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Evaluacion del potencial terapéutico de Brassica juncea (L.) Czern en un modelo in vivo
de demencia, inducido por escopolamina en ratones

Laura Yunuen Hernandez Sanchez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas, como las que presentan estados demenciales,
conducen a una pérdida progresiva de la estructura y las funciones neuronales. Esto
constituye actualmente uno de los principales retos para la medicina moderna.
Actualmente no existe un tratamiento que evite su apariciéon, por lo que las terapias
actuales se encuentran dirigidas al manejo de los sintomas y son de carécter paliativo.
Actualmente, ha aumentado el interés por el empleo de fitoquimicos con potencial
antiinflamatorio y antioxidante, posicionando a las plantas medicinales como fuente de
compuestos con potencial terapéutico. En la medicina tradicional de la India, las semillas
de mostaza (Brassica juncea (L.) Czern) son utilizadas para curar y prevenir
enfermedades como afecciones del sistema nervioso. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el potencial neuroprotector del extracto acuoso obtenido de las semillas de
mostaza en un modelo de demencia inducida por escopolamina en ratones.

Los resultados corroboraron el potencial terapéutico de B. juncea en contra del
deterioro cognitivo inducido por escopolamina en ratones. Los componentes de diferente
naturaleza quimica, en el extracto acuoso administrado en el alimento a los animales, en
una dosis de 400 mg/kg incrementaron significativamente los niveles de glutation (GSH)
hipocampal. El efecto de su potencial como inhibidor de la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) en el hipocampo fue dependiente de la dosis. Esto mejoro el
desempenfio cognitivo de los animales en el modelo de escopolamina, durante las pruebas
de memoria de trabajo, en el equipo de laberinto en T. En general, los resultados permiten
sugerir que el extracto acuoso de las semillas de mostaza contiene componentes, con
potencial para el tratamiento de estados demenciales, y que los efectos podrian estar
relacionados parcialmente con su capacidad como antioxidante y su impacto como
inhibidor de la actividad de AChE.

Palabras clave: Brassica juncea (L.) Czern, demencia, acetilcolinesterasa, glutation

reducido.
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ABSTRACT
Neurodegenerative diseases, such as those with demential stages, lead to a progressive
loss of neuronal structure and functions. This is currently one of the main challenges
actyually for medicine. Currently there is no treatment that prevents it’s occurrence, so
current therapies are aimed at the management of symptoms and are palliative. Currently,
interest in the use of phytochemicals with anti-inflammatory and antioxidant potential has
increased, positioning medicinal plants as a source of compounds with therapeutic
potential. In traditional Indian medicine, mustard seeds (Brassica juncea (L.) Czern) are
used to cure and prevent diseases such as nervous system conditions. The objective of
the present study was to evaluate the neuroprotective potential of the agueous extract

obtained from mustard seeds in a model of dementia induced by scopolamine in mice.

The results corroborated the therapeutic potential of B. juncea against the cognitive
deterioration induced by scopolamine in mice. The components of different chemical
nature, in the aqueous extract administered in the feed to the animals, at a dose of 400
mg / kg significantly increased the levels of glucathione (GSH) hippocampal. The effect of
its potential as an inhibitor of the activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) in
the hippocampus was dose dependent. This improved the cognitive performance of the
animals in the scopolamine model, during working memory tests, in the T maze
equipment. In general, the results suggest that the agueous extract of mustard seeds
contains components, with potential for the treatment of demential stages, and that the
effects could be partially related to its capacity as an antioxidant and it’s impact as an
inhibitor of AChE activity.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la manera en la que los humanos enferman y mueren se determina por
factores biologicos y también por factores sociales, ambientales y psicolégicos. Esto
resulta del incremento de enfermedades no transmisibles, como las afecciones y
trastornos del SNC. Los trastornos del SNC constituyen la cuarta causa de enfermedad
asociados a muertes prematuras y calidad de vida negativa, relacionada con la presencia
de discapacidad (Medina et al., 2003). Dichos trastornos incluyen padecimientos como la
depresion, ansiedad, epilepsia, demencia, esquizofrenia y trastornos del desarrollo
durante la infancia (Sandoval & Richard, 2005).

Entre las enfermedades no transmisibles, destaca la demencia. Esta se considera
como la tercera patologia asociada a la mortandad en personas con edad avanzada,
antecedida por la muerte por accidentes cerebrovasculares y el cancer. Por lo anterior la
demencia es un problema de salud publica, con un alto impacto social y econémico, que

repercuten en la calidad de vida del enfermo y de toda su familia.

En México habitan méas de 13 millones de adultos mayores de 60 afios. De acuerdo
con los datos sobre la prevalencia de la demencia en México, se estimé que en 2014
existian 860,000 personas afectadas, y se previdé que 2050 se elevaria a mas de 3.5
millones. Esto representa una amenaza significativa para la calidad de vida de los
mexicanos. Los factores de riesgo asociados con el desarrollo de demencias en adultos
mayores en México son la diabetes y el sindrome metabdlico. Por lo que, el impacto de
esta enfermedad en los sistemas econdémico, social y de salud publica ser4a alin mas
grave. (Gutiérrez- Robledo & Arrieta, 2015).

Actualmente, no existen tratamientos para erradicar la demencia y los disponibles
estan dirigidos a reducir los sintomas y mejorar la calidad de vida de los pacientes. El
tratamiento de eleccion se basa en la administracion de memantina e inhibidores de la
AChE. Este farmaco mejora las alteraciones cognitivas que caracterizan a dicha
patologia; por lo que su capacidad neuroprotectora se ha postulado, a pesar de sus
efectos secundarios frecuentes (Young & Howells, 2010). Al respecto, la memantina es

un antagonista no competitivo de los receptores de glutamato de tipo acido N-metil-D-



aspartato (NMDA), por lo que, se postula como un inhibidor de la neurodegeneracion

inducida por excitotoxicidad.

Actualmente los grupos de investigacion, dentro del area de las neurociencias han
desarrollado una linea de estudio, para identificar especies de uso tradicional con posible
capacidad neuroprotectora. El principal efecto de esas especies parece estar relacionado
con su capacidad antinflamatoria y antioxidante (Jivad & Rabiei, 2014). Entre los
fitoquimicos con capacidad neuroprotectora estan los glucosinolatos. Dicho grupo, podria
tener un efecto neuroprotector, derivado de su capacidad antioxidante, con lo que evitaria
la accién de toxinas mitocondriales. Estos compuestos se encuentran en el brocoli
(Brassica oleracea var. Itélica) y otras cruciferas (Kumar & Khanum, 2012) como B.
juncea. Esta Gltima se conoce comunmente como mostaza de la India, es importante en
la agricultura y se utiliza comunmente para la produccién de aceite comestible y otros
condimentos. Se conocen diversos usos medicinales de sus semillas y hojas (Manohar
et al., 2009). Es consumida como verdura en la India y muchos otros paises. En México
se observa su presencia como arvense en los estados de Veracruz, Estado de México,
Chiapas, Oaxaca, Sonora e Hidalgo y se destaca su importancia en nuestro territorio
como fitorremediadora en desechos de minas (Rodriguez et al.,, 2012), culinaria en
comunidades rurales como Teopisca Chiapas (Solis-Becerra & Estrada- Lugo, 2014) y
en medicina tradicional se describe para tratar infecciones respiratorias (Nepomuceno &
Ishiki, 2010).

Respecto a la composicién quimica de la mostaza de la india, las semillas son
ricas en glucosinolatos, y en polifenoles diversos, asi como otras sustancias
estructuralmente diversas con actividades biolégicas (Kumar & Andy, 2012). El analisis
de informacién disponible sobre los componentes fitoquimicos bioactivos de B, juncea
mostro su utilidad en el tratamiento de trastornos metabdlicos y de algunos padecimientos
del SNC (Kumar & Andy, 2012; Kumar et al., 2011); entre estos destacé su potencial para

tratar padecimientos asociados a disfunciones cognitivas, como la demencia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto neuroprotector del extracto acuoso de B. juncea en un modelo de

demencia inducido por escopolamina en ratones.

2.2 Objetivos Particulares

e Evaluar el efecto del extracto de B. juncea en contra del deterioro cognitivo
inducido por escopolamina, en una prueba de memoria de trabajo espacial.

e Evaluar el potencial antioxidante del extracto de B. juncea a través de la evaluacion
de la enzima GSH.

e Evaluar la capacidad del extracto de B. juncea como facilitador de la transmision

colinérgica, a través de la evaluacion de la inhibicién de la enzima AChE cerebral.

3. HIPOTESIS

Si el extracto de B. juncea tiene un efecto neuroprotector, su administracién inducira un

mejor desempefio cognitivo en los ratones durante la ejecucion de las pruebas cognitivas.

4. JUSTIFICACION

Las semillas y hojas de B. juncea tiene aplicaciones en herbolaria (Manohar et al., 2009;
Kumar et al., 2011). El andlisis de la informacion sobre sus componentes quimicos
bioactivos ha permitido sugerir su utilidad en el tratamiento de trastornos metabdlicos y
de algunos padecimientos del SNC (Bouayed, 2010; Kumar & Andy, 2012) como es el
caso del tratamiento de las disfunciones cognitivas. La presuncion deriva de las
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes de algunos de sus componentes
mayoritarios. Las patologias neurodegenerativas, y especialmente la demencia, se
asocian con el desarrollo de estrés oxidante e inflamacion entre otros factores; por lo que,

plantas como del género Brassica, podria proveer de compuestos con potencial



terapéutico, capaces de ejercer neuroproteccion, en un modelo de demencia inducido
con escopolamina. Este modelo permite reproducir el estrés oxidante presente en
enfermedades con sintomas demenciales, como su traduccion conductual, a través de la
generacion de deterioro cognitivo. El estudio con B. juncea proveera de informacién sobre

la seguridad de su empleo y ausencia de efectos adversos.

5. REVISION DE LITERATURA

5.1 Panorama mundial de la salud

El envejecimiento es un proceso natural e irreversible que afecta de forma heterogénea
a las células que conforman a los seres vivos incluyendo a las del SNC. Afectando areas
implicadas en el control del comportamiento, las emociones, o coordinacién de
respuestas sensitivas y motoras. Estas alteraciones son de caracter irreversible,
principalmente en personas de la tercera edad, por lo que existe una mayor incidencia de
enfermedades de tipo neurodegenerativo en dichos pacientes. Aunado a esto en edades
avanzadas, surgen con frecuencia los denominados sindromes geriatricos. Los cuales
suelen ser el resultado de la conjuncion en el tiempo de diferentes patologias. Todo ello
desembocando en cuadros de alteracion de la capacidad funcional y de la disminucién
en la calidad de vida del paciente. Siendo la demencia, uno de los principales sindromes
geriatricos que se presentan con mayor incidencia en la actualidad (Beltran-Campos et
al., 2011).

