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RESUMEN

Introduccion

Actualmente, es bien conocida por parte de la sociedad la relacion directa
entre los alimentos y la salud. Frutas y hortalizas son los principales componentes
de una dieta equilibrada, con implicaciones importantes en la prevencion de

ciertos tipos de cancer y enfermedades crénicas.

Los brotes de brocoli representan una opcion interesante de alimentos
saludables, ya que son ricos en glucosinolatos (GSL) y sus productos de
metabolismo, los isotiocianatos, que pueden contrarrestar los efectos negativos de
diversas patologias. Entre ellas destacan el sobrepeso y la obesidad, que tienen un
componente inflamatorio importante. Existe una alta correlacion entre los niveles
elevados de marcadores de inflamacion (Interleucina-6 (I1-6), proteina C reactiva

(PCR) y factor de necrosis tumoral o (TNF-«) y la alta adiposidad visceral.

Los brotes de brocoli (Brassica oleracea var. Italica), poseen concentraciones
muy superiores en fitoquimicos bioactivos como vitaminas, minerales,

compuestos polifendlicos y glucosinolatos, respecto al brécoli adulto.

Los efectos beneficiosos del consumo de brécoli se han atribuido a los
isotiocianatos. Los brotes de brocoli son ricos en glucorafanina (GRA),
glucosinolato precursor del isotiocianato (ITC) sulforafano (SFN), ampliamente
estudiado por sus beneficios en la salud, especialmente por sus propiedades anti
carcinogenas. Sin embargo, los efectos del brdcoli y brotes de brécoli sobre la
obesidad y el desequilibrio en el metabolismo lipidico y la inflamacién asociados

a ésta, han sido poco estudiados.
Objetivo

El objetivo general del presente estudio es la evaluacion de la

biodisponibilidad y la actividad antiinflamatoria de los compuestos bioactivos



presentes en los brotes de brocoli, en modelos de experimentacion in vitro hasta

la intervencion en sujetos adultos (estudio clinico).
Métodos

Se realiz6 una intervencion aleatorizada con 40 sujetos sanos con sobrepeso.
Consistié en una fase de tratamiento, en la que consumieron 30 g brotes/dia
durante 10 semanas, y una fase de seguimiento, sin consumo de brotes de brocoli
con una duracion de 10 semanas. Se determinaron los parametros
antropométricos, como masa grasa corporal, peso e indice de masa corporal
(IMC) y parametros bioquimicos, como colesterol total, LDL y HDL. El estado de
inflamacion fue evaluado midiendo los niveles de TNF-a, IL-6, IL-1§3 y proteina C

reactiva.
Resultados

El proceso de digestion in vitro libera compuestos bioactivos de la matriz del
brocoli, que han demostrado capacidad para inhibir significativamente los
enzimas del metabolismo lipidico (lipasas) y glucidico (glucosidasas). En el
estudio clinico, los niveles de IL-6 disminuyeron significativamente (valores
medios: 4,76pg/mL a 2,11 pug/mL) durante los 70 dias durante el consumo de
brotes de brocoli, 0<0,001. Durante la fase de control los niveles inflamatorios se
mantuvieron bajos (valores de 1,20 ug/mL a 2,66 pg/mL, 0<0,001). La reducciéon
es mayor cuanto mayor es el estado inflamatorio del individuo. El colesterol total
y proteina C reactiva también disminuyeron significativamente. El descenso en
los parametros inflamatorios esta relacionado con los niveles de metabolitos

derivados de los brotes como el 3,3’-diindolilmetano.
Conclusiones
La incorporacion en la dieta de raciones de brotes de bréocoli de 30 g/dia pueden

servir como coadyuvantes en el tratamiento del sobrepeso y en la prevencion de

patologias con un componente inflamatorio asociado, en la poblaciéon general.



Esta linea de investigacion representa un avance en los estudios de intervencion
ya que los brotes de brdcoli fueron incluidos en un patron dietético diario en
cantidades que reflejan un consumo real. Estos prometedores resultados
respaldan la evidencia actual sobre las propiedades saludables del género

Brassica.
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ABSTRACT

Background

It is currently accepted the direct relationship between foods and health.
Fruits and vegetables are the major components in balanced diets, particularly for
their implications in the prevention of certain types of cancer and chronic

diseases.

Broccoli sprouts represent an interesting choice of healthy food products, as
they are rich in glucosinolates and their bioactive metabolites, isothiocyanates
able to counteract the negative effects of diverse pathologies. These include
overweight and obesity, which have a significant inflammatory component.
Human studies have shown that the inflammation markers (interleukin-6 (IL-6),
C-reactive protein CRP) and the tumor necrosis factor-alpha (TNF-«) are elevated

with high visceral fat.

Broccoli sprouts (Brassica oleracea var. Italica) are germinated seeds of only a
few days, rich in bioactive phytochemicals as vitamins, minerals, polyphenolic
compounds and glucosinolates (GLS), with concentration levels up to 10 times
higher than those found in adult broccoli. The beneficial effects of the
consumption of broccoli are linked to the isothiocyanates (ITC) formed by the
hydrolytic action of the plant mirosinase during mastication process and the
glucosidases present in the gastrointestinal tract. Broccoli sprouts are rich in
glucoraphanin (GRA), glucosinolate precursor of the isothiocyanate sulforaphane
(SFN), widely studied because of its health-promoting characteristics, specially
due to its anti-carcinogenic properties. However, the effects of broccoli and
broccoli sprouts on obesity and the associated imbalance in lipid metabolism and

inflammation have been little studied.

Objective

The general objective of this study is to evaluate the bioavailability and anti-
inflammatory activity of bioactive compounds present in broccoli sprouts, in in

vitro experimental models up to intervention in adult subjects (clinical study).



Methods

A randomized intervention study was performed with 40 healthy
overweight subjects. It consisted of a treatment phase, in which they consumed 30
g sprouts/day during 10 weeks, and a follow-up phase, without consumption of
broccoli sprouts with a duration of 10 weeks. Anthropometric parameters as body
fat mass, weight and body mass index (BMI) and biochemical parameters as total
cholesterol, LDL and HDL were determined. Inflammation status was assessed by
measuring levels of TNF-a, IL-6, IL-1p and CRP.

Results

The in vitro digestion process releases bioactive compounds from the
broccoli matrix, which have demonstrated the ability to significantly inhibit lipid
(lipases) and glycemic (glucosidases) metabolism enzymes. In the clinical study,
IL-6 levels decreased significantly (mean values: 4.76ug/mL to 2.11 ug/mL)
during the 70 days of broccoli sprout consumption, 0<0.001. Inflammatory levels
remained low during the control phase (values from 1.20 pug/mL to 2.66 ug/mL,
0<0.001). The reduction is greater the higher the inflammatory state of the
individual. Total cholesterol and C-reactive protein also decreased significantly.
The decrease in inflammatory parameters is related to the levels of broccoli
sprout-derived metabolites such as 3.3'-diindolylmethane.

Conclusions

This study represents an advence in interventionn studies as the broccoli
sprouts were induded in a daily dietary pattern in guantities that reflet a real
consumption. Further studies are necessary to elucidte the role of this healthy rich
and nutritions food producto, but these promising results support the current

evidence on the healthy properties of Brassica varities.

Keywords
Glucosinolates,  Brassica  oleracea, = Sulforaphane, IL-6, Biovailability,
Inflammation, 3,3’-Diindolylmethane
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1. INTRODUCCION

1.1  GENERO BRASSICA

1.1.1 Origen y Distribucion

Los antecedentes mas antiguos relacionados con las variedades de Brdcoli
fueron encontrados en la época Romana, esta es la razén por la que se le reconoce
como Brassica Italica (Brassica oleacea Italica). Se trata de una hortaliza muy sabrosa
que estd causando una revolucion a nivel cientifico gracias a su elevada
concentracion en sustancias nitrogeno-azufradas y al potente poder terapéutico
que ejercen sus principales principios activos, los glucosinolatos y sus derivados

isotiocianatos, entre otros 1.

El brocoli (Brassica oleacea Italica) pertenece a la familia de las cruciferas (El
brocoli (Brassica oleacea Italica) pertenece a la familia de las cruciferas (Brassica
oleacea) (Tabla 1). Se sabe que ya era cultivado hace unos 6000 anos, por lo que se
le considera la hortaliza cultivada mas antigua. El brécoli tal y como lo
conocemos actualmente ha sido distribuido durante el siglo XIX y XX desde Italia
al resto del Mundo.

Su nombre procede de la palabra italiana “brocco”, que significa “brote”
4 “

(del latin “brachium”, “rama”) en referencia a la forma que tienen las flores que

estan unidas, por pequenas ramas, al tronco compacto.

Las investigaciones epidemioldgicas confirman, cada vez mas, el elevado
consumo de esta variedad de cruciferas y su asociacién con la disminucion del
riesgo de varios tipos de cdncer, en comparacion con el consumo de otras
verduras y frutas?. A esta familia, ademds de pertenecer todas las variedades de
col, también pertenecen la mostaza, la colza y el nabo. De todo el grupo es el

brocoli el que mas ha captado el interés de los cientificos: las investigaciones no
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sOlo estan enfocadas al cancer, sino también a la influencia que ejerce en distintas

afecciones.
Tabla 1. Clasificacion taxonomica3
Reino Plantae
Division Fanerédgama Magnoliophyta
Clase Dicotiledénea Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae (Cruciferae)
Género Brassica L. 1753
Especie Brassica oleracea
Subespecie B. oleracea var. Italica

Segun los datos publicados por la consejeria de Agua, Agricultura y
Medio Ambiente (2015), la Regién de Murcia es una de las principales zonas
productoras de brocoli, con un impacto importante en la exportacion nacional a
Europa, especialmente en el Valle del Guadalentin. La exportacién nacional de
brécoli aumenté un 20% en 2014 y la Region de Murcia se mantiene como

“principal provincia espanola exportadora de coles”.

Tanto en peso como en valor, Reino Unido es el principal destino de estas
hortalizas de tipo col (brécoli, coliflor, repollo, picuda, saboya o col y rabano,
entre otros) exportadas desde Espafia. El segundo destino es Alemania, que
absorbe el 18%, seguida por Paises Bajos y Francia, con el 12% y el 13%,

respectivamente®.

Segun datos del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente durante el afio 2014 en Espana se destind una superficie de tierra de
26.612h al cultivo de brécoli, con una produccion de 445.884 T. La Region de
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Murcia fue la primera Comunidad Auténoma del Estado tanto en superficie
destinada a su cultivo (12.001 h) como en produccion (213.366 T), lo que supuso el
45% de la superficie total estatal de tierras destinadas a su cultivo y un 48% de la

produccion total estatal* (Figura 1).

Distribucion del Srocol
an la Region de Murcia

- Tutenie

Figura 1. Areas de mayor densidad del cultivo del brocoli en la Region de
Murcia®

1.1.2 Morfologia y Cultivo

El brocoli posee una raiz gruesa, fusiforme y crece verticalmente, es
pivotante con raices secundarias y superficiales. Es una planta herbacea, con un
tronco grande y grueso. Sobre dicho tronco nacen de las axilas las pequenias hojas,
en inflorescencias de pequeno tamafo y forma redondeada denominadas floretes

(Figura 2). Dependiendo de la variedad de brdcoli sus hojas poseen un verde mas
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0 menos oscuro®. Por otro lado, se consume la inflorescencia inmadura (brotes),
tanto los floretes como parte de los tallos asociados a ellos (Figura 3). Poseen una
nervadura fuerte y un peciolo largo. Las flores forman inflorescencias de color
verde o morado que se encuentran intercaladas entre hojas sin formar una tinica
pella, a diferencia de la coliflor, aunque la pella que se forma es mas pequena. La
pella de brécoli puede llegar a medir 20 cm de diametro y alcanzar los 2 kg de
peso.

Figura 2. Brdcoli adulto’

Los brotes de brdcoli son germinados de pocos dias de edad, con niveles de
concentracion de fitoactivos hasta 10 veces superiores a los del brdcoli adulto
(Figura 3). Estos compuestos parecen tener funciones de defensa frente al estrés
bidtico, por ello en la planta joven inmadura se encuentran en mayor cantidad, ya
que en esta etapa de crecimiento es mas fragil y vulnerable al ataque de hongos,

virus y bacterias.
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Figura 3. Brotes de brocoli’

En el desarrollo del brocoli podemos considerar las diferentes fases que se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Fases del cultivo del brdcoli8

FASES

DESARROLLO

De crecimiento

Desarrollo principalmente de las hojas

De induccion floral

Después de unos dias a baja T* se inicia el
desarrollo de la flor, a la vez que siguen brotando

las hojas en la fase de crecimiento

De formacion de pellas

En la yema terminal se desarrolla la pella, al
mismo tiempo que las yemas axilares de las hojas
esta ocurriendo la fase de induccion floral, de

tamafio mas pequeno

De floracion

Se sustenta la pella a los tallos y se inicia el

crecimiento en longitud, con apertura de las flores

De fructificacion

Se forman los frutos (silicuas) y semillas
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1.2 COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL BROCOLI

Los compuestos bioactivos del brocoli poseen una funciéon potencialmente
protectora en la planta. Destacan los compuestos fenolicos (glucdsidos,
flavonoides y acidos -hidroxicinamico); carotenoides, Se, compuestos nitrégeno
azufrados como los glucosinolatos (GSLs) o vitaminas®®, (A, C, E, K) y

minerales!!12,

1.2.1 Glucosinolatos

Los glucosinolatos (GSLs) son componentes quimicos particularmente
abundantes en el género Brassica, y se ha demostrado que son los responsables en

gran parte de los efectos bioldgicos atribuidos a estas verduras.

El término de glucosinolatos fue acufiado por primera vez por Ettlinger y
Kjaer (1968)%, interpretandose como: la fraccion de glucosilo (“gluco”), la
presencia de un grupo sulfato (ate), y la propiedad de ser un precursor de un
aceite de mostaza (sinol)* (Figura 4). Son N-hidroxisulfatos y la mayoria de ellos
tienen asociados azucares, unidos directamente al azufre (tio-glucdsidos). Estos
compuestos son bien conocidos por sus metabolitos, que han mostrado poseer
bioactividad, incluyendo la defensa de las plantas frente a patégenos e insectos,

asi como las propiedades anti-carcinégenas en mamiferos's.

Tienen una estructura comin que contiene residuos [-D-glucopiranosa
unidos mediante dtomos de azufre (S) a un éster de sulfato de N-hidroxiimino y
podemos diferenciarlos entre si mediante los grupos R del éster, que derivan de

distintos aminoacidos.

La porcion no azicar que se obtiene por hidrdlisis de los glucdsidos se

denomina aglicona y se enlaza a través de un azufre a un aztcar reductor. El
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azucar le proporciona solubilidad en agua, ya que la molécula de glucosa posee

caracteristicas hidrofilicas; estos compuestos no son volatiles.

OH

Figura 4. Estructura molecular de los glucosinolatos’

Segun el agrupamiento no glucidico de los heterdsidos, han sido
identificados alrededor de 120 tipos de aglicona que se pueden agrupar en 10
familias estructurales en funcién del sustituyente presente en la cadena lateral®.
En la siguiente tabla (Tabla 3) se observan los glucosinolatos presentes en el

brécoli (Brassica Oleracea var. Italica).

Sobre la base de sus aminodcidos precursores, los glucosinolatos se dividen
en tres categorias principales: glucosinolatos alifdticos derivados de metionina
(aqui se incluyen los alquilsulfinilo, los alquiltio y los alquenilo), glucosinolatos
inddlicos procedentes del triptéfano, y glucosinolatos aromaticos formados a

partir de fenilalanina'”'® (Tabla 3).
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Tabla 3. Glucosinolatos presentes en el brocoli (Brassica olearacea var. italica).
Reproducida de Latté y col. (2011)*

Compuesto

Glucoiberina
Glucorafanina
Glucoalisina
Glucoerucina
Gluconapina
Progoitrina

Sinigrina
Napoleiferina
Glucobrassicanapina
Epiprogoitrina
Gluconasturtiina
Glucobrasicina
Neoglucobrassicina
4-Hidroxiglucobrasicina
4-Metoxiglucobrasicina

Contenido Total GLS

cpe  es Cantidades presentes
Clasificacion estructural
(umol/g peso seco)

GLS alquilsulfinilo 0-7,8
GLS alquilsulfinilo 0,3-38,4
GLS alquilsulfinilo 0-5,9
GLS alquiltio Trazas
GLS alquenilo 0-1,0
GLS alquenilo 0,1-16,1
GLS alquenilo 0-0,1
GLS alquenilo 0,3-0,7
GLS alquenilo 0-0,6
GLS alquenilo 0-trazas
GLS aromatico 0,-0,4
GLS inddlico 1,1-33,4
GLS inddlico 0,2-19,9
GLS inddlico 0-0,6
GLS inddlico 0,2-2,0

12,8-20,9
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En los brotes de brdocoli podemos encontrar principalmente los
glucosinolatos alifaticos derivados de metionina (glucorafanina, glucoiberina,
glucoerucina), asi como los glucosinolatos inddlicos o derivados del triptéfano
(glucobrasicina; hidroxi-, metoxi- y neoglucobrasicina)??2. Los compuestos
mayoritarios de los brotes de brocoli son los glucosinolatos alifaticos, mientras
que en la planta adulta abundan los indolicos®. El alto contenido de

glucosinolatos alifaticos se atribuye principalmente a glucorafanina.

Existen diferencias importantes en el contenido de vitamina C, compuestos
fendlicos y glucosinolatos en funcion de la variedad de brocoli 2. Ademas, las
condiciones de cultivo pueden afectar y mejorar la biosintesis de estos
metabolitos secundarios, favoreciendo la acumulacion de compuestos fendlicos y

glucosinolatos?.

R - Glucosa
*s

N\
0-S0;

Glucosinolato

Mirosinasa

W
g_"/ J\

Glucosa

I W\/SN
S

pH>
S pH2-5 | PHS-8 Epitionitrilo
Oxazolidina- tiona

R R\ .

\g N R—=N NZ

Tioclianato Nitrilo Isotiocianato

Figura 5. Degradacion de glucosinolatos mediante la enzima mirosinasa que
cataliza la formacion de aglicona?
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Los glucosinolatos en el tejido vegetal sufren un proceso de hidrdlisis, que
se produce cuando éste se rompe como consecuencia de un dafio mecanico. La
enzima tioglucosidasa (también conocido como mirosinasa) en condiciones
normales se encuentra almacenada en vacuolas en el citoplasma y al romperse
estas vacuolas se pone en contacto con el sustrato, liberando moléculas de

glucosa, de bisulfato y la correspondiente aglicona (Figura 5).

1.2.1.1 Biodisponibilidad de los glucosinolatos

La biodisponibilidad se define como la cantidad de una sustancia que, tras
su ingesta, se absorbe y pasa al torrente sanguineo, momento en el que se
distribuye y alcanza los tejidos diana donde ejerce su efecto fisioldgico®. Desde
un punto de vista nutricional, la biodisponibilidad se expresa como la proporcion
de dosis ingerida que es excretada a través de la orina, en comparacion con la
excretada en heces®. La biodisponibilidad de micronutrientes (vitaminas y
minerales) y compuestos biolégicamente activos (flavonoides y carotenoides) es
muy variable, con grandes diferencias en la proporcién en la que se absorben y
son metabolizados®. Con el fin de determinar el posible efecto de estos
compuestos en el organismo, y poder establecer relaciones de causalidad, es
fundamental conocer los procesos de absorcion, metabolismo y excrecidén de estos

compuestos.

