. italica 

Compuesto Semillas Brotes 
Vegetal  
Maduro 

Sulforafano 1060 ± 60 220 ± 51 63 ± 7 
 

Promedio (n=3) ±  desviación estándar (μg/g peso seco) 

 

 

 

 

 

 

2. Primera etapa de la evaluación farmacológica 

2.1. Determinación de la toxicidad aguda de extractos acuosos de brócoli  

Con los extractos acuosos de semillas y vegetal maduro administrados por vía 

intragástrica se obtuvo una DL50 > 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 vía intraperitoneal fue calculada como 1000 

y 2000 mg/kg, respectivamente; mientras que no se presentó 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 

DL50 (mg/kg, p.o.) *No Tóxico *No Tóxico *No Tóxico 

DL50 (mg/kg, i.p.) *No Tóxico 1000 2000 
 

*No Tóxico a la dosis de 2000 mg/kg 
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2.2. Nocicepción visceral inducida con  ácido acético al 1 % 

2.2.1. Efecto antinociceptivo del EAS 

 

El EAS aumentó la latencia al primer estiramiento y produjo un efecto 

antinociceptivo cuando se administró por vía i.p.  La latencia al primer 

estiramiento fue significativa  sólo a dosis altas (500 y 1000 mg/kg) y menor 

al efecto inducido por metamizol, control positivo (Fig. 9a). Aunque con 

relación al efecto antinociceptivo todas las dosis fueron tan eficaces como el 

metamizol (9b). En el caso de la vía p.o., las dosis utilizadas de EAS 

retardaron el primer estiramiento ante el estímulo nocivo de manera similar 

al metamizol (9c) y también produjeron actividad antinociceptiva con ambas 

dosis (9d). 

 

Figura 9. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de semillas (EAS) de B. oleracea en la 
prueba de writhing en ratones.  Latencia al primer estiramiento vías a) intraperitoneal y b) 
intragástrica, así como % Antinocicepción vías c) intraperitoneal y d) intragástrica. Comparación 
con el grupo que recibió el vehículo.  El fármaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.). 
Promedio ± EEM *p<0.05, indica diferencia significativa vs vehículo.  
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2.2.2. Efecto antinociceptivo del EAB 

 

Por otro lado, en el mismo modelo, los EAB  por vía i.p. aumentaron la latencia 

a la primera contorsión (10a) y la actividad antinociceptiva (10b) de manera 

dosis dependiente y con efecto significativo en dosis bajas. Además, el EAB 

por vía p.o. retardó la latencia a estiramiento en las dosis más altas (10c) y 

también mostraron un porcentaje de antinocicepción dosis dependiente (10d), 

con una eficacia comparable al metamizol, control positivo. 

 

 
Figura 10. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de brotes (EAB) de B. oleracea en la 
prueba de writhing en ratones.  Latencia al primer estiramiento vías a) intraperitoneal y b) 
intragástrica, así como % Antinocicepción vías c) intraperitoneal y d) intragástrica. Comparación 
con el grupo que recibió el vehículo.  El fármaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.). 
Promedio ± EEM *p<0.05, indica diferencia significativa vs vehículo. &p<0.05 t de Student 
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2.2.3. Efecto antinociceptivo del EAV de brócoli 

 

El EAV de Brassica oleracea var. italica aumentó la latencia al primer 

estiramiento, sólo que a la dosis de 1000mg/kg por vía i.p. (11a); mientras que 

en el porcentaje de antinocicepción mostró un efecto significativo desde la 

dosis más pequeña (250mg/kg) y alcanzó una eficacia similar a la del 

metamizol (11b). Por otra parte el EAV por vía esofágica prolongó la latencia al 

estiramiento, de igual forma al fármaco de referencia (11c). En el caso de la 

actividad nociceptiva, el EAV la disminuyó a la dosis de 1000 mg/kg, p.o. (11d) 

 

 

Figura 11. Actividad antinociceptiva del extracto acuoso de vegetal maduro (EAV) B. oleracea 
en la prueba de writhing en ratones.  Latencia al primer estiramiento vías a) intraperitoneal y b) 
intragástrica, así como % Antinocicepción vías c) intraperitoneal y d) esofágica. Comparación 
con el grupo que recibió el vehículo.  El fármaco de referencia fue metamizol (80 mg/kg, i.p.). 
Promedio ± EEM *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo.  
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2.2.4.     Efecto antinociceptivo del sulforafano 

 

En esta prueba se observó que el sulforafano aumentó 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 disminuyó en la presencia del 

antagonista opioide, naltrexona (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

Figura 12. Actividad antinociceptiva de sulforafano (0.1, 1 y 10 mg/kg, i.p.) en la prueba de 
nocicepción visceral inducida con ácido acético al 1 % en ratones. a) Latencia al primer 
estiramiento abdominal y b) antinocicepción producida por el sulforafano y  antinocicepción 
producida por sulforafano en presencia de naltrexona (NTX) en  comparación con el grupo 
vehículo y el fármaco de referencia metamizol (80 mg/kg, p.o.). Promedio ± EEM *p<0.05 
diferencia significativa vs vehículo. 
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2.2.5. Efecto antinociceptivo del ácido clorogénico 

 

El ácido clorogénico, otro metabolito de los extractos del brócoli, también 

aumentó la latencia al primer estiramiento inducido con ácido 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 encontró 

que a partir de la dosis de 10 mg/kg este fue dosis dependiente, observándose 

un efecto máximo del 70 % (Fig. 13b).  

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Actividad antinociceptiva de ácido clorogénico (3,10, 30 y 100 mg/kg, i.p.) en la 
prueba de nocicepción visceral inducida con ácido acético al 1 % en ratones. a) Latencia al 
primer estiramiento abdominal y b) antinocicepción producida por el ácido clorogénico en  
comparación con el grupo vehículo y el fármaco de referencia metamizol (80 mg/kg, p.o.). 
Promedio ± EEM *p<0.05 diferencia significativa vs vehículo. 
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2.3. Nocicepción inducida con formalina al 1 % 

2.3.1. Efecto antinociceptivo del EAS de brócoli 

La administración i.p. del EAS (2000 mg/kg) disminuyó el número de sacudidas 

inducidas en ambas fases de la prueba de formalina.  Mientras que, por vía 

p.o., sólo disminuyó el tiempo acumulado de lamidas en la fase neurogénica. 