5.2 Demencia

El concepto de demencia ha evolucionado en las ultimas décadas. Era definido como un
deterioro intelectual global progresivo, concepto que, si bien es correcto, tiende a ser muy
impreciso. De acuerdo con la Asociacion Americana de Psiquiatria, en su publicacion del

Manual Diagnoéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (52 Edicion) (DMS-5), el



término demencia es eliminado por lo que se adoptdo el término de trastorno
neurocognitivo. El trastorno neurocognitivo se caracteriza por un declive lento y
progresivo de la funcion mental, incluida la memoria, el pensamiento, el juicio y la
capacidad para aprender. Generalmente los sintomas incluyen la pérdida de memoria,
problemas en el uso del lenguaje, desorientacion. Con el avance de los sintomas, el
sujeto que la padece pierde su independencia funcional, siendo mas frecuente en

personas mayores de 65 afos.

5.3 Clasificacion de los tipos de demencia

De acuerdo con DMS-5 los trastornos neurocognitivos se clasifican en dos grupos: mayor
y menor, esto con base en criterios de diagndstico, donde los vectores sintomaticos
estudiados son: atencién, funcion ejecutiva, aprendizaje, memoria, lenguaje, funciones
visoperceptivas, visoconstructivas y de cognicion social que se diferencian en funcion de
la intensidad de los sintomas y su repercusién en la funcionalidad del paciente (Cuadros
1y?2)



Cuadro 1. Criterios diagnosticos para el
trastorno neurocognitivo menor (DSM 5)
A. Evidencia de un declive cognitivo modesto desde un nivel previo de mayor
desempefio de uno o0 méas de uno de los dominios cognitivos referidos:

1. Preocupacion del individuo, de un tercero informado o del facultativo con
respecto a un declive modesto en las funciones cognitivas.

2. Declive en el desempefio neuropsicoldgico, implicando un desempefio en los
test del rango de una a dos desviaciones estandares por debajo de lo
esperado en la evaluacién neuropsicologica reglada o ante una clinica
equivalente.

B. Los déficits cognitivos son insuficientes para interferir con la
independencia (p. €j., actividades instrumentales de la vida diaria, tareas
complejas como manejo de medicamentos o de dinero), pudiendo ser
preciso esforzarse mas, utilizar estrategias compensatorias o hacer una
acomodacién para mantener la independencia.

C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un
delirium.

D. Los déficits cognitivos no son atribuibles de forma primaria a la presencia
de otros trastornos mentales (p. €j., trastorno depresivo mayor,
esquizofrenia).

Cuadro 2. Criterios diagnosticos para el trastorno neurocognitivo mayor (DSM5)
A. Evidencia de un declive cognitivo sustancial desde un nivel previo de
mayor desempefio en uno o mas de uno de los dominios cognitivos
referidos:
1. Preocupacién del individuo, de un tercero informado o del facultativo con
respecto a un declive sustancial en las funciones cognitivas.
2. Declive en el desempefio neuropsicoldgico, implicando un desempefio en los
test del rango de dos o mas desviaciones estandares por debajo de lo
esperado en la evaluacion clinica equivalente.

B. Los déficits cognitivos son suficientes parainterferir con laindependencia
(p. €j., requieren de asistencia para las actividades instrumentales de la
vida diaria, tareas complejas como manejo de medicacién o de dinero)

C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un
delirium

D. Los déficits cognitivos no son atribuibles de forma primaria a la presencia
de otros trastornos mentales (p. ej., trastorno depresivo mayor,
esquizofrenia).

(Lopez-Alvarez & Aguera-Ortiz, 2015)



Existen subtipos etiologicos de la clasificacion de trastornos neurocognitivos en los que
se encuentran: la apolipoproteina E4 (ApoE4), la cual estd asociada a la herencia;
ademas, también se consideran factores como el sociodemografico (edad, raza,
educacion, historia familiar), alteraciones vasculares o metabdlicas (hipertension,
hiperlipidemia, diabetes), traumatismos craneoencefalicos, estilos de vida y habitos

(dietas irregulares, obesidad, consumo de tabaco o alcohol)

5.4 Terapéutica dentro de las demencias

Actualmente no existe tratamiento para prevenir o erradicar a la demencia, pero se
dispone de tratamientos que ayudan a mantener el nivel cognitivo (orientacién
temporal/espacial, praxias, memoria), disminuir los sintomas psiquiatricos (depresion,
delirio, alteraciones del suefio), las alteraciones del comportamiento (agitacion,
conductas disruptivas, deambulacién), fomentar la autonomia y mejorar la calidad de vida
tanto del paciente como del cuidador (L6pez-Pousa & Garre-Olmo, 2007)

Los farmacos comunmente empleados en la demencia incluyen a los inhibidores
de la acetilcolinesterasa, que evitan la degradacion de la acetilcolina, presente en las
sinapsis y promueven de esta manera la neurotransmisién colinérgica. Dichos farmacos
estan relacionados y destinados a mejora los sintomas cognitivos como el aprendizaje,
la memoria y el lenguaje. Otros farmacos como la memantina actian sobre los niveles
del glutamato, como antagonistas, con el fin de evitar dafios como la disfuncion neuronal
y la muerte celular. Este farmaco también tiene efectos sobre la memoria, el lenguaje, la
capacidad funcional, los sintomas cognitivos y el comportamiento. Sin embargo, otro tipo
de sintomas conductuales y psicologicos deben considerarse; como los que necesitan
farmacos antipsicéticos, antidepresivos e hipnéticos para mejorar la agitacion,
agresividad y ansiedad (L6épez, 2015), como los reconocidos por la FDA capaces de

retardar la aparicion, avance o ambos del deterioro cognitivo (Cuadro 3).



(Lépez, 2015)
Cuadro 3. Tratamientos farmacoldgicos aprobados para retrasar el deterioro

cognitivo
Nombre del Mecanismo de Efectos secundarios
farmaco accion
Inhibidor reversible Elevacion de transaminasas, nauseas,
Tacrina de la vomito, diarrea, dispepsia, mialgia,

acetilcolinesterasa anorexia, ataxia.
Inhibidor reversible
Donepezilo de la
acetilcolinesterasa
Inhibe tanto la butiril-
Rivastigmina colinesterasa como
la acetilcolinesterasa
Inhibidor reversible
Galantamina de la
acetilcolinesterasa
Antagonista de los
Memantina receptores de N-
Metil-D-Aspartato
Es importante recalcar que ninguno de estos farmacos evita ni detiene a la

Nausea, diarrea, insomnio, vémito,
calambres, fatiga, anorexia.

Nausea, vomito, pérdida de peso,
anorexia, mareo

Nausea, vomito, diarrea, anorexia, pérdida
de peso

Fatiga, hipertensién, mareo, cefalea,
estrefiimiento, vomito, dorsalgia, confusion

enfermedad, generan efectos adversos que alteran la calidad de vida de los pacientes y
se han asociado con la incidencia de accidentes cerebrovasculares e infartos entre otras
alteraciones. Esto confirma la importancia de buscar e identificar nuevas medidas y

tratamientos para la enfermedad, sin descartar la combinacion de tratamientos.

5.5 Herbolaria y medicina tradicional en la actualidad

La herbolaria es la aplicacion de la botanica a la medicina; es decir, el uso de plantas con
propiedades medicinales contra enfermedades que aguejan al hombre para restablecer
su salud. Las plantas a lo largo del tiempo han pasado a formar parte importante de los
sistemas de medicina tradicional para mantener la salud e incrementar la calidad de vida
del hombre (Mendoza et al., 2002)

Las plantas desarrollan un papel importante en el tratamiento de diversas
patologias, fundamentalmente en los paises en desarrollo donde alrededor del 80 % de
la poblacion acude a este tipo de medicina para satisfacer las necesidades primarias de
salud. Si bien los productos de origen vegetal, particularmente las drogas secas y los

extractos, pasaron de ocupar un lugar preponderante a un segundo plano, recientemente



han vuelto, principalmente en la Medicina Occidental. Este retorno se ha propiciado por
el regreso hacia lo natural, pero también debido al desarrollo cientifico de los fito-
medicamentos y al mayor conocimiento del riesgo-beneficio de los farmacos sintéticos.

De tal manera que los conocimientos etno-médicos se han vuelto un instrumento
de informacién muy potente que permite guiar las investigaciones cientificas actuales en
la busqueda de nuevas terapias, ante una elevada diversidad de plantas por explorar, asi
como la evaluacion de sus extractos que contienen diferentes compuestos con actividad
biolégica , que pueden producir efectos terapéuticos variados; por lo que hoy la evidencia
cientifica estd llamada a validar el uso popular por un lado, y por el otro el tipo de
investigacidon que se realiza, haciéndose necesaria la interaccién entre disciplinas
cientificas y tecnoldgicas dirigidas a abordar aspectos como, la seleccion de especies
vegetales, los modelos experimentales, la preparacion de extractos y las dosis a emplear,
asi como la sustentabilidad y la propagacion de las especies de interés.

El analisis de los tratamientos herbolarios con ensayos preclinicos regidos por
protocolos aceptados con el fin de ser validados a favor de su prestigio en cuanto a
calidad, eficacia, seguridad y estabilidad es primordial. Existen numerosos avances en el
conocimiento de los principios activos de las drogas y de sus mecanismos de accion,
pero hoy dia existe un nimero importante de drogas vegetales, extractos y preparados
en los que se desconocen las caracteristicas, potencial y naturaleza de los compuestos
responsables de sus efectos farmacolégicos (Prieto-Gonzalez, et al., 2004).

5.6 Plantas medicinales en el tratamiento y prevencion de la demencia

Alrededor del mundo, las hierbas y especias han sido utilizadas para tratar
enfermedades, sus efectos medicinales son atribuidos, a sus metabolitos secundarios
gue pueden influenciar sistemas en el cuerpo y acciones fisioldgicas y metabdlicas, que
incluyen estimulacién del sistema inmune, modulacion de las enzimas de detoxificacion,
reduccion de inflamacion, efectos antioxidantes, antibacterianos y antivirales.
Actualmente se ha demostrado que las demencias son enfermedades complejas,
con mecanismos variados, implicados en su patogénesis; por lo que, su terapia debe

dirigirse a objetivos moleculares diferentes. Es por esto que se ha considerado el uso de



extractos herbales ya que se sabe contienen una gran cantidad de compuestos con la
hipotesis de actuar sobre multiples objetivos moleculares de una manera aditiva o incluso
sinérgica (Cuadro 4). Pero, se conoce parcialmente cédmo interactian entre si. La
informacion permite sugerir que la presencia de algunos componentes podria favorecer
también la estabilidad del principio activo sefialado como el responsable de los efectos
protectores en el sistema nervioso, que mitigan, previenen o retrasan los procesos
neurodegenerativos (Zhou et al., 2016b). La investigacion sobre estos temas es esencial
para el desarrollo de terapias, formadas por sustancias que amplifican cada actividad y

gue carezcan de efectos secundarios dafiinos.

