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Resumen

Montanoa tomentosa ha sido empleada en la medicina tradicional mexicana como
agente inductor del parto y anticonceptivo, ademas de ser utilizada para el tratamiento
del dolor después del parto. Sin embargo, aunque las mujeres son las principales
usuarias de\Montanoa tomentosa, son escasos los estudios que comprueban su
potencial biolégico. En ese sentido, en este estudio los extractos de las hojas de
Montanoa tomentosa-fueron evaluados en su actividad antinociceptiva empleando el
modelo de formalina en rata y su actividad antiinflamatoria en el modelo de edema en
oreja de raton inducido por/ FPA. La administracion del extracto hexanico disminuyo el
retiro espontaneo inducido por formalina en un 66.3+3.0 %, teniendo un efecto similar
mostrado por meloxicam (MXL)"(64.3+4.5 %), ademas, redujo el edema inducido por
TPA en oreja de raton en un 61:16x3.8 %, mostrando un efecto similar a Indometacina
70.02+1.24 %. De esta manera, el'proceso de separaciéon cromatografica se realiz
con el extracto que presenté una mayor actividad biologica. Asi, a partir del extracto
hexanico se obtuvo un nuevo derivado kaurenoide denominado como acido ent-15p3-
E-cinamoil-kaura-9(11),16-dien-19-0ico (3) y dos terpenos conocidos: acido
grandiflorénico (1) y taraxasterol (2)-7Asi mismo, se evaluo la actividad antinociceptiva
de los compuestos obtenidos, siendo ellCompuesto.3, el que presentd un mayor efecto
con respecto al vehiculo, mostrando una‘mayor disminucion del efecto nociceptivo en
la segunda fase de la prueba de formalina, ademas, reduje el edema inducido por TPA
en 79.05+3.07 % con respecto a Indometacina 70.20#1.26 %. Estos resultados
comprueban el uso de Montanoa tomentosa como un nueve agente antinociceptivo y
antiinflamatorio, ademas de brindarnos informacion que ‘nos™ permite proponer

alternativas de usos potenciales.
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Abstract

Montanoa tomentosa has been used in traditional Mexican medicine as a birth inducing
agent and_contraceptive, as well as for the treatment of pain after childbirth. However,
although women are the main users of Montanoa tomentosa, there are few studies that
prove its biological potential. In this study, the extracts of the leaves of Montanoa
tomentosa were evaluated in their antinociceptive activity using the rat formalin model
and their anti-inflammatory activity in the mouse ear edema model induced by TPA.
The administration of the,hexanic extract decreased the formalin-induced spontaneous
withdrawal by 66.3+3.0 %, having a similar effect shown by meloxicam (MXL) (64.3+4.5
%), in addition, it reduced the FPA-induced mouse ear edema by 61.16+3.8 %, showing
a similar effect to Indomethaein 70.02+1.24 %. In this way, the chromatographic
separation process was performed with the extract that presented the highest biological
activity. Thus, from the hexanic extract a new kaurenoid derivative was obtained called
ent-15B-E-cinamoil-kaura-9(11),16-dien=19-oic acid (3) and two known terpenes:
grandiflorenic acid (1) and taraxasterol (2)."Furthermore, the antinociceptive activity of
the obtained compounds was evaluated, being compound (3) the one that presented a
greater effect with respect to vehicle,“showing a greater decrease of the nociceptive
effect in the second phase of the formalin'test, in‘addition, it reduced the edema induced
by TPA in 79.05+3.07 % with respect to_Indomethagcin 70.20+1.26 %. These results
prove the use of Montanoa tomentosa as a new antingeiceptive and anti-inflammatory
agent, besides providing information that allows us to propese alternatives of potential

uses.
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1. Introduccién

En MéXico existe una gran riqueza de plantas con propiedades terapéuticas, que han
sido utilizadas durante siglos como tratamiento para aliviar diversas enfermedades,
dentro de las-cuales encontramos a Montanoa tomentosa o cihuapatli “medicina de las
mujeres”, término atribuido a que en la medicina tradicional se utilizaba como un
agente auxiliar ‘en _induccion del parto, anticonceptivo, irregularidades en la
menstruacion, para.curar los “nervios” y para el tratamiento de dolores en las mujeres
después del parto (Vazguez et al., 2011. Behar, 1988). Dentro de la composicién
guimica, Montanoa tomentesa presenta una variedad de compuestos interesantes,
como diterpenos del tipo kaureno (acido grandiflorenico, acido kaurenoico, zoapatanol,
montanol y tomentol) los “cuales se han demostrado responsables del efecto
uterotonico y uterorrelajante (Enriquez et al.,1997. Campos-Bedolla et al., 1997.
Lozoya et al., 1983), ademas de presentar otras actividades como: antimicrobianos,
fungicidas, antiinflamatorios y citotoxicos (Ghisalberti, 1997). Por otra parte, se han
aislado sesquiterpenos como: tomentosing, zoapatanolidas A-F, montafrusinas A-F y
derivados de pumilina, esteroles )(estigmasterol) y flavonoides (isoquercitrina y
nicotiflorina) (Levine et al.,1981. Gallegas, 1983. Oshima et al., 1986b. Bejar et al.,
2000. Rios-Castillo et al., 2012). En ese sentide; Montanoa tomentosa, promete ser
una ruta alternativa para la obtencién de_compuestos-con aplicacion terapéutica. Sin
embargo, a pesar de que las mujeres son las principales usuarias de Montanoa
tomentosa, son pocos los reportes que aporten al impacto potencial del efecto
antinociceptivo o antinflamatorio. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este
proyecto fue determinar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio de Montanoa
tomentosa, empleando el modelo de formalina y edema en oreja‘de ratén inducido por
TPA.



2. Antecedentes

Dentro de la medicina tradicional mexicana, existe un grupo de plantas utiles para el
tratamiento *de padecimientos relacionados con la biologia de la reproduccion
femenina,grupo del cual destaca el zoapatle, denominada asi por las raices nahuatl
“cihuatl = mujer” y “phatli = medicina”, refiriendose como “medicina de la mujer”, siendo
empleada coma infusién para inducir el trabajo de parto, regular el ciclo menstrual y
como anticonceptivernatural. Posteriormente, Vicente Cervantes en 1790 le asigné el
nombre cientifico Montanoa tomentosa, en alusion al médico mexicano Luis Montafia,
quien dedic6 parte de su investigacion al estudio de los efectos terapéuticos de la
planta relacionados con sus_propiedades uterotonicas (Villa-Ruano, 2013. Gallegos,
1983). Montanoa tomentosa‘(Figura 1) es un arbusto ramificado que puede llegar a
medir 3 metros de altura. Las estructuras florales se disponen en forma de cabezuelas
constituidas por un numero de unidades florales hermafroditas de color variable (Funk
y Brooks, 1990).

Figura 1. Montanoa tomentosa (zoapatle). Imagen capturada en el municipio de Santa

Maria Tecuanulco, Estado de México, en agosto del 2019

El periodo de floracién oscila entre los meses de junio-agosto, época caracterizada por
abundantes lluvias. Las semillas estan generalmente almacenadas en aquenios,
presentando raices de tipo fibroso con una delgada corteza aromatica por la presencCia

de resina y un xilema secundario delgado (Funk y Brooks, 1990).



2.1. Glasificacion taxonémica de Montanoa tomentosa
En lastabla 1 se presenta la clasificacion taxondémica de Montanoa tomentosa.

Tabla L Clasificacion taxondmica de Montanoa tomentosa

Reino: Plantae Género: Montanoa

phylum o division: Tracheophyta Especie: Montanoa tomentosa
Clase: Magnoliopsida | Nombre cientifico:  Montanoa tomentosa
Orden: Asteraceae Subespecie: tomentosa

Familia: Compositae (Sch.Bip. ex C.Koch) B.L.Turner

A pesar del uso tradicional de;Montanoa tomentosa como un anticonceptivo natural,
fue hasta principios de la década de los setentas del siglo pasado que se inici6 con la
investigacién en torno a sus aplicaciones, teniendo como objetivo la busqueda de
nuevos compuestos que permitieran disminuir el impacto poblacional que se
presentaba en esa época a nivel mundial. Ademas, estos estudios condujeron al
desarrollo de técnicas analiticas'como la espectroscopia de liquidos de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés)yspermitieron el avance tecnologico en el analisis de
experimentos uni y bidimensionales.de Resonancia Magnética Nuclear para la
caracterizacion estructural inequivoca‘de.compuestos aislados de plantas, llevando al
hallazgo de compuestos con diversas” aplicaciones terapéuticas y biotecnolégicas
(Caballero y Walls,1970).

2.2 Uso etnofarmacoldgico y farmacoldgico de Montanoa tomentosa

De acuerdo a Gallegos (1983), los reportes mas antiguos del uso etnofarmacoldgico
de Montanoa tomentosa datan de 1529 y en ellos se refiere” que se realizaba la
administracion oral de una infusién de la planta para el tratamiento de padecimientos
relacionados con la biologia de la reproduccién femenina, como: regulador del ciclo
menstrual, abortivo, anticonceptivo (Gallegos, 1983. Bejar et al., 2000):;Por’otra parte,
ya desde épocas coloniales Montanoa tomentosa era empleada para eltratamiento
del dolor después de la induccion el parto, lo cual se sigue llevando a cabo ¢on ese fin
en diferentes comunidades (Vazquez et al., 2011). Dado a su uso extendido _en
diferentes épocas, fue hasta 1970 que se iniciaron con los estudios in vitro de extraetos

crudos de Montanoa tomentosa, sin embargo, no se encontré un efecto uterotonico en



el modelo propuesto (Carro-Juarez et al., 2006), por lo tanto, gran parte del trabajo de
laboratorio fue abandonado. Posteriormente, en un estudio clinico presentados en
1979, se"demostro que la administracion de una decoccion de las hojas de Montanoa
tomentosal.en mujeres que se encontraban en las primeras etapas del embarazo,
ejercié un efecto, uterotonico distintivo e indujo dilatacion cervical y sangrado en utero
sin cambios aseciados sobre los niveles plasmaticos de progesterona y estradiol ni
con ningun efecto’seeundario adverso, corroborando que el extracto crudo acuoso de
Montanoa tomentosaspuede ser Util en el desarrollo de un abortivo activo y seguro
administrado por vial oral (Landgren et al., 1979). Con base en estos estudios, la falta
de una evaluacion biolégica adecuada de los extractos crudos de Montanoa tomentosa
impulso el desarrollo de un.modelo biolégico confiable para comparar los efectos
biol6gicos de farmacos disponiblés.como la oxitocina con respecto a los extractos de
Montanoa tomentosa de manerassistematica y asi poder documentar un efecto
biolégico de manera consistente, reproducible y confiable que proporcionara una base
racional para el uso de los extractos~de Montanoa tomentosa como un agente
uteroténico. En ese sentido, se efectuaron estudios de extractos crudos de Montanoa
tomentosa en diferentes modelos animales, demostrandose que la administracion de
los extractos crudos aumenta la contragCidn en Gtere de cerdo, hamster, conejo, perro,
mono y humano, e inhibe la actividad (espontan€a~en rata (Morales et al., 2018.
Lagunes-Merino et al., 2019. Robles-Zepeda et al., 2006. Gertsch et al., 2008). Mas
recientemente, se han demostrado otras actividades farmacoldgicas de Montanoa
tomentosa, como: pro-eyaculador, causando un aumento en el numero de descargas
en los patrones motores eyaculadores en ratas Wistar macho,ademas, produce la
expresion de erecciones enanas, movimientos del pene y la potente expulsion del
contenido uretral y, en algunos casos, la expulsiébn de tapones seminales (Carro-
Juérez et al., 2006). Por otra parte, se reportd que la administracion‘de‘un liofilizado
de Montanoa tomentosa comparte un mecanismo de accion similar ‘en” el que el
receptor GABAA juega un papel importante y corrobora su uso como @ansiolitico
potencial (Sollozo-Dupont et al., 2015). Por otra parte, se demostré la actividad
antiinflamatoria de una pomada preparada a base de extracto etandlico de la hoja.de
Montanoa tomentosa aplicada de manera periférica local en un modelo de carragenina

en ratas Wistar (Morales et al., 2018). También se demostré el efecto antidepresivo
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parcial de una administracion aguda de la infusion de Montanoa tomentosa, los autores
sugieren que este efecto podria estar asociado con la activacion de neuronas
oxitocinérgicas hipotalamicas en ratas, por lo que difiere del mecanismo de accion
tipico involuerado en medicamentos antidepresivos como la fluoxetina, que actian

sobre la via serotoninérgica (Quijano et al., 1984).