Los glucosinolatos presentes en los brotes de broécoli no son absorbidos
intactos por el organismo, sino que sufren grandes transformaciones.
Primeramente, sufren una hidrodlisis de la porcidon glucidica por la mirosinasa
vegetal (Figura 5), cuando se tritura su estructura vegetal, en el procesado del
alimento, o durante el proceso de masticacion. En el caso de que el glucosinolato
llegue intacto a nivel gastrointestinal, sufren una hidrolisis por las tioglucosidasas
de la microbiota intestinal. Ademas, la aglicona puede sufrir posteriores
degradaciones, por parte de la microflora intestinal. Los productos de la hidrdlisis
y degradacion son los Isotiocianatos (ITC). En particular, el sulforafano (1-
isotiocianato-4-metil-sulfinilbutano) es el producto formado a partir de la

glucorafanina (4-metil-sulfinilbutil-glucosinolato).
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Estas transformaciones varian en funcion del pH del medio, que a su vez
varia enormemente durante el proceso de digestion. En conjunto mas del 80% de
glucorafanina se convierte en sulforafano, en un ambiente de pH > 5 3. La
conversion metabolica de los glucosinolatos a isotiocianatos es crucial para
controlar los beneficios en la salud del consumo de los vegetales del género

Brassica33.

Una vez que los isotiocianatos son absorbidos a nivel intestinal y entran en
el torrente sanguineo, sufren un metabolismo a través de la via del acido
mercapturico. La conjugacion del sulforafano con glutation esta catalizada por la
enzima de fase 2 glutation-transferasa, y estos conjugados son asi mismo

metabolizados, formando sulforafano-cisteina y sulforafano-N-acetilcisteina®.

1.2.1.2 Efectos bioldgicos de los glucosinolatos

Determinados estudios epidemioldgicos, retrospectivos y prospectivos, y
meta-analisis asociados, han correlacionado las dietas ricas en cruciferas, como el
brécoli, con una menor incidencia y progresion del cancer de pulmon, estomago,
colon, recto, vejiga, rifién, mama y prostata®¥. Existe una evidencia mas limitada
respecto al efecto protector de las cruciferas contra las enfermedades

cardiovasculares (ECV)3¥41,

La riqueza fitoquimica de los alimentos del género Brassica esta centrando la
atencion de la comunidad cientifica por ser potencialmente protectores para el
sistema cardiovascular, neurolégico y contra ciertos tipos de cancer,
principalmente debido a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.
Estos efectos beneficiosos del consumo de brotes de brécoli han sido atribuidos
principalmente a los productos del metabolismo de los glucosinolatos, los
isotiocianatos. A continuacién, se describe brevemente algunas de las acciones

bioldgicas de estos compuestos.
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1.2.1.3 Induccion de las reacciones de fase II de detoxificacion

Una de las sustancias detoxificantes mas potentes de origen vegetal es el
sulforafano, compuesto que ha demostrado capacidad para proteger a las células
contra determinadas patologias, sobre todo aquellas relacionadas con el dano
irreversible al ADN.

El sulforafano podria interactuar con multiples dianas moleculares, pero el
mecanismo de accién mejor descrito es el que incluye el factor nuclear eritroide 2
(Nrf2). Este factor de transcripcion se encarga de la regulacion del estado redox
de la célula. Cuando se encuentra unido a la proteina KEAP1 en el citoplasma,
permanece inactivo®’. Cuando el sulforafano penetra en la célula, interactia con la
proteina Keapl, promoviendo la separacion entre ésta y el Nrf2. De este modo, el
Nrf2 se activa y desplaza al nucleo*, donde se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE), que es una region promotora de ADN que codifica los genes
para las enzimas antioxidantes, tales como NADPH, quinona oxidorreductasa 1
(NQO1), hemooxigenasa-1 (HO-1), tiorredoxina y superdxido dismutasa*>?,
glutation-S-transferasa (GST) e uridina difosfatoglucunosiltransferasa (UGT).
Estas enzimas catalizan reacciones quimicas convirtiendo a las toxinas en
compuestos mds hidrosolubles, para que sean facilmente eliminadas 4. Asi, uno
de los mecanismos de accion mas importantes del sulforafano es el de aumentar

la actividad de estas enzimas y proteinas detoxificantes de fase II.

Los estudios experimentales con modelos celulares y animales muestran
que los isotiocianatos pueden reducir el riesgo de cancer y de enfermedades
cardiovasculares a través de diferentes mecanismos, el mas destacado de los
cuales es la induccidn del factor nuclear eritroide-derivado 2 (Nrf2), implicado en
la respuesta antioxidante mediada por la fase II de detoxificacion y la expresion

de genes antioxidantes 541,

El sulforafano a través de la induccién de los sistemas enzimaticos consigue

metabolizar los xenobidticos con potencial carcindgeno, justificando asi el papel
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que ejerce el consumo de brocoli en la reduccion del riesgo de cancer. Ademas, el
sulforafano va a inhibir la conversion de sustancias pro-cancerigenas en
cancerigenas, inhibiendo las enzimas de fase-I, responsables de este
mecanismo®%. En general, se ha demostrado que los glucosinolatos alifaticos
poseen la mayor capacidad inductora de enzimas de fase II y por tanto son mds

eficaces en la proteccion contra el dafo oxidativo.

Por otro lado, no se han encontrado efectos secundarios significativos tras el
tratamiento con sulforafano a concentraciones terapéuticas en las células sanas>.
Ademads, su precursor, la glucorafanina, disminuye el estrés oxidativo, la

hipertension y la inflamacion en el sistema cardiovascular de ratas™.

1.2.1.4 Accion antioxidante

La induccion de las enzimas detoxificantes de fase II va a estimular la
captacion de sustancias oxidantes, inhibiendo reacciones oxidativas responsables
del dafio celular, produciendo un efecto de “multiplicaciéon”, como puede ocurrir

con la vitamina Cy E.

Estos compuestos tienen accidn antioxidante preferiblemente por la
inhibicion de las enzimas de fase I, que son las responsables de la activacion de la
mayor parte de radicales libres. Por otro lado, la produccién de glutation, cofactor
necesario para la actividad enzimatica, se incrementa tras el consumo de brécoli
por la presencia de isotiocianatos y aminoacidos como cisteina y metionina, que
proporcionan azufre necesario para sintetizar este compuesto . Ademas, el
brocoli es una buena fuente de sustancias antioxidantes como carotenoides,

flavonoides, vitamina C.

1.2.1.5 Accién antiinflamatoria y modulacion inmunoldgica

El sulforafano puede contrarrestar los procesos inflamatorios, actuando

sobre el factor NF-Kappa B, que interviene en estos procesos ¥%. Ademads, la
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inflamacion genera un aumento de radicales libres, y la induccion de las enzimas
de fase II contribuye a inhibir este efecto de forma indirecta . Se ha comprobado
que el sulforafano acttia sobre el sistema inmunitario a través de la interleucina-2
(IL-2) y la y-interferona. Simultaneamente inhibe la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como la: IL-1f3, IL-6, TNF-a, GM-CSF 623,

1.2.1.6 Accidn sobre el metabolismo lipidico y glucidico

En modelos animales, se ha comprobado que el factor de transcripcion Nrf2
regula la transcripcion de muchos genes implicados en el metabolismo lipidico,
como la sintesis de lipidos y acidos grasos, asi como la glucolisis*. Este factor de
transcripcion estd modulado por el estado redox celular y a su vez participa en la
sintesis de enzimas redox-sensibles?>. Por lo tanto, la intervencion dietética con
inductores Nrf2, como los isotiocianatos, se puede esperar que tenga efectos sobre

el perfil metabolico.

Respecto a los efectos del brocoli a nivel del perfil lipidico, se ha
demostrado que el extracto de brotes de brocoli (200-400 mg/kg) administrado en
animales junto con una dieta rica en grasa, produce un aumento del HDL-
colesterol y reduce la actividad de la lipoprotein-lipasa, reduciendo por tanto la
absorcion de lipidos®. Ademads, a nivel intestinal, la fibra dietética del brocoli,
como fuente fermentable, confiere cierta proteccion frente al consumo de dietas
ricas en grasas, en términos de mantenimiento de una buena microbiota, una

morfologia adecuada del colon® y evitar la absorcion de lipidos®.

De manera similar, un metabolito de los glucosinolatos indolicos, el indol-3-
carbinol (I3C) produce una disminucién en la infiltracion de macréfagos, en
ratones obesos®. El suplemento de la dieta con 1 g de I3C/kg peso durante 10
semanas redujo la ganancia de peso corporal con la dieta hiperlipidica, redujo la
acumulacién de grasa visceral y los niveles de lipidos en plasma y de citoquinas
TNF-a, IL-6, asi como activo las rutas de termogénesis en adipocitos 3T3-L1, lo
que sugiere que el I3C tiene potencial suficiente para tratar la obesidad y atenuar

la inflamacién 7071,
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En humanos se han realizado pocos estudios con cruciferas relacionados
con la salud cardiovascular, diabetes u obesidad, puesto que la mayoria de los
estudios clinicos con cruciferas (y el compuesto puro, el sulforafano) se han
centrado en su actividad anticancerigena?7273. Murashima et al”. observaron que
el consumo de brotes de brécoli (100 g/dia) durante una semana, produce una
disminuciéon del colesterol total y del LDLc, y un aumento de HDLc. En un
estudio prospectivo con 34492 mujeres postmenopdusicas, se observd una
asociacion significativa entre la reduccion de riesgo de enfermedad coronaria y el
consumo de brotes de brdcoli. Los glucosinolatos de los brotes de brdcoli han
demostrado efectos cardioprotectores, activando la funcion antioxidante de las
tiorredoxinas celulares y reduciendo los niveles de homocisteina®757¢. Por lo
tanto, los brotes de brocoli tienen potencial para ejercer efectos beneficiosos sobre

determinados factores de riesgo cardiovascular.

1.2.1.7 Accidn antibacteriana y antifungica

Cheney en 195277 observo que la S-metilmetionina, compuesto de derivado
de los glucosinolatos presente en el brdocoli, mejora la sintomatologia en pacientes
con ulceras estomacales. A esta sustancia la llamo Vitamina U y actualmente se ha
demostrado que los productos de degradacion del sulforafano asi como los
glucosinolatos intactos inhiben el crecimiento y multiplicacion de la bacteria
Helicobacter Pylori’®. Un estudio de intervencion dietética con brotes de brocoli
puso de manifiesto la accion bactericida contra infecciones por Helicobacter pylori,

que se asocian estrechamente con el cancer gastrico”.

1.2.1.8 Influencia en el metabolismo de los estrégenos

A través de metabolitos como el indol-3-carbinol (I3C) y diindolilmetano
(DIM), el consumo de brocoli mejora las alteraciones que se producen en el

sistema hormonal en la menopausia o en canceres hormono-dependientes 8051,
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1.2.1.9 Efectos en patologias neurodegenerativas

El sulforafano es uno de los inductores naturales mas potentes de la ruta
Keapl/Nrf2/ARE y esto se manifiesta en cultivos celulares y modelos animales

con actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiangiogénica y neuroprotectora®.

Se ha observado un efecto protector sobre el sistema nervioso central, con un
mecanismo indirecto, a través de la inhibicion del estrés oxidativo e inflamatorio

anteriormente mencionado.

Los efectos protectores de los isotiocianatos son evidentes en los modelos de
lesion del tejido nervioso y de neurodegeneracion’. En modelos animales
tratados con sulforafano, se observd una proteccion de la retina, sobre el dafo
inducido por luz. Estos ratones desarrollaron un mayor numero de
fotorreceptores y una capa mas grande de células epiteliales de la retina en
comparacion con el grupo control. En otros modelos animales se ha observado
una disminucion del edema cerebral, reducciéon de marcadores inflamatorios, la
proteccion frente a marcadores relacionados con la enfermedad de Parkinson® y

proteccion neuronal frente a la muerte celular®.

Respecto a la cantidad de compuestos bioactivos necesarios para ejercer
estas acciones en el organismo, hay que sefialar que en una racién de brdcoli
podemos encontrar hasta 60 mg de glucorafanina, precursora del sulforafano. En
estudios preclinicos llevados a cabo en modelos animales para evaluar las
propiedades anticancerigenas del sulforafano, se han llegado a usar hasta 4,4 mg
sulforafano/Kg peso al dia (equivalente >300mg SFN/dia para una persona de
70Kg)”2. Estas cantidades son muy dificiles de obtener con inflorescencias de
brécoli, por dos motivos: en primer lugar, porque durante el cocinado se pierde
un porcentaje alto de estos compuestos?®?; y, en segundo lugar, porque se
necesitaria consumir unas 6 inflorescencias crudas de brécoli (= 55mg/500g). En
este sentido, hay que destacar que los brotes de brocoli contienen entre 20 y 100
veces mas glucorafanina que una inflorescencia, por lo que es mas facil conseguir
las cantidades necesarias para producir efectos beneficiosos ingiriendo brotes de
brocoli que la pella de brocoli maduro.
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Por otro lado, para calcular la cantidad de sulforafano que puede usarse en
nutricion humana, hay que considerar que solo el 20% de glucorafanina esta
disponible y es transformada a sulforafano en el organismo, conversion que
puede favorecerse masticando bien los brotes de brdcoli para asegurar la

liberacion de la mirosinasa, y evitando hervir el alimento 212248,

Ademas, es posible optimizar el contenido de glucosinolatos y la accion
dependiente de la mirosinasa para formar isotiocianatos bioactivos, actuando en
las distintas etapas de la cadena alimentaria desde las semillas hasta la planta
adulta, aumentando de este modo la aplicacion de los vegetales del género

Brassica en la salud y bienestar de la poblacion?.

1.2.2 Vitamina C

La Vitamina C es una vitamina hidrosoluble necesaria para el desarrollo del
organismo. A través de la dieta, el ser humano ingiere mas del 85% de la vitamina
C mediante el consumo de frutas y hortalizas . Tal y como se muestra en la
siguiente figura (Figura 6), el término vitamina C incluye acido ascorbico y su

producto de oxidacidn, el &cido dehidroascorbico.

1
CH,OH O -
HCOH o
O
Ne=—0 OH Oun
' — HCOH
HO OH CHOH
Acido L Ascérbico Acido D Ascoérbico

Figura 6. Estructura quimica del acido L-ascorbico, forma reducida de la
vitamina C; y del acido dehidroascérbico, forma oxidada de la vitamina C*
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Dentro de los vegetales la vitamina C posee un papel fundamental ya que
interviene en sistemas de oxidacion de las células vegetales y establece
potenciales favorables de oxidacion-reduccion. Una vez que es ingerido, el acido
L-ascorbico acttia principalmente como cofactor enzimatico, como captador de
radicales libres y como donador/aceptor en el transporte de electrones en la
membrana plasmatica. Es el principal antioxidante de los medios hidrofilos en el
organismo y posee mayor actividad que el acido dehidroascorbico®. Block et al.
en 2004% observaron que el consumo de vitamina C disminuye los niveles de
proteina C reactiva, un marcador de inflamacion relacionado con la etiologia de

enfermedades cardiovasculares.

Se han descrito niveles de vitamina C en brocoli de alrededor de 100 mg/100
g peso fresco, que sobrepasan los niveles de otras cruciferas como las coles o la
coliflor, que presentan rangos entre 35-68 mg/100 g peso fresco . Estos niveles se
ven afectados por la variabilidad genética de las variedades de brotes (hasta un
71%)*, asi como factores como la incidencia de la luz solar o el proceso de

cosechado y almacenamiento.

Los brotes de brocoli son una buena fuente de vitamina C. Se ha
demostrado que los niveles de esta vitamina varian enormemente en funcién del
método de cocinado empleado. Los valores mas altos de vitamina C (117.3
mg/100 g peso fresco) se mantienen con el cocinado al vapor. Sin embargo, el
cocinado con olla a presidén reduce el contenido de vitamina C (suma de 4cido
ascorbico y dehidroascdrbico) entre un 20 y un 46% * y con el cocinado con

microondas se pierde un promedio entre 20-40 %.

1.2.3 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos liposolubles del grupo de los terpenos, que
se encuentran de forma natural en las plantas y otros organismos fotosintéticos
como algas, algunas clases de hongos y bacterias. Existen mas de 700 compuestos
pertenecientes a este grupo. Los carotenoides son terpenos formados por 8

unidades de 8 isoprenos, cada uno de los cuales consta de 5 atomos de carbono.



CAPITULO III: INTRODUCCION 99

Son por lo tanto estructuras de 40 atomos de carbono, conocidos como
tetraterpenos, y estos atomos de carbono se encuentran ordenados formando
cadenas poliénicas conjugadas. Se dividen en dos tipos basicos: los carotenos que
son cadenas totalmente hidrocarbonadas y las xantofilas que son sus derivados

oxigenados (Figura 7).

El B-caroteno y la luteina son los principales carotenoides en el género
Brassica®®. Se ha demostrado que los brotes de brdcoli son ricos en carotenoides
(hasta 1.16 mg por 100 g de peso fresco)*. Comparando diversas variedades de
brocoli, coles de Bruselas, coliflor, col y col china, Singh y col. (2007)% observaron
que el brocoli presentaba los niveles mas altos de compuestos fendlicos (63.4
mg/100 g peso fresco o f.w.), vitamina C (52.9 mg/100 g f.w), -caroteno (0.81
mg/100 g f.w.), luteina (0.68 mg/100 g f.w.) y a-tocoferol (0.47 mg/100 g f.w.).
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Figura 7. Esquema general de la ruta biosintética de carotenoides®
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La actividad bioldgica de los carotenoides viene definida por su estructura
molecular, variando entre los distintos organismos vegetales y animales. Esta
actividad la podemos clasificar atendiendo a su aspecto funcional esencial, a la
accion fisioldgica que ejercen en determinadas condiciones y a las correlaciones

existentes con ciertas patologias (Tabla 4).

Tabla 4. Actividades biolégicas de los carotenoides en el hombre*”

Funciones - Actividad provitaminica A
- Antioxidantes
- Inmunopotenciadores
Acciones - Inhibicion de mutagénesis y transformacion

- Inhibicién de lesiones premalignas

- Proteccion frente a fotosensibilizacion

- Cataratas

Asociaciones .,
- Degeneracion macular

(asociacion inversa ) ) ,
) - Diversos tipos de cancer
frente a riesgo de)

- Enfermedad cardiovascular

Durante los ultimos afios, han aumentado las pruebas epidemioldgicas que
apoyan el efecto protector de los carotenoides frente al desarrollo de
enfermedades crdénicas y degenerativas. Por ejemplo, la suposicion de que
nutrientes antioxidantes, como el B-caroteno, puedan ejercer un papel preventivo
frente al cdncer, enfermedades cardiovasculares, cataratas y degeneraciéon
macular senil, se basa en pruebas experimentales que sugieren que estos
compuestos tienen propiedades antioxidantes-moduladoras de la respuesta
inmune, modificadores de procesos inflamatorios y transduccion de sefiales en y

entre células®.
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El consumo de carotenoides disminuye el riesgo de enfermedades croénicas
y se distribuyen fundamentalmente en determinados tejidos (ejemplo,
Luteina/zeaxantina en retina), formando parte de la fraccion lipidica de los
sistemas bioldgicos, protegiendo a las membranas del efecto de los radicales

libres.

1.24 Compuestos Fenolicos

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (-

OH), al que se une al menos a un grupo funcional.

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de las plantas en las
que desarrollan diversas funciones como la proteccion frente al estrés bidtico o
abiotico, asi como aportar color, sabor y aroma. Dentro de estos compuestos se
encuentran los flavonoides, que en el organismo ejercen una importante actividad
antioxidante y son inhibidores de varios tipos de tumores®.
Hay que tener en cuenta que los compuestos fendlicos se presentan en su mayoria
de forma combinada con azucares en las plantas, como O-glicésidos. Segun su

estructura quimica los podemos clasificar en'®:

1. No flavonoides:
- Fenoles no carboxilicos.
- Acidos fendlicos: derivados del acido cinamico.

- Estilbenos.