Cuadro 4. Plantas reportadas por su uso en la medicina tradicional por sus
efectos contra la demencia.
Planta Familia Referencia
Acorus calamus L. Acoraceae Howes y Houghton, 2003
Aframomun melegueta  Zingiberaceae Fatumbi, 1995
(Roskoe) K. Schum
Agapanthus africanus Agapanthaceae Stafford et al., 2008
(L)) Hoffmanns
Ammocharis corarica Amarylidaceae Stafford et al., 2008
(Ker-Gawl.) Herb.
Ananas comosus (L.) Bromeliaceae Wolters, 1994; Adams et al.,
Merr 2007
Angelica sinensis (Oliv.) Apiaceae Ross, 2001; Howes and
Diels Houghton, 2003
Angelica sp. Apiaceae Perry and Howes, 2011
Annona senegalensis Annonaceae Stafford et al., 2008
Pers.
Artemisia absinthium L. Asteraceae Howes and Houghton, 2003;
Adams et al., 2007
Asparagus africanus Asparagaceae Stafford et al., 2008
Lam
Asparagus concinnus Asparagaceae Stafford et al., 2008
(Baker) Kies
Bacopa monnieri (L.) Plantaginaceae Manyam, 1999
Wettst
Barbieria pinnata (Pers.) Fabacea Schultes, 1993, 1994; Adams et
Bail al., 2007
Platycladus orientalis Cupressaceae Nishiyama et al., 1995; Howes
(L.) Franco et al., 2003
Boophone disticha (L.f.) Amaryllidaceae Stafford et al., 2008
Herb.
Brugmancia x candida Solanaceae Gonzalez Ayala, 1994; Adams et
Pers al., 2007
Bupleurum sp. Apiaceae Perry and Howes, 2011
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Camelia sinensis
Kuntze

Cannabis sativa L.
Carum carvi L.
Caryophyllus spp.

Cassia lucens Vog.

Celastrus paniculatus
willd.

Centella asiatica (L.)
Urb

Dysphania
ambrosioides (L.)
Mosyakin&Clemants
Clitoria ternatea L.
Codonopsis pilutosa
(Franch.) Nannf.
Coffea arabica L.
Convallaria majalis L.

Coriandrum sativum L.

Corydalis cava (L.)
Schw. et K.

Corydalis intermedia
(L.) M"erat

Corydalis solida (L.)
Swartz ssp. laxa
Corydalis solida (L.)
Swartz ssp. silvenensis
Crinum bulbispermun
(Burm,f.) Milne-
Redh&Schweick
Crinum moorei Hook,f
Crinum macowanii
Baker

Crocus sativus L.
CurcumalongalL.

Euphrasia nemorosa
(Pers.) Wallr.

Tetradium ruticarpum
(A. Juss.) T.G. Hartley

Ferula gummosa Bolss.

Galanthus woronowii
Losinsk

Galanthus alpinus
Sosn.

Theaceae
Cannabaceae
Apiaceae
Caryophyllaceae
Fabaceae
Celastraceae
Apiaceae
Amaranthaceae
Fabaceae

Campanulaceae

Rubiaceae
Convallariaceae

Apiaceae
Papaveraceae
Papaveraceae
Papaveraceae
Papaveraceae
Amaryllidaceae
Amaryllidaceae
Amaryllidaceae

Iridaceae
Zingiberaceae

Scrophulariaceae
Rutaceae
Apiaceae
Amaryllidaceae

Amaryllidaceae

Perry and Howes, 2011

Perry and Howes, 2011
Adsersen et al., 2006
Tabernaemontanus, 1987;
Adams et al., 2007

Schultes, 1993, 1994; Adams et
al., 2007

Howes and Houghton, 2003

Stafford et al., 2008

De Barradas, 1957; CESA,
1992, 1993; Adams et al., 2007

Howes and Houghton, 2003
Howes and Houghton, 2003

Perry and Howes, 2011
Tabernaemontanus, 1987;
Adams et al., 2007
Tabernaemontanus, 1987;
Adams et al., 2007

Adsersen et al., 2006; Adams et
al.,2007

Adsersen et al., 2006; Adams et
al.,2007

Adsersen et al., 2006; Adams et
al.,2007

Adsersen et al., 2006; Adams et
al.,2007

Stafford et al., 2008

Stafford et al., 2008
Stafford et al., 2008

Perry and Howes, 2011
Howes and Houghton, 2003;
Perry and Howes, 2011
Adsersen et al., 2008

Mantle et al., 2000; Howes and
Perry, 2011
Tabernaemontanus, 1987;
Adams et al., 2007

Perry and Howes, 2011

Perry and Howes, 2011
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Ginkgo biloba L.

Glycyrrhiza sp
Huperzia serrate
(Thunb.) Trevis

Hydrolea glabra Sxhum.

And Thonn.
Hypericum perforatum
L.

Lactuca sativa L.

Lannea schweinfurthii
Engl
Lantana camara L.

Lavandula angustifolia
Miller

Leucojum aestivum L.
Lycoris radiata Herb.
Magnolia officinalis
Rehder and Wilson
Matricaria recutita L.

Medicago sativa L.

Melissa oficinalis L.

Mentha spicata L.
Narcissus spp.
Nicotiana sp.
Ocium basilicum L.

Oruganum mejorana
Moench

Origanum Vulgare L.
Paeonia xsuffruticosa
Andrews

Panax ginseng C.A.Mey
Paullinia cupana Kunth
ex H.B.K

Petroselinum crispum
(Mil.) Nym.exA.W.Hill
Physostigma venenosa
Balf.f

Pimpinella anisum L.

Ginkgoaceae
Leguminosae
Lycopodiaceae
Hydrophilaceae
Clusiaceae
Asteraceae
Anacardiaceae
Verbenaceae
Lamiaceae
Amaryllidaceae
Amaryllidaceae
Magnoliaceae
Asteraceae

Fabaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Amaryllidaceae
Solanaceae
Lamiaceae
Lamiaceae

Lamiaceae
Paeoniaceae

Araliaceae
Sapindaceae

Apiaceae
Leguminosae

Apiaceae

Gurib-Fakim, 2006; Perry and
Howes, 2011

Perry and Howes, 2011
Howes et al., 2003; Adams et
al., 2007; Perry and Howes,
2011

Fatumbi, 1995; Adams et al.,
2007

Perry and Howes, 2011

Schweitzer de Palacios, 1994;
Adams et al., 2007
Stafford et al., 2008

Muller-Ebeling and Ratsch,
1989; Adams et al., 2007
Adsersen et al., 2006; Perry and
Howes, 2011

Perry and Howes, 2011

Howes and Houghton, 2003
Howes and Houghton, 2003

Tabernaemontanus, 1987;
Adams et al, 2007
Finkler,1985; Adams et al., 2007

Lonicerus,1679; Mills, 1991;
Perry et al., 1998; Mantle et al.,
2000; Adsersen et al., 2006;
Adams et al., 2007; Perry and
Howes, 2011

Adsersen et al., 2006

Perry and Howes, 2011

Perry and Howes, 2011

Fuchs, 1543; Sfikas, 1980;
Adams et al., 2007

Fuchs, 1543; Adams et al., 2007

Adsersen et al., 2006
Mantle et al., 2000

Perry and Howes, 2011
Taylor, 1998; Adams et al., 2007

Adsersen et al., 2006
Mantle et al., 2000

Adsersen et al, 2006
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Piper methysticum G.
Forst
Polygala tenuifolia Willd

Pteroselinum vulgare
(Mill.) Nym. And A.W.
Hill

Rosmarinus officinalis
L.

Ruta graveolens L.
Salvia lavandulifolia
Vahl.

Salvia miltiorrhiza Bung
Salvia officinalis L.
Scadoxus multiflorus
(Martyn) Raf
Syzygium aromaticum
(L.) Merrill and Perry
Tagetes lucida Cav.

Terminalia chebula Retz
Theobroma cacao L.
Thymus vulgaris L.
Valeriana officinalis L.

Vinca minor L.
Vitis vinifera L.

Piperaceae

Polygalaceae

Apiaceae

Lamiaceae

Rutaceae
Lamiaceae

Lamiaceae
Lamiaceae
Amaryllidacea

Myrtaceae

Asteraceae

Combretaceae
Sterculiaceae

Lamiaceae
Valerianaceae
Apocynaceae
Vitaceae

Perry and Howes, 2011

Duke and Ayensu, 1985; Chang

et al.,1986; Howes and
Houghton, 2003
Adams et al., 2007

Adsersen et al, 2006

Adsersen et al., 2006
Perry and Howes, 2011

Howes and Houghton, 2003
Adams et al., 2007
Stafford et al., 2008

Tabernaemontanus 1987;
Adams et al., 2007
Ortiz de Montellano, 1990;
Adams et al., 2007

Misra, 1998; Manyam, 1999;
Howes and Houghton, 2003
Roeder, 1988; Adams et al.,
2007

Adsersen et al., 2006

Perry and Howes, 2011
Perry and Howes, 2011
Perry and Howes, 2011
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5.7 Estudios preclinicos de plantas con potencial terapéutico en demencias

Los estudios preclinicos han servido como método de tamizaje para el uso de plantas
potencialmente eficaces, seguras y para validar cientificamente el uso de la medicina
popular en estos productos (Cuadro 5). En el caso de la demencia, donde la fisiopatologia
de la enfermedad es compleja y se desconoce su origen como tal, se reconocen en
general algunas alteraciones como lo son la presencia y acumulacion de agregados de
proteinas, asociado a mutaciones o cambios post traduccionales de las proteinas, como
la fosforilacion, dafio oxidante y/o modificaciones de su estructura. El estudio de los
productos naturales ha permitido proponer el control de los dafios a las proteinas

asociados a la aparicion de estados demenciales.

Cuadro 5. Plantas con estudios preclinicos que han demostrado su potencial uso
contra la demencia.
Planta Compuesto Implicaciéon Referencia
quimico
Curcuma Longa Curcumina Aumenta citoquinina Shytle, R.D. et
L. antiinflamatoria IL-4 al 2009
Reduce niveles de tau y beta-
amiloide
Myrica cerifaL. (+)-aR,11S- Reduce los niveles de tau Jones, J. et al.
myricanol,
myricetina y 2011
myricitrina
Cinnamomun Cinamaldehido Inhibe la agregacion de tau, Peterson, D.W.
zeylanicum  J. desestructura los agregados y et al 2009
Presl desestabiliza las  hélices
formadas por pares de esta
proteina
Taxus brevifolia Paclitaxel Se comprobé en ratones Das, V.y Miller
Nutt transgénicos que recupera el J.H.2012
transporte rapido axonal y
aumenta y estabiliza el namero
de micro tdbulos. Mejora el
deterioro motor.
Rheum Emodin Inhibe la formacion de hélices Pickhardt, et
palmatum L. por pares de filamentos de al.,2004
proteina tau. Inhibe la
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Allium sativum

L.

Camellia
sinensis
(L.) Kuntze

Salvia
miltiorrhiza B.

Nelumbo
nucifera Gaerth

Panax

notoginseng F.
H. Chen ex C. Y.