2.3 Composicion guimica de Montanoa tomentosa

Dentro de los compuestos mas relevantes aislados a partir de Montanoa tomentosa,
podemos encontrar tegpenos, como: monoterpenos; compuestos formados por dos
unidades de isopreno, sesquiterpenos (tres unidades) y diterpenos (cuatro unidades),
siendo su biogénesis a partir de la ruta del acido mevalbnico, asi como algunos
flavonoides, provenientes de lasuta del acido shikimico (Dewik, 2009). En ese sentido,
el aislamiento de diferentes compuestos obtenidos de plantas, ha permitido el
desarrollo de diferentes técnicas analiticas, como: cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC, siglas en~ingles), la cual nos permite la separacién de los
componentes de una mezcla y.su_posterior, deteccion, de igual manera, el avance
tecnol6gico en experimentos de Resgnancia;Magnética Nuclear en una dimension (*H
y 13C), que, mediante los diferentes entérnos quimicos, se puede obtener informacion
estructural sobre la molécula en una-muestra,“ademas, de experimentos en dos
dimensiones como: Espectroscopia de” Correlacion’ Bidimensional protén/proton
(COSY, siglas en ingles), y experimentos de correlacion heteronuclear como:
Correlacion Cuantica Heteronuclear Simple (HSQC, siglasen‘ingles), experimento que
permite la deteccion de la conexion carbono-protén a un enlace y la Correlacion
Heteronuclear de Enlaces Mdltiples (HMBC, siglas en ingles);~la cual permite la
deteccién de protones que muestra los carbonos que se encuentran a 2 o 3 enlaces
de distancia de los protones. De igual manera, permitio el desarrolle, de modelos
biolégicos, que han permitido la comprension de las diferentes aplicaciones,biolégicas
de componentes activos obtenidos de plantas con potencial aplicacion terapéutica y
biotecnolégica (Caballero & Walls,1970; Enriquez et al., 1996).

2.3.1. Monoterpenos y sesquiterpenos
El perfil quimico obtenido mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas (GC/MS, siglas en inglés) de una fraccion volatil de Montanoa tomentosa
5



reveld’la presencia de monoterpenos como sabineno (1), a-tujeno (2) y a-pineno (3),
ademas; se identificaron sesquiterpenos como a-gurjunene (4), p-cariofileno (5), B-
cubebent (6) y germacreno D (7) (Figura 2). La caracterizacion de los compuestos
volatiles de-Montanoa tomentosa ha proporcionado una vision significativa de sus
aplicaciones;.por. ejemplo el compuesto (1), identificado como el mas abundante en las
hojas y flores de Montanoa tomentosa, es utilizado en la sintesis de componentes
utilizados en perfames; al compuesto (5) se le ha atribuido actividad antiinflamatoria,
en el modelo de edema’inducido por carragenina en ratén (Quijano et al., 1991), y (7)
es un componente en pildoras utilizadas en enfermedades oculares (Quijano et al.,
1985a).

(1) (2) 3)

@) 6 IO\ 6)

(7)
Figura 2. Compuestos organicos volatiles mayoritarios reportados en Maontanoa
tomentosa. Sabineno (1), a-tujeno (2), a-pineno (3), a-gurjuneno (4), B-cariofileno (5),

B-cubebeno (6) y germacreno D (7) (Quijano et al., 1985a).



Por otra parte, se report6 la primera lactona sesquiterpénica denominada tomentosina
(8), vaislada a partir de las hojas de Montanoa tomentosa, cuya estructura fue
determinada mediante estudios de RMN H. El compuesto (8) ha demostrado tener
actividades..antineoplasicas y antifungicas (Lu et al., 1987. Levine et al., 1979).
Posteriormente, se aislaron dos nuevas lactonas sequiterpénicas del tipo heliangolida,
denominadas zoeapatanolida A (9) y B (10) (Levine et al., 1981; Figura 3). Ademas, se
reportd la presenCia~de, lactonas sesquiterpénicas del tipo guayanolidas, las cuales
fueron nombradas comojzoapatanolida C-F (11-14), y la pumilina (15; Figura 4). Estas
estructuras fueron establecidas por extensos estudios de RMN 'H y experimentos de
desacoplamiento spin-spin, asi como propiedades fisicas (punto de fusion, rotacion
Optica, absorcion UV; Smith et.al., 1981. Hahn et al., 1984. Quijano et al., 1985b).

(99 R=H Ri= Angeloil (Ang)
(10) R=Ang Ri=H

Ang= 0

'771 V4

@)
Figura 3. Lactonas sesquiterpénicas del tipo heliangolida jobtenidas de Montanoa

tomentosa. Zoapatanolida A (9) y B (10).

(11) R = AcOEt R1 = OHR2= Ang
(12) R=AcOEtR1=H Rz2= Ang
(13)R=0OH Ri1=0H Rz2=Ang




(14) R = H2 R1 = AcOEt R2 = a-Me, H
(15)R=0 Ri1=H R> = CH>

Figura 4. Lactonas sesquiterpénicas del tipo guayanolidas obtenidas de Montanoa
tomentosa. Zoapatanolida, C»(11), zoapatanolida D (12), zoapatanolida E (13),

zoapatanolida F (14) y pumilina«15).

La relacion estructural entre zeapatanolidas (9-14) sugieren que podrian tener
propiedades analogas. Sin embargo,’solo el compuesto (9) ha sido probado y se ha

encontrado que inhibe la contragcion en tiras uterinas in vitro (Oshima et al., 1986a).

2.3.2. Diterpenos

Los estudios encaminados en la--ebtencion"‘de los compuestos con actividad
uterotdnica presentes en Montanoa®tementosay resultd en el aislamiento de dos
diterpenos con un anillo de oxepano en¢sujestructura (Figura 5), que se nombraron
zoapatanol (16) y montanol (17) (Bejar et al., 2000. Caballero y Walls, 1970). Se creia
gue (16) era el responsable de la actividad uteroténica de los extractos crudos acuosos
de zoapatle. Sin embargo, se demostré que el uso individual’de (16) no presentaba un
efecto significativo en distintos modelos in vitro (Ponce-Montér et al., 1983). Solo se
confirmo que un analogo sintético de (16), denominado ORF 13811, presentd actividad
anti-fertilidad cuando se administraba por via oral a cobayas (Bejar-€t al., 1984). A
pesar de estos hallazgos, otros trabajos propusieron que (16) era“el compuesto
asociado a la interrupcion del embarazo y que (17) causa la inhibicion de‘la contraccion
espontanea de las tiras uterinas de cobaya in vitro (Zamilpa et al., 2002. Enriquez et
al., 1996). A partir de entonces, se han reportado numerosos trabajos sobre la‘sintesis
de estos diterpenos. Sin embargo, los farmacologos han llegado a la conclusion que

el efecto de la infusion de zoapatle no puede ser reproducida por uno solo de 1os



compuestos presentes, por lo que probablemente se trata de un fendbmeno de
sinergismo (Mi et al., 2002).
OH (16)

oH (17)

Me 0

Figura 5. Zoapatanol (16) y mentanol (17), diterpenos del tipo oxepano, presentes en

Montanoa tomentosa.

Asi mismo, se realizo el aislamientode_dos nueyvos diterpenos del tipo kaureno; el
acido monoginoico (18) y la zoapatlina (19)una lactona diterpénica, ademas del acido
grandiflorénico (20), acido kaurenoico (21), y el monoginol (22) (Figura 6) (Ponce-
Monter et al., 1983).

R
(18) R = COOH
(22) R = CH20H




e

0”’ 'f”
2 Z
z z
C C

OOH

OOH
(20) (21)

Figura 6. Compuestos (del-tipo diterpenos, aislados de Montanoa tomentosa. Acido
monoginoico (18), zoapatlina(19), &cido grandiflorénico (20), acido kaurenoico (21) y

monoginol (22).

Diversos estudios demostraron que (20) y (21), en individual o en mezcla, indujeron la
contractilidad uterina in vitro descrita ‘por la administracion oral de extracto crudo
acuoso de zoapatle. De igualmanera, (20) se confirmd como un potente estimulante
de la contractibilidad en utero de-rata (Bejar et al., 1984). Sin embargo, el compuesto
(18) no tuvo efecto sobre el utero de la rataygero inhibié la contraccion inducida
eléctricamente en ileon de cobayo, ademas, se demostré el efecto espasmolitico y
antimicrobiano de este diterpeno (Zamilpa, et al?; 2002). Asi mismo, se confirmé la
presencia de (18), (20) y (21) en decocciones de_Montanoa tomentosa, lo que
proporciona evidencia cientifica sobre su participacion en‘los fenbmenos uterotonicos
descritos para el extracto crudo acuoso en diversas especies animales (Enriquez et
al., 1996). Por otra parte, el compuesto (19) y sus derivades sintéticos muestran
potencial como agentes quimioterapéuticos (Mi et al., 2002)./De esta manera, el
aislamiento de los primeros compuestos del tipo diterpeno obtenidos, de Montanoa
tomentosa, fue el punto de partida para el desarrollo de las técnicas. analiticas que
permiten realizar la elucidacion inequivoca de los compuestos aislados.de,plantas, a

como lo conocemos hasta ahora.
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2.3.37Flavonoides
Se hareportado la obtencidn de nicotiflorina (23) e isoquercetina (24; Figura 7) a partir
de un extracto metandlico de las hojas Montanoa tomentosa (Oshima et al., 1986c¢).