(Fig. 14). 

 
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 comparación con el grupo que recibió 
el vehículo. Promedio ± EEM. *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo. 
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2.3.2. Efecto antinociceptivo del EAB de brócoli 

Tanto la administración i.p. del EAB (50, 100 y 250 mg/kg) como la 

administración 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).  

 
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 comparación con el grupo que recibió 
el vehículo. Promedio ± EEM *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo.  
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2.3.3. Efecto antinociceptivo del EAV de brócoli 

El EAV  administrado vía i.p. a las dosis de 500 y 1000 mg/kg disminuyó las 

conductas de sacudidas en la fase inflamatoria (Fig. 16a). Mientras que 

administrado vía p.o. a las mismas dosis disminuyó el tiempo acumulado de las 

lamidas en ambas fases (neurogénica e inflamatoria) (Fig. 16b). 

 
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 comparación con 
el grupo que recibió el vehículo.  Promedio ± EEM. *p<0.05 indica diferencia significativa vs 
vehículo.  



40 
 

 

2.3.4. Efecto antinociceptivo del sulforafano 

El sulforafano a las dosis de 0.1 y 1 mg/kg, i.p. produjo disminución de la 

conducta de lamidas en la fase neurogénica con ambas dosis. Dicho efecto 

disminuye al aumentar la dosis (Fig. 17). La administración previa del 

antagonista opioide naltrexona (5 mg/kg, i.p.) disminuyó 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 más alta aumentó la conducta nociceptiva de lamidas (Fig. 17).  

 

 

Figura 17. Actividad antinociceptiva del sulforafano (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) solo y en combinación 
con naltrexona (5 mg/kg, i.p.) comparados con el grupo vehículo 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 vehículo. 
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2.4. Evaluación del daño gástrico 

 

Al terminar la prueba de la formalina, los estómagos de los animales fueron 

disecados para la observación del posible daño gástrico que comúnmente se 

presenta con los analgésicos antiinflamatorios como con el control positivo 

(indometacina, 20 mg/kg, i.p.). En esta evaluación se observó que ninguno de 

los extractos acuosos del brócoli, ni el sulforafano, produjeron lesiones 

gástricas con ninguna de las dosis probadas. Tampoco en los grupos control se 

observó daño alguno (Fig.18). 

 

 

  
Figura 18. Fotografías representativas de los estómagos disecados de ratas que recibieron los 
diferentes extractos acuosos de brócoli, así como el sulforafano en comparación con vehículo, 
indometacina (20 mg/kg, p.o.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) para evaluar el daño gástrico después 
del modelo de nocicepción inducida con formalina al 1 %. Las úlceras gástricas están 
marcadas con una flecha negra. 
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3. Segunda etapa de la evaluación farmacológica 

3.1. Prueba de «plantar test» 

3.1.1.  Evaluación 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, sólo éste 

fue utilizado para determinar si el brócoli 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 Máximo Posible de la latencia al estímulo térmico utilizado en esta 

prueba, al igual que el tramadol,  control positivo, mientras que el ketorolaco no 

alteró la latencia de los animales en esta prueba.  

Por otro lado, sólo la dosis de 0.1 mg/kg de sulforafano incrementó el periodo 

de latencia al estímulo nocivo   (Fig. 19).  

 

  
Figura 19. % Efecto Máximo Posible  de latencia de retiro ante el estímulo térmico inducido en 
ratas que recibieron la administración 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., así como los 
fármacos de referencia ketorolaco (20 mg/kg, i.p.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) Promedio ± EEM. 
*p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo. 
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4. Prueba de sedación: campo abierto  

4.1. Evaluación del efecto sedante del EAB de brócoli y sulforafano 

Con relación al posible efecto sedante se observó 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 sí mostró  cambios en la actividad ambulatoria de las ratas (Fig. 

20)  

 

 
 

 
Figura 20. Evaluación 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 administración 
intraperitoneal de sulforafano (SFN)  (0.1 y 1 mg/kg), así como los fármacos de referencia 
ketorolaco (20 mg/kg, i.p.) y tramadol (30 mg/kg, i.p.) Promedio ± EEM. *p<0.05 indica 
diferencia significativa vs vehículo. 
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5. Edema inducido con carragenina 

5.1. Evaluación de la actividad antiedematosa de los EAB de brócoli 

Para corroborar la actividad antiinflamatoria observada en la fase II de la 

prueba de formalina se evaluó el efecto del extracto de brotes en el edema 

inducido con carragenina en ratas. Los resultados en el curso temporal 

muestran una disminución gradual de la inflamación con los tratamientos de 

extracto acuoso de brotes a las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg, i.p., así como 

con el ketorolaco 20 mg/kg, i.p., control positivo. Dicha disminución inició a las  

2 h de la inducción con el flogógeno y fue significativa después de 4 h. 

Transcurridas 24 h se observó 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 análisis del área bajo la curva del porcentaje de 

inflamación 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). 

 

Figura 21. Inducción de edema con carragenina. a) Curso temporal del porcentaje de inflamación en el intervalo 
de 0 a 24 h con vehículo, extracto acuoso de brotes de brócoli (30, 100 y 300 mg/kg, i.p.) y Ketorolaco (20 
mg/kg, i.p.). Promedio ± EEM. ANDEVA de dos vías *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo. b) Área 
bajo la curva de la inflamación en el intervalo de 0 - 6 h (ÁBC0-6 h) del vehículo, brotes de B. oleracea (30, 100 y 
300 mg/kg, i.p.).  ANDEVA de una vía *p<0.05 en comparación con el vehículo. 
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5.2.  Evaluación de la actividad antiedematosa del sulforafano 

Por otro lado, el sulforafano a la dosis de 0.1 mg/kg, i.p., disminuyó la 

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

mg/kg, i.p. Dicha disminución inició a partir de las 2 h de la inducción 

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

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

disminución de inflamación producida por el sulforafano (0.1 mg/kg), similar a la 

producida por el ketorolaco (20 mg/kg) (Fig. 22b).  

 

 

Figura 22. Inducción de edema con carragenina. a) Curso temporal del % Inflamación del 

tiempo 0 a 24 h con vehículo, sulforafano (0.1 y 1 mg/kg, i.p.) y Ketorolaco (20 mg/kg, i.p.). 