2. Flavonoides: dos anillos aromaticos unidos por un puente tricarbonado
que se cierra formando un anillo oxirano de tipo flavano. Los flavonoides
pueden agruparse en 7 subgrupos en funcién del grado de oxidacion de
este anillo flavano:

- Antocianos o antocianinas

- Flavanoles
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- Flavanonas

- Flavonoles

- Flavonas

- Isoflavonoides

- Chalconas

Los compuestos fendlicos mas comunes presentes en los brotes de brécoli
son aquellos derivados de los 4cidos hidroxicindmicos, como el acido sindpico y
derivados, que han sido estudiados por a su efecto protector contra el estrés
oxidativo en las células. Los brotes de col lombarda, colirrabano, nabo y rdbano
son los que contienen mayor cantidad de compuestos fendlicos no coloreados
(acidos hidroxicinamicos y flavonoles). Por otro lado, encontramos los antocianos,
que son los compuestos fendlicos coloreados presentes a altas concentraciones
(100-300 mg por 100 g f. w.) en brotes de rabano rojo o col roja, y que han
mostrado propiedades beneficiosas frente al desarrollo de ciertas enfermedades
neurodegenerativas'®l.
En la Figura 8 se resumen los principales compuestos bioactivos que se

encuentran presentes en los brotes de brdcoli y en las cruciferas en general.
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1.3 OBESIDAD Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

1.3.1 Situacion actual

En la actualidad, mas del 55% de la poblacion adulta tiene un exceso de
peso (Encuesta Nacional de Salud) y en la Unidn Europea, casi el 60% de los
adultos, lo que supone que casi 260 millones de adultos tienen sobrepeso u
obesidad. La obesidad aumenta tanto en los paises con un nivel econémico
elevado, como medio o bajo, con graves consecuencias a nivel de salud personal y
publica. Por ello es necesario un esfuerzo global para monitorizar y tratar la

obesidad103.104,

La obesidad se define como la acumulacidon anormal o excesiva de grasa que
afecta negativamente a la salud. El instrumento de medida mas aceptado para
establecer los grados de obesidad es el Indice de Masa Corporal (IMC), que se
define como la relacion entre el peso y la altura (Kg/m?). La Organizacion
Mundial de la Salud'%1% clasifica el sobrepeso como IMC > 25 kg/m? y la obesidad
como IMC > 30kg/m? en adultos. Actualmente hay una mayor prevalencia de
obesidad en las mujeres, y se observan mayores consecuencias negativas a nivel

somatico y psicosocial que en los varones!%6177,

Las enfermedades que se relacionan directa o indirectamente con la
obesidad suponen mas de la mitad de las enfermedades no transmisibles, entre
las que destacan las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y ciertos
tipos de cancer (pulmén, mama, colon, recto...). Casi un 7% de los presupuestos
nacionales de salud en la Unién Europea (UE) se destinan a enfermedades que se
relacionan con la obesidad!®*1%41%7, condiciones que deterioran y destruyen la
calidad de vida!081%,
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Prevenir y tratar la obesidad es una prioridad mundial. A pesar de ser bien
conocido que la restriccion caldrica y el aumento de la actividad fisica pueden
favorecer la pérdida de peso, la realidad es que cada vez es mayor el nimero de
personas obesas en el mundo. El consumo de alimentos especificos ricos en
compuestos bioactivos y biodisponibles, que actiian a nivel del tejido adiposo
(adiposidad, inflamacion) son de gran ayuda en las intervenciones nutricionales y

clinicas para el control y tratamiento de esta enfermedad cronica!%>1%,

1.3.2 Sindrome Metabolico

Podemos definir el sindrome metabdlico como diversas alteraciones en el
metabolismo, que en su conjunto son considerados como factores de riesgo para
el desarrollo de determinadas enfermedades, como la diabetes y las enfermedades

cardiovasculares!*!3 (Figura 9).

INACTIVIDAD
FISICA

INSULINA

RESISTENCIA

OBESIDAD ABDOMINAL

Factores de
Riesgo
metabdlico

SINDROME METABOLICO

Figura 9. Factores asociados al desarrollo del sindrome metabélico'
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En el afio 1988, el Dr. Reaven!!!, describio el sindrome metabdlico como una
serie de anormalidades entre las que se incluyen: hipertension arterial, diabetes
mellitus y dislipidemia, denominandolo “Sindrome X”, donde la resistencia a la
insulina constituia el factor o el principal mecanismo fisiopatologico!!113 Existen
distintas publicaciones y guias donde se relaciona el diagnostico, la prevencion y

su tratamiento (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes del sindrome metabdlico segun diversas asociaciones'*

ATP 111 OMS AACE IDF

Triglicéridos > 150 mg/dl X X X X

HDL < 40 mg/dl varones X X X X

HDL < 50 mg/dl mujeres

HTA > 130/85 mm/hg X X X X

Insulina Resistencia (IR) X

Glucosa > 100mg/dl (ayunas) X X X

Glucosa 2h: 140 mg/dl X

Obesidad Abdominal X X

IMC 1 X X

Microalbuminuria X

Factor de Riesgo y diagnostico 3 mas IR Mas de 2 Criterio clinico Obesidad
abdominal




62 MARIA TERESA LOPEZ CHILLON

Los criterios diagndsticos considerados son dificiles de establecer ya que el
sindrome metabolico esta sujeto a distintas definiciones y por tanto podria

condicionar una variacion en el diagndstico de riesgo cardiovascular'!15,

Existe una gran prevalencia del sindrome metabdlico a nivel mundial, y es
considerado por muchos profesionales de la salud como factor de riesgo para el
desarrollo de diabetes o un estado previo al desarrollo de dicha enfermedad!?c.
Fernandez-Bergés et al. (2012)"7, observaron que la prevalencia del sindrome
metabolico en la poblacion adulta es del 30%, predominando en varones hasta la
edad de 55 afios y en las mujeres a partir de los 65 afios. Existe un patron
homogéneo en glucemia y trigliceridemia en los varones, mientras que en el caso

de las mujeres prevalece la obesidad abdominal y aumento de HDL.c.

La edad predeterminada para diagnosticar personas con sindrome metabdlico ha
ido disminuyendo con el paso del tiempo, ya que antiguamente el riesgo mayor
se encontraba en personas de unos 50 afnos aproximadamente, y actualmente se
encuentra entre 30-35 afos!®. Esta diferencia de edad se puede deber
probablemente a la tendencia a seguir una mala alimentacion desde edades muy
tempranas, incluyendo las comidas répidas, ricas en grasas, el consumo excesivo

de aztcares anadidos, asi como una escasa o nula actividad fisica.

1.3.3 Relacion entre Obesidad e Inflamacion

La obesidad se caracteriza por un estado proinflamatorio crénico debido a
la acumulacion excesiva de grasa corporal 1719, El tejido adiposo es clave en la
homeostasis de la energia y en la respuesta inflamatoria "*'?'. Los estudios
clinicos han puesto de manifiesto que los marcadores de inflamacion
(Interleucina-6 (IL-6), proteina C reactiva (CRP) y factor de necrosis tumoral
(TNF-ar)) estan elevados cuando hay una alta adiposidad visceral'?>!?. En estas
condiciones se observa un aumento de ciertas moléculas sefializadoras, como la
adiponectina y leptina, asi como de proteinas de fase aguda implicados en el

balance energético y la sensibilidad a la insulina. Estos biomarcadores aumentan
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cuando se incrementa la masa grasa en las personas obesas y producen un estado

inflamatorio permanente!?>123,

Para evaluar el efecto de los fitoquimicos de los alimentos en individuos
obesos, podemos considerar su actuacion sobre diferentes dianas del tejido
adiposo y el estado inflamatorio'?*1%, Entre otros mecanismos, se propone la
modulaciéon de la absorcion de los acidos grasos de la dieta, inhibiendo las
enzimas lipasas gastricas. Otro mecanismo propuesto es la reduccion del deposito
de lipidos en el tejido adiposo, inhibiendo la enzima lipoprotein-lipasa, asi como
la inhibicion de marcadores reguladores de la inflamacién. Los alimentos, al
contener compuestos bioactivos con diversos mecanismos de accidon, pueden
actuar de forma sinérgica sobre multiples dianas fisiologicas y asi tener un efecto
claramente positivo sobre patologias relacionadas con la obesidad!'?. Ademas,
incluso con los fdrmacos mas potentes los efectos son modestos y muy variables,
por lo que el valor potencial de aumentar el consumo de un alimento rico en
fitoquimicos bioactivos en la poblacion obesa puede ser una buena estrategia. Las
evidencias han demostrado que las personas que consumen mas frutas y
hortalizas tienen menor riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. Los

mecanismos implicados en estos factores son multiples y actualmente en estudio

130,131
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2. JUSTIFICACION

La obesidad contribuye un problema de salud publica prioritario, que afecta
a casi el 60% de la poblacion a nivel nacional y global, de ambos sexos y de todas
las edades y grupo étnicos. La obesidad supone una pérdida de la calidad y la
esperanza de vida, no so6lo porque aumenta el riesgo de problemas
cardiovasculares, desequilibrios metabolicos y disfunciones del tejido adiposo,
sino también por inducir a una mayor incidencia de otras enfermedades no
contagiosas como el cancer. Por ello, la prevencion y tratamiento de la obesidad

es una prioridad de los sistemas de salud publica a nivel mundial.

La dieta juega un papel esencial en el bienestar y la salud. Sin embargo, la
influencia de los componentes de los alimentos (fitoquimicos bioactivos) sobre
condiciones fisiopatologicas es un area de investigacion creciente, no estando atiin
definida la dieta que podria ser “6ptima” para la salud. El consumo de alimentos
ricos en compuestos bioactivos y biodisponibles, que actien sobre el tejido
adiposo y sus alteraciones (a nivel inflamatorio), puede representar una
herramienta muy util en las intervenciones nutricionales y clinicas para controlar

y tratar esta patologia crdnica.

Los brotes de brdécoli comestibles representan una fuente rica en nutrientes
y potenciales ingredientes funcionales. Los brotes o germinados de brocoli
(Brassica oleracea L. var. Italica) son la mejor fuente dietética de glucosinolatos, que
parecen poseer efectos sobre el metabolismo del colesterol y la homeostasis de los
lipidos. Hasta la fecha la mayoria de los trabajos realizados en humanos han
sugerido el potencial antiinflamatorio y quimiopreventivo de estos compuestos,
en diferentes etapas de las enfermedades degenerativas y el cancer. Sin embargo,
son escasos los estudios clinicos realizados con el brécoli y mucho menos con los
brotes de brocoli en poblacién obesa o con sobrepeso. Conocer el efecto
beneficioso de estos compuestos fitoquimicos, especialmente los

glucosinolatos/isotiocianatos de los brotes de brocoli sobre parametros



metabolicos y fisioldgicos en la obesidad permitiria ofrecer opciones saludables
de alimentos para la poblacion obesa; por ejemplo, en programas de nutricion
personalizada que permitan un estado de salud optimo y el bienestar de la

sociedad en general, con un impacto positivo en los sistemas de salud publica.

Este proyecto supone una gran oportunidad de generar conocimiento en
investigacion basica y aplicada de I+D+i en las lineas de la Estrategia Espafiola de
Ciencia y Tecnologia y de Innovacion 2013-2020. Concretamente en el Programa
Estatal de I+D+i orientada a los retos de la sociedad se destaca la necesidad de dar
respuesta a problemas de Salud, Cambio demografico y Bienestar, y en materia de
Seguridad y Calidad alimentaria (Retos 1 y 2). El mercado del brécoli representa
una actividad socio-econémica de gran valor en el sudeste espafol y
concretamente en la Region de Murcia. La busqueda de soluciones para el
tratamiento de la obesidad en la edad adulta, es una cuestion de salud publica e
individual que preocupa a cientificos, a la clase politica y a la sociedad en general.
Ademads, la preocupacion por garantizar el acceso a alimentos seguros y
saludables, de mayor calidad, investigando sobre la nutricion y potenciando el
desarrollo tecnologico en el sector agroalimentario, son retos y oportunidades
para la I+D+i en consonancia con este proyecto. Son necesarias nuevas opciones
de alimentos seguros y saludables para combatir la obesidad y el sobrepeso,
alimentos y productos ricos en fitoquimicos bioactivos que se incorporen a la

dieta cotidiana, lo que ofrece oportunidades para I+D e innovacion.

En este proyecto se va a evaluar la actividad biologica de los brotes de
broécoli sobre dianas fisioldgicas de la obesidad y sus condiciones asociadas
(metabolismo lipidico, glucidico, inflamacién), todas ellas relacionadas también
con el riesgo vascular y otras enfermedades croénicas. En este proyecto se
identificaran respuestas bioldgicas individuales y multiples desde el laboratorio
agroalimentario hasta la intervencion a nivel nutricional- clinico. Disefiar nuevas
recomendaciones para nutriciéon personalizada y ofrecer alimentos sanos y
naturales como herramientas para el tratamiento de enfermedades no contagiosos
en adultos, nos ofrece oportunidades para I+D+ multidisciplinar desde el ambito
cientifico puro y aplicado, hasta el desarrollo industrial y la sociedad como

usuario final.
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3. OBJETIVOS

1.4 HIPOTESIS

Partimos de la hipotesis de que los fitoquimicos bioactivos presentes en los
brotes de brdcoli incorporados en la dieta pueden ser beneficiosos en la poblacion
con sobrepeso por sus efectos antiinflamatorios, actuando en las dianas

fisiologicas y moleculares de la obesidad.

1.5  OBJETIVOS

El objetivo general es la evaluacion de la biodisponibilidad y la bioactividad
de los compuestos bioactivos presentes en los brotes de brécoli, en modelos de

experimentacion in vitro hasta la intervencidn en sujetos adultos (estudio clinico).
Los objetivos especificos que se plantean en este proyecto son los siguientes:

- Caracterizacién de la composicion nutricional y fitoquimica de los brotes

de brocoli.

- Evaluacion de la actividad bioldgica de los brotes de brdcoli a nivel
bioquimico (in vitro): inhibicion de enzimas del metabolismo lipidico

(lipasas) y glucidico (glucosidasas).

- Evaluacion de la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos de los

brotes de brocoli en poblacidén en sobrepeso
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Evaluacion de los efectos del consumo de brotes de brocoli en poblacion
obesa adulta de ambos sexos, sobre pardmetros de obesidad: medidas

antropométricas, perfil bioquimico, inflamacion

Disefio de recomendaciones dietéticas para incluir los brotes de brdcoli
como coadyuvante en el tratamiento del sobrepeso y para la nutricion de

la poblacion general.
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4. MATERIAL Y METODOS

41 BROTES DE BROCOLI

Es necesario conseguir brotes de brocoli enriquecidos en glucosinolatos
para la evaluacion de su calidad, aceptabilidad y eficacia (biodisponibilidad,
metabolismo y bioactividad). Los glucosinolatos estdn presentes, en grandes
cantidades, en las semillas y en los brotes de brécoli durante los primeros dias de
edad, alcanzando hasta 10 veces mads los niveles que aparecen en el brocoli adulto.
Con el control de las condiciones agrondémicas (luz/oscuridad, irrigacion, estrés
salino) se pueden inducir diferentes respuestas a nivel de contenido de
glucosinolatos (alifaticos, indolicos), debido a los efectos sobre las rutas de su
biosintesis. Ademas, el uso de elicitadores durante el desarrollo de los brotes
favorece su enriquecimiento en antioxidantes naturales. Por lo tanto, se necesita
optimizar el desarrollo y favorecer el enriquecimiento de los brotes de brocoli en

fitoquimicos bioactivos (glucosinolatos/isotiocianatos)'321%,

A continuacion, se describe la obtencion, caracterizacion y enriquecimiento
de los brotes de brdcoli (Brassica oleracea var. Italica) en fitoquimicos bioactivos

(glucosinolatos/isotiocianatos) en condiciones controladas.

41.1 Germinaciony Desarrollo de los brotes de Brocoli: Uso de Elicitadores

Los elicitadores son sustancias que inducen cambios fisiologicos en los
vegetales y pueden ser del tipo Bidtico/bioldgico (fitohormonas, oligosacaridos,
aminodcidos) o abidtico (salinidad, temperatura, radiacion, etc.) y se utilizan para
enriquecer la composicion fitoquimica de los alimentos. Dependiendo del tipo de
elicitador, se activan diferentes rutas de sefializacion para sintetizar un conjunto
de metabolitos de defensa, las fitoalexinas, entre las que se incluyen los

glucosinolatos/isotiocianatos 2101,
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En el presente estudio, el desarrollo de las semillas de brdcoli para obtener
los brotes con certificado ecologico (Intersemillas S. A.), se ha realizado siguiendo
el siguiente proceso: se higienizaron las semillas con 5g/L. NaCIO/L, induciendo la
germinacion durante 24 h en agua ultra-pura, junto con aireacion (proceso
conocido como priming). El volumen de las semillas se dividié para sembrar las
bandejas perforadas de plastico transparente con film de celulosa del 100%, y
posteriormente se irrigaron con 5g/L de hipoclorito soédico (Reglamento (CE)
889/2008), manteniéndose en una camara con unas condiciones controladas de
ciclos de luz-oscuridad (16/8h dia/noche), temperatura (25/20°C) y humedad
relativa (60/80%). La radiacion fotosintética activa se suministré con una
combinacién de tubos fluorescentes (Philips TLD 36 W/83, Sylvania F36W/GRO) y
lamparas de Na (Osram HQI. T 400W), y se desarrollaron y muestrearon los
brotes hasta alcanzar 12 dias de edad 3.

En un principio no estaba establecido con claridad en qué medida podrian
mejorar los elicitadores el contenido de glucosinolatos/isotiocianatos en los brotes
de brocoli de forma significativa, durante la germinacion. Para este
enriquecimiento de glucosinolatos en los brotes de brocoli se hizo necesario
optimizar la relaciéon dosis/respuesta con el empleo de diferentes agentes y
combinaciones: acido jasmonico (JA, 15-60 uM), metil-jasmonato (MeJA, 25-250
puM) y DL-metionina (1-5 uM).

Después de realizar las pruebas de elicitacion y cebado de semillas para
enriquecer los brotes de brdcoli en glucosinolatos se us6 como elicitador el metil-
jasmonato (Me-JA), preparando las semillas y rociando diariamente sobre los
cotiledones desde el dia 4-7 de germinacion. Los brotes de brocoli se
suministraron frescos y crudos por Aquaporins Ingredients S. L. (Alcantarilla,
Murcia, Espafia). Fueron bioestimulados con MeJA 250 uM, durante los 4 dias
previos a la entrega, para aumentar hasta dos veces mas los niveles de produccion

de los compuestos bioactivos, segiin un protocolo previamente validado 3.



CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS 77

Se observo que el MeJA en concentraciones de 250 uM afectaba al
metabolismo e incrementaba la biosintesis de los glucosinolatos hasta un 70%
(glucoiberina, glucobrasicina). De esta manera, mejoramos el contenido de estos
compuestos promotores de la salud, sin verse alterados los niveles en cuanto a su
composicion nutricional por estos tratamientos. Se recolectaron tres bandejas de
brotes de brocoli una vez por semana durante el estudio de intervencion, se
congelaron y liofilizaron, con el fin de analizar su contenido en glucosinolatos e
isotiocianatos y comprobar unas concentraciones homogéneas de principios

activos durante todo el ensayo clinico Z.

4.1.2 Analisis microbiologico de los brotes de brocoli

Las muestras de brotes de brocoli de cada lote fueron tratadas en
condiciones antisépticas/estériles (camara de flujo laminar) para su
homogenizaciéon en un volumen controlado de agua estéril de peptona
tamponada en un digestor (Laboratory Blender Stomacher, Reino Unido). Las
disoluciones seriadas de este homogenizado se alicuotaron para afiadirse a las
placas de agar, para recuento de microorganismos (aerobios, levaduras y mohos).
Las muestras (por triplicado) fueron preparadas para recuentos de 30-300
unidades de formacion de colonias (CFU), e incubadas durante tres dias a 30°C y
durante cinco dias a 25°C para el recuento de microorganismo aerobios, y
levaduras y mohos, respectivamente, para obtener resultados de recuentos en
logio CFU/g.

42 EXTRACCION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL BROCOLI

421 Extraccion y determinacion de los glucosinolatos en los brotes de brocoli

La extraccién de las muestras liofilizadas (50 mg) se realizé con 1 ml de
MeOH:H,O (70:30). Las muestras se sometieron a un proceso de incubacion

durante 30 min a una temperatura de 70°C, para asi poder desactivar la enzima
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mirosinasa. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas; el extractante fue
evaporado a través de un evaporador rotatorio y el residuo sdlido disuelto en
H,O para su posterior analisis cromatografico. Las muestras fueron filtradas por
una membrana de PVDF de 0,45 um (Millex) y se analizaron por HPLC-DAD-
MS/MS en los laboratorios del CEBAS-CSIC, mediante el método descrito por
Baenas et al. para la efectiva identificacion y cuantificacion de los

glucosinolatos!®.