R

OH

HO 0 .
(23) R=H Ri1=Rutinosa

(24) R = OH R1 = Glucosa
OR;

OH 0]

Figura 7. Flavonoides aislados de Mi{tomentosa. Nicotiflorina (23) e isoquercetina (24).

Se ha demostrado el uso del.compuesto (23) como un neuroprotector novedoso y
eficiente, utilizado como un agente contra la isquemia cerebral focal permanente
inducida en ratas (Li et al., 2006);.ademas;.se le atribuye la mejora de la memoria y
contrarresta el estrés oxidativo (Huang.et al., 2007): Por otra parte, el compuesto (24)
es un eficaz supresor de la inflamacion.eosinofiliea 'y su uso se ha propuesto para el
tratamiento de alergias (Rogerio et al., 2007). De igual manera, este compuesto se
asocio con la reduccion de la proliferacién celular glioblastomal (Amado et al., 2009).

La investigacion realizada con respecto al uso tradicional*de Montanoa tomentosa
como un anticonceptivo natural para solucionar el impacto. poblacional que se
presentaba en los afios 70°s, resultd en el aislamiento de compuestos con diversas
aplicaciones terapéutica, ademas, permitié el desarrollo de técnicas\analiticas que,
hasta la fecha, permiten determinacién y elucidacién inequivoca de_compuestos
aislados de plantas. En ese sentido, estos estudios amplian la perspectivapara realizar
investigaciones posteriores sobre Montanoa tomentosa como una ruta altegnativa para

la obtencién de compuestos con potencial aplicacion bioldgica.
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3. Justificacion

La seléccion de plantas medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades es
uno de los/enfoques alternativos en el proceso de desarrollo de farmacos, ya que
contienen diversos fitoconstituyentes que pueden poseer diversas aplicaciones
biol6gicas. En‘esg sentido, Montanoa tomentosa es una planta mexicana que parece
marcar una muy _prometedora ruta para la obtencion de compuestos activos con
diversas aplicacionessbioldgicas. Sin embargo, si bien, las mujeres son las principales
usuarias de Montanoa tementosa, hasta la fecha son escasos los estudios que
reporten el impacto potencial del efecto antinociceptivo o antiinflamatorio. Por lo
anterior, el objetivo de este” proyecto fue determinar el efecto antinociceptivo y
antiinflamatorio de Montanoa tomentosa, con la finalidad de contar con informacion

gue permita proponer alternativas de.usos potenciales de Montanoa tomentosa.
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4. Hipotesis é ;

En las hojas de Montanoa tom osa ex%‘compuestos con potencial actividad
M =
antinociceptiva y antiinflamatoria qu wglten ner alternativas de uso terapéutico.
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5. Objetivo general
e Aislar, caracterizar y ev Ha ac%&d antinociceptiva y antiinflamatoria de
compuestos activos presen las ?& de Montanoa tomentosa.
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. Objetivos especificos

Recolectar las hojas de Montanoa tomentosa.

Obtener los extractos de la hoja de Montanoa tomentosa, empleando
disaelventes de polaridad creciente (n-hexano, acetato de etilo, metanol).
Evaluarlaactividad antinociceptiva y antiinflamatoria de los extractos crudos de
la hoja de Montanoa tomentosa en el modelo de formalina en ratas Wistar y en
el modelo de’edema en oreja de raton inducido por TPA, respectivamente.
Aislar metabolitos'secundarios presentes en el extracto bioactivo de Montanoa
tomentosa mediante una extraccion selectiva empleando métodos
cromatograficos.

Efectuar la caracterizacion-estructural de los compuestos aislados mediante
técnicas analiticas: cromategrafia de liquidos de alta resolucion y resonancia
magnética nuclear de *H y 3C.en una y dos dimensiones.

Evaluar la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria de los compuestos
aislados de la hoja de Mentanoa tomentosa en el modelo de formalina en ratas
Wistar y en el modelo desedema en oreja de ratdn inducido por TPA,

respectivamente.
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7. Materiales y métodos

7.1. Récaleccién del material vegetal
El material yegetal fue recolectado en Santa Maria Tecuanulco, localizado en el Estado

de México (Figura 8), en el periodo de junio-agosto del 2019.
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Figura 8. Mapa de la ubicacCion_del habitat (N: 19°30'2.8728”, W: -98°45'43.254"),

Santa Maria Tecuanulco, EstadodeyMéxicor (fuente: Google Maps)

Se preparo el ejemplar correspondiente*para herbario, cuya identificacion taxonomica
fue realizada en el Herbario de la Division.Académica de Ciencias Biologicas — UJAT.
El ejemplar fue asignado con el nimero de“folio 035341.

7.2. Preparacién de los extractos de Montanoa tomentosa

Para la elaboracién de los extractos se emplearon Unicamente las hojas de la planta,
gue fueron secadas en una estufa eléctrica a 45° C durante 24 heras para eliminar el
agua residual. EI material vegetal seco fue molido y cribado a través de un tamiz de
0.23 pulgadas para obtener una muestra homogénea. La obtencidn.de.los extractos
de Montanoa tomentosa, se realizd mediante una extraccion sefiada. utilizando
disolventes grado analitico de menor a mayor polaridad, de primera instancia se utilizé
como disolvente n-hexano, macerando el material vegetal por 24 horas, posterior a la
extraccion se evapord el disolvente a presion reducida empleando un rotavapor
(Heildoph G3™) para obtener el extracto hexanico (ExHex), repitiendo el proceso por
triplicado para extraer exhaustivamente los compuestos no polares. Posteriormente el

material vegetal se macero6 con acetato de etilo por 24 horas, después de la extraccion
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se evaporé el disolvente empleando un rotavapor (Heildoph G3™) para obtener el
extraeto.de acetato de etilo (EXACOEL), proceso realizado por triplicado. Por ultimo, el
material’'vegetal se maceré con metanol, eliminando el disolvente a presion reducida
para obtener-el extracto metandlico (EXMeOH). Finalmente se calculo el rendimiento
de los extractos mediante la siguiente férmula:

Peso del extracto

Y%rendimiento = x 100
Peso de la muestra seca

7.3. Identificacion preliminar de compuestos presentes en la hoja de Montanoa
tomentosa

Se realizd una identificacion»de compuestos presentes en los extractos ExHex,
EXAcCOEt y EXMeOH, mediante. el uso de cromatografia de capa fina (en fase normal),
utilizando como agente revelador.€lreactivo de Komarovsky (4-hidroxibenzaldehido).
Ademas, se empled cromatografia‘liquida de alta resolucion (HPLC, siglas en inglés)
mediante el equipo Waters equipado con un detector de arreglo de fotodiodos Waters
2996 UV (900) a 280 nm, empleando el software Empower Pro y una columna
Supelcosil LC-F (4.6 mm x 250'mm, tamafe’de particula de 5 um) (Supelguard™
Cartridge - Sigma-Aldrich, Bellefonte; EE."UU.). kkasfase movil consistio en una solucién
acuosa de acido trifluoroacético al 0,5%.(disolventé A) y acetonitrilo (disolvente B). El
sistema de gradiente fue el siguiente: 0-1'min, 0 % B; 2-3 min, 5 % de B, 4-20 min, 30
% de B; 21-23 min, 50 % de B; 24-25 min, 80 % de B; 26-27 100 % de B; 28-30 min, 0
% B. La velocidad de flujo se mantuvo a 0.9 ml min! utilizando 10 pL de inyeccién de

muestra y una deteccion de rango de longitud de onda de 190-600 nm.

7.4. Animales
Para las distintas evaluaciones de la actividad antinociceptiva de.d0s extractos y
compuestos obtenidos de las hojas de Montanoa tomentosa, se emplearon ratas
Wistar macho con un peso inicial aproximado de 180-200 g, las cuales fueron
adquiridas a través de la Unidad de Produccion, Cuidado y Experimentacion_Animal
(UPCEA) ubicado en la Division Académica de Ciencias Basicas, Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco. Por otra parte, en la actividad antiinflamatoria de los extractos
y compuestos obtenidos de las hojas de Montanoa tomentosa, se emplearon ratones
de la cepa ICR con un peso inicial de 20-30 g, los cuales fueron adquiridos a través
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del bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Sur, Instituto Mexicano del
Seguro Social. Lo anterior, se realizo siguiendo las medidas establecidas en la Norma
Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NOM-062-200-1999).

7.5. Evaluacién antinociceptiva de los extractos de Montanoa tomentosa en el
modelo de Formalina

Los extractos se evaluaron en su actividad antinociceptiva empleando el modelo de
formalina (Dubuisson'Dry.Dennis S.G., 1977), con el fin de explorar alteraciones en la
sensibilidad a un estimulo doloroso (formalina) después de la administracion de los
extractos y poder validar su”posible propiedad analgésica (alivio del dolor). Para esta
evaluacion se utilizaron ratas"Wistar macho, con un peso inicial aproximado de 180-
200 g (n=6 por cada tratamient0), adaptadas a las condiciones del bioterio con
periodos de luz/oscuridad de 12 x 12 horas y a una temperatura de 25° C, con acceso
libre de alimento comercial Harlan para roedores y agua purificada. Antes de la prueba,
las ratas se colocaron individualmente durante una hora en cilindros de acrilico
transparente de 20 cm de didametro y 40 cm”de altura. En la parte trasera de estos
cilindros se colocaron previamente' dos espejos) de 40 x 40 cm para facilitar su
observacion. Posterior a ese periodo de-adaptacién, se administraron via subcutanea
los extractos en sus diferentes dosis (50, 100, 200 y.400 ug) en la region dorsal de la
pata derecha de la rata. El control positivo fue el grupe al cual se le administro
ketorolaco (400 pg/pata) y meloxicam (400 ug/pata). Un grupo control recibi6 DMSO
al 50 % como vehiculo. Todos los extractos y farmacos se diselvieron en DMSO al 50
%. Después de 10 minutos, se administraron 50 uL de una solucion de formalina al 1
% por via subcutanea en la superficie dorsal de la pata trasera derecha. La conducta
nociceptiva fue cuantificada durante un periodo de 1 min cada 5 min,durante 1 hora,
observandose dos fases de comportamiento de retroceso espontaneo:)la fase 1
comenz6 inmediatamente después de la inyeccion de formalina hasta los‘10'minutos
y la fase 2 comenzd posterior a los 10 minutos, observandose una respuesta-maxima
alrededor de 20-45 minutos después de la inyeccion de formalina. En este modelo,)la
disminucién en el numero de sacudidas de la pata se interpretd6 como efecto

antinociceptivo (Dubuisson D, y Dennis SG., 1977). La evaluacién antinociceptiva de

18



los compuestos obtenidos de las hojas de Montanoa tomentosa se realizé en el modelo

descrito.anteriormente, empleando una dosis de 50 pg/pata de cada compuesto.