Wué&K. M.

Phellinus linteus

Berk, et Curt.

Glycyrrhiza
glabra L.

Vitis vinifera L.

S-alil-cisteina,
dialil-disulfuro

Epigalocatequina
3 galato

Cryptotanshinona

Neferina

Ginsenoésido Rgl

Hispidina

2,2°,4"-
Trihidroxychalcona

Quercetina

formacion de agregados de
proteina tau.
Propiedades
amiloidogénicas,
antiinflamatorias y evitan la
formacion de agregados tau en
ratones.

Protege contra la toxicidad
producida por beta-amiloide,
actividad antioxidante, asi
como regulador positivo de la
actividad de alfa-secretasa
aumentando los niveles de
sAPPalfa, induce la
fosforilacion de PKC.
Antiinflamatorio, antioxidante,
regula positivamente la alfa-

anti-

secretasa, aumenta la
actividad y sefalizaciéon
colinérgica.
Inhibe BACE1l, e inhibe
colinesterasa en modelos
celulares.
Antioxidante

Antiiflamatoria

En modelos de animales
inducidos con escopolamina
mejora el estado cognitivo.

Se demostré en estudios en
lineas celulares Rg1 que inhibe
la actividad de BACEl vy
protege de lesiones producidas
por beta amiloide

Inhibe BACE 1 de forma no
competitiva.

Antioxidante

Inhibe PKC en su isoforma
beta

Antioxidante

Antiinflamatorio

Inhibe la enzima BACE1,
suprime la ruptura de P de la
APP y la formacion de la placa
beta amiloide en modelo
animal.

Elimina ROS

Antioxidante

Inhibe la formacién de fibras de
beta amiloide en cultivos de
hipocampo.

Chaudan, N.B.
2006

Rezai-Zadeh,
K.
et al 2005

Mei, Z. et al
2010

Jung, H.A. et
al., 2010

Wang,
Du,
G.H., 2009

YH. vy

Park, I.H. et al
2004

Zhu, Z., et al.,
2010

Sabogal-
Guaqueta A.M.,
etal., 2015
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Pteridofitas
Briofitas
Pinofita
Magnolofita

Huperizia
serrata Trevis.

Melissa
officinalis L.,
Rosmarinus
officinalis L.,
Origanum

vulgare L. o
Salvia officinalis
L..

Berberis
aquifolium
Pursh, Berberis
bulgaris L.,

Luteolina

Hupercina A

Acido rosmarinico

Berberina

Antioxidante

Antiinflamatorio

Reduce la hiperfosforilacion de
tau inducida por zinc.
Disminuye la secrecion de
beta- amiloide

Inhibe la apoptosis de APP y la
secrecion de beta amiloide.
Inhibe la apoptosis de caspasa
reduciendo la generacién de
ROS intracelulares,
aumentando la actividad de
SOD vy revirtiendo el dafio
producido en el potencial de
membrana mitocondrial

inhibe factores apoptoticos,
como la caspasa-3, Bax y p53
y regular la expresion vy
secrecion de NGF (factor de
crecimiento  nervioso). Su
capacidad neuroprotectora
esta asociada a la reduccion
de las placas de amiloide y
beta-amiloide oligomérico en el
coértex y el hipocampo.
Antagoniza los receptores
NMDA de glutamato. Devuelve
la funcionalidad a la
mitocondria restaurando la
actividad enzimatica de la
cadena transportadora de
electrones y previniendo la
reduccion de ATP inducida por
el beta-amiloide.

Antioxidante

Antiinflamatorio

Previene significativamente el
deterioro cognitivo producido
por el beta-amiloide,
principalmente actuando en
NF-kB y TNF-a. También
reduce la hiperfosforilacion de
tau e inhibe la formacién de
ROS, la fragmentacion del
ADN vy la activacion de la
caspasa 3.

Disminuye los niveles de APP
y la hiperfosforilacion de APP y
TAU. Promueve la
supervivencia y diferenciacién

Sawmiller, D.,
etal., 2014

Peng, Y. et al
2006.

Taguchi, R., et
al., 2017

Hussien, H.M.,
et al., 2018
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Berberis cristata de células precursoras de
G. o Hydrastis hipocampo y la regeneracion
canadensis L. de nervios dafados del
sistema nervioso periférico.
Inhibe significativamente la
produccion de factores
inflamatorios como IL-6, COX-

2 yiNOS.
Antioxidante, Inhibidora de
acetilcolinesterasa y

butirilcolinesterasa

Olea europea L. Oleuropeina y Impiden la agregacion del Rigacci, S.
Oleocantal amiloide y contrarrestan su 2015
toxicidad. Actian

principalmente sobre el
procesamiento de la proteina
precursora de amiloide, sobre
beta-amiloide, sobre la
agregacion de tau,
neuroinflamacion, ademas de
su ya conocida accibn como
antioxidante.

Cabe destacar que dos de los medicamentos mas empleados en el tratamiento de
la demencia, la Galantamina y la Rivastigmina derivan de materia vegetal, lo que impulsa
el desarrollo de mas estudios en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos derivados

de plantas, para el tratamiento de la demencia.
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5.8 Brassica juncea L. Czern

Brassica juncea (L.) Czern es conocida como mostaza parda, mostaza China o mostaza
de la India. Pertenece a la familia Brassicaceae o Cruciferaes, y se caracteriza por sus
hojas ovadas u obovadas, simples y pecioladas; las flores se presentan en
inflorescencias racimosas con cuatro sépalos libres y cuatro pétalos de color amarillo, las
flores son bisexuales y poseen dos estambres largos y dos estambres cortos. Su fruto se
presenta en forma de silicuas glabras y cilindricas, extendidas a erectas, de 3 a 6 cm de

largo. Semillas globulares, de 1.5 a 2 mm de didmetro, castafio obscuro, con la testa

finamente reticulada (Figuras 1 a 3).

Figura 1. Flores de B. juncea

Figura 3. Semillas de B. juncea
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5.9 Distribucién de Brassica juncea (L.) Czern

Esta hierba anual se origind por hibridacion natural entre la mostaza negra (Brassica nigra
(L.) Koch) y la mostaza de nabo (Brassica rapa L.) manteniendo completamente el
genoma de ambas especies; por lo tanto, es anfidiploide. La especie se encuentra
distribuida en Europa, Africa, Norteamérica y Asia; pero, varios autores concuerdan en
que el oriente de la India, el Caucaso y China son los centros de origen de dicha especie
(Fig. 4) (Fu et al., 2006; Small, 2006; Dixon, 2007).

Figura 4. Distribucién geogréaficay probables centros de origen de diferentes especies de
Brassica (Dixon, 2007)

En México se ha documentado su presencia en Sonora, San Luis Potosi, Chiapas,

Estado de México, Tabasco, Tamaulipas, Oaxaca, Puebla, Querétaro y Veracruz (Fig. 5)
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1000 0 1000 Kiometros

Figura 5. Distribucion geografica Nacional de B. juncea (Dixon, 2007)

5.10 Usos etnobotanicos de Brassica juncea (L) Czern.

B. juncea tiene importancia econémica y es conocida en la India, por sus propiedades
medicinales y valor nutritivo. En general, todas las estructuras de la planta son
comestibles y se usan en preparados medicinales. Las semillas de mostaza se han
utilizado tradicionalmente para el tratamiento del reumatismo muscular, neuralgias que
cursan con inflamacion, vémito y el dengue (John, 2011).

En China, la semilla de mostaza es un remedio popular para la artritis, el dolor de
pies, el lumbago y tratamiento de tumores; las hojas se usan para preparar sopas para
infecciones de la vejiga, inflamacién o hemorragia. Ademas, en Corea, las semillas se
utilizan para abscesos, resfriados y trastornos estomacales. También se informa que las
semillas son hipoglucemiantes (Thirumalai et al., 2011) antioxidantes (Dubie et al., 2013)
antidiabéticas (Grover et al., 2003) ansioliticas (Yoon et al., 2007) y hepatoprotectoras
(John, 2011). Los estudios permiten sugerir que las semillas presentan potencial

terapéutico contra varios trastornos. Sin embargo, falta una evaluacion definitiva de la
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naturaleza quimica de los constituyentes implicados y los efectos terapéuticos

potenciales en las patologias previamente sefaladas.

5.11 Composicién quimica de Brassica juncea (L) Czern.

B. juncea produce fitoquimicos bioactivos que incluyen glucésidos, flavonoides, &cidos
fendlicos, esteroles, triterpenos, glucosinolatos (GLS), proteinas e hidratos de carbono
(Appelqgvist et al., 1973; Das et al., 2009; Fabre et al., 1997; Jung et al., 2009; Li et al.,
2000; Sang et al., 1984; Yokozawa et al., 2002;).

Los glucosinolatos son compuestos organicos que se caracterizan por un grupo
funcional derivado de glucosa unido a una oxima sulfonada a través de una cadena lateral
gue puede ser alifatica, aromatica o heterociclica (Chew, 1988). B. juncea se caracteriza
por poseer glucosinolatos principalmente sinigrina (Carlson et al., 1987; Hill et al., 1987,
Sang et al., 1984), p-hidroxibencil glucosinolato, 9 (metil sulfonil) nonil glucosinolato y 8
(metil sulfonil) octil glucosinolato (Fabre et al., 1997).

Los polifenoles mas abundantes en B. juncea son los flavonoides, dichos
compuestos se caracterizan por la presencia de una cadena comprendida por quince
carbonos con dos anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos. Siendo
los de mayor importancia dentro de la especie: Quercetina, Kaempferol e Isorhamnetina
(Aron & Kennedy, 2008; Crozier et al., 2006; Hollman & Arts, 2000).

Dentro de los flavonoides, las antocianinas son el grupo mas importante de
pigmentos vegetales, considerados como componentes multifuncionales de los alimentos
debido a sus actividades antioxidantes y otras propiedades biol6gicas benéficas, siendo
la antocianina mas comun, la cianidina (Moreno et al., 2010; Tatsuzawa et al., 2006).

El aceite de la semilla de mostaza presenta principalmente glicéridos: acidos
erdcico, eicosanoico, araquidico, nodecanoico, behénico, oleico y palmitico, ademas del
acido a-linolénico y el acido araquidonico (Joardar & Das, 2007). Asi como una alta
cantidad de fitoesteroles, donde se encuentran: brasicasterol. Campesterol, B-sitosterol,
avenasterol y trazas de A7stigmasterol (Li et al., 2000).

B. juncea posee compuestos como alil isotiocianato, 3-butenil isotiocianato y fenetil

isotiocianato (Yu et al., 2003).
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Debido al potencial terapéutico de algunos metabolitos secundarios presentes en

la planta de B. juncea se ha utilizado en estudios preclinicos, para comprobar su utilidad

en la prevencion y tratamiento de enfermedades no transmisibles con las que se ha

relacionado (Cuadro 6).