4.2.2 Extraccion y determinacion de los isotiocianatos en los brotes de brocoli

Para la extraccion y determinacion de los isotiocianatos en los brotes de
brocoli, cada muestra liofilizada (50 mg) fue extraida con 1,5 ml de H20. Las
muestras fueron sometidas a un proceso de incubacién durante 24 h a una
temperatura ambiente de unos 25 °C, con agitacion, para poder conseguir asi la
hidrolisis de los glucosinolatos a isotiocianatos'®. Una vez centrifugadas las
muestras, fueron filtradas por una membrana de PVDF de 0,45 um (Millex) y se
analizaron por UHPLC-MS/MS-QqQ, mediante el método descrito por
Dominguez-Perles et al. para la identificacion y cuantificacion de los

isotiocianatos 13,

4.2.3 Extraccion y determinacion de la vitamina C en los brotes de brocoli

La vitamina C total es la suma de 4acido ascorbico (AA) y acido
dehidroascorbico (DHAA). El andlisis por HPLC se realiza después de la
derivatizacion del DHAA en el fluoroforo 3-(1,2-dihidroxietil)-furo [3,4-b]-
quinoxalina-1-ona (DFQ), mediante la reaccién con diclorhidrato de 1,2-
fenilendiamina (OPDA; Fluka Chemika, Nev-Ulm, Suiza) segun el método de
Pérez-Balibrea et al. (2008)'®2. Posteriormente, se tomaron 20 pL del extracto y se
analizaron en un HPLC Merck Hitachi (Tokio, Japon), equipado con un detector
UV L-4000 y una bomba L-6000.
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La separacion del fluoroforo DFQ y del acido ascorbico se realizd en una
columna Lichrospher RP18 100 um de tamano de la particula, 250 x 4 mm
(Scharlab, Barcelona, Espana). La fase mdvil fue metanol-agua (5:95, V/V) que
contenia 5 umol/L de cetrimida y 50 umol/L de dihidrdgeno fosfato de potasio a
pH= 4,5. La velocidad de flujo fue de 0,9 mL/min. La longitud de onda del
detector se establecio inicialmente a 348 nm y, después de la elucion de DFQ se

cambid manualmente a 261 nm para la deteccion del acido ascdrbico.

43 DIGESTION IN VITRO DE LOS BROTES DE BROCOLI

En los ensayos de biodisponibilidad in vitro se simulan la digestion
gastrointestinal y el proceso de absorcion intestinal mediante el uso de enzimas
digestivas. La técnica consta de una digestion gastrica (2 h) y otra digestion
intestinal (3 h). Para representar la digestion lo mas realista posible,
desarrollamos una extraccién de brotes de brocoli frescos, simulando un ambiente
gastrointestinal. El procedimiento fue adaptado segtn el trabajo previo de Gil-

Izquierdo y col '¥.

4.3.1 Procedimiento

Para la preparacion de las muestras, se homogeneizaron 12 g de brotes de
brocoli, en un Ultraturrax T-18 basico 24.000 rpm con 60 ml de agua destilada
hasta una completa homogeneizacion.

Se prepard una solucion de pepsina a partir de 4 g de pepsina (Sigma-
Aldrich) a la que se anadieron 25 ml de agua destilada y se llevo a agitacion.

La solucion de pancreatina se prepard con 0,42 g de NaHCOs, junto a 1,25 g de
sales biliares (Sigma-Aldrich) y 0,2 g de pancreatina (Sigma-Aldrich), mezcla que

se disolvié en 50 ml de agua destilada, con agitacion.

Se pesaron 8 g de brotes de brdcoli frescos, a los que se afiadio 40 mL de
tampdn de tampon fosfato 20 nM, 10 nM HCl (pH 6.9). Se incubaron en un bafio
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termostatizado con agitacion a 37 °C durante 10 minutos. Se midi6 el pH de la
muestra, se anadié 6 mL de la solucién de pepsina y se midié de nuevo el pH,
ajustando con HC1 0.6 N hasta pH = 2. Se realiz6 la digestion 4cida durante 2 h, a
37 °C, en un bafo con agitacion moderada constante, imitando los peristaltismos
y la temperatura corporal humana. Durante este tiempo, se verifico cada media

hora el mantenimiento del pH en 2.

En segundo lugar, a una alicuota (alicuota I) de la muestra (+ 20 ml) se le
anadié 5 ml de la solucién de sales biliares y pancreatina, y se valoré con NaOH
hasta pH 7. Otra alicuota (alicuota II), de + 20 ml, permanecié en un bafio de hielo

con la digestion acida detenida.

En tercer lugar, la alicuota II se sometio a una segunda digestion y a dialisis,
a 37 °C, durante 2 h en un bafio con agitacion constante moderada, imitando las
condiciones humanas. Para ello, se introdujo una membrana de celulosa (Sigma-
Aldrich) tubular sellada, con un volumen de 10 ml de una solucién preparada con
una cantidad de NaHCOs equivalente a la acidez valorada en la alicuota I y
diluida hasta 25 ml con agua destilada. Media hora después, se afiadieron los 5 ml
de la solucion de sales biliares y pancreatina. Finalmente, se recogid el dializado,
se filtr6 a través de un filtro de membrana Millex-HVis 0,45 um (Millipore,
EE.UU.) y se almaceno a -80 °C hasta su posterior andlisis. En la Figura 10 se

expone un esquema del procedimiento llevado a cabo.
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FASE GASTRICA FASE DUODENAL
i
Digestion Dlgestmn pancredtica )
con pepsina-HCl con sales biliares
pH =2 37°C, 2h pH=7 37°C,2h  Fase intestinal
agitacion agitacion absorbida
m i} I
Brotes de brocoli Fase gastrica Fase intestinal
crudos, sin digerir no absorbida

Figura 10. Fases de la digestion in vitro de los brotes de brdcoli

Se evaluo la actividad antioxidante in vitro, asi como la actividad inhibitoria
enzimatica en el proceso de digestion. Se tomaron muestras de los brotes
homogeneizados (8 g en 40 mL tampodn) antes de la digestion, asi como tras la
fase gastrica. Posteriormente, tras la digestion, se tomaron muestras de la fase
digerida, dializada a través de la membrana, que corresponderia a la “parte
absorbida” y de la porcién no absorbida. Cada muestra fue centrifugada y se

recogio el sobrenadante, que se congeld a -80°C para realizar las determinaciones.

44 EVALUCION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE LOS
BROTES DE BROCOLI

Para los objetivos planteados se emplearon 2 ensayos, un ensayo enfocado a
evaluar la capacidad de captar radicales libres por antioxidantes, el método del
DPPH", y el método ORAC basado en la reaccion de transferencia de un atomo

de hidrogeno™

En estos métodos se realizaron rectas de calibrado con el estdndar de Trolox

(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), un derivado soluble de la vitamina E, por lo que
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la actividad antioxidante fue expresada como la Capacidad Antioxidante
Equivalente de Trolox (ET) en mmoles de equivalentes de Trolox/100 g peso

fresco. Los ensayos se realizaron por triplicado.

44.1 Método DPPH

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH*) es un radical libre comercialmente
disponible, insoluble en agua. Se puede utilizar para comprobar la capacidad de
captacion de radicales libres de moléculas lipofilicas en medios no acuosos'¥. El
método evalda la capacidad de la molécula problema para reducir el radical libre
DPPH* (disuelto en metanol), midiendo la absorbancia a 515 nm, la cual
disminuye paulatinamente al aparecer el radical reducido en el medio, que pasa

de color violeta a color amarillo41.142,

La reaccién consiste en la sustraccion de un electrén del antioxidante y

puede ser resumida como:

DPPH'+ A — DPPH" + A"

El nuevo radical formado (A*) puede seguir principalmente interaccionando

radical-radical para originar moléculas estables A-A o DPPH-A.

El ensayo se realizd con microplacas Synergy HT multi-detec microplate
reader de Biotek Instruments, Inc (Winooski, VT, EE.UU.), de 96 pocillos de
poliestireno con paredes negras y fondo transparente de Nalge Nunc
International (Roskilde, Dinamarca), en un lector de microplacas, Infinite M200

(Tecan, Grodig, Austria).

La medida del blanco se realizé con metanol. En el pocillo de una placa se
anadié 250 puL de la solucion diluida del radical DPPH", y se realiz6 la primera

lectura de absorbancia, absorbancia inicial (Ai). En este momento se adicionaron



CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS 83

2ul de muestra y se observd la variacion de absorbancia durante 50 min,
realizando lecturas a intervalos de 1 min. El dato de absorbancia mas bajo

reflejado durante este periodo de tiempo es tomado como absorbancia final (Ar).

Las diferencias de absorbancia obtenidas se interpolan en la recta de
calibrado de Trolox realizada con 8 concentraciones diferentes de Trolox,

resultando una ecuacion del tipo:

y =1,427x + 0,04 (r> = 0,9959)

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron
como medias *+ desviacion estandar (STD), en mmoles de equivalentes de

Trolox/100 g peso fresco.

4.4.2 Ensayo ORAC

El ensayo ORAC es el tinico que combina en un solo valor el tiempo y la
velocidad de inhibicion del dafio oxidativo y nos da una orientacion sobre la
capacidad antioxidante de los brotes de brdcoli en el organismo. El ensayo fue
realizado de acuerdo con Ou y col . El ensayo consiste en la degradacion
oxidativa de la fluoresceina al ser atacada por el radical AAPH (Radical 2, 2-
azobis-[2-metilpropionamida] dihidrocloruro). La caida de la fluorescencia de la
proteina oxidada se monitoriza en el tiempo. En presencia de antioxidantes, la

proteina no es oxidada y por tanto se evita o retrasa esa caida en la fluorescencia.

La fluoresceina se diluyé en un tampodn fosfato 75mM (pH=7,4) hasta una
concentracion final de 6 nM (c. f.). y se conservé a 20 °C. El radical AAPH se
prepar6 diariamente a una concentracion 127 nM en tampoén fosfato sodico 75
mM pH 7,4. Las muestras se diluyeron 1/20 en tampodn fosfato. La concentracion
de la disolucion stock de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico

(Trolox) utilizada para la elaboracion de la recta patrén fue de 0,25 mM y se
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prepar6 en tampodn fosfato sédico 75 mM pH 7,4. La reaccion se llevo a cabo en

este tampon fosfato, en un volumen final de 200 pl.

Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se llevaron a
cabo en un lector de microplacas Synergy HT multi-detec microplate reader de
Biotek Instruments, Inc (Winooski, VT, USA), utilizando placas de 96 pocillos de
poliestireno con paredes negras y fondo transparente de Nalge Nunc
International (Roskilde, Denmark). La fluorescencia de las muestras se ley6 por el
fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitacion de 485/20 nm,
y un filtro de emision de 528/20 nm. El lector de placas fue controlado por el

software KC4, version 3.4.

La capacidad de inhibicion de la desaparicion de FL, se cuantificd
mediante la integracion del area bajo la curva de caida de la FL (Area Under the
Curve, AUC) %145 comparando las caidas producidas por las muestras de plasma

con las caidas producidas por una curva estandar de Trolox (Figura 11).

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como medias * desviacidn estandar (STD), en mmoles de equivalentes

de Trolox/100 g peso fresco.
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45 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA ENZIMATICA IN
VITRO DE LOS BROTES DE BROCOLI

4.5.1 Inhibicion de la actividad lipasa enzimatica

La lipasa pancreatica hidroliza los ésteres de cadena larga de los acidos
grasos a partir de sus triglicéridos. El método descrito se basa en una reaccion
colorimétrica en la que el sustrato, el 1,2-diglicérido es hidrolizado a 2-
monoglicérido y acido graso. El 2-monoglicérido se determina mediante una serie
de reacciones enzimaticas que dan lugar a un producto quinona-diimina
coloreado. Cuanto mayor es la actividad inhibitoria de la muestra, menos

producto se forma y menor sera el aumento de la absorbancia a 550 nm.

La actividad lipasa se ha determinado siguiendo el protocolo de Gironés-
Vilaplana et al.*, para placas de 96 pocillos (Nunc, Rolskilde, Dinamarca), en un
lector de placas Infinite M200 (Tecan, Grodig, Austria). En cada pocillo se anaden
alicuotas (3.75 pL) de estandar de lipasa y las muestras (sin diluir).
Posteriormente se adicionan 225 pL de la solucion substrato (1,2-diglicérido), se
mezcla bien y se incuba durante 5 minutos a 37 °C. Se emplea agua como blanco.
Posteriormente se anade el agente activador (75 pL) y se mezcla y las muestras se
incuban de nuevo durante 3 minutos a 37 °C. Se mide el aumento de la
absorbancia a 550 nm, compardandola con la del estandar. Este aumento es

inversamente proporcional a la actividad inhibitoria de la lipasa en las muestras.

4.5.2 Inhibicion de la actividad a-glucosidasa enzimatica

La inhibicion de la a-glucosidasa, enzima clave que cataliza el paso final
en el proceso digestivo de los hidratos de carbono, puede retrasar la hidrdlisis de
los oligosacaridos y disacdridos en monosacaridos, disminuyendo la absorcion de

glucosa y por consiguiente reduciendo la hiperglucemia postprandial.
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Se ha determinado la actividad inhibitoria de la a-glucosidasa empleando
un método adaptado a microescala, en placas de 96 pocillos '¥. Se emplea como
sustrato 4-nitrofenil--a-D-glucopiranosido 2 mM, preparado en tampdn fosfato
potasico 10 mM, pH 7. Se seleccionaron 5 diluciones de las muestras de brdcoli
(sin diluir, diluciones seriadas hasta 1/16 en tampon fosfato potasico). El enzima
se reconstituye (1.35 mg) en 1 mL de tampon fosfato. Se toman 40 pL y se diluyen
en 10 mL de tampon fosfato.

En cada pocillo, se afiade: 100 uL de 4-nitrofenil-a-D-glucopirandsido 2 mM
+ 20 pL de dilucion + 100 pL enzima. Se mide la absorbancia inicial a 405 nm, se
incuba durante 10 minutos a 37°C y se mide la absorbancia final. Esta absorbancia
es debida al 4-nitrofenol, liberado a partir del sustrato 4-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido, por accion hidrolitica del enzima. A mayor actividad inhibitoria
de la muestra, menos producto de hidrolisis se libera. Se compara asi el aumento
de la absorbancia producida por la muestra, con el producido por el control
(tampon en vez de muestra), para calcular la actividad inhibitoria, expresada

como % inhibicién.

4.6 ESTUDIO CLINICO SOBRE POBLACION CON SOBREPESO

Se realiz6 un ensayo clinico nutricional, prospectivo, con el fin de evaluar los
efectos del consumo diario de brotes de brécoli durante un periodo de 10 semanas

en una muestra de poblacién con sobrepeso.

4.6.1 Reclutamiento y seleccion de voluntarios

El reclutamiento de los voluntarios se realizé en la Universidad Catolica
de Murcia (UCAM). Tras la revision de sus historias clinicas se identificaron los
posibles participantes, que fueron citados para una visita de cribaje en la que se

comprobd que cumplian los siguientes criterios de inclusion:
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Criterios de inclusion

Edad: Entre 35-55 afios

Sin enfermedad cardiovascular diagnosticada (cardiopatia isquémica-
angina de pecho o infarto de miocardio reciente o antiguo, accidente
cerebro-vascular, vasculopatia periférica).

Sobrepeso: clasificado segin la Organizacion Mundial de la Salud en IMC
entre 24,9-29,9 kg/m?2.

No fumadores.

Sin consumir suplementos vitaminicos o medicamentos durante los dos

meses previos al estudio.

Criterios de exclusion

Historia previa de enfermedad cardiovascular o cualquier enfermedad
crénica grave.

Fumadores.

Con alteraciones en el perfil lipidico.

Hipertensos.

Con adiccion a drogas y alcohol.

Seguidores de dietas vegetarianas

Alergias e intolerancias a alimentos o derivados del género Brassica.

Embarazo y lactancia materna.

A los sujetos candidatos se les explico el estudio y firmaron el consentimiento

informado (Anexo I). Ademas, se registraron los habitos dietéticos y el estilo de

vida de todos los participantes mediante encuestas (Anexo II).

Dicho estudio se desarrolld de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de

Estudios Humanos y fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad Catélica

de Murcia y el Subcomité de Bioética del Departamento del CSIC para el AGL-
2013-Proyecto 46247-P (Anexo III). El estudio esta registrado en ClinicalTrials.gov
con el cédigo NCT 03390855.
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4.6.2 Diseiio del Estudio de intervencion

El estudio estaba dividido en dos fases (Figura 12), una fase de
intervencion, con la ingesta de brocoli, llamada “Fase de Brocoli” y una fase
posterior de seguimiento, de dieta libre de alimentos de cruciferas llamada “Fase
de Seguimiento”. A los voluntarios se les solicité6 que durante la semana previa al
comienzo del estudio evitaran la ingesta de vegetales del género Brassica (brocoli,
rabano, coliflor, coles de Bruselas y mostaza, entre otros) y sus productos
derivados, para conseguir, el dia de inicio del estudio, unas concentraciones
plasmaticas bajas de glucosinolatos e isotiocianatos, compuestos caracteristicos de
estos vegetales (wash-out). A los participantes se les recomendo que siguieran una
dieta mediterranea tradicional, baja en colesterol y grasas saturadas, sin otra
restriccion alimentaria. Estas instrucciones dietéticas se mantuvieron durante
todo el periodo de estudio. Ademas, en los dias previos al inicio del estudio se
pasé a cada participante unas encuestas con el fin de valorar el riesgo
cardiovascular, el seguimiento de la Dieta Mediterranea y los habitos alimentarios
(Anexo 1II).

Por otro lado, a todos los voluntarios se les solicitd que anotaran cualquier
signo de enfermedad, consumo de medicamentos y cualquier desviacion de la
dieta habitual. Se comprobd posteriormente que los voluntarios mantuvieron sus

estilos de vida habituales durante todo el estudio.

. i . 4‘ Lavado (Wash-out) de @ m m Lavado (Wash-out] ' | Pperiodo de seguimiento de 10
. f! '. i. 7 dias, sin consumo . de 20 dias, sin semanas
' " de brésicas ni Intervencidn de 10 semanas consumo de brésicas | | Dieta normal, libre de brotes
, ' productos derivados | Consumo diario de una porcidn ni productos de bracoli
~ (30 g) de brotes de brocoli frescos derivados
40 Sujetos con sobrepeso .
{21V, 19F), no fumadores /£ Seguimiento de los voluntarios (encuestas, recogida de muestras): Preseleccién, Intervencién (Dia 0, dia 70),
3‘
IMC = 24.9-29.9 kg/m? o Lavado (Dia 90), Periodo de Seguimiento (Dia 160)

Edad: 35-55 afios

Figura 12. Fases del estudio
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La primera fase consistio en un periodo de 10 semanas con una ingesta
diaria de 30 g de brotes de brdcoli crudos y frescos contenidos en bandejas. Esta
cantidad supone la mitad de una porcion diaria, segiin la FDA (2001)4%. Para ello
los participantes fueron citados semanalmente para proporcionarles las 7
bandejas de brotes de brocoli para toda la semana, y se les indic6 que debian

ingerir una bandeja por dia y mantenerlas refrigeradas (4°C) en casa.

El consumo de los brotes fue incluido en su dieta diaria, siempre
acompanando en las comidas y nunca cocinados, ya que los procedimientos de
coccion pueden afectar al contenido de glucosinolatos, asi como a su
biodisponibilidad '+ y, por lo tanto, se les facilitaron algunas recetas para que la
composicion y absorcion de los brotes de brocoli no se viera afectada. Algunas
opciones para su elaboracion, fue incluir los brotes en ensaladas de verduras,
ensaladas de pasta fria, en sandwiches frios con algunas combinaciones como:
queso, jamon, tomate, lechuga o combinaciones con cerdo y verduras a la parrilla
(en estos casos los brotes se agregan después de la parrilla una vez que el

ingrediente estaba templado).