7.6. Evaluacion antiinflamatoria de los extractos de Montanoa tomentosa en el
modelo de edema inducido en oreja de raton con TPA

La inflamacidon’se indujo siguiendo el método descrito previamente por Paya et al.
(1993). Para esta‘evaluacion se utilizaron ratones machos de la cepa ICR con un peso
inicial aproximado“.de” 20-30 g (n=6 por cada tratamiento). Los ratones fueron
mantenidos a una temperatura de 22° C + 3° C, con 70 % = 5 % de humedad, con
periodos de luz/oscuridad de 12 x 12 horas, con acceso libre de alimento y agua
purificada. La dosis evaluadaspara los extractos fue de 1.0 mg, la cual se administro
de manera tépica en la oreja deltatén. Un grupo control recibié acetona como vehiculo
y se utiliz6 como control positive”antiinflamatorio Indometacina adquirido de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA; niumere de\producto: 17378), a una dosis de 1.0 mg/oreja.
Todos los extractos y farmacos’se disolvieron en acetona y fueron administrados por
via topica en ambas orejas inmediatamente’después de la administracion de TPA. Seis
horas después de la administracion del ageénte inflamatorio, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y”se tomaron secciones circulares (6 mm de
diametro) tanto de los tratados (t) y no\tratados (nt),)posteriormente se pesaron para
determinar la magnitud de la inflamacion (Paya et al., 1993). La evaluacion
antiinflamatoria de los compuestos obtenidos de las hojas‘de Montanoa tomentosa se
realiz6 en base al modelo descrito anteriormente, empleando una dosis de 1.0
mg/oreja de cada compuesto.

El porcentaje de inhibicién se determiné mediante la siguiente expresion:

. o Control — Tratamiento
Porcentaje de inhibicion = x 100
Control
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7.7. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta

El extracto que resultd mas activo en la evaluacion del efecto antinociceptivo y
antiinflamatorio, se sometié a un proceso de fraccionamiento quimico mediante la
técnica de/croematografia en columna abierta, utilizando como soporte fase normal (gel
de silice, malla,70-230), empleando los eluyentes apropiados y las proporciones
adecuadas de extracto para optimizar el proceso de separacion.

La separacion de‘las fracciones se monitore6 por cromatografia en capa fina (CCF)
para llevar a cabo el seguimiento del fraccionamiento quimico, asi como para decidir
cuales fracciones podian agruparse con base en su contenido quimico. Para ello se
utilizaron laminas de aluminio-con Silica gel 60 RP-18 F254s (105560-Merck KGaA).
El analisis de las placas se realiz6 a traves del revelado con lampara de luz ultravioleta
(UV) a 254 y 360 nm. Como sistema de deteccion quimica se utilizo el reactivo de
Komarovsky, el cual es util para la deteccién de compuestos del tipo terpeno.

7.8. Elucidacion de compuestos de Montanoa tomentosa

La determinacion estructural de”los compuestos aislados del extracto activo de
Montanoa tomentosa se realizé " mediante” el empleo de experimentos uni vy
bidimensionales de Resonancia Magnética Nugclear (RMN) de *H y 13C. Para ello se
utilizé el equipo Bruker Ascend 600 equipado con una consola Advance Il HD de la
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco.

Para el analisis de los espectros se utilizé el software MestReNova 14.1.

7.9. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar<de la media de una
muestra de 6 animales por grupo. Todos los datos fueron ecomparados con sus
respectivos controles mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguida
de la prueba de Tukey (comparaciones multiples entre los tratamientos) con ayuda del

programa GraphPad Prism 8.0, considerando como significativo una *p<Q.05.
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8. Resultados y discusion

Las plantas medicinales son un recurso importante en México debido a que son una
prometedora ruta para la obtencion de compuestos activos. Actualmente, los productos
naturales son) una alternativa terapéutica para el tratamiento de diferentes
enfermedades; existen reportes que demuestran que estos productos contienen

metabolitos secundarios responsables del efecto terapéutico.

8.1 Rendimiento de les)extractos obtenidos de la hoja de Montanoa tomentosa
En la obtencién de los extractos de Montanoa tomentosa se observé una mayor
cantidad de extracto metanglieo en comparacion con el extracto hexanico, y de acetato

de etilo, lo cual indica la presenCia de compuestos de mayor polaridad (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento de los extractas obtenidos de la hoja de Montanoa tomentosa

Disolvente Peso del extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano g~ /78 5
Acetato de etilo OV, i 8

Metanol 167 11

Se emplearon 1500 g de hoja seca.

8.2. Identificacion preliminar de compuestos presentes en los extractos de la
hoja de Montanoa tomentosa

En la Figura 9 se muestra el contenido quimico del extracto hexanico. En esta figura
se aprecia mediante el factor de retencion (RF) de los compuestas.observados, que el
extracto hexanico contiene principalmente compuestos de bajasy, mediana polaridad.
Asi mismo, el revelado quimico con Komarovsky permitié observar marcas de color
morado, ademas de marcas de colores azul, verde y amarillo, caracteristicas que

indican la presencia de terpenos.
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Extracto Hexanico

a) b) c)
Figura 9. a) CCF revelada a 3@%, b) CCF revelada a 254 nm, c) CCF revelada con
4-hidroxibenzaldehido. Sistema de&cién: Hex:AcOEt / 8:2.

acetato de etilo (Figura 10) m la i ficacion de los compuestos mayoritarios,
los cuales poseen tiempos de re@zén dép.BS min (UV, Anm= 215.7, 275.7, 332.7
nm) y 28.74 min (UV, Anm= 216.9, 2 ‘329( Ademas, en el analisis de HPLC
del extracto metandlico (Figura 11) selidentifico esencia de cuatro compuestos,
con un tiempo de retencion en 8.70 min@\/, Anm= @.7, 271, 332.7 nm), 8.98 min
(UV, Aam=201.7, 256.9, 354.1 nm), el cual presento un ortamiento cromatografico

Por otra parte, el analisis por @a&}aﬁa liguida de alta resolucién del extracto de

similar al glucésido de quercetina que fue emplea omo estandar para la
identificacion, 9.21 min (UV, Amm= 194.6, 266.3, 351. ) que presentd un
comportamiento cromatografico similar al glucésido de calol, utilizado como
estandar para la identificacion y 9.33 min (UV, Anm =201.7, 266@2 .9, 343.4 nm).
Sin embargo, es necesario realizar estudios mas precisos que perrml?\ldentificar los

compuestos presentes en los extractos. j

.



0.140

0.1309
0.08¢ 28351 Pesk ] 28.751 Peak 2
0.120] .
0.070y 945 7 018 2169 o
0.1104 W 3327 0.6 =
oeo] /| 2 3291 =
0.1004 0®50 | \ f 014 (2]
0.0904 o] 2'."5\-’ | \ 0.12 2769 \
. \ /
0.0804 2 Yoo / \ 010 \ {
0.030 ) \ 2 \
0.070 - / \ :
2 : W 0.08: / =
0.0604 \ 2
o0 \ e @
0.050] \430.7466.9494.7531.1565.2 &
o T ro 500 8522 6
0.0404 0.010 000 43 9470 5 2 553.0
0.0304 200.00(S0R0 JP0.00 350.00 400.00 450.00 50000 S50.00 20000 25000 30000 35000 400,00 45000 50000 550,00
nm
0.020 o
0.0104
0.000 u, b
! ! \ ! . . . . . . . . . .
2.00 4.00 5.00 £.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200  24.00 26.00 28.00 30.00

Minutes

Figura 10. Cromatograma de HPLC y espectros de UV a 350 nm, del extracto de
acetato de etilo de la hoja de”Montanoa tomentosa.

0.30

8.700
8.984

0.25

0.204

0.15] e

0.1 04

0.05

0.004

T T T T T T T T T T T T T
850 &.80 v.00 ¥.20 V.40 V.80 V.80 8.00 .20 .40 8.50 880 9.00 9.20 9.40 .60 980 10.00 10.20 10.40 10.6

Minutes
56583 Peak 1
Po1.7 2.983 Pelk 2
a7
0.20]
"\ 0.20
' 332.7
P
015 1\ 271.0 fo
') 3 .15 256.9
Vo K 1y 3541
=2 W/ - |
010 . \ 2 f‘\
; ool \/ )/
4
0.05 Y
3 0.05
LY
" 445.1470.5 531.1563.9
0.00 - 000 475 4 52995518
200.00 25000 300.00 350.00 400.00 45000 500.00 S50.00 -
nm 200.00 250.00 300.00 3500 0P.00 450.00 500.00 550.00
nm
9217 Peak 3
- 9.333 Peak &
0.030194 6 017
0.0704
0.020 0,060
266.3 0.0504
0.010 1 =
P 0.040
2 o000 2
0-0304 \ 2663 2434
-0.010 0.020 \_/'J 899 -~
5 020 0.0104 ‘\\
£4.8492 3504 3631 1557 9
0.000 3548492 3304 AGF1 462

20000 250 00 300.00 35000 40000 45000 S00.00 S50.00

200.00 250.00 300.00 350.00 400.00 450.00 500.00 S5SO.00
nm

nm

Figura 11. Cromatograma de HPLC y espectros de UV a 350 nm del extracto

metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa.
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8.3. Evaluacion del efecto antinociceptivo de los extractos obtenidos de la hoja
de Mentanoa tomentosa

El modelo,de nocicepcion inducido por formalina puede discriminar entre el dolor
central y el.dolor periférico. La primera fase (5-10 min) se genera en la periferia por
medio de la‘activacién de neuronas nociceptivas por la accion directa de la formalina,
mientras que lasegunda fase (15-50 min) se debe a un proceso inflamatorio local, que
ocurre por medio derta activacion de neuronas centrales en la médula espinal, lo que
hace del mismo, un magnifico modelo animal de dolor relacionado con la inflamacién,
es decir, el dolor postraumético o postquirdrgico (Gonzalez-Darder, 2000). En ese
sentido, en el modelo se observo un aumento del retiro espontaneo durante la primera
fase, con respecto a la segunda‘’fase. Sin embargo, la administracion de los extractos
de Montanoa tomentosa mostréstina disminucion de la nocicepcion durante la fase Il

del modelo, mostrando una proteccian frente al dolor inflamatorio.

La Gréfica 1 muestra que la_ administracion del extracto hexanico disminuyé el area
bajo la curva (ABC) en un intervalo_de tiempa de 60 minutos, esto en cada una de las
dosis evaluadas (50, 100, 200 y 400/ug/pata), mostrando una diferencia significativa
con respecto al vehiculo, siendo la‘'desis de 400 pg/pata la que produjo un mayor
efecto, similar al obtenido por meloxicam.a la miSma dosis de 400 ug/pata. Por otra
parte, los extractos de acetato de etilo y metanol disminuyeron la nocicepcion en las
dosis de 100, 200 y 400 pg/pata, significativamente diferente con respecto al vehiculo,
siendo la dosis de 400 pg/pata la que obtuvo un mayor efeeto, similar al obtenido por

ketorolaco a la misma dosis de 400 pg/pata.
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Gréafica 1. Efecto de la administracion de los extractos hexanieo, acetato de etilo y
metanolico sobre el comportamiento nociceptivo inducido por formalina.durante la fase Il.
Ketorolaco (KTR, 400 pg/pata), meloxicam (MLX, 400 pg/pata). Cada batra representa el
promedio + el error estandar de 6 experimentos independientes. *p<0.05 significativamente
diferente en comparacion con el vehiculo. Andlisis de una via ANOVA, seguida de un

estudio de Tukey (comparaciones entre grupos).
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Con_fespecto a lo observado en la Grafica 1, se calculé el porcentaje de
antineCicepcion a partir del ABC de la dosis de 400 pg/pata de cada tratamiento (Tabla
3), estospara conocer la magnitud del efecto antinociceptivo.