Cuadro 6: Compuestos quimicos aislados de Brassica juncea (L.) Czerny su

Compuesto aislado

Glucosinolato
Sinigrina

Isotiocianato
Alyl isotiocianato
Fenil isotiocianato

Compuestos fendlicos
(Acido sinapico,
Sinapina)

Acidos grasos

(Acido a-linolénico)
Glucésidos de
Kaempferol

(Kaempferol 1-O-B-D-
glucopiranosil-(173)-
[Bglucopiranosil-(™> 6))]-
glucopiranosido)

Otros compuestos
flavonoides
(Isorhamnetina 3,7-di-O-
B-D-glucopiranosido
Proteinas

Napina

Juncina

potencial terapéutico
Actividad

Goitrogénico

Actividad fungicida
Actividad antitumoral
Antimicrobiano
Actividad antioxidante

Ansiolitico
Actividad antioxidante
Mejora la cognicion.

Desarrollo de la actividad

de astrocitos
Actividad antioxidante

Efectos antioxidantes

Antifangico
Antialergénico

Referencia

Yu et al, 2003; Carlson et
al., 1987; Tripathi et al.,
2001; Goetz &Schraudolf,
1983; Schreiner et al.,
2009.

Mayton et al., 1996;
Luciano & Holley, 2009;
Kumar et al., 2009; Manesh
& Kuttan, 2003. Thejass &
Kuttan, 2007.

Yoon et al., 2007; Karakida
et al., 2007; Zou et al.,
2002.

Joardar et al., 2007; Chew,
1988.

Jung et al., 2009; Kim et
al., 2002.

Yokozawa et al., 2002,
2003.

Appelgvist et al., 1973;
Dasgupta et al., 1995;
Jyothi et al., 2007; Ye &
Ng, 2009.
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5.12 Farmacologia

Las semillas de B. juncea se usan ampliamente en la medicina tradicional del mundo.

Existen reportes que mencionan la irritacion e inflamacién provocada por su aceite, lo que

condujo al desarrollo de modelos experimentales dirigidos a la comprension de los

procesos biologicos involucrados en sus mecanismos de accién. De esta manera se

demostrd su relacién con procesos como la vascularizacion e inflamacion neurogénica

cutdnea. Los glucosinolatos e isotiocianatos derivados de dicha especie, poseen

propiedades anticancerigenas (Bhattacharya et al., 2010; Shapiro et al., 1998). La

presencia de acidos grasos poliinsaturados y fitoesteroles, sugiere un potencial protector

en contra de dafio cardiovascular entre otros beneficios (Cuadro 7).

Cuadro 7. Efectos terapéuticos sugeridos para Brassica juncea (L.) Czern.

Anti diabético /Anti hiperglucémico/
Actividad hipoglucémica

Actividad ansiolitica
Actividad Inflamatoria

Desarrollo de la actividad en astrocitos
Antioxidante / Barrido de peroxinitrito
Estudios hematoldgicos e histolégicos

Antiaterogenico / perfil lipidico

Actividad antimicrobial

Actividad antitumoral

Actividad
cognitiva
Alergénico
Defensa contra insectos

protectiva cerebral vy

Goitrogenico

Grover et al., 2002; Khan et al., 1995B;
Yadav et al., 2004; Grover et al., 2001;
2003.

Yoon et al., 2007.

Inoue et al., 1997; Fiorentino et al., 1999;
Zhang et al., 2006.

Joardar et al., 2007.

Kim et al., 2003; Jung et al., 2009;
Yokozawa et al., 2002, 2003; Zou et al.,
2002; Khan et al., 1997.

Khan et al., 1995A, Tripathi et al., 2008
Khan et al., 1996A,1996B,1997; Jo et al.,
1993.

Ye & Ng, 2009; Mayton et al., 1996;
Luciano & Holley, 2009; Lin et al., 2000;
Guan et al., 2008; Li et al., 2000.

Kumar et al.,, 2009; Khan et al., 1996b;
Manesh & Kuttan, 2003; Thejass &
Kuttan, 2007.

Karakida et al., 2007

Jyothi et al., 2007; Monsalve et al., 1993
Blau et al., 1978; David & Gardiner, 1966;
Nault & Styer, 1972; McCloskey & Isman,
1993; Wadleigh& Yu, 1988.

Tripathi et al., 2001.

23



6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material vegetal

Semillas de B. juncea se adquirieron en “Semillas Las Huertas” que las importa de China.
El aceite de aguacate se utilizé de la marca San Lucas.

6.2 Obtenciodn del extracto

Las semillas de B. juncea pulverizadas se maceraron durante 24 horas, en proporcion de
10 g por 90 ml de agua destilada. El extracto acuoso se separo de los residuos mediante
filtracion con una manta de cielo e inmediatamente se congeld con nitrogeno liquido para
eliminar el agua en un liofilizador (Figura 6)

Maceracion y

Semillas de mostaza filtrado

(Brassica juncea (L.)

Liofilizado Obtencion del

Congelado con extracto
nitrégeno liquido

Figura 6. Obtencion del extracto de semillas de mostaza (Brassica juncea (L.)
Czern)
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6.3 Sujetos

En el estudio se utilizaron 60 ratones macho de la cepa C57/Black 6J (25-30 g de peso),
separados aleatoriamente en cajas de acrilico, en grupos de cinco. Los animales tuvieron
alimento y agua ad libitum, y permanecieron a 22°C constante y fotoperiodo luz:
obscuridad 12:12 horas, de acuerdo con lo recomendado por los comités de ética e
investigacion cientifica y la NOM-062-Z00-1999.

Figura 7. Ratén de la cepa C57 Black/ 6J

6.4 Administraciéon de los tratamientos

El extracto acuoso de mostaza y aceite de aguacate fueron administrados con el alimento
de los animales, cada tratamiento fue aleatorio entre los grupos experimentales. El
extracto de mostaza administrado fue 200 y 400 mg/kg y 300 mg/kg de aceite de aguacate

a cada animal diariamente.

Para esto, el alimento de consumo diario se tritur6, se adicioné la cantidad
necesaria para alcanzar la dosis de extracto correspondiente en cada caso. La mezcla
se hidraté con agua desionizada. La pasta mostrd consistencia arenosa pero aglutinante,
y se utilizé para formar cilindros similares a los pellets originales. Para lo que se utilizd
una jeringa de 20 ml y compresion manual. Los cilindros de alimento se colocaron en
bolsas que fueron sumergidas en nitrogeno liquido para mejorar su dureza. Por ultimo,
los cilindros del alimento se dejaron secar al aire y temperatura ambiente durante 8 horas

minimo antes de proporcionarlas a los animales. Cada dia, el alimento fue retirado y
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pesado con el fin de evaluar el consumo diario de cada uno de los ratones, y sustituido

por nuevo, para evitar la oxidacion de los componentes de los extractos (Figura 8).

Formacioén de

. . Pellets Presentacion final
Alimento pulverizado de los Pellets

adicionado con mostaza
0 aceite de aguacate

Figura 8. Elaboracion de pellets adicionados con el extracto a evaluar (Extracto de
mostaza con 200 o 400 mg/kg y Aceite de aguacate con 300 mg/kg, como control de
neuroproteccion antioxidante por alimento rico en acidos grasos)

6.5 Disefio experimental

El presente es un estudio de casos y controles, pareado, prospectivo y longitudinal. La
administracion de los extractos en la dieta fue llevada a cabo durante los 15 dias previos
a la evaluacion cognitiva. Posterior a los primeros 7 dias, los ratones recibieron una dosis
de escopolamina diaria a una dosis de 1 mg/kg por via intraperitoneal hasta alcanzar los
15 dias. Treinta minutos antes de comenzar las pruebas de laberinto en T (T-maze.),
todos los animales recibieron una administracion de vehiculo (solucion salina) o de
escopolamina, dependiendo del tratamiento asignado aleatoriamente. Los animales

fueron separados en seis grupos experimentales de la siguiente manera:
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Control: Alimento normal + solucién salina (Vehiculo de escopolamina)

Escopolamina: Alimento normal + escopolamina

Brassica: Alimento con extracto de mostaza + sol. salina

Brassica + Escopolamina: Alimento con extracto de mostaza + escopolamina

Aguacate: Alimento con aceite de aguacate + Sol. Salina (control positivo de tratamiento)

Aguacate: Alimento con aceite de aguacate + escopolamina (control positivo de potencial

antioxidante)

Prueba de Memoria de
Trabajo Espacial

Dial Dia 15
Dia7

v

Administracion de alimento adicionado con el
extracto a evaluar

>

Administracion de escopolamina o solucidn salina

Linea temporal del tratamiento de los animales de los diferentes grupos experimentales. El dia 16
se realizd la eutanasia de los animales para la diseccion del tejido hipocampal.

6.6 Cambio ponderal

Durante el desarrollo del estudio, se registraron los cambios en el peso de los animales
de manera semanal en cada uno de los grupos experimentales. Esto se realizd para
determinar si el tratamiento no afecté el peso de los animales, y corroborar que estos
consumieran el alimento normalmente, sin efecto negativo del extracto en el alimento. Es
importante mencionar que no se observo diarrea, pérdida de peso, alteraciones de la
conducta social o de otra indole como resultado de la ingesta del extracto.
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6.7 Evaluacion de la conducta
6.7.1 Laberinto en T (T- Maze).

El laberinto en T consiste de una placa basal no reflectante de tres brazos con las mismas
dimensiones (30 x 6 x 10 cm), (Columbus Instruments, Baltimore). Dicho laberinto, cuenta
con un sistema acoplado a rayos de luz infrarroja y sensores de interrupcion de la luz,
gue permiten el seguimiento y andlisis de deteccion del tipo y cantidad de desplazamiento
que los sujetos realizan dentro del laberinto. Consta de tres puertas deslizables de
manera manual, que permiten el confinamiento o aislamiento de los animales en

cualquiera de los espacios que conforman el equipo.

La prueba se llevd a cabo una vez terminado el tratamiento de cada grupo,
comenzando con una prueba de “eleccién forzada”, seguida de catorce pruebas de
eleccion libre. Cada sujeto comenzé la prueba en la caja de inicio donde se colocé por
diez segundos. Posteriormente se le permitio el acceso al laberinto permitiéndole explorar
s6lo un brazo del laberinto, una vez que el sujeto regresara a la caja de inicio en la que
permaneceria nuevamente por cinco segundos. Se llevaron a cabo las catorce pruebas
libres, donde se le permitid elegir el brazo a explorar. Los sujetos fueron retiraron del
laberinto tan pronto como las catorce pruebas fueron completadas, o una vez

transcurridos 10 min.

Cada ocasion en que el animal visitaba de manera alternativa el brazo opuesto al
brazo previamente visitado, se consideraba como una alternancia. Los roedores son
animales curiosos y en el caso de los ratones en especifico, sumamente activos también.
De manera que, cuando un raton visita un espacio, si recuerda el brazo visitado
previamente, su siguiente eleccion sera el brazo contrario. Cada una de estas decisiones

alternativas, es considerada como una alternancia.