Después del periodo de intervencioén, tuvo lugar un periodo de lavado de
20 dias de duracion, y a continuacion la “Fase de Seguimiento”, donde los sujetos
continuaron con su dieta habitual durante 70 dias sin ingerir brotes de brocoli ni
derivados.

En ambas fases se recogieron muestras de orina de 24 horas y muestras de
sangre (Tabla 6), en los dias inicial (T0) y al final de la intervencién con el brdcoli
(T70), asi como en el momento de inicio de la fase de seguimiento, (que
corresponde a T90) y dia final de esta fase (que corresponde a T160).
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Tabla 6. Distribucion de las muestras tomadas en los distintos tiempos

TIEMPO (DiAS) MUESTRAS INGESTA DIARIA
TO o;g;ggéA ~30 g BROCOLI
T70 Og};‘géh' ~ 30 g BROCOLI
T90 Oﬁ;@f{?‘ NO BROCOLI
T160 Ogi%i‘;h' NO BROCOLI

Las muestras de sangre de cada sujeto se tomaron por venopuncion de la
vena antecubital, 3ml, en tubos de heparina y fueron centrifugados a 10.000 rpm
durante 10 min a 4° C; el plasma fue alicuotado y almacenado a -80°C hasta el
andlisis. Dicho andlisis fue realizado una vez finalizado cada periodo y en el
mismo lote para minimizar asi las variaciones analiticas. La orina también fue
alicuotada y congelada a -80°C para un andlisis mas extenso. En las muestras de
orina de 24 h se analizaron las concentraciones de los principales componentes

funcionales de los brotes de brdcoli y sus metabolitos.

4.6.3 Tamaifio muestral

El tamafo muestral inicial del estudio fue de 43 personas. Ningtin sujeto
abandon¢ el estudio debido a la presentacion de efectos adversos durante la
intervencion, aunque si abandonaron 3 voluntarios por falta de compromiso,
quedando asi una muestra final de 40 voluntarios, de los cuales 19 eran mujeres y

21 eran hombres.
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4.6.4 Perfil antropométrico

Determinamos la altura y el peso en cada una de las visitas, para calcular
el Indice de Masa Corporal (IMC) como (peso (kg)/ [altura (m)]?). También se
determin¢ el porcentaje de masa corporal. Para ello se utilizd un monitor de

composicion corporal Tanita®, basado en la bioimpedancia.

Estas medidas fueron llevadas a cabo en una sala especialmente habilitada
para ello; con el fin de asegurar una mayor uniformidad en las medidas y
minimizar asi el error conocido como error debido al observador, todas ellas

fueron tomadas por la misma persona.

4.6.5 Parametros bioquimicos

Se determinaron variables relacionadas con el perfil lipidico, como se indica en

los siguientes apartados.

4.6.5.1 Colesterol total

El colesterol total fue determinado en la plataforma analitica ADVIA 2400,
en el laboratorio del Hospital Quirdn de Murcia. Se analiza mediante un método
enzimatico por el que los ésteres de colesterol se hidrolizan por la acciéon de la
enzima colesterol esterasa a colesterol y se liberan acidos grasos. El colesterol se
convierte en colest-4-en-3-ona por la accién de la enzima colesterol oxidasa en
presencia de oxigeno formando perdxido de hidrégeno (H.O,). Se forma un
complejo coloreado a partir del H,O,, 4-aminoantipirina y fenol bajo la accién
catalitica de la peroxidasa. La absorbancia del complejo se mide a 505/694 nm
como reaccion a punto final siendo la concentracion de colesterol directamente

proporcional a la absorbancia.

4.6.5.2 Colesterol de lipoproteina de alta densidad (c-HDL)
El c-HDL fue cuantificado en la plataforma analitica ADVIA 2400, en el

laboratorio del Hospital Quirén de Murcia. Es un método cinético de dos puntos
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que tiene lugar en una primera etapa donde se produce la eliminacion de
quilomicrones, c-VLDL y c-LDL mediante las enzimas colesterol esterasa y
colesterol oxidasa. El1 H,O, producido por la oxidasa se elimina por la accion de la
catalasa. En la segunda etapa del método se mide el c-HDL de manera especifica.
La catalasa de la primera etapa es inhibida por la accion de un azida sodica.
Mediante la accion de una peroxidasa y por medio de la reaccion de Trinder se
produce colorante quinoneimina. La intensidad de este colorante es directamente

proporcional a la concentracion de c-HDL y se determina a 596 nm.

4.6.5.3 Colesterol de lipoproteina de baja densidad (c-LDL)

El c-LDL no se midi6 directamente, sino que se calculé mediante la ecuacion
de Friedewald, tal y como se muestra en la ecuacion. Cuando la concentraciéon de
triglicéridos en suero excede de 200 mg/dL, la exactitud del calculo de la ecuaciéon

se vuelve inadecuada y no debe ser utilizada:

¢-LDL=CT - (c-HDL+TG/5)

4.6.5.4 Triglicéridos

Los triglicéridos fueron medidos en el autoanalizador ADVIA 2400, en el
laboratorio del Hospital Quiréon de Murcia. El método de cuantificacion de
triglicéridos en suero se basa en la reaccion enzimatica en tres pasos de Fossati
con un punto final de Trinder. El procedimiento de un solo reactivo cuantifica los
triglicéridos totales, incluidos monoglicéridos, diglicéridos y fracciones de glicerol
libre. Los triglicéridos se transforman en glicerol y acidos grasos libres por accion
de la enzima lipasa. A continuacion, el glicerol se transforma primero en glicerol-
3-fosfato por accion de la enzima glicerol quinasa y después en H,O, por accion
de la glicerol-3-fosfato oxidasa. Bajo la accién catalitica de la peroxidasa se forma
un complejo coloreado a partir de H,O,, 4-aminofenazona y 4-clorofenol. La
absorbancia del complejo se mide a 505/594 nm como reaccién de punto final
siendo la concentraciéon de triglicéridos directamente proporcional a la

absorbancia.
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4.6.6 Marcadores de inflamacion

Se ha determinado los niveles de proteina C reactiva, factor de necrosis tumoral
TNF-a, IL-1p e IL-6 como biomarcadores de inflamacion.

4.6.6.1 Proteina C Reactiva (CRP)

La proteina C reactiva (CRP) se midi6 con el lector de ichromaTM®, un
escaner fluorescente portatil que analiza las muestras de plasma y muestra los

resultados de la medicion en la pantalla.

El kit incluye unas tarjetas de prueba que contienen un anticuerpo monoclonal
anti-ratén y la IgG de conejo inmovilizada. El tampon del detector contiene
anticuerpos fluorescentes anti-CRP e IgG de conejo. Los tubos capilares de

recoleccidn se utilizan para recoger la muestra de plasma (10 pL).

La prueba se basa en un método de inmuno-deteccién en sandwich; el
anticuerpo detector en tampdn se une al antigeno de la muestra, formando
complejos antigeno-anticuerpo. Cuantos mas antigenos (mas proteina C-reactiva)
haya en la muestra, mayor serd el complejo antigeno-anticuerpo y la senal de
fluorescencia sera mas intensa en el anticuerpo detector, valor que se procesa para
mostrar la concentraciéon de CRP en la muestra. El instrumento muestra la
concentracion de CRP de la muestra en términos de mg/L. El valor de corte es de
10 mg/L y el rango de trabajo de 2,5 - 3,00 mg/L.

4.6.6.2 Citoquinas proinflamatorias: Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), IL-1f e
Interleuquina 6 (IL-6)

Los marcadores de inflamacion, IL-6, IL-13 y TNF-a fueron medidos con
kits ELISA de alta sensibilidad proporcionados por IBL International®. Para
obtener un rendimiento dptimo de la prueba, se siguio el procedimiento manual

exacto del kit en cuanto a los pasos de lavado, la cronologia y la preparacién de
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las soluciones y el tiempo de incubacion. Se midieron los valores de absorbancia

de cada conjunto de estandares y muestras duplicadas.

El principio de estas pruebas es que un anticuerpo de recubrimiento anti-
IL-6, IL-1B o TNF-a es adsorbido en la superficie de los pozos. La interleucina
humana presente en la muestra se une al anticuerpo. Se anade otro anticuerpo
anti IL-6 conjugado con biotina (o IL-18 o TNF-a) y se une a la interleucina

capturada por el primer anticuerpo (Figura 13).

Se anade una peroxidasa unida a un substrato (Streptavidin-HRP) y se
une al anticuerpo anti-interleucina conjugado con biotina. Después, se afiaden
reactivos de amplificacion a los pocillos, para aumentar la sefial obtenida. Cada
paso de la adicion es seguido por la incubacion y pasos de lavado para eliminar
el reactivo no ligado. El producto coloreado se forma en proporcion a la cantidad
de IL-6 (o IL-1p o TNF-a) presente en la muestra. La reaccion termina con la

adicion de una solucion de 4cido de parada y la absorbancia se mide a 450 nm.

Se ha preparado una curva estandar trazando la absorbancia media para cada
concentraciéon estandar en la ordenada, frente a la concentracion de IL-6 humana
en la abscisa. Se dibujo un ajuste de la curva de cinco parametros y los valores de
absorbancia de las muestras se interpolaron en la curva estandar para determinar
la concentracion de IL-6 humana circulante (o TNF-a) para cada muestra. Todas

las mediciones de las muestras y los controles se hicieron por duplicado.
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Figura 13. Esquema simplificado del principio del test ELISA alta sensibilidad
utilizado (basado en los protocolos de IBL International)

4.6.7 Biodisponibilidad de los glucosinolatos y sus metabolitos

4.6.7.1 Determinacion de glucosinolatos y sus metabolitos en orina

Se determinaron los niveles en orina de los glucosinolatos (glucorafanina,
iberina) isotiocianatos (sulforafano y sus metabolitos derivados del glutation),
indol-3-carbinol (I3C) y su metabolito 3,3-Diindolilmetano (DIM) mediante
UHPLC-QqQ-MS/MS 51,
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Los estandares de sulforafano, sulforafano-glutation, sulforafano-cisteina
y sulforafano-N-acetilcisteina  (SFN, SFN-GSH, SFN-CYS, SFN-NAC,
respectivamente) e Iberina (IB), Indol-3-carbinol (I3C) y 3,3-Diindolilmetano (3,3-
DIM), se adquieron de SantaCruz Biotech (CA, USA). La Glucorafanina (GRA) se
obtuvo de Phytoplan (Diehm &bNeuberger GmbH, Heidelberg, Alemania).
Todos los disolventes de grado LC-MS fueron adquiridos a ]J. T. Baker
(Phillipsburg, New Jersey, USA).

Las muestras de orina y plasma fueron extraidas utilizando cartuchos SPE
Strata-X (33um de polimero catién fuerte) siguiendo las instrucciones del
fabricante (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Los cartuchos fueron
acondicionados previamente con 2 mL de metanol y equilibrados con 2 mL de
agua:acido formico (98:2, v/v). Las muestras (400 pL) se diluyeron con 2 mL de
agua:acido formico (98:2, v/v) y cargadas en la columna, siendo posteriormente
lavadas con 2 mL de agua: dcido férmico (98:2, v/v). La elucién de los metabolitos
objetivo, se realizd con un 1 mL de metanol/acido férmico (98:2, v/v). Las
muestras se secaron utilizando SpeedVac (Savant SPD121P, Thermo Scientific,
Massachusetts, USA). Los residuos secos obtenidos fueron reconstruidos en 200
uL de una mezcla de las fases moviles A/B (90:10, v/v) y filtrados con filtros de
PTFE de 0,22um, antes de medirlos por UHPLC-QqQ-MS/MS (Figura 14).

La separacion cromatografica se llevd a cabo utilizando una columna
ZORBAX Eclipse Plus C-18 (2,1 x 50mm, 1,8um de tamano de particula) (Agilent
Technologies), y las fases mdviles empleadas fueron: fase A: acetato de amonio,
13mM (4cido acético, pH 4); y fase B: acetonitrilo/acido acético (99,9:0,1, v/v) como
se ha descrito previamente '*. Se analizé un volumen de 20 pL de cada muestra
en un UHPLC-1290 Agilent Technologies Series acoplado a un espectrémetro de
masas triple cuadrupolo 6460 QqQ-MS/MS (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemania). Los compuestos se identificaron y cuantificaron utilizando
transiciones MRM y modo ESI positivo o negativo para la confirmacion de los
analitos objetivo, en comparacidn con los estdndares externos disponibles '5'. Las

curvas de calibrado se han preparado diariamente.
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La adquisicion de datos se realizo utilizando la version de software
MassHunter B.04.00 (Agilent). Las concentraciones urinarias de cada compuesto
se calcularon a partir de la relacion de area entre los picos ionicos de los
compuestos y los de los estandares correspondientes. Se registrd el volumen total
de la orina de 24h y se calcularon las concentraciones absolutas de los compuestos
y los metabolitos excretados durante el periodo de estudio.

Figura 14. Equipo empleado. UHPLC-1290 Agilent Technologies Series
acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo 6460 QqQ-MS/MS.
(CEBAS-CSIC)

4.6.7.2 Determinacion de Creatinina en orina

Los niveles de creatinina se determinaron en las orinas de 24 h para
normalizar las concentraciones de metabolitos como compuesto nmol/mg de
creatinina y asi controlar las diferencias en el volumen de orina excretado por

cada voluntario.
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La determinacién se realizd en el Servicio de Analisis Clinico del Hospital
Quirdén de Murcia. La creatinina fue cuantificada en el analizador automatizado
ADVIA 2400. La creatinina presente en la muestra reacciona con acido picrico en
un medio alcalino para producir un complejo creatinina-picrato de color rojo. La
velocidad de formacion del complejo se mide a 505 y a 571 nm y es proporcional a
la concentracion de creatinina. El método de determinacion es una modificacion
del método de Jaffé con determinacion de la velocidad del blanco y correccion de
la interseccion. La determinacion de la velocidad del blanco se utiliza para reducir

al minimo las interferencias por presencia de bilirrubina.

4.6.8 Valoracion del seguimiento de la dieta mediterranea

Se realiz6 a los voluntarios una encuesta validada y disefiada previamente
por el Grado de Farmacia de la UCAM, cuyo objetivo fue valorar el seguimiento

de la dieta mediterranea de los voluntarios.

Las preguntas se basaban en una escala de 4 puntos Likert, desde
diariamente hasta nunca, en las que se incluia 15 preguntas: frecuencia de
consumo de cereales (pasta, arroz, cereales de desayuno, productos de bolleria),
frutas, verduras, legumbres, pescado (especificando si azul o blanco), diferentes
tipos de carne, lacteos, tipo de aceite, consumo de aceite de oliva y huevos. La

adherencia a la dieta mediterranea se calculé basada en un algoritmo matematico.

Esta encuesta se realizé antes de iniciar el ensayo clinico. Para crear una
puntacion acerca de la adherencia a la dieta mediterranea por parte de nuestros

voluntarios, se procedid a dar una puntuacion de 1 a las siguientes preguntas:

Pregunta 1. Consumo de cereales > 5 porciones/dia
Pregunta 2. Consumo de frutas > 3 porciones/dia

Pregunta 3. El consumo de legumbres > 2 raciones/semana
Pregunta 4. Consumo de verduras > 2 racién/ dia

Pregunta 5. El consumo de pescado > 3 raciones/semana
Pregunta 6. Consumo de carne de aves 1-4 raciones/semana
Pregunta 7. Consumo de carne roja 1-4 raciones/semana



100

MARIA TERESA LOPEZ CHILLON

Pregunta 8. Consumo de derivados lacteos 3-4 porciones/dia

Pregunta 9. Consumo de diferentes aceites, preferiblemente el de oliva

Pregunta 10. Uso de aceite de oliva para cocinar. Uso diario

Pregunta 11. Consumo de frutos secos > 1 racion/semana

Pregunta 12. Consumo de bolleria < 1 racion/semana

Pregunta 13. Consumo de huevos 1- 7 huevos/semana

Pregunta 14. Consumo de embutido < 2 raciones/semana

Pregunta 15. Consumo de vino tinto > 1 vaso/semana

La puntuacion total se multiplico por diez y se dividié entre 15, para

obtener una puntuacion sobre 10. El valor resultante representa la adherencia a la

Dieta Mediterranea de la siguiente manera (Tabla 7).

Tabla 7. Puntuacion segin la adherencia a la Dieta Mediterranea

PUNTUACION ADHERENCIA ALA OBSERVACIONES
DIETA MEDITERRANEA
Requiere mejorar los habitos
<5 Mala . .
alimenticios
Mej N
5.7 Media jorar 'c<.t>n Pequenas
modificaciones
Buena
>7

4.6.9 Analisis Estadistico

Todas las variables de este estudio fueron registradas en una base de datos
creada con el programa Microsoft Office Excel® versién 2010 y disefiada
expresamente para este trabajo. El programa informatico utilizado para realizar el
andlisis grafico y estadistico fue el IBM SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) version 19.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, Estados Unidos).
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El andlisis estadistico realizado consté de una parte descriptiva y otra

inferencial.

4.6.9.1 Analisis descriptivo

Las variables continuas que seguian una distribucion normal estan descritas con
medias y desviaciones estdndar, mientras que las variables cualitativas se
resumieron con proporciones (porcentajes). La media y el rango intercuartilico se
emplearon como descriptores para los metabolitos urinarios ya que no seguian

una distribucion normal.

4.6.9.2 Andlisis inferencial

Se evalud el cambio relativo de las variables continuas (peso, IMC, grasa
corporal, IL-6, PCR, metabolito 3,3-DIM), entre los diferentes periodos del estudio
(antes y después de la ingesta de brotes de brocoli) utilizando modelos de
regresion lineal. Se llevaron a cabo modelos adicionales que tenian en cuenta la
edad y el sexo, con el fin de evaluar si ambas variables podian alterar la respuesta

observada (variables confundentes).

En el caso del estudio de biodisponibilidad, comparamos la proporcion de
muestras en las que se detectaron los metabolitos de la via del sulforafano (SFN-
SEN-CYS, SEN-NAC) en los diferentes tiempos del estudio.

En el caso de los metabolitos que no seguian una distribuciéon normal, se
llevaron a cabo estudios no-paramétricos. Para evaluar las diferencias
significativas en las concentraciones en orina de cada metabolito respecto al punto
inicial, se llevdo a cabo un andlisis de Friedman, que es el equivalente no
paramétrico del ANOVA de medidas repetidas, empleando como analisis pos-hoc
la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, en el que cada individuo era su

propio control.
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Se realizé una comparacion entre hombres y mujeres de los metabolitos
eliminados, mediante el test de Mann-Whitney. Las diferencias significativas se
establecieron con p < 0.05. Este analisis estadistico se llevo a cabo con el programa

informatico SPSS (version 24.0).

Y por ultimo estudiamos la posible asociacion existente entre los cambios
observados en la grasa corporal, IL-6 y proteina C-reactiva y los cambios en los
metabolitos 3,3-DIM, SFN-NAC, SFN-CYS y SEN, usando modelos de regresion
lineal. El andlisis de regresion lineal se realizo utilizando el paquete software R

(version 3.4.1.).
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5. RESULTADOS

51 COMPOSICION NUTRICIONAL Y COMPUESTOS BIOACTIVOS
PRESENTES EN LOS BROTES DE BROCOLI

Los brotes de brocoli elicitados con metil-jasmonato, descrito previamente,
fueron caracterizados en su contenido en compuestos bioactivos, semanalmente,
durante 10 semanas de realizacion del estudio de intervencion. El andlisis
cuantitativo de los compuestos polifendlicos se llevé a cabo por HPLC/DAD vy la
identificacion se realizé de acuerdo a los espectros UV y el orden de elucién, ya

descrito, para las condiciones de adquisicion similares'>.

En la Tabla 8 se detalla su contenido promedio en glucosinolatos (GLS).
También se determino el contenido en vitamina C, por HPLC-DAD, empleando la
metodologia indicada en el apartado Material y Métodos. Los andlisis semanales
mostraron una variacion minima, menos del 5% para el total, asi como dentro de
cada grupo de glucosinolatos, debido a que la produccién se realiz6é a escala

semiindustrial, muy controlada por el fabricante, y no en el laboratorio.