Promedio ± EEM. ANDEVA de dos vías *p<0.05 indica diferencia significativa vs vehículo. b) 

Área bajo la Curva de la inflamación del intervalo 0 - 6 h (ÁBC0-6 h) del vehículo, sulforafano (0.1 

y 1 mg/kg, i.p.).   
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5.3. Análisis histológico 

Tejido muscular 

Los cortes histológicos que se presentan a continuación son representativos 

de las extremidades con edema inducido con carragenina que se tiñeron con 

la técnica tricrómica de Masson. En todas las figuras se observa la zona 

muscular longitudinal en coloración rojiza, las fibras de colágena en la 

coloración azul y las células sanguíneas infiltradas como hematíes de color 

rojo y/o leucocitos con núcleos 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 colágena unidas al músculo, es decir que su integridad 

estructural está conservada. En el caso de la imagen 23c, los espacios entre 

fibras contienen múltiples células inflamatorias. En el recuadro 23d se 

observan fibras discontinuas y, de igual manera, espacios entre fibras que 

contienen eritrocitos, leucocitos y macrófagos. 

 

También se muestra el tejido músculo 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 más 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 están mejor preservados y se 

distinguen fibras de músculo 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 preservación de las 

fibras, el contenido de células es similar en comparación con los demás 

tratamientos con el extracto (Fig. 23g).  
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Figura 23. Fotomicrografías de la extremidad posterior derecha de ratas naïve sin inducción de 
edema ni tratamientos (a) o con administración de solución salina intraperitoneal (vehículo,  b). 
Fotografías de extremidad posterior de rata con administración de solución salina (vehículo, c) 
y con inducción de edema por administración de carragenina λ (d).  Administración del extracto 
acuoso de brotes de brócoli a las dosis de 100 (e) y 300 mg/kg, i.p. (f). Fotografías de la 
extremidad posterior con inducción de edema y administración de ketorolaco a 20 mg/kg, i.p. 
(g). Los eritrocitos están señalados con flechas rojas y los leucocitos con flechas anaranjadas. 
Imágenes al microscopio con aumento a 40x.  
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VIII. DISCUSIÓN 

 

En este proyecto se dan evidencias del potencial nutracéutico para el alivio del 

dolor del brócoli (Brassica oleracea var. italica) y de dos de sus metabolitos 

bioactivos: el sulforafano y ácido clorogénico. Además de su eficacia sin la 

manifestación de los efectos adversos que se conocen para fármacos 

analgésicos usados en la clínica 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 brócoli en su diferente estadio 

vegetativo; además de un posible mecanismo de acción de uno de sus 

principales metabolitos. 

 

8.1. Análisis fitoquímico de los posibles constituyentes bioactivos del 

brócoli 

 

Entre los productos naturales que presentan potencial para la terapéutica están 

los llamados nutracéuticos, que son micronutrientes, purificados y derivados de 

alimentos que en cantidades específicas, en forma farmacéutica y dosis 

adecuadas que pueden utilizarse en diversos procesos patológicos  (Santini et 

al., 2017; Ronis et al., 2018). El brócoli tiene potencial nutracéutico ya que 

contiene vitaminas (Moreno et al., 2006), minerales, flavonoides (Hämaläinen et 

al., 2007; Hussain et al., 2016), glucosinolatos (Lippmann et al., 2014) y sus 

derivados de hidrólisis llamados isotiocianatos, de los cuales hay reportes de 

su actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria (Fuentes et al., 2015). Uno de 

los compuestos de interés biológico es el sulforafano, un isotiocianato producto 

de la hidrólisis del glucosinolato glucorafanina uno de los componentes más  

abundantes del brócoli. 

En México, escasos grupos investigan a Brassica oleracea var. italica. El 

enfoque más estudiado del brócoli es a nivel industrial, en el cual se evalúan 

las condiciones de almacenaje y para la elicitación y producción de  mayor 

cantidad de metabolitos secundarios (compuestos bioactivos de tipo polifenol y 

glucosinolato) (Alanís-Garza et al., 2015; Moreira-Rodríguez et al., 2017). Se 

sabe que existen diferencias en el contenido de metabolitos secundarios en 

una sola especie vegetal, en función de la  variedad, madurez de la cosecha, 
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condiciones de crecimiento, tipo de suelo y condiciones poscosecha 

(Podsędek, 2007). Por lo cual, en este estudio se cuantificaron las 

concentraciones de polifenoles (derivados de ácido clorogénico, ácido sinápico 

y flavonoles) y del sulforafano en los extractos acuosos de diferentes estadios 

de madurez del brócoli como semilla, brotes y vegetal maduro; además de 

identificar el estadio con mejor actividad antinociceptiva y/o antiinflamatoria. De 

manera general se encontró que el contenido de estos constituyentes sí varía 

dependiendo del estado vegetativo del brócoli, observándose diferencia de 

concentración de sus componentes en cada extracto.    

 

8.2.  Evaluación de la toxicidad aguda de los extractos de brócoli 

 

Se sabe que el dolor representa un problema clínico, social y económico 

(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 fármacos son los efectos adversos que producen; como ulceración 

gástrica y disfunciones plaquetarias en el caso de los AINEs (Wong y Chang, 

2016); y depresión 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 población 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 

brócoli no produce efectos tóxicos con ninguno de los extractos en los estadios 

estudiados, semillas, brotes e inflorescencias cuando se administran por vía 

intragástrica;  ya que en la dosis de 2000 mg/kg no produjo la muerte de 

ninguna de las ratas incluidas en el estudio. Estos datos están de acuerdo con 

reportes previos que sugieren que el vegetal maduro tiene una DL50 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 clasificación y etiquetado 

de productos químicos (GHS, por sus siglas en inglés), los tres extractos 

utilizados en este estudio son de categoría 5, o de «riesgo mínimo». Por  vía 

intraperitoneal, el extracto de vegetal maduro si produjo un efecto letal con una 
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DL50 de 2000 mg/kg; mientras que con el extracto de brotes, fue de 1000 

mg/kg. En ambos casos, son considerados como productos de categoría 4 o de 

«leve peligro». 