Los resultados se expresan como el porcentaje de alternancias efectuadas/ total
de las alternancias posibles (definida como el nimero de entradas totales menos uno)
multiplicado por cien. Los animales que no completaron la prueba en diez minutos fueron
excluidos del analisis, por considerarlos con una conducta exploratoria pobre. La prueba

de Laberinto en T se llevo a cabo treinta minutos después de la dltima administracion de
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escopolamina. El tiempo requerido para completar las 14 pruebas, también fue registrado
(Amico et al., 2007).

Figura 9. Laberinto en T (Col. Inst.)
El porcentaje de alternancias se
obtuvo del cociente de |las
alternancias efectuadas entre el
namero total de alternancias posibles
multiplicado por cien. Las
alternancias posibles = numero de
entradas totales — 1).

6.8EVALUACION BIOQUIMICA

Después de la prueba de conducta los animales fueron sacrificados 24 horas después
para extraer el hipocampo de los cerebros de los sujetos experimentales, el cual fue
congelado con nitrégeno liquido, pesado y conservados a -80 °C hasta el momento de su
analisis.

6.8.1 Cuantificacion de proteinas

El tejido hipocampal se homogenizdé con agua destilada en relacién 1:20 volimenes,
mediante sonicacion. De este se reservaron 50 pl para medir la concentracion de
proteinas. La muestra se diluyé con agua 1:20 (10 pl de muestra en 190 pl de agua

desionizada) y se obtuvo una curva con las siguientes diluciones.
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Cuadro 8. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteinas

P 0 Agua AID a 0 e aclo

O ug

1 40 0 0

2 35 5 12.5

3 30 10 25

4 25 15 37.5

5 20 20 50

6 10 30 75

7 0 40 100

En placa se depositaron

Volumen Muestra

40 ul de punto de la curva 40 pl de muestra

200 pl de mezcla de Lowry 200 pl de mezcla de Lowry
Se deja reposar por 10 min. Se deja reposar por 10 min,
20 pl de Folin fenol (1:1) 20 pl de Folin fenol (1:1)

Se deja reposar por 30 min, y posteriormente se lee a una longitud de onda de 550

nm.
6.8.2 Actividad de AChE hipocampal

Una vez obtenido el tejido (hipocampo), este fue homogeneizado en un buffer de fosfatos
(0.1 M, pH=7.4; 100 mg/ml). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 15 min. Una vez centrifugadas, se tomaron 15 pl del sobrenadante de cada
muestra y se colocaron en una placa adicionando a cada pozo 162.5 ul de buffer de
fosfatos y 6.25 pl de DTNB 10 mM pre-incubando por 3 min para poder tomar la primera
lectura, una vez tomada ésta lectura se inici6 la reaccion adicionando a cada pozo 6.25
ul de yoduro de acetil-thiocolina (100 mM) para nuevamente tomar 5 lecturas de las
intensidades derivadas de la accion de la enzima presente, registrada por medio de
cambios de absorbancia a 412 nm durante 10 min a intervalos de 1 min en un lector de

microplacas de UV/VIS (Modelo Eon, Biotek. USA). Los resultados se expresan en
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términos de Unidades Internacionales de Sustrato hidrolizado por minuto por miligramo

de tejido.
6.8.3 Contenido hipocampal de GSH

Una vez disecado el tejido hipocampal de los cerebros de los ratones, las muestras fueron
homogeneizadas en frio con 0.5 ml de HPO3 (25%), posteriormente fueron agregados
1.875 ml de BF-EDTA (50 um pH=7). Se reservo 1 ml en tubos eppendorf color &mbar y

se procedi6 a centrifugar a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

Posteriormente, en una placa negra, protegida de la luz (tapa cubierta con papel

aluminio), se agregaron:

Para la curva: Para muestras:

110 pL de buffer a cada pozo 145 L de buffer a cada pozo
30 pL de muestra 15 puL de muestra

30 uL de OPA 15 pL de OPA

La placa se mantuvo a temperatura ambiente y agité por 15 min Posteriormente,
se realizé la lectura de la placa a una longitud de onda de 350 nm de excitacion y 420 nm
de emisién con una sensibilidad de 90% en un lector de placas de Fluorescencia (FLx800;

Biotek Instruments, Inc., USA).

A la par de la preparacion de las muestras se construyeron diariamente curvas de

calibracion:

Cuadro 9. Curva de calibracion para la cuantificacion de GSH

anda O e aClO B e

O
1 0 1000 0
2 0.300 940 60
3 0.600 880 120
4 1.2 760 240
5 2.4 520 480
6 4.8 40 960

Los resultados obtenidos se expresan como pmol/mg proteina
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6.9 Evaluacién fitoquimica del extracto
6.9.1 Cuantificacion de fenoles totales:

La evaluacion del contenido total de fenoles de los extractos de mostaza y aceite de
aguacate se realiz0, mediante el método de Folin-Ciocalteu, por lo que de acuerdo con
este método se llevd a cabo la elaboracion de una curva con acido galico.

La curva se preparo6 a partir de la solucion de acido gélico 0,1 mg/ml:

Cuadro 10. Curva de calibracion para la deteccién de fenoles

ol. de acido galico once aclo ol. de agua
0 0 s 0 desio ada

Blanco 0 0 500

1 20 32 480

2 40 64 460

3 80 128 420

4 160 256 340

5 320 512 180

6.9.1.1 Preparacién de la muestra de Brassica juncea (L.) Czern

Se pesaron 5 mg del extracto acuoso de B. juncea y se disolvieron en 1 ml de agua, para
la correcta dilucion de la muestra, estas fueron sometidas al fenémeno de cavitacion
mediante un ultrasonido (sonda ultrasénica) por un minuto, cada muestra era de reciente
preparacién. A partir de esta solucidon se adecuaron tres diferentes concentraciones con

10, 20 y 40 pl, llevando cada uno a 1 ml con agua des ionizada para su posterior lectura.
6.9.1.2 Preparacion de la muestra de aceite de aguacate

Para la cuantificacién de fenoles en el aceite de aguacate se procedio a realizar antes un
lavado de dicho extracto con la finalidad de remover la fraccion no polar y asi poder
detectar a los fenoles, por lo que se procedio al siguiente lavado. A partir de esta solucion
se prepararon tres concentraciones con 10, 20 y 40 ul, llevando cada uno a 1 ml con agua

desionizada para su lectura.
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Lavado con cartucho SPE C18con 6ml de hexano,
posteriormente 6 ml de metanol-Agua (80/20 v/v)
yseguido de 3 ml de acetonitrilo

Dilucién de 3 g de aceite de aguacate en 6 ml de
hexano y paso por el cartucho.

Lavado al vacio con 10 ml de hexano
(Eliminacién de la fraccidn no polar del aceite)

Elucién de los compuestos fendlicos con 8 ml de
Metanol/Agua (80/20 v/v) y 4 ml de Acetonitrilo

Evaporacion hasta 2 ml con Rotavapor, 40 °C
Filtracién en membrana PTFE de 0.45 mm

Figura 10. Lavado de aceite de aguacate, para la deteccion de fenoles y flavonoides

Una vez preparadas las soluciones y el extracto se procedioé de la siguiente manera:
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Diluciones de Ac. galico Diluciones del extracto

Afiadir Folin 1N (250pl)

Sonicar 5 min

Afiadir Na,CO, al 20% (750
ul)

Agitar

Reposar por dos horas

Afiadir Folin 1N (750pl)

Sonicar 5 min

Afiadir Na,CO,al 20 % (750
W)

Agitar

Reposar por dos horas

Leer a 760 nm, lector de Leer a 760 nm, lector de
placas UV/VIS placas UV/VIS

Figura 11. Procedimiento para la cuantificacion de fenoles totales del extracto de
mostaza y aceite de aguacate.

6.9.2 Cuantificaciéon de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales del extracto acuoso y el aceite de aguacate, se
determind por el método de Kumazawa, Hamasaka & Nakayama, 2004, que se basa en
la formacion de complejos con cloruro de aluminio (AICI3). La curva de calibracion

correspondiente se hizo utilizando como estandar el flavonoide Rutina (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Curva de calibracion para la deteccion de flavonoides

4nda ol. De R a (0 0 e aclo ol. De agua
0 A 0 desio ada
Blanco 0 0 1000
1 25 25 975
2 50 50 950
3 100 100 900
4 200 200 800
5 400 400 600
6 800 800 200

6.9.2.1 Preparacion de la muestra de Brassica juncea (L.) Czern

Se pesaron 5, 10 y 20 mg del extracto acuoso de B. juncea y se diluyeron en 1 ml de
agua destilada, para la correcta dilucion de la muestra, esta fue sometida al fenémeno de
cavitacion mediante un ultrasonido (sonda ultrasénica) por un minuto, cada muestra fue

de reciente preparacion.
6.9.2.2 Preparacion de la muestra de Aceite de aguacate

Para la cuantificacion de fenoles en el aceite de aguacate se procedio a realizar antes un
lavado de dicho extracto con la finalidad de remover la fraccion no polar y asi poder
detectar los compuestos fendlicos, por lo que se procedio al siguiente lavado. A partir de
esta solucidon se prepararon 3 diferentes concentraciones tomando 10, 20 y 40 ul,

llevando cada uno a 1 ml con agua des ionizada para su posterior lectura.

Una vez preparadas las diluciones del extracto se realizé lo siguiente:
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Diluciones de Rutina 6 Extracto

(20p1)

Adicion de 20pl de agua desionizada
+ 6 pl de NaNO, al 5%

Agitar y dejar reposar por 5 min

Afiadir 6pl de AICI; al 10%

Incubar por 6 min

Adicionar 80 pl de NaOH al 4%

Llevar a 200 pl con agua
desionizada (+68ul)

Leer a 402 nm, lector de placas
UV/IVIS

Figura 12. Procedimiento para la cuantificacion de Flavonoides totales del extracto de
mostaza y aceite de aguacate.

7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento del extracto

El rendimiento del extracto obtenido de la semilla se le calcul6 a partir del peso seco. Por
cada 200 g de semilla se obtuvieron 13.6 g de extracto, equivalente a un rendimiento de
6.58 %.
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7.2 Cambio ponderal

Se registro el cambio ponderal de ratones macho C57 Black/6J durante dos semanas de
los tratamientos (Cuadro 12). Los cambios en el peso de los animales no fueron
significativos respecto al control. Por lo que se considero viable emplear la primera dosis

para determinar su potencial terapéutico

Cuadro 12. Cambios ponderales a lo largo de dos semanas para estimar la ingesta de
alimento

Control 23.79 £ 1.02 26.56 £ 0.91 28.68 £ 0.61
Brassica 25.82 £ 0.47 28.74 £ 0.62 28.58 £ 0.75
Escopolamina 25.58 + 0.93 27.79 £ 0.68 28.63 £ 0.44
Brassica + 26.27 £ 0.63 27.96 £ 0.63 28.9+0.73

Escopolamina

7.3 Prueba de memoria espacial en el Laberintoen T

Los cambios en el porcentaje de alternancias para cada tratamiento mostraron que con
escopolamina reprodujo el efecto de disfuncién cognitiva en los animales (Fig. 13), similar
a lo reportado previamente (Deacon & Rawlis, 2006). Esto se observd a través de la
reduccion en el porcentaje de alternancias con respecto al grupo control (p=0.0004; f=
68.22).