Los resultados son representados en funcion de la porcion diaria de brotes
de brocoli consumida por los voluntarios. Los glucosinolatos son los compuestos
fitoquimicos que diferencian a las cruciferas del resto de hortalizas, y
particularmente en los brotes de brocoli los principales glucosinolatos detectados
son, dentro de los glucosiolatos alifaticos, la glucorafanina (GRA, 4-metil-
sulfinibutil); y en los glucosinolatos indodlicos, la neoglucobrassicina (NGB, 1-
metoxi-3-indolilmetil). La concentracion total de los glucosinolatos alifaticos fue
de 80,50 mg/30g peso fresco cuyo equivalente son 6,22 umol/g de peso fresco o
65,47 pmol/g de peso seco (Tabla 8). Esta concentracidn fue dos veces superior a la
encontrada en los glucosinolatos indoélicos, dénde su concentracién total fue de

40,62 mg/30g peso fresco equivalente a 2,88 umol/g en peso fresco y 30,32 umol/g
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en peso seco. La tabla incluye la composicién nutricional de los brotes y el

contenido medio de vitamina C (5,45 mg/30 g peso fresco).

Tabla 8. Contenido de glucosinolatos y composicién nutricional en porciones
diarias (en 30 g peso fresco)

Media + desviacion estandar (n=3)
Energia (Kcal) 6,30 + 0,32
Proteinas (g) 0,86 + 0,04
Grasa total () 0,13 +0,01
Carbohidratos () 0,09 +0,01
Fibra (3) 0,74 + 0,04
Vitamina C (g) 5,45 + 0,27
Glucoiberina (mg) 19,28 + 0,98
Glucorafanina (mg) 51,08 £ 1,06
4-Hydroxiglucobrassicina (mg) 3,67 +0,41
Glucoerucina (mg) 10,14 + 1,20
Glucobrassicina (mg) 9,69 = 0,95
4-Metoxiglucobrassicina (img) 7,14 + 0,61
Neoglucobrassicina (mg) 20,11 + 1,66
Glucosinolatos alifiticos (X) (ing) 80,50 + 2,18
Glucosinolatos indélicos (X) (mg) 40,62 + 2,07
Total (X) (mg) 121,11 + 4,00

Por tanto, los voluntarios ingirieron una concentracion media de 51 mg de

glucorafanina equivalente a 117 umol/g, y 20 mg de neoglucobrassicina

equivalente a 42 pmol/g, de forma diaria durante los 70 dias de la intervencion

dietética del estudio.

La composicion nutricional, los analisis microbioldgicos de los brotes de

brocoli, y el andlisis de la presencia o ausencia de contaminantes (materiales
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pesados, fitosanitarios, etc.) se han realizado con ayuda de una empresa del
sector, acreditada en los analisis de seguridad alimentaria (Laboratorio ECOSUR),
con el fin de garantizar la inocuidad de los brotes de brocoli para los ensayos
clinicos. Como puede observarse en el Anexo IV, los brotes son totalmente

seguros para su consumo.

52 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO Y CONTENIDO DE VITAMINA
C DE LOS BROTES DE BROCOLI

La actividad antioxidante se midid por dos métodos. Por el método DPPH
(de captacion de radicales libres del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil) y por el método
ORAC (donde se analiza la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno). En
ambos métodos se realizaron rectas con el estandar del antioxidante hidrosoluble
derivado de la vitamina E, Trolox, y se expresaron los resultados de la capacidad
antioxidante como mmoles de equivalentes de Trolox en 100 g de peso fresco de

brotes. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

La actividad antioxidante aumenta mas del doble durante la fase gastrica,
con ambos métodos, posiblemente debido a la liberacion de compuestos activos
con pH acido y a la actividad de la pepsina. Se mantiene en la fase intestinal y
disminuye en la porcién absorbida (Tabla 9). El método ORAC es mas sensible a
los cambios en actividad antioxidante que el DPPH.

La concentracion de acido ascorbico no se modifica de forma significativa
en el proceso de la digestion in vitro, con un promedio de 8.2 +0.3 mg/100 g peso
fresco.
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Tabla 9. Actividad antioxidante por el método ORAC y DPPH y concentracion
de acido ascorbico en las distintas fases de la digestion in vitro y en los brotes
sin digerir

ORAC (mmol DPPH (mmol | Acido ascérbico
Trolox /100 g Trolox /100 g (mg/100 g peso
peso fresco) peso fresco) fresco)
Brocoli sin digerir 0.71+0.08 0.24 £0.06 7.98 £0.15
L 8.03 £0.29
Fase gastrica 1.99 +0.31 0.64 +0.06
Fase intestinal
) 1.57 £0.26 0.49 £0.11 8.70 £ 0.36
(no absorbida)
Fase intestinal
] 0.75+0.03 0.06 +0.03 8.19+£0.19
(absorbida)

5.3 INHIBICION ENZIMATICA IN VITRO DE LOS BROTES DE BROCOLI

5.3.1 Efecto inhibidor sobre la a-glucosidasa

La mayor inhibicion in vitro de la actividad de la a-glucosidasa se produce
en la fase géstrica (hasta un 55 %), probablemente debido a la liberacion de acidos
fendlicos de la matriz, como se puede ver en el aumento de los acidos sindpicos
hasta 4 veces desde la condicion inicial. Considerando la fase intestinal, la
inhibicion es mas importante al comienzo de la digestion y fuera del intestino, en
la porcién no absorbida (27 %). La inhibicion de la alfa glucosidasa producida por
los productos de la digestion de los brotes de brocoli, al finalizar el proceso de

digestion disminuye hasta un 3.6 % (Tabla 10).
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5.3.2 Efecto inhibidor sobre la lipasa

La mayor inhibicion in vitro de la actividad de la lipasa ocurre en la fase
gastrica (26,40 %); en la fase intestinal, continta ocurriendo una inhibicién
significativa (19.74 %), lo cual es importante ya que es en este punto donde se
libera la lipasa pancreatica, al comienzo y durante la digestion intestinal. Es
posible que el proceso digestivo libere compuestos de la matriz vegetal
responsables de estos efectos que son mayores que en el brocoli no digerido. Una
vez que el material es digerido y absorbido, la inhibicidn en la porcion intestinal

no absorbida disminuye apreciablemente, hasta un 10 % (Tabla 10)

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica glucosidasa y
lipasa en las diferentes fases de la digestion in vitro y en los brotes sin digerir

% Inhibicion de la

actividad glucosidasa

% Inhibicion de la

actividad lipasa

Brdcoli sin digerir 1215+ 0.97 6.30 £ 3.16
Fase gastrica 55.51 +1.17 26.40+2.22
R e 27.86 +0.88 19.74 + 6.39
(no absorbida)
Fase intestinal 3.60 +1.20 10.70 + 2.36

(absorbida)
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Se realiz6 un andlisis preliminar de la composicion fendlica de los brotes de
brocoli durante el proceso de digestion. Las condiciones de medida por HPLC-
DAD solamente permitieron identificar la pertenencia de cada compuesto
individual a una determinada familia, y no elucidad su identificacion individual.
En la Tabla 11 se describen las familias de compuestos fenolicos detectados. Como
se puede observar, los acidos sindpicos son los compuestos mas abundantes,

especialmente en la fase gastrica.

Tabla 11. Composicion fendlica (clasificada por familias) en las diferentes fases
de la digestion in vitro y en los brotes sin digerir

o % Acidos
X Acidos :
sindpicos clorogénicos X Flavonoides
umol/100 g peso nmol/100 g peso umol/100 g peso
fresco fresco fresco
Brécoli si
rocoT sin 30.00 +3.94 nd n.d.
digerir
Fase gastrica 116.10 + 72.10 7.08 +0.37 n.d.
[ s 7.78 +2.48 1.47 +0.51 nd.
(no absorbida)
F":SE mtﬁ?gn)al 20.01 + 1.00 0.69 + 0.03 1.46 +0.07
absorbida

*Los valores se expresan como la media + desviacion estandar (n=4); n.d.: no detectado

En la Figura 15 se observan las alicuotas tomadas de cada una de las fases

estudiadas, en las que se aprecia el cambio de color debido al proceso de

digestidn in vitro realizado sobre los brotes de brocoli.
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Figura 15. Fases del proceso de digestion: a) Brotes sin digerir; b) fase gastrica;
¢) Inicio de la fase intestinal; d) Final de la fase intestinal

En cy d, la muestra de la derecha pertenece a la porcién absorbida y la muestra
de la izquierda a la porcion no absorbida

5.4 DESCRIPCION DE LA MUESTRA POBLACIONAL DEL ESTUDIO DE
INTERVENCION A LARGO PLAZO

El total de sujetos analizados fue de 40 voluntarios, de los cuales 19 eran
mujeres y 21 eran hombres. En la Tabla 12 se recogen las caracteristicas de nuestra
poblacion.

Tabla 12. Caracteristicas basales de los voluntarios al inicio del estudio

Variable Media *+ Desviacion Estandar

Altura (m) 1,72 +0,08

IMC (Kg/m?) 28,9 +4,0




112

MARIA TERESA LOPEZ CHILLON

55 CARACTERIZACION DE LOS HABITOS DIETETICOS Y DE ESTILO DE

VIDA

En la Tabla 13 se muestran los datos de salud (marcadores de riesgo

cardiovascular) y de estilo de vida de la muestra poblacional. La tabla expresa el

porcentaje de pacientes afectados por cada variable.

Tabla 13. Marcadores de riesgo cardiovascular y de estilo de vida

Porcentaje Valido

Variables

%

SI 7,5

Fumador NO 85

Ex Fumador 7,5

Ninguno 85

Ocasionalmente 7,5

s L . 5

¢ Cudntos cigarrillos fuma al dia: Menos de 5 al dia 5
Entre 5-20 al dia 2,5

SI 7,5

¢ Tiene el colesterol alto? NO 55
No sabe 37,5

SI 2,5

¢ Tiene los triglicéridos altos? NO 50
No sabe 47,5
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Continuacién:

Variabl Porcentaje
ariables
Valido %
SI 0
¢ Es diabético? NO 70
No sabe 30
SI 0
¢ Tiene hipertension? NO 60
No sabe 40
Todos los dias 10
4-5 veces/semana 0
2-3 veces/semana 30
No 60
Tiempo que dedica a realizar ejercicio
, . 2 horas 5
fisico
1h 30 min 25
30 min 10
<30 min 60

La tabla 14 muestra es seguimiento de la dieta mediterranea de la muestra

poblacional.
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Tabla 14. Consumo de los alimentos que se incluyen en la dieta mediterranea
en raciones /dia y raciones/semana

Variables Porcentaje Valido %
SI 0
¢ Consume 25 raciones de cereales/dia?
NO 100
SI 2,5
¢ Consume 23 piezas de fruta/dia?
NO 95
¢ Consume >2 raciones de S 0
legumbres/semana? NO 100
SI 2,5
¢ Consume verduras >2 raciones/dia?
NO 95
SI 0
¢ Consume pescado 23 raciones/semana?
NO 100
¢ Consume carne de ave 1-4 SI 2,5
raciones/semana? NO 95
SI 0
¢ Consume carne roja 1-4 raciones/semana?
NO 100
; Consume derivados ldcteos 3-4 SI 2,5
raciones/dia? NO 95
SI 2,5
Uso diario de aceite de oliva para cocinar
NO 95
¢ Consume >1 racion de frutos SI 0
secos/semana? NO 100
SI 2,5
¢ Consume bolleria <1 porcion/semana?
NO 95
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El resultado de las encuestas (Tabla 15) expresado en media +desviacion
estandar es 5,4+1,3, resultado que indica la necesidad de mejorar la adherencia a
la dieta mediterranea, realizando modificaciones en su dieta habitual para reducir
el riesgo cardiovascular. No hay diferencias significativas entre los que realizan
una mala adherencia a la dieta mediterrdnea y los que presentan un seguimiento

medio de la dieta meditarranea (p=0,05).

Tabla 15. Seguimiento de la dieta mediterranea de la muestra poblacional

PUNTUACION ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA
%
<5 Mala | 43%
5-7 Media 57%
>7 Buena ‘ 0

56 EFECTOS DE LOS BROTES DE BROCOLI EN EL PERFIL
ANTROPOMETRICO

En la siguiente tabla (Tabla 16) se observan los valores medios de peso, IMC
y porcentaje de grasa corporal en la fase inicial (DO0), tras el tratamiento con los
brotes de brocoli (D70), y en la fase de seguimiento (D90 y D160). Los dias 90 y
160 hacen referencia al inicio de la fase de seguimiento, tras haber finalizado los

20 dias del periodo de lavado, y el final de dicha fase de seguimiento.

Tabla 16. Perfil antropométrico de los voluntarios en los distintos tiempos

VARIABLES D0 D70 D90 D160
85,79 85,69 83,83 84,04
Peso (Kg)

(80,38-91,20) | (80,42-90,95) | (79,47-88,18) | (79,66-88,41)

28,88 28,93 28,49 28,60

IMC (kg/m?)

(27,56-30,20) | (27,63-30,23) | (27,40-29,57) | (27,52-29,68)

Grasa Corporal 30,34 29,32 30,29 32,09
(%) (27,29-33,39) | (26,93-31,71) | (27,87-32,72) | (29,69-34,49)

Datos expresados como media (Intervalo de Confianza del 95 %)
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La evolucion de estos pardmetros en el tiempo se puede expresar como
como el cociente (ratio) respecto al valor medio a tiempo inicial (valor a tiempo
Dx / valor promedio a tiempo DO0). El cociente a dia D0 es por tanto 1. Con esas
ratio obtenidas, se puede calcular cdémo se modificaria en el tiempo el valor de la
variable para un individuo cuyo valor sea igual a la media, a tiempo 0. Esos son
los valores medios que estan calculados en las siguientes tablas, y su intervalo de
confianza del 95 %, asi como el valor p obtenido en el andlisis estadistico (Tabla
17).

Tabla 17. Evolucion de los valores medios (ratio) de las variables continuas
antropométricas en los distintos periodos del estudio

Variable Media Ratio IC 95% Valor P
Peso (kg) 86.141

De D0 a D70 86.346  1.002  (0.997 to 1.008) 0.38388
De D0 a D90 85.983  0.998  (0.987 to 1.010) 0.74963
De D0 a D160 86.424  1.003  (0.994 to 1.012) 0.45589
Indice de Masa Corporal 28.877

(kg/m?)

De D0 a D70 28945 1.002  (0.997 to 1.008) 0.39007
De D0 a D90 28.797  0.997  (0.986 to 1.009) 0.62441
De D0 a D160 28971 1.003  (0.994 to 1.012) 0.46125
Grasa Corporal (%) 28.834

De D0 a D70 27.298  0.947  (0.903 to 0.993) 0.02586
De D0 a D90 28.795 0.999  (0.956 to 1.043) 0.94899
De D0 a D160 29955 1.039  (0.996 to 1.084) 0.07644

No se observaron cambios significativos en el peso corporal ni en el IMC.

En contraste, se aprecia una ligera disminucion en el porcentaje de grasa corporal
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a los 70 dias desde el inicio de la intervencidn dietética (ratio= 0,947, o= 0,02586) al
finalizar la fase de ingesta de brocoli, volviendo a sus niveles iniciales a dia 90 (20
dias después de finalizar la ingesta de los brotes de brocoli) manteniéndose esta
tendencia hasta el dia 160 (valor p = 0.94899 y valor p = 0.07644, respectivamente)
(Tabla 17).

57 EFECTOS DE LOS BROTES DE BROCOLI EN EL PERFIL
INFLAMATORIO Y LIPIDICO

En la Tabla 18 se observan los cambios en el perfil lipidico y marcadores

de inflamacion durante el estudio de intervencion.

Tabla 18. Perfil inflamatorio y lipidico en las diferentes fases del estudio

VARIABLES DO D70 D90 D160
Colesterol 191,1 187,1 185,2 172,6
total (mg/dL) (186,5-195,6) (182,5-191,6) | (180,5-189,9) (168,0-177,2)
Colesterol 49,5 47 4 45,4 49,3
HDL (mg/dL) (48,1-50.8) (46,1-48,7) (44,0-46,7) (48,0-50,7)
Colesterol 123,4 118,7 120,8 89,5
LDL (mg/dL) (118,9-127,8) (114,2-123,1) | (116,2-125,4) (85,0-94,1)
476 2,11 1,20 2,66
IL-6 (pg/mL)
(4,21-5,31) (1,61-2,61) (0,88-1,52) (1,89-3,44)
Proteina C
. 2,42 1,52 1,92 2,32
reactiva
(1,45-3,40) (0,70-2,34) (1,02-2,82) (1,07-3,56)
(ug/ml)

Datos expresados como media (Intervalo de Confianza del 95 %)
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Los valores promedio de colesterol total mostraron una tendencia
significativa de disminucion después del consumo de brécoli, pasando de los 192
mg/dL iniciales, disminuyendo a 187 mg/dL en 10 semanas y durante la fase
control, hasta una reduccién de 172,6 mg/dL, o < 0,001) (Tabla 15). El LDL-
colesterol siguid el mismo comportamiento, mientras que el HDL-colesterol no

vario significativamente.

La concentracion plasmatica de interleukina-6 (IL-6) disminuyo
significativamente en un 38% (4,76 pg/mL a 2,11 pg/mL) a los 70 dias de consumo
de brotes de brocoli con respecto al valor inicial (ratio=0,381; p< 0,00001) (Tablas
18 y 19). Tras 20 dias de lavado en los que no hubo consumo de brotes de brécoli,
estos niveles de IL-6 continuaron disminuyendo significativamente (1.20 pg/mL)
(ratio= 0,195; valor p< 0,00001). A partir de ese momento, a los 90 dias del inicio
de la fase de seguimiento (D160) aumentaron los niveles (2.66 pg/mL), pero sin

llegar a los valores iniciales (ratio= 0,472; valor p= 0,00000).

Tabla 19. Evolucion de los valores medio (ratios) de la variable continua IL-6 en
los distintos periodos del estudio

Variable Media Ratio IC 95% Valor P
IL_6 (pg/mL) 4.594

De D0 a D70 1.748 0.381 (0.298 to 0.486) <0.00001
De D0 a D90 0.896 0.195 (0.149 to 0.255) <0.00001
De D0 a D160 2.170 0.472 (0.366 to 0.609) <0.00001

En la Figura 16, podemos ver como los cambios de IL-6, durante la ingesta
de brotes de brécoli, dependen de los valores iniciales de IL-6. La pendiente de
regresion lineal nos da un valor negativo, lo que indica que los voluntarios que

presentan una mayor concentracion de esta citoquina al inicio de la intervencion,
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tienden a reducir mas la concentracion de este biomarcador tras la ingesta de

brocoli.
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Figura 16. Cambios de IL-6 durante la fase de intervencion en funcion de los
valores iniciales de IL-6 (variable log-transformada)

Por otro lado, se observo una disminucion en la proteina C reactiva (CRP,
C-reactive protein) durante la fase de ingesta de brotes de brocoli (pasando de un
valor inicial de 2.42 pug/mL a 1.52 pug/mL, ratio= 0,592 y p= 0,00915) (Tablas 18 y
20). Posteriormente, en la fase de seguimiento, al inicio y final de dicha fase, los
valores aumentaron (ratio= 1,020 y 1,085, respectivamente), volviendo a las
condiciones iniciales (p= 0,92162 y p= 0,722756, en los dias 90 y 160,

respectivamente).
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Tabla 20. Evolucion de los valores medio (ratios) de la variable continua CRP
en los distintos periodos del estudio

Variable Media Ratio IC 95% Valor P
Proteina C reactiva 1.431

(ng/mL)

De D0 a D70 0.847 0.592  (0.405 to 0.865) 0.00915
De D0 a D90 1.459 1.020  (0.677 to 1.536) 0.92162
De D0 a D160 1.553 1.085  (0.665 to 1.771) 0.72756

Los marcadores TNF-a e IL-1p s6lo fueron detectados en un niimero muy
pequeno de muestras y en la mayoria de ellas muy por debajo del limite de
cuantificacidon, por lo que no se han podido obtener conclusiones validas, y por

tanto los datos no han sido utilizados con fines estadisticos.