En cuanto al sulforafano, presente en los tres estadios vegetativos del 

brócoli, el fabricante  reporta DL50 de 1060 mg/kg y 3450 mg/kg en rata y ratón, 

respectivamente para vía enteral (Cayman Chemical, 2017). Datos recientes 

indican que a dosis tóxicas (150-300 mg/kg), el sulforafano produce 

convulsiones en ratón (Socala et al., 2017). Estas dosis son mucho más 

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 predisposición a las crisis convulsivas como los epilépticos. 

 

8.3.  Efecto antinociceptivo de extractos de brócoli 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 retracción 

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 síntoma de una enfermedad subyacente 

grave que puede llevar a la hospitalización. Se ha reportado que al menos el  

25 % de la población adulta refiere este tipo de dolor de manera similar en 

diferentes grupos de edad, etnias y áreas geográficas (Tolba et al., 2015). El 

dolor abdominal agudo, generalmente es de corta duración (cerca de 5 días) y 

es también conocido como dolor de origen no traumático y es uno de los 

síntomas que a menudo causa que la población asista a la atención médica 

(Cervellin et al. 2016).  

Esta prueba denominada «writhing» es inducida con ácido acético 

intraperitoneal en ratones para promover la liberación de mediadores 

inflamatorios endógenos que estimulan las terminales aferentes primarias y 

esto permite la sensación nociceptiva (Collier et. al, 1968). La inducción de 

nocicepción visceral con ácido acético emite señales 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 administración de diferentes 

dosis de los extractos acuosos de brócoli produjo efecto antinociceptivo  

comparable al producido por el analgésico de referencia metamizol.  

La respuesta antinociceptiva del extracto de semillas se observó a dosis 

menores en comparación con las de las inflorescencias; no obstante, éstas 

fueron aún menores en el caso del extracto de brotes, tal como fue reportado 

por Baenas et al., 2017. Según el contenido de derivados de ácido sinápico y 

clorogénico, así 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, colirrábano y col con actividad antinociceptiva en este 

modelo experimental (Jakaria et al., 2015; Pinky et al., 2015; Rahman et al., 

2015). Del brócoli (Brassica oleracea var. italica), además 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 concentración de derivados 

del ácido sinápico es similar a la contenida en semillas y la concentración de 

derivados de ácido clorogénico es la mayor de las tres etapas vegetativas, lo 

que permite sugerir que los derivados de los ácidos sinápico y clorogénico 

participan en la actividad antinociceptiva, aunque no son los principales.  

En este trabajo se demostró el efecto antinociceptivo del ácido 

clorogénico, del cual no habían 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 nocicepción visceral se observó que a 

dosis menores de 100 mg/kg, el ácido clorogénico retardó la respuesta tipo 

dolorosa. Éste requirió de mayor dosis para generar la actividad antinociceptiva 

durante los 30 min de prueba. Existe un reporte sobre la actividad 

antiinflamatoria del ácido clorogénico ante un agente inflamatorio como el 

cisplatino. En dicha investigación se reportó que la administración de ácido 

clorogénico disminuyó la producción de factores inflamatorios como TNF-α, 

COX-2 y caspasa-3  y también se observó la recuperación a nivel tisular 

(Domitrović  et al., 2014). En otros modelos de inflamación como colitis o 

artritis, después de la administración de ácido clorogénico disminuyeron los 

factores inflamatorios IL-1β, IL-6, IL-8, PGE2 y NF-κB (Liang y Kitts, 2016). 
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También se ha reportado que el ácido clorogénico administrado por vía 

intratecal en modelos de dolor neuropático, disminuye la actividad hiperalgésica 

mecánica y térmica, la cual es revertida por el antagonista GABAérgico 

bicuculina, por lo que se sugiere que dicha actividad antinociceptiva involucra la 

activación del receptor GABAA en la vía descendente a nivel de la médula 

espinal (Hara et al., 2014). 

 

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

nociceptivo 

 

La prueba de la formalina genera nocicepción en forma bifásica, ésta consiste 

en una etapa neurogénica o central que se presenta en los primeros 0-5 min 

después de la administración de la formalina y presenta la activación de las 

fibras tipo C; mientras que la segunda etapa se denomina inflamatoria o tardía 

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 liberación de mediadores  de 

manera local identificándola como una respuesta nociceptiva periférica 

(Yamamoto et al., 2002). Entre los mediadores más importantes que participan 

en la fase inflamatoria  están 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 vía p.o. En este modelo experimental 

Danesh y cols. (2014) reportaron la misma actividad para un extracto 

hidroalcohólico 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 vía 

de administración.  

En la fase inflamatoria, la administración de los extractos por vía 

intragástrica 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 vía i.p. y p.o. también mostró respuesta antinociceptiva significativa. 

Sin embargo, nuevamente los efectos fueron mejores con dosis más pequeñas 

del extracto de brotes para ambas vías de administración 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 brócoli pudieron estar influenciados 

por la biodisponibilidad de los componentes en los diferentes estadios de éste 

ya que hubo diferencias por la vía de administración, entre la parenteral y 

enteral, en esta última todos los tratamientos produjeron respuesta similar a las 

dosis más altas probadas.  

La ingesta de brotes de brócoli puede modular a los prostanoides 

inflamatorios y vasculares (Medina et al., 2015). Por lo anterior, se sugiere que 

el efecto antinociceptivo del brócoli en la fase inflamatoria de la prueba de la 

formalina pudo deberse a la inactivación 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. Además  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 protección gástrica y renal pero no están involucradas propiamente con la 

transmisión de la información nociceptiva (Calatayud y Esplegues, 2016).  

Debido a que los efectos de los fármacos antiinflamatorios se han 

asociado a daño gástrico; en este estudio se determinó el número de úlceras 

con los diferentes tratamientos, observándose que ninguno de ellos produjeron 

úlceras gástricas como lo hizo la indometacina, uno de los AINEs que causa 

lesiones gástricas (García-Rodríguez y Hernández-Díaz, 2004).  