7.3.1 Efecto de la dosis de 200 mg/kg en la respuesta cognitiva

La dosis de 200 mg/kg de Brassica demostré ser capaz de bloquear el efecto deletéreo
de la cognicion de los animales expuestos al modelo de escopolamina (p<0.05 vs control;
f= 0.31). Este efecto no mostr6 ser estadisticamente diferente al ejecutado por la

administracion del aceite de aguacate, ni del grupo control.
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Prueba de Laberintoen T
100+

80+

T TTT

601

407

% de Alternancias/10 min

20+

C E B200 B+E200 A A+E

Figura 13. Memoria de trabajo espacial (Brassica 200 mg/kg). Las barras representan
el promedio £+ S.E.M obtenido de las 14 pruebas de “libre eleccion” de los animales
expuestos a los diferentes tratamientos experimentales. C= control, E= escopolamina (1
mg/kg, i.p.), B= Brassica (200 mg/kg, p.o.), B + E200= Brassica (200 mg/kg) y
escopolamina (1mg/Kg, i.p.), A= aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) +
escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n= 8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos
vias; *p<0.05 en comparacién con el grupo control.

7.3.2 Efecto de la dosis de 400 mg/kg en la respuesta cognitiva

Debido a la proteccion observada previamente, se decidio realizar una evaluacion similar,
con una dosis mayor (400 mg/kg, i.p.). La aplicacion del extracto se llevd a cabo
empleando el esquema de administracion previamente citado, revelando un efecto similar
al observado con la dosis anterior, siendo este nuevamente no estadisticamente diferente

con respecto al grupo control (p= 0.462; f=0.657).

En este ensayo se, demostré6 que la administracion de una dosis de 400 mg/kg del
extracto de Brassica no generd un beneficio mayor al obtenido como resultado de la

administracion de la dosis de 200 mg/kg.
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Figura 14. Memoria de trabajo espacial (Brassica 400 mg/kg). Las barras representan
el promedio £ S.E.M obtenido de las 14 pruebas de “libre eleccion” de los animales
expuestos a los diferentes tratamientos experimentales. C=control, E= escopolamina (1
mg/kg, i.p.), B= Brassica (400 mg/kg, p.o.), B + E400= Brassica (400 mg/kg) y
escopolamina (1 mg/kg, i.p.), A= aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) +
escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n= 8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos
vias; *p<0.05 respecto al grupo Control.

7.4 Evaluacion de la actividad de AChE hipocampal

Los resultados muestran que la administracién de escopolamina, afectd el desempefio
de los sujetos en la prueba de memoria de trabajo (p=0.0052 ; f= 15.95). Este efecto se
asocia a las disfunciones que la escopolamina ejecuta sobre el sistema colinérgico, al
actuar como antagonista muscarinico especialmente sobre las neuronas del prosencéfalo
basal e hipocampo. El sistema colinérgico esta implicado de manera importante en el
desarrollo de los procesos cognitivos. En la actualidad, el empleo de inhibidores de AChE
son la terapia mas empleada para el tratamiento del deterioro cognitivo en los estados
demenciales, por lo que decidimos determinar si la neuroproteccion ejecutada por nuestro

extracto, se encontraba relacionada a la inhibicién de la actividad de la AChE.
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Los resultados obtenidos evidencian que la actividad de AChE hipocampal para ambas
dosis empleadas de Brassica mantuvieron la actividad de la AChE con respecto al grupo

control, lo que reproduce los resultados previamente reportados (Tota et al., 2012).
7.4.1 AChE en la dosis de 200 mg/kg.

Por su parte, tanto la administracion de Brassica como la de aguacate, tuvieron efectos
anticolinesterasicos en aquellos animales expuestos al modelo de escopolamina (B +
E200y A +E; (p=0.0012; f= 11.27), manteniendo niveles no significativamente diferentes

a los observados para el grupo control (p=0.1584; f=2.108; Fig. 15).

Actividad de AChE Hipocampal
1.51

1.0

0.54

Ul (nmol sustr. hidrol./min/mg tej.)

0.0 T T T
Cc E B200 B+E200 A A+E

Figura 15. Actividad AChE hipocampal (Brassica 200mg/Kg). Las barras representan
el promedio (£ S.E.M) de la actividad de la AChE en unidades Internacionales de AChE
obtenido del tejido hipocampal de ratones de la cepa C57 Black/ 6J machos (25-30g),
expuestos a los diferentes tratamientos experimentales. C= control, E= escopolamina (1
mg/kg, i.p.), B= Brassica (200 mg/kg, p.o.), B + E200= Brassica (200 mg/kg) y
escopolamina (1 mg/kg, i.p.), A= aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) +
escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n= 8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos
vias; *p<0.05 respecto al grupo control.
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7.4.2 AChE en la dosis de 400 mg/kg.

Los resultados obtenidos a partir de la administracién de una dosis de 400 mg/kg del
extracto de Brassica, reproducen los resultados obtenidos para la dosis de 200 mg/kg,
no mostrando beneficios adicionales con el incremento de la dosis en los grupos
experimentales expuestos al modelo de demencia (B + E400 y A +E; p= 0.003; f= 14.92,;
Fig. 16).

Actividad de AChE Hipocampal

1.5+

0.5

Ul (nmol sustr. hidrol./min/mg tej.)

0.0 T — T
C E B400 B+E400 A A+E

Figura 16. Actividad AChE hipocampal (Brassica 400mg/Kg). Las barras representan
el promedio (= S.E.M) de la actividad de la AChE en unidades Internacionales de AChE
obtenido del tejido hipocampal de ratones de la cepa C57 Black machos (25-30g),
expuestos a los diferentes tratamientos experimentales. C= control, E= escopolamina (1
mg/kg, i.p.), B= Brassica (400 mg/kg, p.o.), B + E400= Brassica (400 mg/kg) y
escopolamina (1 mg/kg, i.p.), A= aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) +
escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n= 8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos
vias; *p<0.05 respecto al grupo control.

7.5 Contenido hipocampal de GSH.

De manera similar con la administracion de inhibidores de la AChE, el manejo clinico de
los pacientes con demencia sugiere la administracion conjunta de tratamientos con
sustancias con poder antioxidante. Dado que estudios previos demostraron que extractos

de hojas de Brassica poseen elementos con potencial antioxidante acidos fendlicos y
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flavonoides, se decidio determinar si el extracto a partir de semillas poseia efectivamente
dichos compuestos, y si éstos eran capaces de contrarrestar el efecto prooxidante de la

escopolamina.
7.5.1 Valoracion antioxidante de Brassica a la dosis de 200 mg/kg

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacién del poder antioxidante del extracto de
Brassica para la dosis de 200 mg/kg en relacién al contenido de GSH hipocampal no
muestran diferencias estadisticamente significativas de la administracion de extracto en
los animales expuestos al modelo de demencia por escopolamina (p=0.0459; f= 6.980).
El potencial antioxidante derivado de la administracion del aceite de aguacate mostro
tener un potencial protector estadisticamente significativo, acorde con estudios previos
que refieren su habilidad para contrarrestar el ataque por toxinas prooxidantes (Rengifo,
et al., 2015).

Contenido Hipocampal de GSH
1.0

0.84

0.61

04 — 1
0.2 1

0.0 r r T
Cc E B200 B+E200 A A+E

[GSH] (umol/mg de proteina)

Figura 17. Estrés oxidante hipocampal (dosis Brassica 200 mg/kg). Las barras
representan el promedio (+ S.E.M) del contenido de GSH hipocampal (umol/mg proteina)
de ratones de la cepa C57 Black machos (25-30 g), expuestos a los diferentes
tratamientos experimentales. C= control, E= escopolamina (1 mg/kg, i.p.), B= Brassica
(200 mg/kg, p.o.), B + E200= Brassica (200 mg/kg) y escopolamina (1 mg/kg, i.p.), A=
aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) + escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n=
8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos vias; *p<0.05 respecto al grupo
control.
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7.5.2 Valoracion antioxidante de Brassica a la dosis de 400 mg/kg

A diferencia de los resultados obtenidos para la dosis menor, cuando se aplicaron 400
mg/kg, dicha concentracion fue capaz de modificar el efecto prooxidante de la
escopolamina (B + E400 vs E), no mostrando diferencias con respecto al grupo control
(p=0.0097; f=16.52).

Contenido Hipocampal de GSH
1.0:

0.84 T
0.61

044

0.24

[GSH] (umol/mg de proteina)

0.0 ; —
C E B400B+E400 A A+E

Figura 18. Estrés oxidante hipocampal (dosis Brassica 400 mg/kg). Las barras
representan el promedio (+ S.E.M) del contenido de GSH hipocampal (umol/mg proteina)
de ratones de la cepa C57 Black machos (25-30g), expuestos a los diferentes
tratamientos experimentales. C= control, E= escopolamina (1 mg/kg, i.p.), B= Brassica
(400 mg/kg, p.o.), B + E400= Brassica (400 mg/kg) y escopolamina (1 mg/kg, i.p.), A=
aguacate (300 mg/kg), A + E= aguacate (300 mg/kg) + escopolamina (1 mg/kg, i.p.). n=
8 a 10 experimentos independientes. ANDEVA de dos vias; *p<0.05 respecto al grupo
control.

7.6 Cuantificacion de Fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se determiné para cada extracto que se obtuvo, con

la intencion de verificar el contenido de fenoles y asegurar una concentracién constante
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de los mismos en todos los experimentos, de esta manera, se logr6 comprobar su
estabilidad con respecto al tiempo y las condiciones climaticas o de otra indole
(temporadas distintas del afo, diferencias en la calidad de las semillas, etc) en que el
proceso fue llevado a cabo. Los resultados se expresan en mg de fenoles totales por
gramo, tanto para la semilla de B. juncea, como para el caso del aceite de aguacate. Para
este fin, se realizaron curvas de calibracion a diario con acido galico como estandar en

concentraciones definidas como a continuacién se detalla:

Cuadro 13. Curva de calibracion para la cuantificacién de fenoles totales

0 en de acldo once aclo
galico al de acido
O 0 galico 0
0 0 ul 0
1 20 pl 32
2 40 pl 64
3 80 pl 128
4 160 pl 256
5 320 pl 512

Curva de calibracion para la cuantificacion de Fenoles totales
en el extracto acuoso de Brassica juncea

1,8
16
14

y =0,0032x
R? =0,9865

Absorbancia

0 100 200 300 400 500 600
Concentracidn (g de acido Galico)

Figura 19. Curva de calibracion para fenoles.
Una vez interpolados los datos en la curva de calibracion, los resultados mostraron
un nivel de variacion para las evaluaciones, con intervalos de confianza que oscilan en
un limite inferior de 263 mg y un limite superior de 384 mg para el extracto de mostaza,

mientras que el intervalo de confianza para el aceite de aguacate tuvo un limite inferior

de 4.49 mg y un limite superior de 5.35 mg.
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7.7 Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se cuantificd diariamente en el extracto. En este caso
se usaron concentraciones conocidas de rutina como estandar. También se evaluaron

diferentes condiciones experimentales, etapas del afio y lotes de semillas.