Los resultados obtenidos no se modificaron substancialmente cuando se

realizaron modelos de regresiéon multiple, ajustando por edad y sexo.

5.8 BIODISPONIBILIDAD DE LOS GLUCOSINOLATOS EN LOS BROTES DE
BROCOLI

Algunos glucosinolatos e isotiocianatos como la  glucorafanina,
glucoiberina, iberina, glucoerucina, erucina y glucobrassicina no fueron
detectados en las muestras de orina. El indol-3-Carbinol (I3C) se ha detectado en
el 50% de las muestras de orina y ademas en cantidades muy pequenas después
de la ingesta de los brotes de brocoli. En cambio, el metabolito 3,3-
diindolilmetano (3,3-DIM) fue detectado y cuantificado en todos los voluntarios
del estudio y fue incluido en el andlisis estadistico como una variable continua
(Tabla 21).
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Tabla 21. Evolucion de los valores medios de los metabolitos en orina de24 h

VARIABLES DO D70 D90 D160

3,3-DIM (uM) 0,484 0,707 0,449 0,461
0,38-059) | (0,61-0,80) | (0,33-057) | (0,36-0,56)

SEN-NAC (uM) 0,193 2,301 0,023 0,094
0,00-041) | (1,852,75 | (0,01-0,04) | (0,00-0,19)

SEN-CYS (uM) 0,116 0,800 0,078 0,081
0,00-026) | (0,57-1,03) | (0,00-022) | (0,00-0,19)

SEN (uM) 0,098 0,543 0,038 0,022
0,00-023) | (0,40-0,69) | (0,00-0,13) | (0,01-0,03)

Valores expresados como media (intervalo de confianza del 95 %)

Durante la intervencion dietética el 3,3-DIM aumento de forma significativa,

(ratio= 1,947, p= 0,00001) y conforme fue avanzando la fase de seguimiento

disminuyd hasta alcanzar los valores iniciales (valor p=0,10484 en el dia 90 y p=
0,12312 a los 160 dias) (Tabla 22).

Tabla 22. Evolucion de los valores medio (ratios) de la variable continua 3,3’-DIM en los
distintos periodos del estudio

Variable Media Ratio IC 95% Valor P
3,3’-DIM (uM) 0.334

De D0 a D70 0.650 1.947 (1.705 to 2.223) <0.00001
De D0 a D90 0.335 0.757 (0.539 to 1.063) 0.10484
De D0 a D160 0.376 0.850 (0.689 to 1.048) 0.12312
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Los metabolitos de la via del sulforafano estan presentes en todas las
muestras de orina de 24 horas. En concreto, el metabolito con mayor
concentracion fue el sulforafano-N-acetilcisteina (SFN-NAC), con wuna
concentracion media de 2,0301 uM correspondiente a 3,21 umol/24h, mientras que
el sulforafano (SFN) fue el metabolito que presenté una menor excrecion en orina
(0,543 pM, lo que corresponde a 0,77 umol/24h) (Tabla 21). La suma de SFN, SFN-
NAC y sulforafano-cisteina (SFN-CYS) fue aproximadamente de 5,11 pumol/24h.
Considerando que hemos cuantificado una concentracion de 117 umol/24h de
glucorafanina por racion de brotes de brocoli, podemos decir que el 4%
aproximadamente de media es metabolizado a través de la via del acido

mercapturico.

En la Tabla 23 y en la Figura 17 podemos observar la proporcion de
individuos en los cuales los metabolitos han sido detectados y cuantificados en
cada tiempo de estudio. El valor de 1.0 significa que el metabolito ha sido
detectado en el 100 % de los voluntarios, el valor de 0.5 en el 50 % de individuos y

asi sucesivamente.

El porcentaje de individuos en los cuales el SNF-NAC es detectado aumenta
significativamente en la fase de brocoli, con un incremento del 45% entre DO y
D70 (p= 0,00001). Posteriormente, en la siguiente fase, el porcentaje fue
disminuyendo, aunque sigue siendo significativamente diferente respecto al valor
inicial (diferencia del 32,5%, p= 0,00303). A los 160 dias, no se observaron
diferencias significativas con respecto a los valores iniciales (p=0,07139).
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Tabla 23. Evolucion del porcentaje de individuos en los cuales se detecto6
Sulforafano-N-acetilcisteina (SFN-NAC), Sulforafano-cisteina (SFN-CYS) y
Sulforafano (SFN)

Variable Porcentaje | Diferencia IC 95% Valor p
SEN-NAC D0 55.0%
Dif. D70-D0 100.0% 45.0% (27.1% - 62.9%) | 0.00001
Dif. D90-DO0 87.5% 32.5% (11.5% - 53.5%) | 0.00303
Dif. D160-D0 32.5% -22.5% (-46.2% - 1.2%) | 0.07139
SEN-CYS DO 30.0%
Dif. D70-D0 97.5% 67.5% (50% to 85%) | <0.00001
Dif. D90-DO0 20.0% -10.0% | (-31.4% -11.4%) | 0.43858
Dif. D160-D0 17.5% -12.5% (-33.4% - 8.4%) | 0.29330
SEN DO 15.0%
Dif. D70-VO 97.5% 82.5% (67.9% - 97.1%) | <0.00001
Dif. D90-VO 5.0% -10.0% (-25.5% - 5.5%) | 0.26355
Dif. D160-D0 10.0% -5.0% (-22% -12%) | 0.73532

El comportamiento de SFN-CYS y SFN fueron similares. Sus porcentajes
incrementaron después de la fase de brocoli (67,5%; p=0,00001 para el SEN-CYSy
82,5%; p = 0,0001 para el SFN). Posteriormente, a D90, los porcentajes de
individuos en los que fueron detectados disminuyeron hasta llegar a los valores
iniciales (p= 0,43858 y p= 0,26355 para SFN-CYS y SFN, respectivamente). Este
comportamiento se mantuvo durante la fase de mantenimiento, hasta los 160 dias
(p=0,02933, p=0,73532, respectivamente).

El metabolito sulforafano-glutation (SFN-GSH) fue detectado en muy pocas
muestras de los voluntarios, por lo que sus datos no han sido incluidos y no han

sido considerados en el andlisis estadistico.
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Figura 17. Proporcion de individuos e IC 95% en los que se detecta los
metabolitos en las distintas fases

Por otro lado, debido a la disminucion tan acusada que observamos en las
concentraciones de marcadores inflamatorios y el aumento de los metabolitos de
los brotes de brocoli a los 70 dias de tratamiento, decidimos estudiar si existian
correlaciones significativas entre ellos (Tabla 24). Para ello se realizaron modelos

de regresion lineal.

Asi, detectamos una correlacion significativa entre la disminucion

observada de los niveles de IL-6 en plasma y el aumento de SFN observado en las
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orinas de 24 h (p = 0.03319). En el caso de la proteina C reactiva, su disminucion
se correlaciono significativamente con los aumentos de SEN-NAC y de SFN-CYS
observados en las orinas de 24 h (p = 0.04783 y p=0.04116, respectivamente).

Tabla 24. Asociacion entre los cambios en los metabolitos con los cambios
observados en IL-6 y proteina C-reactiva tras 70 dias de consumo de broccoli

Variable Metabolito  Beta 95% IC Valor p

IL-6 3,3-DIM 1.232 | (0.545 to 2.784) 0.60520
SEN-NAC 0.870 = (0.749 to 1.009) 0.06510
SEN-CYS 0.779 (0.568 to 1.069) 0.11800

SEN 0.589 = (0.363 to 0.956) 0.03319

Proteina C-reactiva 3,3-DIM 0.888 (0.248 to 3.172) 0.84708
SFN-NAC 0.780 = (0.610 to 0.997) 0.04783

SEN-CYS 0.597 = (0.364 to 0.977) 0.04116

SFN 0.654 (0.283 to 1.512) 0.30285
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La proporcién (ratio) de los marcadores de inflamacién y el metabolito

3,3'DIM se puede observar en la siguiente figura (Figura 18).
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Figura 18. Evolucion de los parametros de inflamacion y del metabolito 3,3'-
DIM en los distintos dias del estudio
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6. DISCUSION

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el potencial beneficioso de
los brotes de brécoli in vitro asi como los efectos de su consumo regular sobre

poblacion en sobrepeso.

6.1 EFECTO ANTIOXIDANTE DE LOS BROTES DE BROCOLI

El dafio o estrés oxidativo podemos definirlo como un estado de la célula en
el que la homeostasis redox intracelular se encuentra alterada. Se da una situacion
de desequilibrio donde hay un exceso de produccion de especies reactivas de
oxigeno, y una disminucion del sistema de defensa. El sistema bioldgico trata de
detoxificar rdpidamente los reactivos intermedios o reparar el dafo resultante,
mediante antioxidantes enddgenos o exdgenos procedentes de la dieta (Figura
19). Aparece asi una situacion de estrés oxidativo ddénde las lesiones que
producen los radicales libres al reaccionar con macromoléculas vitales (lipidos,
proteinas, ADN, etc...) desencadenan un dafo irreversible que puede conducir a
la muerte celular. Muchas de las enfermedades cronicas actuales estan
relacionadas con este fendmeno, como ocurre con la asociacion entre los niveles

de oxidacion de LDL y la enfermedad cardiovascular, entre otras.
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Figura 19. Ejemplo de accion antioxidante: accion de los compuestos fenolicos
frente a los radicales libres

En el presente estudio, la actividad antioxidante se evalué mediante el
método del DPPH, que mide la capacidad de la muestra para captar y neutralizar
los radicales libres en un medio lipofilico, no acuoso'®, junto con el método
ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC), adaptada a
micreoescala segin Mena y col.’®®, basado en la reaccion de transferencia de un
atomo de hidrogeno'®. El ensayo ORAC es el tinico que combina en un solo valor
el tiempo y velocidad de inhibicién del dafio oxidativo y nos da una orientacion
sobre la capacidad antioxidante de los brotes de brécoli en el organismo.

El brécoli es un vegetal comun reconocido como una rica fuente de
antioxidantes, que acttia directamente contra los radicales libres y/o aumenta la

eficiencia de los antioxidantes endogenos al regular los factores de transcripcion.

Se ha analizado la actividad antioxidante de especies de Brassica, con
diferentes métodos que emplean diversas técnicas de extraccion y especies
reactivas, que valoran mas el efecto antioxidante de la fracciéon de compuestos
mas lipofilos o mas hidrdéfilos, de modo que encontramos diversos valores de
actividad. Como ejemplo, los valores ORAC de diferentes extractos mostraron el
siguiente orden de potencia: kale > coles de Bruselas, brocoli > coliflor > col'>.

Muchos de los estudios realizados concuerdan en que las coles de Bruselas, el
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brocoli y la col roja son las especies de Brassica que posee una mayor actividad
antioxidante'®. Kurilich et al (2002)'* investig6 la actividad antioxidante de la
porcion hidrofila y lipofila del brocoli, determinando que los extractos hidrdfilos,
que incluyen vitamina C y polifenoles, eran los responsables de entre el 80 y el 95
% de los valores ORAC. La porcion liposoluble, formada por carotenoides y
vitamina E, contribuyen como maximo al 20 % de la actividad antioxidante total

en especies Brassica.

Muchos autores evaltian esta actividad en extractos del alimento, extraidos
con disolventes que permiten obtener y concentrar gran cantidad de sustancias
antioxidantes. En el presente estudio hemos querido evaluar la actividad
antioxidante en la muestra de brécoli crudo sin extraer y hacer una simulacion in
vitro para evaluar el potencial antioxidante de la porcidn bioaccesible y por tanto

biodisponible para ejercer la actividad.

La actividad antioxidante observada no varia mucho después del proceso
de digestion. Parece que es ligeramente superior en la fase gastrica,
probablemente porque los compuestos se liberan durante la digestion debido a la
accion del 4cido clorhidrico y la pepsina. Esta actividad antioxidante se mantiene
en la fase intestinal. Sin embargo, una vez que los compuestos son absorbidos
(fase intestinal dializada), los valores disminuyen considerablemente en ambos
métodos. El método ORAC es mas sensible que el DPPH para medir estas
variaciones en la actividad debido al proceso de digestion.

Parece ser que los glucosinolatos y sus metabolitos no los responsables de la
eliminacidon de radicales libres de un modo directo. Actualmente se sabe que las
propiedades antioxidantes de los glucosinolatos y sus metabolitos derivan
fundamentalmente de la activacion de factores de transcripcion relacionados con
la sintesis de enzimas antioxidantes y por lo tanto actuarian como antioxidantes
indirectos'”. Es posible que la actividad antioxidante observada en nuestro
estudio se deba a los compuestos polifendlicos presentes en el brocoli,
especialmente los acidos sindpicos, que aumentan especialmente con el proceso

de digestion.
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Por otro lado, Rychlik et al.,'>® observaron que la capacidad antioxidante del
extracto de brotes de brocoli sometido a digestion gastrointestinal fue similar o
superior a la determinada para los brotes de brocoli no digeridos. Estos autores
también mostraron que el extracto digerido exhibia una capacidad inhibidora de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en células de colon humano NCM460,
concretamente una concentracion de 1 mg-mL- mostraba un aclaramiento de ROS
del 76,59%. Se observ6 una reduccion del 57,33% en el dafio oxidativo del ADN
en las células NCM460 debido al tratamiento con extracto de brotes de brocoli
digeridos.

6.2 INHIBICION ENZIMATICA DE LOS BROTES DE BROCOLI

La inhibicién de la enzima a-glucosidasa se considera una de las medidas
efectivas para regular la diabetes tipo II, mediante el control de la absorcion de
glucosa'®. Los inhibidores de la a-glucosidasa y a-amilasa pueden retrasar la
digestion de carbohidratos y reducir la tasa de absorcién en glucosa, por lo que

ayudan a retrasar el aumento en sangre de glucosa postprandial.

En el presente estudio, la inhibicion de la a-glucosidasa por los brotes de
brocoli analizados al final del proceso de digestion es 10,70 + 2,36%. La mayor
inhibiciéon de la actividad de la a-glucosidasa se produce en la fase gastrica,
probablemente debido a la liberacion de acidos fendlicos de la matriz, como se
pude ver en el aumento de los 4cidos sindpicos hasta 4 veces desde la condicidén
inicial. Considerando la fase intestinal, la inhibicion es mads importante al

comienzo de la digestion y fuera del intestino, en la porcion no absorbida.

La inhibicién de la a-glucosidasa reduce la hiperglucemia postprandial y la
secrecion de insulina, debido al retraso en la digestion de los carbohidratos.
Existen estudios que demuestran que los acidos fendlicos, ademas de inhibir la a-
glucosidasa y disminuir el pico maximo de la glucosa postprandial, también

permite reducir el peso corporal'®. La inhibicion de la actividad de la a-
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glucosidasa intestinal puede ser un mecanismo potencial que contribuye a la

potencial propiedad antidiabética del brocolite!.

Los compuestos alimenticios que actian como inhibidores de las
glucosidasas son elementos clave para la prevencion de patologias relacionadas
con el exceso de la glucosa en sangre, evitando la acumulacion de carbohidratos
en el organismo. Entre las patologias que podrian verse afectadas positivamentes
estan la diabetes mellitus, el sobrepeso y la obesidad, y el cancer colorrectal.
Ademas, la accién antihiperglucémica de estos inhibidores también podria tener

efectos positivos sobre las enfermedades cardiovasculares.

Los farmacos cuyo mecanismo de accion es la inhibicion de la lipasa
pancreatica, que hidroliza los triglicéridos en glicerol y acidos grasos absorbibles,
se emplean para el tratamiento de la obesidad en paises desarrollados!'®. Estos
inhibidores de la lipasa gastrointestinal dificultan la digestion y absorcion de

grasas.

La inhibicién de la actividad a-glucosidasa en enfermedades crénicas, como es el
caso de la diabetes tipo II es una necesidad a nivel mundial, ya que aumenta
continuamente en todo el mundo a gran velocidad. Un estudio in vitro, realizado
en Italia'®®, demostrd que las pieles de la uva blanca eran ricas en compuestos
fendlicos, utilizadas en alimentos como el pan y el puré de tomate pueden inhibir

la enzima a-glucosidasa de manera mas eficiente que la acarbosa.

6.3 EFECTO IN VIVO DE LOS BROTES DE BROCOLI Y BIODISPONIBILIDAD

Realizamos un estudio de intervencion para evaluar si el consumo diario de
brotes de brdcoli mejora los biomarcadores de la inflamacion en sujetos con
sobrepeso. El tejido adiposo estd relacionado con una mayor secreciéon de
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, y los niveles de estas proteinas se
encuentran elevados en personas con sobrepeso!®*1% Estas proteinas estan
vinculadas al desarrollo de varias patologias'® y concretamente la proteina C
reactiva es un importante marcador predictivo de las enfermedades

cardiovasculares'?’. A través del consumo de un alimento con propiedades anti-
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inflamatorias como los brotes de brdcoli podriamos contribuir a una reduccion de
los niveles inflamatorios y obtener asi un mejor prondstico en trastornos

asociados a la obesidad.

En nuestro estudio observamos un notable efecto antiinflamatorio después
de la ingesta de brotes de brdcoli, con una reduccién significativa en un 38% y
59%, en IL-6 y proteina C reactiva, respectivamente. Ambas proteinas estan

involucradas en la respuesta inflamatoria y aumentan en personas con sobrepeso.

Los estudios clinicos en humanos sobre las propiedades antiinflamatorias
del género Brassica son escasos. Nuestro grupo de investigacion describid
previamente una disminucién significativa en los marcadores de procesos
inflamatorios, como los metabolitos tetranor-PGEM (derivado de las
prostaglandinas E; y E;) y 11-B-PGF2a (derivado de la prostanglandina D)

después del consumo de una sola porcion de brotes de brdocoli'®®.

Otros autores han observado disminuciones en los niveles de proteina C
reactiva en un 48% después de 10 dias de ingesta de brotes de brdcoli (250 g/dia)
en fumadores, confirmando nuestros resultados; sin embargo, no se detectaron
cambios en los niveles de IL-6'®. También se apreciaron disminuciones en IL-6 y
proteina C reactiva después de 14 dias del consumo de brotes de brocoli'”®, pero
las cantidades utilizadas (7 g/kg peso corporal, 14 g/kg de peso corporal)

superaron con creces a las de nuestro estudio.

Las diferencias en nuestra muestra poblacional, disefio del estudio, tipo de
Brassica o cantidad de producto consumido, podrian explicar los diferentes
resultados observados. Los brotes de brocoli utilizados en nuestro estudio
contenian cantidades significativas de glucosinolatos alifaticos como
glucorafanina, glucoinerina y glucoerucina, que derivan del aminodcido
metionina, asi como los glucosinolatos indodlicos como derivados metoxi e hidroxi
de glucobrassicina, que derivan del aminodcido triptéfano. Hay que destacar que

los brotes de brdcoli son especialmente ricos en glucorafanina (hasta 10 veces
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superior a los del brdcoli adulto (inflorescencias), cuyos niveles caen con la planta
en crecimiento, a medida que el material vegetal aumenta sin sintesis de
glucorafanina®’. Por lo tanto, la concentracion potencialmente beneficiosa es mas
facil de lograr consumiendo raciones de brotes de brocoli que consumiendo las

inflorescencias maduras de brécoli (pellas).

Los niveles de glucosinolatos y sus metabolitos, los isotiocianatos, se
midieron en orina de 24 h por UHPLC-MS/MS con el fin de determinar el
consumo de brécoli y con el objetivo de comprobar si existen metabolitos
relacionados con los cambios en los pardmetros bioquimicos observados. No se
apreciaron niveles significativos de glucosinolatos en las muestras de orina de 24
h, lo que se explica facilmente ya que estos compuestos sufren grandes
modificaciones antes de que se produzca la absorcién en el intestino. Estos
compuestos se encuentran presentes en la planta intacta como glucosidos, y tras
producirse el dafio tisular, la enzima mirosinasa cataliza su hidrdlisis del resto de
la glucosa'”. La hidrolisis puede producirse también mediante el proceso de
masticacion o bien a través de las glucosidasas del tracto gastrointestinal. La
aglicona de cada glucosinolato puede sufrir asimismo modificaciones posteriores
y el conjunto de metabolitos formados son los isotiocianatos. Estos compuestos
son absorbidos por enterocitos y distribuidos sistematicamente!”2. En particular, el
isotiocianato sulforafano (1-isotiocianato-4-metil-sulfinilbutano) se forma a partir
del glucosinolato glucorafanina (4-metil-sulfinilbutil-glucosinolato). Por lo tanto,
los isotiocianatos son los compuestos presentes principalmente en los tejidos a los

que se les pueden atribuir las actividades biologicas.