Tabla 3. Poreentaje de antinocicepcion a 400 pg/pata

% Antinocicepcion (400 pg/pata)

Extracto Extracto de Extracto )
o ) - Ketorolaco Meloxicam
Hexanico Acetato de etilo Metanolico
66.3 £ 3.0 52.5 £4.70" 46.9 + 3.4" 49.1+29 643145

Cada determinacion represehtafeI promedio * el error estandar de 6 animales. "p<0.05
contra ketorolaco, **p<0.05 contrameloxicam, determinado mediante andlisis de una

via ANOVA, seguida de un estudio‘de Tukey.

De acuerdo con el porcentaje‘de antinocicepeion (Tabla 3), los extractos de acetato de
etilo y metanol mostraron potencia@antinociceptiva (52.5 % y 46.9 %, respectivamente),
presentando un resultado similar al-mestradopor el ketorolaco (49.1 %), sin mostrar
diferencia. Sin embargo, el extractes, hexanico mostr6 una mayor actividad
antinociceptiva (66.3 %), siendo similar(a lo mostrado por meloxicam (64.3 %) sin
mostrar diferencia. Lo anterior sugiere que efecto obtenido por el extracto hexanico es
probable debido a la presencia de compuestos de baja polaridad y potencialmente
inhibiendo la accién de COX-2 (preferente para meloxicam),/disminuyendo la sintesis
de mediadores del dolor (Feldman et al., 2000). Estos resultados censtituyen un primer
reporte sobre el efecto antinociceptivo de las hojas de Montanoa tomentosa,
corroborando su uso en el tratamiento del dolor en mujeres después<de la induccion
del parto. Sin embargo, se han realizado estudios en extractos de diferentes plantas,
por ejemplo, se probaron extractos y fracciones de las partes aéreas de Sideritis
candicans Ait. var. Eriocephala, demostrando su potencial actividad antinocieeptiva en
el modelo de retorcimiento inducido por acido acético, los autores sugieren que el
efecto podria estar relacionado a la presencia de fitoesteroles, derivados de alfa y beta
amirina y diterpenos de tipo ent-kaureno de esta especie (Hernandez-Pérez et al.,
2004). Los resultados indicaron que los extractos analizados mostraron actividad
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antineciceptiva porque fueron capaces de reducir la respuesta nociceptiva a los
estimulos quimicos del dolor, como en la prueba de retorcimiento inducida por acido
acéticosTambién, se ha reportado la presencia de triterpenos como la $-amirina, la
cual ha demestrado tener efecto antinociceptivo de manera predominante durante la
fase Il (respuesta inflamatoria) del modelo de formalina, mecanismo probable debido
a que interfierejcon la via de la proteina cinasa C (PKC) y de la via de la proteina
cinasa A (PKA) (Aragao, et al., 2008. Otuki, et al., 2005).

8.4. Evaluacién del efecto antiinflamatorio de los extractos obtenidos de la hoja
de Montanoa tomentosa

Para determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos de Montanoa tomentosa
se utilizé el modelo de edema’de oreja de raton inducido por TPA. En el caso del TPA,
una sola aplicacion en la oreja delraton genera una respuesta edematosa que alcanza
su maximo nivel a las 6 horas. En“este modelo, el edema estad asociado con un
incremento en el contenido de-prostaglandina Ez (PGE-2) y el leucotrieno B4 (LTBa4), el
cual promueve la activacion deJa ruta MAPK, induciendo la liberacion de citocinas
proinflamatorias como la interleucina/(IL)-1,-el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-
8, la proteina inflamatoria de macréfages (MIP)#13 y la generacion de ROS (Ascari et
al., 2019). Por otra parte, se sabe que se inducCe _un incremento de eicosanoides,
activacion de la proteina cinasa C (PKC), y de fosfolipasa A2, que resulta en la
liberacion de acido araquiddnico, induccion de la cicloexigenasa y activacion de la
lipooxigenasa (Wang et al., 2001. Kast et al., 1993. Sanehez et al., 1999). En este
estudio se utilizé indometacina como control positivo antiinflamatorio, el cual inhibe a
la ciclooxigenasa, disminuyendo la sintesis de agentes inflamatorios y, por lo tanto,

causando una disminucion del edema.

Los resultados obtenidos mostraron que los tratamientos a una dosis de\l mg/oreja de
los extractos hexanico, acetato de etilo y metanol de la hoja de Montaneastomentosa
disminuyeron el edema inducido por la aplicacion tépica del TPA en un 61.:4 +3.0 %,
44.3 £ 3.0 %, 33.0 £ 9.1 %, con respecto al grupo al que se le administré indometacina
70.7 £ 1.2 % (Grafica 2). Sin embargo, el extracto hexanico fue el que presentd_una
mayor actividad antiinflamatoria, similar al grupo que recibié indometacina, sin mostrar

una diferencia significativa.
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Gréfica 2. Efecto de la administracion de los extractos hexanico, acetato de etilo y
metanolico sobre la disminucién del edema en oreja de raton inducido por TPA, a una
dosis de 1 mg/oreja. Cada barra.representa el promedio * el error estandar de 6
experimentos independientes. *p<0/05 significativamente diferente en comparacién
con el grupo de indometacina (1 mglereja). Analisis de una via ANOVA, seguida de
un estudio de Tukey.

Estos datos sugieren que el extracto hexanico presenta.una eficacia similar al de
indometacina, el cual es un antiinflamatorio no esteroideo’(AINE) inhibidor no selectivo
de la ciclooxigenasa, evitando la activacion de la via del acidoe.araquidénico, la cual
lleva a la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a,dL-18 y la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por su siglas en inglés) induciendo a la
produccion de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos,” posteriormente,
desencadenando una respuesta inflamatoria que conlleva a una vasoeonstriccion,
vasodilatacion, agregacion plaquetaria, entre otros eventos, promoviendo lasformacion
del edema (Kim et al., 2010). Estos resultados constituyen un primer reporte sobre la
actividad antiinflamatoria de Montanoa tomentosa. Por otra parte, debide. a- la
presencia de compuestos del tipo terpeno y acidos grasos en un extracto no polar, se

podria validar el uso de esta especie como un agente antiinflamatorio. En ese sentido,
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muchas preparaciones a base de plantas medicinales, por ejemplo, plantas de la
familia’ Asteraceae, se han utilizado como remedios caseros para diversas afecciones
inflamaterias, como la artritis reumatoide, el asma, la psoriasis y la migrafa,
proponiendo~que los metabolitos causantes de este efecto pueden ser lactonas
sesquiterpénicas ya que se ha reportado, son inhibidores potentes especificos de la
via NF-«B. Ademas de mencionar a compuestos del tipo terpeno, incluidos,
compuestos del tipe~di- y triterpenos, los cuales tienen efectos inhibitorios sobre el
sistema NF-xkB (Nam,2006). En ese sentido, un estudio realizado por Villa-de la Torre
et al. (2017), demostrod la actividad antinflamatoria del extracto no polar de Montanoa
grandiflora, esto en el modelo de edema en oreja de raton inducido por TPA, los
autores sugieren su mecanisme’de accion mediante la inhibicion en la produccion de
Oxido nitrico (NO, por sus siglas-€n.inglés). Por otra parte, otras especies de la familia
Asteraceae, contienen diferentes gterpenos, como el estigmasterol, el cual se ha
demostrado, puede reducir los mediadores proinflamatorios como el NO y PGEz, esto
probado en un modelo in vitro'en.macréfagos murinos RAW 264.7 (Pandith et al., 2013)
y el acetato de taraxasterol, el ual se ‘ha demostrado, reduce la inflamaciéon en
modelos in vivo como el edema de oreja,de raton inducido por TPA (Pérez-Garcia et
al., 2005). Ademas de presentar triterpenos como«q, 3-sitosterol, -amirina y lupeol
gue en diversos modelos de ensayo demaostraronsuna alta actividad antiinflamatoria
(Melo et al., 2011. Valerio et al., 2011. Sanchez-Burgosa-et al., 2015).

8.5. Separacion por cromatografia en columna abierta g€l extracto bioactivo

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluagion antinociceptiva y
antiinflamatoria de los extractos de Montanoa tomentosa, el extracto hexanico fue el
gue resulté mas activo. En ese sentido, se sometié a separacion quimica por medio de
cromatografia de columna abierta empleando 30 g del extracto, el cual se adsorbié en
40 g de silica gel fase normal y se compacté en una columna de vidrio (600 x 35 mm)

en 260 g de silica gel fase normal (Figura 12).
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Figura 14. CCF de la composi%quimica de las fracciones obtenidas a partir de la
fraccion ZoaC2. Fase Normal/ @ga de elucién: 90:10 Hex:AcOEt/revelador:

Komarovsky (4-hidroxibenzal@)).
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8.6. ldentificacion de los compuestos obtenidos de Montanoa tomentosa

El compuesto 1 (58 mg) se obtuvo como cristales incoloros, los cuales cristalizaron en
una mezCla‘de MeOH/Hexano 1:1 a partir de la fraccion ZoaC2F1. En el andlisis de
RMN-!H dé.d-(Figura 15) se mostraron dos sefiales a frecuencias bajas: 5=1.23 (3H,
s, H-18) y 8=1.02 (3H, s, H-20) sefales caracteristicas de CHs. Por otro lado, en la
zona de frecuencias altas se observé una sefal correspondiente a un proton olefinico
en 6=5.24 (1H, t. 3=3:3, 3.3, H-11) y dos protones olefinicos geminales, =4.90 (1H, d,
J=1.1, H-17a) y 6=4.80(2H, s, H-17b), estos resultados sugieren que se trata del acido

ent-kaura-9 (11), 16-dien-19+<oico, conocido como acido grandiflorénico.
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Figura 15. Espectro de RMN-*H (600 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 1.
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Por otra parte, en el experimento de RMN-13C (Figura 16) se identificaron sefiales a
frecuencias bajas que corresponden a metilos 6= 28.4 ppm (C-18) y 6=23.7 ppm (C-
20), de«gual manera, a frecuencias altas, se identificaron carbonos unidos a dobles
enlace en®=-156.1 (C-9), 6=115.0 ppm (C-11), 6=158.7 ppm (C.16) y 6=105.6 ppm
(C-17). Asimismo, estas senales en conjunto con el carbonilo ubicado en =184 ppm
(C-19) y comparando con los datos reportados por Reynolds, W. et al., (1984), se
confirma que se tfata~del &cido ent-kaura-9 (11), 16-dien-19-oico (Tabla 4).
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Figura 16. Espectro de RMN-13C (150 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 1.
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En etanto a los experimentos bidimensionales, nos permitio establecer las
correlaciones entre protones y carbonos de la molécula. En ese sentido, analisis de
espectrescopia de correlaciones (COSY), mostré acoplamiento entre los protones 13
y 1l4a, ademas, de los protones 11 y 12a, también, de los protones 15y 17a en el

compuesto 1.(Figura 17).
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Figura 17. Experimento COSY (*H - 'H) (600 MHz) en CDClIj3, t.a., del compuesto 1.
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Por otra parte, en el analisis de correlacion heteronuclear de un unico cuanto (HSQC)

se observo la correcta correlacion entre las sefiales de carbonos y protones asignados
en las posiciones 46.7, 1.6 (CH-5), 114.4, 5.24 (CH-11), 41.4, 2.7 (CH-13), 105.6, a4.9
— b4.8 (CH2-%7), 28.2, 1.2 (CH3-18) y 23.6, 1.0 (CH3-20) (Figura 18).
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Figura 18. Experimento HSQC (*H - 13C)(600 MHz)’en CDCls, t.a., del compuesto 1.
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En lasTabla 4 se presenta un resumen de la elucidacion de las sefiales de resonancia
magnética nuclear del compuesto 1.
Tabla 4¢Datos espectroscépicos RMN-1H (600 MHz) y RMN-13C (150 MHz) en CDCl3,

t.a., del compuesto 1.