Cuadro 14. Curva de calibraciéon para la cuantificacion de flavonoides totales

O en de R 2 0 e aclo
0 0 al de R 3
0
0 0 pl 0
1 10 pl 4
2 20 pl 8
3 40 pl 16
4 80 pl 32
5 160 pl 64

Curva de calibracion para la cuantificacion de Flavonoides
totales en el extracto acuoso de Brassica juncea

Absorbancia

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion (ug de Rutina)

Figura 20. Curva de calibracion para Flavonoides

Los resultados se expresan en unidades de miligramos de flavonoides totales por
gramo de semilla de B. juncea, asi como por gramo de aceite de aguacate, obteniendo
un intervalo de confianza con un limite inferior de 105 mg y un limite superior de 185 mg

para el extracto de mostaza, y un intervalo de confianza con un limite inferior de 1.05 mg

y un limite superior de 1.96 mg para el aceite de aguacate.
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8. DISCUSION

Los resultados en esta investigacion reproducen los reportes previos citados en la
literatura, en los que se observa disminucion significativa en el porcentaje de alternancias
en los ratones bajo tratamiento con escopolamina, en comparacion con los ratones
control (Floodab & Cherkinab. 1986).

El hallazgo més relevante derivado de esta tesis estudio, es precisamente que los
animales administrados con B. juncea tuvieron un mejor desempefio durante la prueba
cognitiva, estadisticamente significativa en comparacién con los ratones administrados
con escopolamina, los cuales disminuyen en un 17,2% con respecto al control (p< 0.05;
f=68.22). Siendo la dosis mayor de B. juncea (400 mg/kg), la que demostrd los mejores
resultados incrementando 10% la actividad con respecto al control (p<0.05; f = 5.46). Los
resultados similares a los hallados en el tratamiento con el control positivo de
neuroproteccion (aceite de aguacate, 300 mg/kg el cual sélo varié6 en un 3.5 % con
respecto al control (p< 0.05; f = 0.734).

La evaluacién de la actividad de acetilcolinesterasa, enzima responsable de la
terminacion de la transmision colinérgica por la acetilcolina mostré6 una interesante
participacion en dicha respuesta. La acetilcolina es un neurotransmisor que posee
implicaciones directas sobre los procesos del aprendizaje y la memoria (Wang et al.,
2006; Tota et al., 2012a). Su disfuncion es pieza clave en el desarrollo de los sintomas
que acompafan a la demencia de tipo Alzheimer, por lo que los inhibidores de
acetilcolinesterasa en la actualidad son clinicamente ampliamente utilizados para el
tratamiento sintomatico de las enfermedades que cursan con demencia (Jazayeri, et al.,
2014). El deterioro de la memoria inducido por escopolamina se asocia a un aumento
significativo de la actividad de AChE (Roa, et al., 2013), asi como con el incremento en
los niveles de estrés oxidante y en especial con la reduccion del contenido cerebral de
GSH (Martinez-Samano, et al., 2011).

En esta tesis, se ratifica el aumento de la actividad de la AChE en el hipocampo
inducida por la escopolamina quien aumento la actividad en 68 % con respecto al grupo
control (p<0.05; f = 15.95), pero se observa una disminucion significativa por efecto de la

administracion de los extractos tanto de B. juncea, asi como del aceite de aguacate. El
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potencial de B. juncea como inhibidor de la AChE, mostré un efecto dosis dependiente
disminuyendo la actividad de AChE en 16% para la dosis de 200 mg/kg con respecto al
control (p<0.05; f =1.87) y en 39 % para la dosis de 400 mg/kg con respecto del control
(p<0.05; f = 18.14). Inclusive, tuvo un mejor efecto al derivado de la administracién del
aceite de aguacate (control positivo de neuroproteccion) quien se mantuvo 1,5 % por
arriba del grupo control (p<0.05; f = 0.03), lo que se asocia directamente a la proteccion
de los cerebros de los animales en contra del efecto amnésico inducido por la
escopolamina, determinado a través de la prueba de laberinto en T.

Otros estudios preclinicos han proporcionado evidencia de la participacion del
estrés oxidante en las patogénesis de las demencias. Fue por esto que se decidié
explorar los niveles hipocampales de GSH, como marcador del estado redox endbégeno.

De esta manera, se observdO que los ratones tratados con escopolamina
presentaron una disminucion significativa en los niveles de GSH hipocampal del 38.9 %
con respecto al control (p<0.05; f = 55.12), lo que indica un elevado indice de estrés
oxidante. Asimismo, los grupos experimentales bajo tratamiento con B. juncea revelaron
que Unicamente fue efectiva en contra del estrés oxidante, la mayor dosis empleada (400
mg/kg) la cual se mantuvo con 55.3 % por arriba del grupo control (p<0.005; f = 4.84),
de manera similar a lo observado para el control positivo (aceite de aguacate 300 mg/kg)
que presentdé un aumento del 75.2% con respecto del control (p<0.05; f = 16.60),
reconocido protector con gran poder antioxidante.

Actualmente, son pocos los estudios relacionados al uso de B. juncea en la
medicina tradicional. A este respecto, se ha reportado su efecto hipoglucémico

(Thirumalai, et al., 2011), administrando en solucion via oral.

Esta investigacion es el primer reporte de la administracion oral de B. juncea a
roedores en el alimento, lo que reproduce la principal via de administracion en los
humanos, ya que es ingerida como condimento. Entre los principales usos de B. juncea,
dirigidos al tratamiento de afecciones del SNC, destacan su empleo en contra de los
trastornos cognitivos asociados con la diabetes derivados del déficit colinérgico (Kumar

et al., 2013), su actividad ansiolitica (Kumar et al., 2013) y su efecto antinociceptivo y
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antihiperglucémico (Rahmatullah et al.,, 2010). Sin embargo, todos ellos emplearon
extractos en metanol de las hojas. Con este estudio, contribuimos al conocimiento del
empleo de extractos acuosos de las semillas de B. juncea como tratamientos alternativos

en contra de trastornos del SNC.

Algunos compuestos extraibles de B. juncea pueden contribuir al control de los
procesos bioquimicos asociados al desarrollo de la demencia. Entre ellos destacan el
kaempferol, extraido de esta mostaza con efecto antioxidante (Jung et al., 2009) y al
acido sinapico, que elimina al peroxinitrito (Zou et al., 2002). Los resultados de la
cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides evidencian la presencia de una
cantidad mayor de los primeros con un intervalo de 26.3 a 38.4 % por gramo de semilla,
los cuales se han estudiado ampliamente y son una de las principales clases de
polifenoles, que se encuentran frecuentemente en alimentos como las bayas (Mattila et
al., 2006), las nueces (Grosso & Estruch, 2016) el café y el té (Crozier, 2009) y los granos
integrales (Van Hung, 2016) y de los que se han demostrado sus propiedades
antioxidantes. Sin embargo, en los Ultimos afos, el interés del efecto neuroprotector de
los compuestos fendlicos se ha observado con frecuencia, y se reconoce su importante
papel anti-Alzheimer y de mejora de la cognicién (Szwajgier et al.2018). Ademas, su
potencial como inhibidores de la AChE y la BChE, incluida la relacion estructura-actividad,
asi como su potencial inhibitorio en la formacion de fibrillas de péptido B-amiloide (AR).
Relacionandolos considerablemente como una fuente de prevencion y su posible uso
ante el tratamiento de la mejora cognitiva (Szwajgier et al.2018). En el caso de los
flavonoides, se detectaron en menor concentracion con un intervalo de 10.5 a 18.5 % por
gramo de semilla. Los flavonoides son considerados como los fitoquimicos mas comunes,
con una amplia gama de efectos farmacolégicos (Braga et al. 2018). Estos metabolitos
son reconocidos ademas como potentes antioxidantes, “atrapadores” de radicales libres
con capacidad de quelar metales (Li et al., 2012). En algunas ocasiones, se les atribuye
funciones anticolinesterasa (Adedayo, 2015) y propiedades antiinflamatorias (Ashafaq,
2012). Su potencial procognitivo, se ha propuesto principalmente debido a su capacidad

como anti-amiloidogénicos (Matzusaki, 2008; Nabavi, 2015).
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Ya que los flavonoides son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica (Elbaz
et al. 2016), podrian ser responsables de los efectos antioxidantes de algunos
tratamientos basados en la administracion de extractos naturales como es el caso

particular de la B. juncea.

B. juncea contiene una gran variedad de principios activos que podrian contribuir
mediante un sinergismo y acciones coadyuvantes a la neuroproteccién en contra de
afecciones del SNC con implicaciones cognitivas, entre ellas al tratamiento de la
demencia. Se reitera la importancia de continuar estos estudios, con la finalidad de
conocer el mecanismo de accién que deriva en la neuroproteccion ejecutada por la
administracion de suplementos de extractos de B. juncea en la dieta, contra el desarrollo

de la demencia.

9 CONCLUSIONES

Los resultados muestran por primera ocasion que:

1. La administracion de un extracto acuoso derivado de semillas de B. juncea es
capaz de ejercer un efecto protector en contra de la disfuncion cognitiva inducida
por escopolamina a ratones de la cepa C57 Black/ 6J, evaluada a través de una
prueba de memoria de trabajo espacial (T Maze).

2. El efecto procognitivo, podria ser ejercido a través de la capacidad
anticolinesterasica y antioxidante del extracto, sobre todo cuando éste es
administrado en la dosis mayor empleada en este estudio (400 mg/kg, i.p.).

3. El extracto fue estable y no mostré efectos secundarios o alteracién en la ganancia
de peso de los animales bajo tratamiento con B. juncea.

4. La actividad neuroprotectora de B. juncea podria deberse a la presencia de

constituyentes de tipo fendlico, entre ellos acidos fendlicos y flavonoides.
Perspectivas:

Tomando en consideracion los resultados del presente trabajo, se plantean las siguientes

recomendaciones:
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e Realizar la identificacion, separacion y purificacion de los principios activos
presentes en el extracto de B. juncea, tomando en cuenta no solo a aquellos de
tipo fendlico (flavonoides y acidos fendlicos), sino también enfocarse en
compuestos azufrados como lo son los glucosinolatos.

e Evaluar la actividad del extracto de B. juncea sobre la citotoxicidad a causa del
neurotransmisor glutamato, ya que se sabe, actia sobre diversos receptores, tal
es el caso de los receptores de tipo NMDA, quienes se encuentran asociados a

los procesos de aprendizaje y memoria.
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