 

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

 

En la evaluación antinociceptiva del extracto de los brotes de brócoli en el 

«plantar test», prueba en la que se estimulan las neuronas sensoriales (fibras 

Aδ y C), la latencia de retiro aumentó en las dosis de 30 y 300 mg/kg, i.p. del 

extracto en un 35 a 45 %, respectivamente. Estos datos están de acuerdo con 

lo reportado por Rahman y colaboradores (2015) con el extracto etanólico de 

Brassica rapa subespecie chinensis, ya que éste aumentó el tiempo de retiro 

en la prueba de inmersión de la cola.  
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En general los modelos nociceptivos que emplean estímulos térmicos 

son considerados de utilidad en la búsqueda de analgésicos con acción central 

(Sayyah et al., 2004). Tal es el caso del tramadol, fármaco de referencia que 

produce parte de sus efectos a través de la activación de receptores a opioides, 

su efecto analgésico es independiente de la inflamación 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 transmisión de la señal dolorosa y/o 

alivian el dolor producido por un componente a nivel del SNC (Hämaäläinen et 

al., 2007). Por otro lado, los fármacos que activan la vía opioide también 

pueden producir efectos adversos como la sedación, ya que producen 

depresión del SNC a nivel subcortical y en el sistema límbico (Harkouk, 2018). 

Nuestros resultados muestran que el extracto de brotes de Brassica oleracea 

var. italica no disminuyó la actividad ambulatoria, aunque sí los levantamientos 

en la prueba de cilindro de exploración, sugiriendo un posible efecto sedante no 

dependiente de la dosis.  

 

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

inflamación y edema inducidos con carragenina λ 

  

El edema inducido con la carragenina es una de las  pruebas predictivas para 

fármacos antiinflamatorios (Tatiya et al., 2017) que actúan mediante 

mediadores de inflamación aguda. La prueba consiste en dos fases, la fase 

inicial que es atribuida a la liberación de histamina, serotonina y bradicininas; y 

la fase de aceleración de la inflamación que se ha correlacionado con la 

inducción de la enzima COX-2, ya que induce la producción de prostaglandinas 

(Necas y Bartosikova, 2013; Cai et al., 2014), además de la migración de 

neutrófilos, macrófagos y células al sitio de inflamación, las cuales pueden 

producir especies reactivas de oxígeno que desempeñan un papel modulador 

en la respuesta inmune inflamatoria (Ghildiyal et al., 2013).  

En esta prueba, la dosis más alta del extracto acuoso de brotes produjo 

un efecto antiinflamatorio similar a la del fármaco de referencia, el ketorolaco. 

También se ha reportado que la inhibición de la COX-2 es primordial en la 

disminución de la condición edematosa (Cai et al., 2014). Datos de la literatura 
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reportan que componentes químicos del brócoli como el sulforafano, el ácido 

sinápico, el ácido clorogénico y la quercetina poseen actividad antiinflamatoria 

y antiedematosa (Yun et al., 2008; Liang y Kitts, 2016; Wang y Wang, 2017).  

Los cortes histológicos mostraron que el extracto de brotes de Brassica 

oleracea var. italica reduce el aumento del espacio entre las fibras musculares 

inducido por el edema, de tal manera que la disminución de la zona ocupada 

por el líquido 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 vía estéril (daños 

tisulares) o no estéril (infecciones involucradas en inflamación crónica). Los 

mecanismos de inhibición incluyen las formas enzimáticas de la óxido nítrico 

sintasa (ONS), COX-2 y los factores proinflamatorios TNF-α e IL-1β a través de 

la inactivación por NF-κB (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 neuropático y gotoso por medio de la inhibición del NF-κB y 

de la producción de interleucinas inflamatorias IL-1β, IL-6 y TFN-α aunado al 

aumento de la interleucina antiinflamatoria IL-10 (Wang y Wang, 2017; Yang et 

al., 2018). Estos mediadores podrían también estar involucrados en el efecto 

antinociceptivo inducido por Brassica oleracea y sus metabolitos activos (ácido 

clorogénico y sulforafano)  observados en las diferentes pruebas nociceptivas 

exploradas en el presente estudio. 

 

8.7. Efecto antinociceptivo del sulforafano y participación de receptores a 

opioides 

 

En nuestro estudio, el sulforafano mostró 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 sí lo fue.  

El bloqueo 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 sólo 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 aplicación de 

morfina a nivel local (Redondo et al., 2017).  Estos datos se refuerzan con lo 

reportado en la inhibición de conductas en el modelo de dolor neuropático 

(Wang y Wang, 2017). Además, Redondo y cols. (2017) proponen que la 

activación de la vía Nrf2/HO-1 es quizás la que produce mejor la expresión del 

receptor μ opioide en animales administrados con sulforafano y morfina. 

A nivel periférico, la actividad antiinflamatoria del sulforafano pudo 

deberse a la inhibición de la COX-2 y la iNOS, así como factores 

proinflamatorios reportados por Wang y Wang (2017), donde demuestra la 

disminución de estos factores en individuos que recibieron sulforafano.  

De acuerdo a  Lucarini y cols. (2013), los analgésicos con acción 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 brócoli disminuyó en presencia de 

un antagonista opioide sugiriendo que en la actividad central podría participar el 

sistema opioide (Baenas et al., 2017), aunque a nivel periférico también puede 

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

 

IX. CONCLUSIÓN 

 

Los resultados de esta tesis dan evidencia de que los extractos acuosos de 

brócoli en diferente etapa vegetativa producen actividad antinociceptiva de 

manera diferencial, siendo más activo en su etapa de brotes. Lo anterior 

depende en parte de la presencia de diferentes concentraciones de los 

constituyentes. El ácido clorogénico y el sulforafano fueron metabolitos 

parcialmente responsables de la actividad involucrando la participación 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 

Obtención de extractos acuosos de Brassica oleracea var. italica  

 

Las semillas de brócoli se adquirieron con Intersemillas S.A. (Valencia, 

España). Las semillas se lavaron con disolución 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 nitrógeno líquido, se  liofilizaron y se molieron 

hasta obtener un polvo fino. Se resuspendió 1.6 g del polvo en 50 mL de agua 

Milli-Q y se dejó en reposo durante una noche a temperatura ambiente. El 

extracto obtenido se decantó y congeló 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 cámara 

oscura a 28 °C durante dos días. Los germinados se transfirieron a una cámara 

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 días. La humedad relativa de la cámara  fue del 60 % 