Posicién By (5, J en Hz) & (ppm) &3¢ (ppm) 6%3c (ppm)
Experimental Referencia* Experimental = Referencia*

la 1491 (1H, m) 1.31 40.99 40.75
1b 1.26.(1H, m) 2.04

2 1.49¢(2H, m) 1.90 20.18 20.13
3a 1.0(1H m) 1.05 38.35 38.21
3b 2.1 (1H,a) 2.36

4 N ¢ - 44.91 44.74
5 1.6 (1H, m) C/ 2.02 46.7 46.61
6 248 (2H, m) * _ 2.43 18.65 18.44
7a 1.46 (1H, m) V. 1.49 29.88 29.67
7b 1.98 (1H, m) * 1.67

8 - /. - 42.44 42.26
9 - ~—~ 156.1 155.93
10 - TN 38.98 38.80
11 5.2 (1H. t, 3.3, 3.3 Hz) 5.20 115.02 114.89
12a 2.4 (1H, m) () 2.387. 37.95 37.91
12b 1.9 (1H, m)

13 2.7 (1H, m) 275 . 4143 41.23
14a 1.5 (1H, m) 1.55 T /. 45.14 44.94
14b 1.6 (1H, m)

15a 2.6 (1H, m) 2.91 505 50.29
15b 2.1 (1H, m) 2.58

16 - 158 7 158.49
17a 4.9 (1H, d) 4.89 105.6 105.49
17b 4.8 (2H, s, br) 4.83

18 1.23 (3H, s) 1.22 28.43 \) 28.23
19 - - 184.0 " 184.72
20 1.0 (3H, s) 0.98 23.78 - 23.59

*Reynolds et al., (1984).
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Con Ja finalidad de confirmar la presencia del acido ent-kaura-9 (11), 16-dien-19-oico,
se realiz0 un analisis de espectrometria de masas (Figura 19), mediante un
espectrometro de masas de triple cuadruplo TQD (Water, Milford, MA, USA) acoplado
a un cromatografo liquido Acquity a través de una fuente de iones combinada de
electrospray-APCI Z-spray. Los resultados indican la presencia en el ion positivo El-
MS, el ion cuasimolecular, alcanzando su punto maximo a m/z 301 [M + H] + (calculado
para C20H2s02, 300.44).
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m/z: 301.17 M + H)"

12250

o 5593 o
a0 1 190.93
20?35 306.15
215 09 252 ?3 25107 384
' L,,| ” ‘ ll,l\ mhh ||‘ H’ “h L O e | 34833 365.08 381.26 50 a1t 14007 4301 671797 BY 4oa BT g
L M Sk ot L bk o Al B b L Ll LA L L S LA L Lt B A 40 SN M At A LR e b M M s ot ahaLd Basad aanss el angnAles Renn) sanes

100 1 140 180 220 210 260 280 300 320 340 380 380 400 420 410 460 480 500 £20 5

Figura 19. Espectrometria de masas del compuesto 1, donde 'se muestra un pico

maximo (301.17 m/z), presencia del &cido ent-kaura-9 (11), 16-dien-18-oico.
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El compuesto 2 (42 mg) se obtuvo como un sdlido blanco, a partir de la fraccion
Zoa€G2F2. El andlisis de RMN-H de 2 (Figura 20) mostré sefiales en la regién de
frecuenciasalta a 6=4.61 ppm (dd, J= 2.2, 1H) caracteristica de un doble enlace
exociclicofademas se mostraron sefales a 6=2.44 ppm, 6=2.19 ppm y 6=2.09 ppm,
correspondientes a carbonos unidos al carbono de doble enlace, asimismo, se
identificd una sefial a $=3.20, que indica el acoplamiento de un protén con un metoxilo.
Por otra parte, “em la zona de frecuencias bajas, se identificaron sefales
correspondientes a Sieteymetilos (CHs) en 6=1.25, 6=1.02, 6= 0.97, 6= 0.93, 6=0.85y

0=0.77. Estos datos sugieren que se trata del taraxasterol.
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Figura 20. Espectro de RMN-'H (600 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 2
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El experimento de RMN-13C (Figura 21) mostré sefiales en la regiéon de frecuencias
altas-a'0=107.08 (C-30) y 6=154.58 (C-20) correspondientes al doble enlace exociclico
y se identificd una sefal a &= 78.9 (C-3) confirmando la presencia de un metoxilo.
Ademas, se-identificaron una serie de sefiales entre 6= 18 y 55 ppm de las cuales
corresponde.a’C, CH y CH2. También se identificaron siete sefiales que corresponden
a los metilos que'integran a la estructura del taraxasterol a 6=27.29 (C-23), 6= 15.31
(C-24), 6= 16.2 (C-25), 6= 15.8 (C-26), 6=14.7 (C-27), 6= 19.4 (C-28) y 6=25.4 (C-29).
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Figura 21. Espectro de RMN-3C (150 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 2
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Comparando estos resultados con los reportados por Reynolds, W. et al., (1986), se

correbora que se trata del taraxasterol (Tabla 5).

En cuanto a los experimentos bidimensionales, permitié establecer las correlaciones
entre protones, y carbonos de la molécula. En el analisis de espectroscopia de
correlaciones (COSY) entre protones vecinales, se mostraron correlaciones entre H-3
- H-2 y H-19 - H18 (Figura 22).
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Figura 22. Experimento COSY (*H - H) (600 MHz) en CDCl3, t.a.;,.del compuesto 2.

En el andlisis de correlacién heteronuclear de un Unico cuanto (HSQC), se observo la
correcta correlacion entre las principales sefales de carbonos y protonesy. asignados
en las siguientes posiciones CH-30, CH-3, CH-19, CHa-21, (Figura 23a).”"Ademas, se
asignaron las siguientes posiciones: CH-5, CHa-6, CH-9, CHa-11, CH-13, CH-18, CH-
23, CH-25y CH-26, que concuerdan con los carbonos unidos al menos a un hidrégeno

de la estructura del taraxasterol (Figura 23b).
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Figura 23a. Experimento HS%”C) MHz) en CDClI3, t.a., del compuesto 2
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Figura 24b. Experimento HSQC (*H-13C) (600 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 2.
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En elexperimento de correlacion heteronuclear a multiples enlaces (HMBC) (Figura
24),'se abservo el acoplamiento a mas de un enlace para el H-30 con C-19y C21, para
H-3 con’C-4, C-23 y C-24, para H-21 con C-30 y C-20, para H-19 con C-13, C-18, C-
20, C-21 y.C-30, para H-12 con C-13, H-6 con C-5y C-8, para H-16 con C-18, H-29
con C-20, H-23' con C-3y H-24 con C-3, C-4, C-5y C-23. Estas correlaciones coinciden

con las correlaciones_esperadas para el taraxasterol (Figura 25).
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Figura 25. Experimento HMBC (*H - 13C) (600 MHz) en_€BCls, t.a., del compuesto 2.
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Figura 26. Principales correlaciones de HMBC (*H -3C) del compuesto 2.
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En lasTabla 5 se presenta un resumen de la elucidacion de las sefales de resonancia
magnética nuclear del compuesto 2.
Tabla 5¢Datos espectroscopicos RMN-1H (600 MHz) y RMN-13C (150 MHz) en CDCl3,

t.a., del compuesto 2.

Posicign 25 Jen Hz) 5%+ (ppm) 5%c (ppm) 5%c (ppm)
Experimental Referencia* Experimental Referencia*
1 094, 1.71 0.95a (t),1.73b (d) 36.25 38.77
2 1.58 ,1763 1.59a (q), 1.63b (d) 27.34 27.35
3 3.207dd 3.20 dd 78.96 79.01
4 O - 38.81 38.82
5 0.70 © 0.70d 55.30 55.37
6 1.38,1.52 ~" 1.38(q), 1.53 (d) 18.23 18.29
7 1.39 ¥ ~35m,1.39m 34.00 34.06
8 - O, - 40.84 40.86
9 1.30 - /)1.33d 50.43 50.48
10 - e - 37.07 37.12
11 1.25s,1.54m 7 1.28q,154d 21.39 21.43
12 1.10m ,1.69 m “71.10q, ¥.69 d 26.12 26.17
13 1.59 t () 160t 39.11 39.17
14 - —t - T 42.10 42.02
15 0.94m, 1.67 m 0.96d, 1.681 ) 26.60 26.64
16 1.15m, 1.23m 1.164,425d < )  38.24 38.31
17 - s () 3447 34.53
18 0.97t 0.97't T 748.60 48.67
19 2.09 m 2.11m " 39.31 39.40
20 - - 15458 154.57
21 2.19m, 2.44m 2.20m, 2.45 m 25.55 25.62
22 1.35m, 1.41m 1.37m, 1.41 m 38.70" . 38.88
23 0.97 s 0.97 s 27.92\.V 28.02
24 0.77 s 0.76 s 15.31 . 15.39
25 0.855s 0.85s 16.23 16.78
26 1.02s 1.02s 15.83 7 _~15.87
27 0.93s 0.94s 14.7 1476
28 0.855s 0.855s 19.42 1949
29 1.02d 1.02d 25.46 25:54
30 4.61m 4.62 m 107.08 107.15

*Reynolds et al., (1986).
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El compuesto 3 (28 mg) se obtuvo como un solido blanco a partir de la fraccion
Zoa€2F3. El andlisis de RMN-'H de 3 (Figura 26) se presentaba de manera muy
similar al_ebtenido para el compuesto 1, por lo que se consider6 nuevamente la
presenciade-un diterpeno de estructura kaurenoide, identificando sefiales a frecuencia
alta: 6= 5.24\(1H, s, H-17) y 6=5.42 (1H, t, J= 3.2, H-11) que corresponden a proton de
doble enlace. Por otra parte, se identifico una variacion con respecto a los resultados
obtenidos para el Compuesto 1, en donde se mostrd una sefal a frecuencia alta 6=5.60
(1H, s, H-15), correspendiente a un protén de carbono unido a un éster, por lo que fue
importante identificar en’lajestructura la presencia de un derivado. En ese sentido, se
identifico un sistema AB, presentando dos sefales a frecuencias altas: 6=7.70 (1H, d,
J=16.14, H-7’) y 6= 6.48 (1H, d; J=15.96, H-8’), ademas, se identificaron sefales en
0=7.53 (1H, m, H-2' y H-6’) y 677.37 (1H, m, H-3’, H-4’ y H-5’) que corresponden a
protones de un sistema aromatico, JEstos resultados indican la presencia de un

derivado E-cindmico acoplado al. del'€squeleto de kaureno.
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Figura 27. Espectro de RMN-'H (600 MHz) en CDCls, t.a., del compuesto 3.