En los seres humanos, los isotiocianatos se metabolizan a través de la via del
acido mercapturico. La conjugacion con glutation (GSSH) es catalizada por la
enzima glutation transferasa y los conjugados son posteriormente metabolizados,
dando lugar a SEN-CYS y SFN-NAC. Se ha demostrado que los polimorfismos de
estas enzimas glutation transferasas tienen un impacto significativo en el
metabolismo de los isotiocianatos'”. En el presente estudio, a partir de los
resultados descritos, los metabolitos SFN-NAC, SNF-NAC, SEN-CYS y SFN

pueden considerarse como buenos marcadores de ingesta, ya que su presencia
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estd relacionada solo con la fase de ingesta de brocoli, indicando asi el

cumplimiento de la intervencion dietética con brotes.

Con respecto a los glucosinolatos indolicos, el indol-3-carbinol (I3C) se
libera por hidrolisis de la glucobrasicina (3-indolil-metil-glucosinolato) por accion
de la mirosinasa. Estos tipos de glucosinolatos inddlicos estan presenten en
semillas, plantas maduras y algunos brotes, pero no estan presentes en todas las

variedades del género Brassica 74175,

Después de la ingestion de los brotes de brocoli, el I3C es modificado por el
pH acido del estdmago y se dimeriza a 3,3’-diindolilmetano (3,3’-DIM)'7. Por lo
tanto, la presencia de 3,3'-DIM en las muestras de orina de 24 h estd relacionada
con el metabolismo de los derivados de la glucobrasicina, presente en los brotes
de brdcoli. (Figura 20).

6.4. ADHERENCIA A LA DIETA MEDITERRANEA

Las diferentes definiciones de Dieta Mediterrdnea podrian limitar la
comprension de los mecanismos por los que la dieta mediterranea produce
benerficios para la salud. En nuestra muestra poblacional se observa un resultado
de adherencia a la dieta mediterrdanea moderado, que indica que se deben realizar
modificaciones en los héabitos dietéticos, aumentando el consumo de frutas,
verduras y pescado fundamentalmente. Este resultado es llamativo ya que
vivimos en un &rea geografica agricola y lider en exportacion de frutas y
verduras. Estos resultados coinciden con los observados por Abelldn et al.'”’, en

un estudio realizado en 1732 voluntarios de diferentes areas de salud de Espana.
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El aumento en los metabolitos de los brotes brocoli que observamos esta
relacionado significativamente con la disminuciéon de los niveles de IL-6 y
proteina C reactiva, lo que sugiere su implicacion en la modulacion de las
proteinas proinflamatorias. Los estudios sobre modelos celulares han demostrado
que el mecanismo de interaccion es comun en los isotiocianatos y similar al de las
hormonas enddgenas como esteroides o vitaminas A y D. Este tipo de compuestos
posee grupos electréfilos que interactiian con los restos nucleoéfilos de los factores
de transcripcidn, regulando su actividad'”’; se ha demostrado que el sulforafano
interactia con el factor de transcripcion redox-sensible Nrf2, para permitir su
translocacidn hacia el nticleo, donde se une al elemento de respuesta antioxidante
(ARE) y activa la sintesis de proteinas relacionadas con la respuesta al estrés,

como las enzimas de Fase II de detoxificacidn y las quinona reductasas'®-13,

Ademas, el SFN inhibe la activacion de NF-kf3, un factor de transcripcion
central en la inflamaciéon del proceso y la expresion génica de mediadores
proinflamatorios®'®. Esta via de sefializacion es redox-sensible, ya que depende
del equilibrio existente entre la concentracion intracelular de ROS y los niveles
GSH. Los cambios en los niveles de GSH por SFN pueden influir en esta accién
antiinflamatoria. Otros autores observaron un efecto antiinflamatorio por
induccidon de la via Nrf2 de extractos de brotes de brdcoli en piel'® y células
nasales's! en sujetos sanos, asi como en pacientes con enfermedad pulmonar

obstructiva cronica (EPOC)'8,

El 3,3’-DIM ha demostrado reducir la actividad transcripcional de NF-«[(3, lo
que resulta en niveles mas bajos de mediadores inflamatorios como IL-6, en
macrofagos activados'®, asi como en diferentes modelos de inflamacién, en

ratones!8”.188,

Se ha sefalado la posible interaccion sinérgica de SFN y 3,3-DIM? y los
isotiocianatos erucina y sulforafano son interconvertibles'®’, por lo que los efectos

antiinflamatorios observados con la ingesta de brotes de brocoli probablemente se
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deban a los efectos combinados de todos los productos de hidrdlisis de

gluconisolatos.

En cuanto a los parametros antropométricos, después de 10 semanas del
consumo diario de brotes de brdcoli, el peso y el indice de masa corporal no
fueron alterados; sin embargo, la masa grasa corporal disminuyd
significativamente tras la ingesta de brotes de brocoli. se ha descrito que el
metabolito I3C disminuye la adipogénesis al suprimir las vias de acumulacion de
los lipidos mediadas por PPARY!%; sin embargo, no detectamos I3C en la orina de

24h, ya que se excreta principalmente en forma de su metabolito 3,3"-DIM.

No observamos una correlacion significativa entre el aumento de 3,3-DIM y la
disminucion de la masa grasa; no se han realizado mas experimentos para

corroborar una hipoétesis adicional sobre los efectos en la adipogénesis.
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7. CONCLUSIONES

Los brotes de brocoli elicitados con metiljasmonato poseen una concentracion
elevada de glucosinolatos alifaticos, principalmente de glucorafanina, siendo
dos veces superior a la concentracion de glucosinolatos inddlicos,

representados principalmente por la neoglucobrasicina

El proceso de digestion in vitro libera compuestos bioactivos de la matriz del
brocoli, que han demostrado capacidad para inhibir enzimas del
metabolismo lipidico (lipasas) y glucidico (glucosidasas). Los valores de
inhibicion mds elevados se observan en la fase gastrica, coincidente con la

mayor liberacion de compuestos fenolicos.

El método ORAC es mas sensible a las variaciones en la capacidad
antioxidante de los brotes de brocoli debido al proceso de digestion, siendo
mas elevados en la fase gastrica. Los niveles de vitamina C se mantienen

invariables y no se ven afectados por este proceso.

El consumo de brotes de brocoli durante 60 dias es capaz de reducir los
niveles de IL-6 hasta un 40 % en sujetos con sobrepeso, asi como los niveles
de proteina C reactiva, que se encuentran elevados en esta poblacion. La

reduccidn es mayor cuanto mayor es el estado inflamatorio del individuo.

Los glucosinolatos de los brotes de brdocoli son biodisponibles y se
metabolizan en sulforafano y sus derivados de la via del 4cido mercapttrico,
como sulforafano-cisteina y  sulforafano-N-acetilcisteina. El  3,3'-
diindolilmetano es el metabolito derivado de los glucosinolatos inddlicos y
sus niveles se correlacionan con el descenso observado en los pardmetros

inflamatorios.
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- La incorporacion en la dieta de raciones de brotes de brocoli de 30 g/dia
pueden servir como coadyuvantes en el tratamiento del sobrepeso y para
prevenir patologias con un componente inflamatorio asociado, en la

poblacién general.
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8. LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

La basqueda de soluciones para el tratamiento de la obesidad en la edad
adulta, es una cuestion de salud publica e individual que preocupa a cientificos, a
la clase politica y a la sociedad en general. En este proyecto se ha evaluado desde
el campo y la investigacion agroalimentaria, la influencia en la nutriciéon y la
salud, de los brotes de brocoli, alimento y fuente natural de compuestos
bioactivos (GLS/ITC), que ejercen funciones sobre dianas fisioldgicas de la
obesidad y sus condiciones asociadas (metabolismo lipidico, glucidico,
inflamacion), todas ellas relacionadas también con el riesgo vascular y otras

enfermedades crénicas.

Una limitacion del presente estudio, ha sido la falta de un grupo control
paralelo aleatorizado, que permitiria establecer vinculos de causalidad entre la
ingesta de los brotes de brécoli y el cambio en los niveles de los biomarcadores. El
seguimiento posterior a la intervencién no ha sido un periodo de control ideal ya
que pueden influir otros muchos factores pudiendo producir cambios en la
persona o el medioambiente. Sin embargo, los cambios tan drasticos observados
en los marcadores inflamatorios al final de la intervencion y su recuperacion

posterior podria ser una indicacion del efecto beneficioso de los brotes de brécoli.

Por otro lado, el sobrepeso es asociado frecuentemente con otras patologias
como la hipertension, enfermedad cardiovascular, resistencia a la insulina o
diabetes tipo II, y debido a todas las complejas interacciones entre ellas, limitamos
el estudio a personas con sobrepeso segun los criterios de la OMS, pero sin
ninguna patologia o trastorno clinico diagnosticado. Por lo tanto, nuestro
resultado solo se puede extrapolar a este tipo de poblacién y no al resto de

personas con alguna patologia concomitante.
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En la actualidad, existe una evolucion importante sobre el conocimiento de
los fitoquimicos en las cruciferas entre los cientificos, los productores y la
industria, asi como los consumidores. Las lineas de trabajo se estan redirigiendo
hacia la mejora de la calidad y de la produccién de estos vegetales. Estas
investigaciones sobre la biofortificacion de Brasicas tiene un gran potencial para el
desarrollo de estudios en pacientes y sujetos adultos sobre los efectos especificos
de un compuesto en la salud. Los trabajos recientes sugieren que el potencial
antiinflamatorio y quimiopreventivo de estos alimentos mediante su inclusion en
la dieta requiere establecer recomendaciones dietéticas que incluyan de 3 a 5
raciones al dia de frutas y hortalizas, basandonos en la evidencias cientificas y
epidemioldgicas sobre la influencia de los compuestos bioactivos del brécoli y
otras cruciferas, sobre los diferentes estados de enfermedades degenerativas y

cancer.

Podriamos decir que son necesarias mds investigaciones con brotes de
brocoli, incluyendo otros biomarcadores para establecer el papel de este rico y
sano producto alimenticio nutritivo, pero estos prometedores resultados apoyan
la evidencia actual sobre las propiedades de esta especie “Brassica oleracea var.

Italica” para la prevencion de la enfermedad.
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Anexo 2. Encuestas habitos dietéticos y estilo de vida
ENCUESTA DE SALUD

Identificacion: Sexo:
Peso: Talla: IMC:

Perimetro de la cintura:

FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
Fumador Asi
B no

C Exfumador

1. ;Cuantos cigarrillos fuma al dia??
Ninguno, Nunca fumo
5.9
B Soélo fumo de forma ocasional
C Menos de 5 cigarrillos al dia
D Entre 5-20 cigarrillos al dia
E Mas de 20 cigarrillos al dia

Tiempo en afios............

2. ;Tiene el colesterol elevado?

Si
5.10

B No

C No lo se

Tiempo en afios...............

3. ;Tiene elevados los triglicéridos?

Si
511

B No

C No lo se
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Tiempo en afios..........

4. ¢;Es diabético?
Si
5.12
B No
C No lo se

Tiempo en afios..........

5. ;Tiene hipertensién?

Si
513

B No
C No lo se

Tiempo en anos..............

6. ¢Dedica un tiempo a realizar ejercicio fisico, incluyendo actividades como caminar o subir y bajar escaleras?
Todos los dias
5.14
B 4-5 veces por semana
C 2-3 veces por semana
D | No
7. Si realiza ejercicio fisico ;Cuantas horas al dia hace ejercicio fisico?
Mas de 2 horas
5.15
B 2 horas
C 1 hora y media
D | Media hora
E Menos de media hora
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10.

11.

Cuanto tiempo al dia dedica a ver la televisién

30 minutos o menos

5.16

B Entre 1-2 horas
C Entre 2-3 horas
D Mas de 3 horas

¢ Es vegetariano?

5.17

No

Si

;Consume suplementos nutricionales o vitaminicos?

No
5.18
B Si
C Ocasionalmente

;Qué estudios ha cursado?

Estudios primarios

5.19

B Bachiller

C Estudios universitarios de grado medio
D | Estudios universitarios de grado superior
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ENCUESTA DE DIETA MEDITERRANEA

1. (Consume cereales (arroz, pasta, pan, galletas, cereales de desayuno, etc.....)?

Mas de 7 raciones al dia

5-7 raciones al dia

3-4 raciones al dia

1-2 raciones al dia

Nunca

;Cudntas piezas de frutas consume al dia?

Mas de 6 raciones al dia

5-6 raciones al dia

3-4 raciones al dia

1-2 raciones al dia

Ninguna

(Cuantas veces a la semana consume legumbres?

Mas de 4 veces a la semana

3-4 veces por semana

1-2 veces por semana

Menos de una vez a la semana

Nunca

520
B
C
D
E
2.
521
B
C
D
E
3.
522
B
C
D
E
4.

(Cuantas veces consume verduras y hortalizas al dia?

523

Mas de 2 veces al dia

2 veces al dia

1 vez al dia

Menos de una vez al dia

m|g|n|w

Nunca
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5. ;Cudntas veces a la semana consume pescado?
Mas de 4 veces a la semana
5.24
B 3-4 veces por semana
C 1-2 veces por semana
D | Menos de una vez a la semana
E Nunca
6 ;Cuantas veces a la semana consume carne de ave?
Mas de 4 veces a la semana
5.25
B 3-4 veces por semana
C 1-2 veces por semana
D | Menos de una vez a la semana
E Nunca
7. ;Cudntas veces a la semana consume otro tipo de carne ?
Mas de 4 veces a la semana
5.26
B 3-4 veces por semana
C 1-2 veces por semana
D | Menos de una vez a la semana
E Nunca
8. ;Cudntas veces al dia consume leche y derivados lacteos?
Mas de 4 raciones al dia
5.27
B 3-4 raciones al dia
C | 1-2 raciones al dia
D Nunca
9. (Qué tipo de aceite consume habitualmente?

Aceite de oliva
5.28

B Aceite de semillas

C | Aceite de oliva y de semillas
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10.

11.

12.

13.

14.

¢(Utiliza aceite de oliva para cocinar?

Diariamente
5.29
B 3-5 veces a la semana
C 1-2 veces a la semana
D Menos de 1 vez a la semana
E Nunca

;Consume normalmente frutos secos?

Mas de 5 veces a la semana

5.30

B 3-4 veces a la semana Menos de una vez a la semana
C 1-2 veces a la semana

D Menos de una vez a la semana

E Nunca

;Cuantos huevos consume a la semana?

Mas de 5 huevos a la semana

5.31

B 3-5 huevos a la semana

C 1-2 huevos a la semana

D Menos de un huevo a la semana
E Nunca

;Cuantas veces a la semana consume embutido?

Todos los dias

5.32

B 3-5 veces por semana

C 1-2 veces por semana

D Menos de una vez a la semana
E Nunca

¢ Consume normalmente vino tinto? (125 mL, un vasito de vino)

Mas de 7 vasitos de vino a la semana

5.33

B 4-7 vasitos de vino a la semana
C 1-3 vasitos de vino a la semana
D Menos de una vez a la semana
E Nunca
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15.

¢ Con que frecuencia consume productos de bolleria industrial

Diariamente
5.34
B 3 04 veces a la semana
C 1-2 veces a la semana
D Menos de una vez a la semana
E Nunca
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Anexo 3. Comité de Etica CSIC, UCAM

MINISTERIO ""‘
DE ECONOMIA

Y COMPETITIVIDAD
COMITE DE ETICA
Sabenrie do Buétics

INFORME DE EVALUACION BIOETICA / BIOSEGURIDAD ]

El Subcomité de Bioética del CSIC ha evaluade los aspectos biodticos y de blosegurkdad de
Investigacion propuesta (Experimentaddn con humanos, muestas humanas, datos
procedentes de poblackén humana que requieran proteccién, Organismos modificados
genéticamente - OMGs - y/o 2gentes biclogicos de riesgo), y segin bs términos definidos
en la misma, no ha encontrado ninguna objecién al respecto que pueda constituir un
impedimenta para su desarrdlo. ¥ para que conste a los efectos oportunos, expide &
presente informe de evaluacion en Madrid, a catorce de octubre de 2014,

Datos del Investigador principal

[Nombre 'MORENO FERNANDEZ, DIEGO ANGEL

Cantro / Instituto Ceatro de Eulologia ¥ Blologla Aplicada d2l Segura - CEBAS
{Marcia)

Teléfono 968396369

Correo electrénico dmoareno@cebas.csic.es

Datos de la Investigacién proouesta

Titulo " Efextos del consumo de brotes de brdcoll en poblacién obesa
MINISTERIO DE ECONOMIA Y COMPETITIVIDAD (MINECO)

Convocatoria Frograma Estatal de Fomento de la Investigacidn Oentifics y Técnica de
Excaienda - Subprograma Estatal de Generacidn o Conoomiento
_Progoctos O 2013

Referendis AG.ZO13-462‘7-P

Evaluacion

Este informe solo tiene valide: para la investigaddn propuesta y en lis condiciones en ella
descritas. Cualquier cambio que afecte a las implicaciones bioéticas yfo de bioseguridad de
la misma, invalida este informe y deberd ser puesto en conocimiento de este Subcomité
para su valoracion.

Miguel Garcia Guem 5 \\\"
Presidente del Comité de Etica mﬁi‘c 357

O/ Serzazo 117
wibcomitedsbetica@ cuc.as IM06 Madnid EPARA
Tell: 915681454
9156815354
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®

wa M. COMITE DE ETICA DE LA UCAM
DATOS DEL PROYECTO
Titulo: | Sria 56 21000 =

- FYYTY p‘
“,4-«;- ;’;;;i-ri:é

INFORME DEL COMITE
| Fecha | 40/06/284y |

Tipe de

Investigacion experimental clinica con seres humanos. 4
Utilizacsdn de tejidos humanos procedentes de pacientes, tegidos embrionarios o |
fetales. i

Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionanios © fetales procedentes de

bancos de muestras o tejidos. ~
[nvestigacitn observacional con seres humanos o uso de datos personales, §
informaciin genética, etc, -y
Experimentacidn animal. =

Utitizacién de agenies biolégicos de riesgo parn la salud humana, animal o las
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Anexo 4. Composicion nutricional y analisis de seguridad alimentaria

Tabla nutricional de brotes de brocoli

Valor por100 g  Unidad

Valor energético 89 KJ
21 kcal
Nutrientes
Humedad 93,3 g
Proteinas 2,86 g
Grasas totales 0,43 g
Hidratos de carbono 0,3 g
Fibra alimentaria 2,47 g
Cenizas 0,641 g
Minerales
Cadmio, Cd <0.005 mg/kg
Plomo, Pb <0.005 mg/kg
Sodio, Na 0,07 mg
Seguridad alimentaria
Microbiologia
10-jul-15
Recuento de Coliformes totales 5,2 x 108 ufc/g
Recuento de E.scherichie‘\ c‘:oli 10x 107 ufc/g
(8-D-glucoronidasa positivo)
Recuento de Mohos y levaduras <10 ufc/g
10-jun-15
Recuento de Aerobios mesofilos 5,2 x 108 ufc/g
Recuento de Coliformes totales <10 ufc/g
Recuento de Escherichia coli
. .\ <10
(8-D-glucoronidasa positivo) ufc/g
Recuento de Mohos y levaduras 2,9 x 102 ufc/g
Produccion

Tratandose de una produccién ecoldgica no existen organismos
téxicos presentes en los brotes, ademas, estos se encuentran
enriquecidos en compuestos bioactivos con técnicas de
"elicitacion”, consideradas como sostenibles por tratarse de

compuestos naturales, presentes en las plantas.
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