(día) y 80 % (noche) y la radiación fotosintéticamente activa (RFA) de            

400 µmol/m2s. Dicha radiación se controló mediante tubos fluorescentes 

(Phillips TLD 36 W / 83, Hamburgo, Alemania; Sylvania F36W / GRO, Danvers, 

MA, EE.UU.) y lámparas de halogenuros metálicos (Osram HQI.T 400 W, 

Munich, Alemania). La fitoinducción se realizó mediante la aspersión de  

metiljasmonato (MeJa) (250 µM) una vez al día en los cotiledones, cuatro días 

antes de la cosecha. Los brotes colectados se congelaron en nitrógeno líquido, 

se  liofilizaron y se molieron hasta obtener polvo fino. Se resuspendió 1.6 g de 

polvo en 50 mL de agua Milli-Q y se dejó reposar durante una noche a 

temperatura ambiente. El extracto obtenido se filtró y congeló 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 días sobre 

celulosa en la cámara de cultivo controlada (similar a los brotes) y las plántulas 

se trasplantaron a contenedores de cultivo hidropónico (15 L) en solución 

nutritiva de Hoagland, la cual se cambió cada día. Tras 24 días en cultivo 

hidropónico, las plantas se trasplantaron al campo con densidad de cultivo de 2 

plantas por metro cuadrado y se utilizó la misma solución para el riego. Dicho 

campo está en la finca experimental situada en la zona semiárida de la pedanía 

La Matanza, municipio de Santomera, Murcia, España (latitud 38°06’N; 1°02’O). 

La temperatura de cultivo fue de 2–10 °C (mínima) y 18–20 °C (máxima), la 

humedad relativa de 70–100 % (máxima) y 20–40 % (mínima), la RFA 1000 

μmol/m2s durante los primeros 43 días y 500 μmol/m2s desde el día 44 al 72  y 

se incrementó a 1500 μmol/m2s el día 72. Las plantas se recogieron el día 95, 

es decir que se obtuvo material de 120 días. El material vegetal se cortó y se 

congeló en nitrógeno líquido, se liofilizó y se molió 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 

congeló para ser liofilizado (Cramer y Jeffery, 2011; Rodríguez-Hernández et 

al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

 

 

 

 

 
Figura 24. Secuencia de pasos para la obtención de los extractos acuosos de B. oleracea var. 

italica 
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Extracción y cuantificación de compuestos fenólicos y sulforafano 

Muestras de 100 mg de cada extracto acuoso liofilizados se extrajeron con      

1.5 mL de  solución hidrometanólica al 70 %, fueron sonicadas y después 

calentadas a 70 ºC por 30 min con agitación cada 5 min. Posteriormente, las 

muestras fueron centrifugadas durante 30 min, a 4 ºC y 17500   g. Los 

sobrenadantes se colectaron y el metanol se removió con un rotaevaporador. 

El material seco se disolvió en agua ultra pura y se filtró a través de la 

membrana Millex-HV13 de 0.45 μm, según los métodos reportados por Baenas 

y colaboradores (2012; 2014). Los derivados del ácido cafeoilquínico  fueron 

cuantificados como ácido clorogénico (ácido 5-cafeoilquínico; Sigma-Aldrich), 

flavonoides como quercetina (quercetina 3-rutinósido; Sigma-Aldrich) y 

derivados del ácido sinápico como el propio ácido sinápico (Sigma-Aldrich). En 

el caso del isotiocianato, el estándar utilizado fue sulforafano (Cayman-

Chemical). 

La cuantificación de polifenoles se realizó mediante HPLC-PDA (Agilent HPLC 

1200) en la columna Luna C18 100A (150   1.0 mm, tamaño de partícula de     

3 μm; Phenomenex, Macclesfield, U.K.). La fases A y B fueron agua: ácido 

fórmico (99:1) y acetonitrilo, respectivamente, con la velocidad de flujo de        

20 μL/min. El gradiente inició 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 inyección fue de 3 μL. 

Los cromatogramas fueron obtenidos a 227 nm (Baenas et al., 2012). 

El sulforafano se utilizó como estándar, bajo el método de análisis reportado 

por Domínguez-Perles y colaboradores (2014), cuya separación utiliza la 

columna ZORBAX Eclipse Plus C-18 Rapid Resolution HD (2.1   50 mm, 

partícula de 1.8 μm) (Agilent Technologies). Las fases móviles utilizadas fueron 

el disolvente A: acetato de amonio, 13 mM (pH= 4 con ácido acético) y 

disolvente B: acetonitrilo/ácido acético (99.9:0.1). El flujo fue de 0.3 mL/min y 

se utilizó el gradiente lineal que a continuación se indica: 12 % de fase B al 

inicio, 20 % al tiempo 0.20 min, 52 % al 1 min, 95 % al 2.5 min y 12 % al tiempo 

2.51 min.  
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ANEXO B 

Artículos científicos derivados de esta tesis 
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A B S T R A C T

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 (100mg/kg, i.p. and 1000mg/kg, p.o.) produced significant
and major antinociceptive effect at similar or even lower doses in comparison to the seeds (125mg/kg, i.p. and
1000mg/kg, p.o.) and broccoli heads (250mg/kg, i.p. and 1000mg/kg, p.o.). These results resembled the an-
algesic response observed with the reference drug metamizole (80mg/kg, i.p.). Chlorogenic acid (CA, 3, 10, 30,
and 100mg/kg, i.p.) and SFN (0.1, 1 and 10mg/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 (5mg/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.
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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-κB) related to the control of inflammatory diseases
[11]. It has also been involved in reduction of inflammatory cytokines
like IL-1β and TNF-α, 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 (Antibióticos 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%). SFN was dis-
solved in a 4% ethanol solution before adding to the organ bath to get 1,
3.16, 5.62, and 10 μg/mL. Papaverine (Sigma St. Louis, Mo. USA) was
used as a smooth muscle relaxant drug at 1, 3, 10, and 30 μM. The
Krebs-Bicarbonate solution (K-B) used in the in vitro antispasmodic

evaluation was prepared as follows (mM): NaCl, 118; KCl, 4.7; CaCl2,
2.5; MgCl2, 1.2; NaH2PO4, 1.2; NaHCO3, 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 50mL 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 μM) once daily in cotyledons, four days before
harvest and its lyophilization. This powder (1.6 g) was resuspended in
50mL 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 (15 L) 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 50mL 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-MSn 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 (25–30 g) 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 12 h
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 07:00–14:00 h. 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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and 1000mg/kg, i.p. or 1000–2000mg/kg, p.o.) and inflorescence
(250, 500, 750 and 1000mg/kg, i.p. or 1000–2000mg/kg, p.o.). Both
were compared to the sprouts administrated at 100mg/kg, i.p. or
1000mg/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 10mg/kg, i.p., as well as CA (3, 10, 30 and 100mg/kg, i.p.). The
reference analgesic drug was metamizole (80mg/kg, i.p.), since it can
control mild-to-moderate visceral pain. Nociception was induced
30min after treatment administration as follows:

Writhing test. This consisted of administering 1% acetic acid via i.p.
at a volume of 10mL/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 30min. 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 SFN (1mg/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% NaCl)
before adding to the organ bath to get 31.6, 100, 316, or 562 μg/mL.
SFN was dissolved in ethanol solution (4%) before adding to the organ
bath to get 1, 3.16, 5.62 and 10 μg/mL. Papaverine (1, 3, 10 and 30 μM)
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% O2 and 5% CO2.

Intraluminal contents were flushed out with K-B solution and 2 cm
segments of the portion were cut. Each segment was mounted in a
30mL organ-bath containing K-B solution maintained at 37 °C and
constantly bubbled with the mixture of O2 and CO2. The resting tension
was fixed at 1 g. Preparations were equilibrate for 30min under con-
tinuous superfusion (10mL/min) of warm K-B solution, continuously
bubbled with 95% O2 and 5% CO2 to maintain the pH at 7.4, and then
stimulated with ACh (1×10−5 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 30min,
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 (32mM). 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]:

=
−

×relaxation
g of tension of KCl g of tension treatment

g of tension of KCl
%

( ) ( )
( )

100

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 μM); hexamethonium (HEXA, nicotinic
cholinoreceptor blocker, 0.5 mM), or verapamil (a calcium channel
blocker, 0.1 μM) [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 (32mM). Twenty min later, the calculated EC50 of
SFN (6 μg/mL) was added at each group of tissues. In other experiment,
tissues were stabilized in Ca2+-free K-B solution containing EDTA
(0.1mM) for 30min to remove intracellular calcium. Then, con-
centration-contractile response curves to CaCl2 (0.05–12.5mM) were
built in the absence or presence of SFN (6 μg/mL) or verapamil (as
positive control). The maximal response obtained with CaCl2 (12.5mM)
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

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

(mg/g dry weight of
aqueous extract)

1.06 ± 0.03 0.22 ± 0.03 0.06 ± 0.004

Data are expressed as percentage or the mean of mg/g dry weight of three
repetitions ± standard error of the mean.
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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 (125–1000mg/kg, i.p.) (Fig. 1A) and in-
florescence (250-1000mg/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 (100mg/kg, i.p.)
or metamizole (80mg/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 1000mg/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 30min demonstrated similar activity in either seeds or

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
2000mg/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 25min 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 30mg/kg in compar-
ison to the maximal efficacy obtained with metamizole (80mg/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 ± 0.48min) 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

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 (100mg/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 30min 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.
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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 (562 μg/mL) induced significant relaxation
(17.9 ± 6.8%) in the tissues pre-contracted with KCl (32mM). In the
case of the sprouts, significant relaxation was obtained from 100 μg/mL
(17.6 ± 5.02%); this effect remained even when concentrations were
increased at 316 (17.08 ± 2.05%) and 562 μg/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 μM with statistical significance from 3 to 30 μM 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 μg/mL) induced significant and concentration-dependent re-
laxation resembling the maximal response obtained with papaverine
(Fig. 5A). SFN maximal response was reached at 10 μg/mL
(68.75 ± 5.72%) with a calculated EC50 of 5.9 ± 1.5 μg/mL (Fig. 5A).

The significant spasmolytic response of SFN (36.3 ± 4.8%) was
increased in the presence of L-NAME (100 μM, 52.6 ± 2.6%) or HEXA
(0.5 mM, 61.5 ± 3.9%) (Fig. 5B). In contrast, the maximal contractile

response of SFN was diminished in the Ca2+-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 EC50 from 1.16 ± 0.11mM
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,

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 (1000mg/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 30min 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.
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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 (32mM) 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 Ca2+ voltage-dependent channels, which promotes
the increase in the intracellular Ca2+ and activation of the myosin light-
chain [27,28]. Our results suggest that spasmolytic effect of SFN in-
volves inhibition of the L-type Ca2+ 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

Fig. 3. Antinociceptive effect of chlorogenic acid (CA) in comparison to me-
tamizole. Data are expressed as temporal course curves of nociception in
number of writhes (A) and the percentage of antinociception obtained from the
AUC (B) induced by 1% acetic acid after 30min of treatments. Each point or bar
represents the mean ± SEM of at least 6 individuals. Treatments were com-
pared by analysis of variance followed by Tukey´s test. *P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001.

Fig. 4. Antinociceptive effect of sulforaphane (SFN) alone and in the presence of naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.). Data are expressed as the Latency to the first writhe
(A) and the percentage of antinociception obtained from the area of temporal course curves (B) induced by 1% acetic acid after 30min of treatments. NTX was
administered 15min before treatments. Each represents the mean ± SEM of at least 6 individuals. Treatments were compared by analysis of variance followed by
Tukey´s test. *P < 0.05.
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observed with verapamil, a well-known Ca+2 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

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

Fig. 5. Relaxant effect of the aqueous extracts
from seeds, sprouts, and inflorescence of
broccoli compared to the vehicle, sulforaphane
(SFN) and verapamil responses (A); and spas-
molytic effect of SFN alone and in the presence
of L-NAME (100 μM) or hexamethonium
(HEXA, 0.5 mM) (B), on the guinea pig isolated
ileum pre-contracted with KCl (32mM).
Concentration response curves to explore Ca+2

involvement in the absence and presence of
SFN 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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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−1, i.p. and 500–2000 mg kg−1, p.o.) in comparison to

the control group; these effects resembled those observed with the analgesic tramadol (30 mg kg−1, i.p.)

in writhing and formalin assessments. Blockage of opioid receptors by naloxone (1 mg kg−1, 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.