45



En el experimento de RMN-13C (Figura 27), se identificaron los carbonos
pertenecientes al derivado E-cinamico a frecuencias altas 6=134.5 (C-1’), 8=128.0 ppm
(C-2', 69, .6=130.2 ppm (C-4’) y 6=138.8 ppm (C-3’, 5’), sefiales que confirman la
presenciade-un sistema aromatico, también se observaron senales en 8=144.6 ppm
(C-7") y 6=118/5,ppm (C-8’), correspondientes al sistema AB, al igual que la sefial en
0=166.3 ppm, correspondiente al carbonilo (C-9’), ademas, se identificaron sefales
caracteristicas del esqueleto de kaureno en 6=153.7 (C-9), 6=118.3 (C-11) y 6=158.3
(C-16), 112.4 (C-17), pertenecientes a carbonos de doble enlace, también, se localizd
la sefial del carbonilo ubicado en 6=183.1 ppm (C-19) y se identificO una sefial en

0=79.4 ppm (C-15) correspondiente al carbono unido al éster E-cindmico (Figura 28).
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Figura 28. Espectro de RMN-3C (150 MHz) en CDCls, t.a., del compueste’3.
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Figura 29. Estructura de un derivado E-cinamico en C-15 del esqueleto de kaureno.

En cuanto a los experimentos bidintensionales, permitio establecer las correlaciones
entre protones y carbonos de la "molécula. El andlisis de espectroscopia de
correlaciones (COSY) en el area'del esqueleto de kaureno, mostré acoplamiento entre
los protones 13y 14a, asimismoyde |los protones 11y 12a, por otra parte, se muestran
correlaciones en el area del derivado/cinamigo, .entre los protones 7’ y 8, ademas, de

los protones 6’ y 5’ (Figura 29).
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Figura 30. Experimento COSY (*H - 'H) (600 MHz) en CDCl;3, t.a., del compuesto 3.
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También en el analisis de correlacion heteronuclear de un Unico cuanto (HSQC)
(Figura_30), se observo la correcta correlacion entre las sefiales de carbonos y
protones” asignados en las posiciones 6=118.3-5.4 (CH-11), 8=79.4-5.6 (CH-15),
0=112.4-52.(CH2-17), 6=128.1, 7.5 (CH-2',6’), 6=128.9-7.4 (CH-3',5’), 6=130.2-7.4
(CH-4’), 5=144"7-7.7 (CH-7’) y 6=118.6-6.5 (CH-8’) que concuerdan con los carbonos
unidos al menos aun hidrégeno del esqueleto de kaureno y del derivado E-cinamico.
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Figura 31. Experimento HSQC (*H - 13C) (600MHz) en CDClg, t.a., del compuesto 3.

Ademas, en el experimento de correlacion heteronuclear a multiples enlaces (HMBC),
la relacion a dos o tres enlaces se observo para H-12 con C-9, H-17 can C-13, C-15y
C-16, para H-14 con C-15 y 16, para H-18 con C-19. Asimismo; se_muestran las
correlaciones en el area del derivado cinamico de H-8' con C-9’ y C-1y'H<7 con C-1’,
C-7'y C-9’, H-3' con C-1'y C-5’ (Figura 31). Por otra parte, se muestra un aceplamiento
entre H-15 y C-9’, confirmando la unién del derivado cinamico en la posicién C-15 del

esqueleto del acido grandiflorénico (Figura 32).
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Existe’el reporte de un derivado de Kaureno por Bohlmann (1978), en el cual indican
la identificacion del compuesto 3, obtenido de Montanoa pteropoda. Sin embargo, solo
presentah algunos datos de RMN -'H (Tabla 6).
Tabla 6. Pfineipales datos de RMN-'H reportados por Bohlmann (1978).

Posicion ~ RMN-!H (270 MHz) CDCl3

o H11 t (br) 5.42
‘ H-13 s (br) 2.84
“)H-15 s (br) 5.60
(H17 s (br) 5.25
H:18. s 0.98
H-207" .- s 1.20
Ao d 6.47
0COR | d 7.70
m 7.54
m 7.40

Por otra parte, existe un reporte de-yn.compuesto analogo denominado acido ent-15
B-E-cinamoil-16-kauren-19-oico, el cualfue reportado por Suarez, A., et al., (2013),
aislado a partir de la corteza de Croton gossypiifolius’encontrandose una diferencia en
el carbono 9 y 11 con respecto al compuesto aislado;*3C experimental 153.7 (C-9) y
118.3 (C-11), referencia 52.9 (C-9) 19.1 (C-11), lo cual indi¢a la presencia de un doble
enlace, marcando una diferencia representativa entre las des‘estructuras (Tabla 7). En
ese sentido, este ent-kaureno se reporta por primera vez como metabolito secundario

en Montanoa tomentosa.
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En lastabla 7 se presenta un resumen de la elucidacion de las sefiales de resonancia
magnética nuclear del compuesto 3.

Tabla 7#'Datos espectroscopicos RMN-'H (600 MHz) y RMN-3C (150 MHz) en
CDCls, t.a4.del compuesto 3

L By (5, J en Hz) &1 (ppm) 8¢ (ppm) &3¢ (ppm)
Posicion . . . .
Experimental Referencia*  Experimental Referencia*
la 1727 (1H m) 0.82
1b 10961H, m) 1.86 411 40.6
2a 1.51(1IH, m) 1.61
2b 1.88 (H,.m) 1.82 20.2 285
1.10 (IH, s) 2.02
3 2.15 (1H5)" | 2.15 38.0 37.7
4 - N\ - 44.6 43.7
5 1.84 (1H, d) ¢ _», 1.06 46.5 56.7
1.73 (1H, m) |
6 2.35 (1H, m) 7 1.88 17.8 20.8
1.28
7 1.75 (1H, m) - 17 23.5 34.9
8 - O S 45.6 47.8
9 - e 1298 153.7 52.9
10 - '~ - () 38.7 39.9
1.52 ‘
11 5.43 (1H, dd, 3.2 Hz) 189 w 118.3 19.1
. [
12a 1.9 (1H, s) 1.53 ~
12b 2.4 (1H, s) 1.70 737'6 2.1
13 2.84 (1H, m) 2.86 39,4 42.6
14a 1.97 (1H, dd)
14b 1.42 (1H, dd) 2.12 41'41 A 37.7
15 5.61 (1H, s) 5.39 79.4 i 83.1
16 - - 158.3 | 155.5
5.09 | -
17 5.25 (2H, s) 511 112.40 ) %10.3
18 1.25 (3H, s) 1.20 28.1 /28.9
19 - - 183.1 184.4
20 1.07 (3H, s) 0.95 24.5 150
1 - - 134.5 1345 .
2 7.54 (1H, d, 2.02) 7.52 128.0 128.9
3 7.37 (1H, d, 2.20) 7.37 128.8 128.2
4 7.37 (1H, d, 2.20) 7.37 130.2 130.4
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5 7.37 (1H, d, 2.20) 7.37 128.8 128.2
.6 7.54 (1H, d, 2.02) 7.52 128.0 128.9
7 ) _ 7.7(lH,d, 16.14) 7.64 144.6 144.9
8 & 4 6.47 (1H, d, 15.96) 6.48 118.5 118.5
9 & - - 166.3 167.1

*Suarez, et al.{(2013).

Con la finalidad de gonfirmar la presencia del compuesto 3 en la fracciéon ZoaC2F3, se
realiz6 un analisis de e€spectrometria de masas (Figura 33) mediante un espectrémetro
de masas de triple cuadruplo TQD (Water, Milford, MA, USA) acoplado a un
cromatoégrafo liquido Acquity, a través de una fuente de iones combinada de
electrospray-APCI Z-spray. Les tesultados indican la presencia en el ion positivo El-
MS, el ion cuasimolecular, alcanzando su punto maximo a m/z 469.32 [M + Na]*
(calculado para C29H3404, 446.59 g/miol). Ademas, se muestra el ion cuasimolecular,
alcanzando su punto maximo a_mn/z 299.29 [M — H]* (calculado para C20H25802, 300.44

g/mol).
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Figura 34. Espectrometria de masas del compuesto 3, mostrando la presencia del
compuesto 3 (pico 469.32 [M + Na]*), ademas, se muestra la presencia del esquéleto
del &cido ent-kaura-9 (11), 16-dien-18-oico (pico 299.29 [M — H]").

52



8.7. /Evaluacion preliminar de la actividad antinociceptiva de compuestos
obtenidos a partir del extracto hexanico de Montanoa tomentosa

Los compuestos 1, 2 y 3 fueron evaluados en su actividad antinociceptiva en el modelo
de formalina~En ese sentido, la aplicacion de la formalina aumenté la nocicepcion en
la fase uno, la‘cual se vio reflejada con el aumento en el retiro espontaneo de la pata
de la rata, con respecto a la fase dos. Sin embargo, los compuestos evaluados solo
disminuyeron la ‘aetividad nociceptiva durante la segunda fase, mostrando una
proteccion contra el dolor inflamatorio. Asimismo, como se puede observar en la
gréfica 3, los compuestos 12 y 3 mostraron una diminucion de la nocicepcion a una

dosis de 50 pg/pata con respecto al grupo que solo recibié el vehiculo.
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Grafica 3. Efecto de la administracion de los compuestos 1, 2 y 3 a una dosis de 50
pg/pata sobre el comportamiento nociceptivo inducido por formalina durante la fase Il
Cada barra representa el promedio + el error estandar de 6 animales. )*p<0.05
significativamente diferente en comparacion con el vehiculo. Andlisis de' una via
ANOVA, seguida de un estudio de Tukey.
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No obstante, cuando se comparan los tres compuestos, se puede observar que el
compuesto 3 presenta una mayor potencia antinociceptiva, con respecto a los
compuestos'l y 2 evaluados a la misma dosis. Esto significa que se requiere una dosis
menor pafa-que el compuesto 3 genere un efecto similar al mostrado por los
compuestos'.¥ y 2. Evidentemente hace falta seguir explorando su actividad
farmacologica, na s6lo en el modelo de formalina, si no, empleando otros modelos que
permitan obtener” mas . informacién acerca de su actividad, ademas de emplear
farmacos disponibles qUe permitan comparar y sugerir los mecanismos posibles que
lleven al efecto antino€iceptivo. Conjuntamente, seria interesante determinar sus
efectos adversos y su toxicidad a corto plazo. Ademas, estos resultados sugieren que
los compuestos 1 y 3 son._ndevas entidades quimicas con potencial aplicacion
terapéutica en el tratamiento deldolor inflamatorio. Por otra parte, en extractos poco
polares de diferentes plantas del género Montanoa, se ha reportado la presencia de
compuestos del tipo terpeno, principalmente diterpenos como el acido kaureonico, el
cual ha presentado actividad antineciceptiva.en el dolor inducido térmicamente (prueba
de movimiento de la cola), asi como)en dolef inducido por sustancias quimicas, e.g. la
administracion intraplantar de capsaicina (Dalenogare et al., 2019), los autores
sugieren que el mecanismo de accion del acido-kaurenoico se lleva a cabo mediante
la inhibicion de las citocinas proinflamatarias y la activacion de la via de sefalizacion
de los canales NO-ciclicos GMP-ATP-K * (Block et al.,.4998. Mizokami et al., 2012).

De igual manera, se demostré que compuestos del tipo kaureno como la kamebanina,
kamebacetal A, kamebakaurina y excisania A, aislades de Isodon japonicus,
presentaban un potente efecto antinociceptivo. Los autores sugieren que el
mecanismo de accién se debe a la inhibicion en la produccién de.NO y PGE: al inhibir
la activacion de NF-xB inducida por LPS. Ademas, los autores sugieren que
estructuralmente, el metileno exociclico que presentan algunos diterpenos del tipo
kaureno podria ser el posible grupo funcional responsable de la inhibicion de la
activacion de NF-kB. Sin embargo, otros factores como la lipofilia y la‘geometria
molecular de los diterpenos naturales serian factores importantes en la inhibicion de la
activacion de NF-kB (Nam., 2006. Sun et al., 2002). Aun quedan estudios por dilucidar
cdmo participan los diterpenos de kaureno en los pasos de la inhibicion en la activacién

de NF-xB. Por otra parte, el taraxasterol (2) y diversos triterpenos son compuestos
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ampliamente distribuidos en las plantas y su actividad antinociceptiva ya ha sido
descrita.en estudios anteriores. Por ejemplo, un estudio realizado por Nobre da Silva
en 2017y demostré que compuestos del tipo triterpeno como B-amirina, taraxasterol y
pseudo-taraxasterol, obtenidos de las partes aéreas de Pluchea quitoc DC.
(Asteraceae), Ypresentaron un efecto antinociceptivo, esto en el modelo de
retorcimiento y,movimiento de la cola inducidos por &cido acético. Asimismo, se
aislaron dos compuestos derivados del taraxasterol; miristato de taraxasterol y acetato
de taraxasterol a partirde una fraccion de n-hexano del extracto metandlico de la raiz
de Scorzonera latifolia. JEstos compuestos mostraron una potente actividad
antinociceptiva tanto en el modelo de retorcimiento como en el modelo de movimiento

de cola inducidos por acido acético (Bhadir et al., 2010).
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8.8. /Evaluaciéon preliminar del efecto antiinflamatorio de los compuestos
obtenidos a partir del extracto hexanico de Montanoa tomentosa

Los compuestos 1, 2 y 3 obtenidos a partir del extracto hexanico de Montanoa
tomentosa’fueron evaluados en su actividad antiinflamatoria en el modelo de edema
en oreja de raton inducido por TPA a una dosis de 1 mg/oreja. En ese sentido, los
compuestos 1 y,2 disminuyeron el edema inducido por la aplicacion topica del TPA en
un 62.02 + 5.08 % y66.37 + 1.27 %, respectivamente, mostrando un resultado similar
al grupo que recibio inddmetacina (70.20 £ 1.26 %) como control positivo. Sin embargo,
el compuesto 3, presento una mayor inhibicion del edema en un 79.05 £ 3.07 %, en

comparacion con el grupo de.indometacina (Gréfica 4).

100-

80- -
S ] =
o
c
()]
o
g 40

20-

0 :

1 I 1
Indo Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3

Gréafica 4. Efecto de la administracion de los compuestos 1, 2 y 3.a una dosis de 1
mg/oreja, sobre la disminucién de edema inducido por TPA. Cada barrarepresenta el
promedio + el error estandar de 6 animales. No se encontraron.diferencias

significativas (* p<0.05) entre los compuestos y el farmaco de referencia. Analisis de
una via ANOVA, seguida de un estudio de Tukey.
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Estos”resultados comprueban que en las hojas de Montanoa tomentosa, existen
compuestos con actividad antiinflamatoria. Asimismo, no existen estudios que
comprueben la actividad antiinflamatoria del acido grandiflorénico (1). Por lo tanto, este
estudio aporta informacion con respecto a sus posibles aplicaciones terapéuticas.

Por otra parte,’el taraxasterol (2), mostro un efecto antiinflamatorio similar al obtenido
por indometacina. YAsimismo, de acuerdo con diversos autores, el taraxasterol tiene
considerables actividades antiinflamatorias en modelos in vivo; por ejemplo, se probé
la actividad antiedematosa en el modelo de carragenina, mostrando la inhibicién del
edema de la pata de la rata de manera marcada durante cada fase del desarrollo.
Ademas, se probo su actividad antiinflamatoria en el modelo de edema en oreja de
raton inducido por dimetilbenceno, los autores sugieren que el efecto inhibidor del
edema de la oreja del taraxasterol se debe a que atenla la vasodilatacién y la
extravasacion plasmética de inflamacion neurogénica (Wang et al., 2016) , Asimismo,
para poder elucidar la via mediante“la“cual el taraxasterol lleva a cabo su actividad
antiinflamatoria, se realizaron evaluaciones en diferentes modelos in vitro; por ejemplo,
se investigo la actividad antiinflamatoria en macrofagos murinos RAW 264.7 inducidos
por LPS, demostrando su actividad"mediante¢€l bloqueo de la via de NF-kB, ademas
de inhibir la produccion de NO y de citgCinas preinflamatorias como PGEz, TNF-q, IL-
18 e IL-6 (Zhang et al., 2012). También, mostré inhibicion de la expresion de oxido
nitrico sintasa (INOS) y ciclooxigenasa-2 (COX-2)~evitando la produccion de
mediadores inflamatorios (Xiong et al., 2014). Estos estudios han demostrado su
potencial actividad antiinflamatoria, siendo considerado como una fuente potencial de

medicamentos antiinflamatorios de origen natural.

Por otra parte, al comparar la relaciéon estructura-actividad de los compuestos 1y 3, se
sugiere que el compuesto 3 muestra una mayor potencia antinociceptiva y
antiinflamatoria en comparacion con el compuesto 1 debido a la presenciadel derivado
cinamico en C-15, lo que permite un aumento en su actividad. Asimismo, @deJacuerdo
con la bibliografia, se ha reportado que el &cido cinamico actla como un)agente
antiinflamatorio sobre la via de la lipooxigenasa, inhibiendo el metabolismo del-aeido
araquidonico, la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, proponiéndose como_un

posible mecanismo de accion antinflamatoria de los fenilpropanoides (Hadjipavlou-
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Litinaset al., 2015. de Cassia et al, 2014. Godoy et al., 2000). Ademas, se ha reportado
gue'un dimero de &cido ferulico (un derivado del acido cinamico) mostro una supresion
del doloragudo inducido por formalina, dicho efecto se observo principalmente en la
fase inflamateria y no se observaron cambios de comportamiento aparente relacionado
con el sistemanervioso. Los autores sugieren que el efecto antinociceptivo no opioide
se lleva a caboymediante la union del receptor de adenosina As (Priebe et al., 2018).
Es interesante destacar que son escasos los estudios que demuestre la actividad
antinociceptiva y antiinflamatoria del acido grandiflorénico (1), por lo tanto, estos
resultados aportan ndevas informacion con respecto a posibles aplicaciones
terapéuticas a las ya ,descritas anteriormente, como: agente uterotonico,
uterorelajante, bloqueador de_canales de Ca*y antibiotico (Lozoya, et al., 1983. Bejar
et al., 1984. Campos-Bedolla et:al.; 1997. Ghisalberti et al., 1997). Por otra parte, se
realizd el aislamiento de un compuesto nuevo a partir de las hojas de Montanoa
tomentosa, el cual se ha denominada como acido ent-153-E-cinamoil-kaura-9(11),16-
dien-19-oico (3). Ademas de demestrar-por primera vez su efecto antinociceptivo y

antiinflamatorio.
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8+”Conclusiones

Conwlos, resultados obtenidos en el presente trabajo a partir de la evaluacion

antinocieceptiva y antiinflamatoria de los extractos y compuestos obtenidos de la hoja

de Montanoa-tomentosa, se concluye lo siguiente:

El extracto hexanico de la hoja de Montanoa tomentosa disminuyé la
nocicepcioniinducida por formalina en la fase Il del modelo en un 66.3+3.0 %,
presentandosun resultado similar al meloxicam (64.3+4.5 %), mostrando su
actividad antineeciceptiva.

El extracto hexanice” de la hoja de Montanoa tomentosa presentdé mayor
disminucién del edema inducido por TPA en oreja de ratén (61.16+£3.8 %),
similar al presentado-por _indometacina (70.02+1.24 %), demostrando su
actividad antiinflamatoria:

Se aislaron y caracterizaron \tres compuestos del tipo terpeno, dos de ellos
conocidos: acido grandiflorénico (1) y taraxasterol (2), ademas, se describe por
primera vez, un nueva-derivado kaurenoide (3) en Montanoa tomentosa,
denominado &cido ent-15B3-E-cinamail-kaura-9(11),16-dien-19-oico.

Los compuestos 1, 2 y 3, /presentaron- eficacia en la disminucion de la
nocicepcion e inflamacion, en las modelos.de formalina y edema inducido por

TPA, siendo el compuesto 3 el que_presentd un'mayor efecto.

Los resultados encontrados en el presente trabajo indican que el extracto hexanico

y sus compuestos obtenidos de la hoja de Montanoa‘tomentosa, tiene potencial

para utilizarse en el desarrollo de un fitomedicamento?Util como una alternativa

terapéutica en el tratamiento del dolor y la inflamacion.
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9¢ Perspectivas

Elestudio sistematico de los compuestos obtenidos a partir del extracto hexanico
de las hojas de Montanoa tomentosa debe continuar, implementando diferentes
modelas~in vivo como el edema inducido por carragenina en ratas Wistar que
aporten ‘informacion sobre su eficacia como un potente antiinflamatorio y
antinociceptivo.!Ademas, se deben emplear modelos in vitro como la determinacion
de TNFa y especCies reactivas de oxigeno, esto para poder identificar su posible
modo de accion.¢Ror otra parte, también es importante poder determinar su
toxicidad aguda y croniea, asi como sus posibles efectos secundarios, esto para
poder proponer, a partir de‘estos compuestos, el desarrollo de un fitomedicamento,
gque sea eficaz y efeetivo _como un potencial agente antinociceptivo y
antiinflamatorio. Igualmente,srealizar la cuantificacion de la concentracion de los

componentes principales de las(hgjas de Montanoa tomentosa mediante GC-MS.
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