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.1 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.2

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.3 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-κB) activity, which is consistently related to the

control of inflammatory diseases in animal models.4 Broccoli
sprouts (Brassica oleracea var. italica) are considered a rich
source of health-promoting compounds including glucosino-
lates (GLS), isothiocyanates (ITC),5 phenolic compounds,6 vita-
mins and minerals,7 and bioactive compounds also related to
the reduction of oxidative stress and inflammation.8

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 broccoli9 or the anxiolytic-like activity of pure sulfora-
phane.10 As a plant material used in this work, the Brassica
oleracea sprouts were elicited with the phytohormone methyl jas-
monate (MeJA) (250 µM), following the protocol studied by
Baenas et al.,11 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.11 protocols, and elicited by
spraying methyl jasmonate (MeJA, 250 µM) 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%) (Grünenthal 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.o.) 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-MSn and UHPLC-QqQ-MS/MS

The GLS and phenolic compounds in broccoli sprouts and the
BSE were identified and quantified by HPLC-DAD-ESI-MSn

according to Baenas et al.12 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 Jeffery13

protocol and quantified by UHPLC-QqQ-MS/MS following
Domínguez-Perles et al.14

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

Psiquiatría Ramón de la Fuente in compliance with national
(NOM-062-ZOO-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−1)
or i.p. (50, 100, 250 and 500 mg kg−1), 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.15 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 µl 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.16 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 CO2 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−1, s.c., an opioid receptor antagonist) 15 min previous
to an antinociceptive dosage of the extract (50 or 250 mg kg−1,
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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−1, p.o.), indometacin (20 mg kg−1,
p.o., ulcerogenic drug) or the antiulcer drug bismuth subsali-
cylate (17.5 mg mL−1, 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.17 One hour after ethanol adminis-
tration, the animals were sacrificed in a CO2 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.2

Sedative-like response

Thirty minutes after a significant antinociceptive dose of BSE
(100 mg kg−1, 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 × 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.18 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−1, 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.19

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

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−1 dry weight (Table 1). A dosage of 100 mg kg−1

of BSE contains 0.54 µmol (rat) or 0.054 µmol (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−1, p.o. (Fig. 1A) and
50 to 500 mg kg−1, 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−1 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.

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−1, 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−1 (Fig. 2A).

Similarly, a significant and dose-dependent reduction
(50 to 500 mg kg−1) 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−1, i.p.), mainly in the neurogenic phase.

With regard to the mechanism of action, the presence of
naloxone (1 mg kg−1, 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−1, i.p.) in the
acetic acid-induced nociception in mice. Moreover, this opioid
antagonist abolished the reduction produced by this extract
(50 mg kg−1, 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 mm2).

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 mm2); this effect increased because of the combination
with indomethacin (235.38 ± 78.39 mm2). The pre-treatment
with the BSE prevented the severity of the gastric damage

Fig. 3 Antinociceptive effect of the extract, i.p., in comparison to tramadol 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, *com-
parison vs. vehicle, **, ***amongst doses.

Food & Function Paper

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017 Food Funct., 2017, 8, 167–176 | 171

Pu
bl

is
he

d 
on

 2
5 

N
ov

em
be

r 
20

16
. D

ow
nl

oa
de

d 
on

 9
/2

0/
20

18
 8

:0
7:

59
 P

M
. 

View Article Online

http://dx.doi.org/10.1039/c6fo01489e


mainly in the surrounding of the corpus of the stomach
(108.50 ± 41.50 mm2), but less effectively than the protection
obtained with an anti-acid reference drug (26.81 ± 4.20 mm2).

Sedative-like effects

The BSE (100 mg kg−1) 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.20 The

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.12 It has been
observed that the profile of bioactive compounds found in
sprouts varies with environmental stress, growth conditions
and storage.21 In addition, application of the elicitor MeJA
(250 µM) 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 species22 and mature plants.23

Fig. 4 Dose–response antinociceptive effect of the extract (BSE, 250 or 50 mg kg−1) alone or in the presence of naloxone (NX, 1 mg kg−1, s.c.) in
comparison to the vehicle group and NX in the latency (A) and visceral nociception (B) of the writhing test, and in the neurogenic (C) and inflamma-
tory (D) phases of the formalin test. Each bar represents the mean ± S.E.M. of six animals. ANOVA followed by Tukey’s test, *P < 0.05. *comparison
vs. vehicle, **amongst groups.
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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.3

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−1, p.o.)24 and in both
phases of the formalin test in rats by a hydro-alcoholic mature
broccoli extract (2000 mg kg−1, p.o.).9 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

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.15 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.25 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 prostanoids26

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.27 A tonic activation of the endogenous opioids
has also been described in the inhibitory effect on pain behav-
ior after subcutaneous formalin injection.28 In the antinoci-
ceptive effect of the BSE, the presence of naloxone produced a
significant blockage in both antinociceptive tests and also in

Fig. 5 Analysis of sedative-like effects of the extract (100 mg kg−1, i.p.) in comparison to the reference drug diazepam (1 mg kg−1, i.p.) on the
exploratory activity in the open-field (A) and cylinder behavior tests (B), as well as in the pharmacological interaction in the sodium pentobarbital
(SP)-induced hypnotic potentiation test (C) in mice. Each bar represents the mean ± S.E.M. of six animals. *P < 0.05, ANOVA followed by Tukey’s test.
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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.29 The predominant ITC sulforaphane is able to
significantly suppress muramyl dipeptide-induced NF-κB
activity, a central participant in inflammatory processes at
physiologically relevant concentrations (5–10 µM) achievable
via the consumption of broccoli within the diet.4 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-α (TNF-α), and interleukin-1 beta
(IL-1β) via NFκB inactivation, responsible for chronic inflam-
mation and infections involved in the pathogenesis of many
chronic diseases.30,31

The phenolic acids present in Brassicaceae extracts,
especially sinapic and chlorogenic acids,32 enhance the cellu-
lar defense system avoiding oxidation and inflammation;33

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.31 Other compounds
present in broccoli sprouts such as anthocyanins34 and
vitamin C35 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.36 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

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-κB Nuclear factor kappa B
NOS Nitric-oxide synthase
NSAID Nonsteroidal antinflammatory drugs
SEM Standard error of the mean
SP Sodium pentobarbital
TNF-α Tumor necrosis factor-α
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