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RESUMEN
MONTANOA TOMENTOSA

Es una planta nativa de México que se usa en la medicina tradicional
como remedio para las deficiencias reproductivas y particularmente
para inducir el parto. En estudios anteriores, se ha demostrado que esta
planta contiene metabolitos secundarios caracterizados por producir
efectos analgésicos. Hasta la fecha, no existen informes sobre el efecto
antinociceptivo de los extractos de la hoja de Montanoa tomentosa. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antinociceptivo
de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de la hoja de
Montanoa tomentosa en ratas. El comportamiento nociceptivo se midié
utilizando la prueba de formalina. Para evaluar el efecto antinociceptivo
de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de la hoja de
Montanoa tomentosa, se administré localmente el vehiculo, las dosis
de los extractos (50, 100, 200, 400 pg/pata) o los controles positivos
(ketorolaco, meloxicam; 400 pg/pata). La administracion periférica
local de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de la
hoja de Montanoa tomentosa disminuyé la nocicepcion en la fase Il
de la prueba de formalina de manera dosis dependiente. Ademas, la
eficacia de los tres extractos fue similar a la de los AINEs, siendo el
extracto hexanico el méas efectivo. La administracion periférica local
de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de la hoja de
Montanoa tomentosa tienen efecto antinociceptivo en ratas y podrian ser
una alternativa farmacolégica para el tratamiento del dolor inflamatorio.
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ABSTRACT

Montanoa tomentosa is a native plant from Mexico used in traditional
medicine as a remedy for reproductive impairments and particularly to
inducing childbirth. In previous studies, it has been shown that this plant
contains secondary metabolites characterized by produce analgesic
effects. To date, it does not exist reports of the antinociceptive effect of
extracts of the Montanoa tomentosa leaf. Thus, aim of the present study

was to evaluate the antinociceptive effect of the hexanic, ethyl acetate and

methanolic extracts of the Montanoa tomentosa leaf in rats. Nociceptive
behavior was measured using the formalin test. To evaluate the
antinociceptive effect of the hexanic, ethyl acetate and methanolic extracts
of the Montanoa tomentosa leaf, was administrated locally the vehicle,
the doses of the extracts (50, 100, 200, 400 ug/paw) or positive controls
(ketorolac, meloxicam; 400 ug/paw). Local peripheral administration of the
hexanic, ethyl acetate and methanolic extracts of the Montanoa tomentosa
leaf decreased nociception in phase Il of formalin test in a dose-dependent
manner. Moreover, the efficacy of the three extracts was similar to AINEs,
being hexanic extract the more effective. In conclusion, the local peripheral
administration of the hexanic, ethyl acetate and methanolic extracts of the
Montanoa tomentosa leaf have antinociceptive effect in rats and could

be a pharmacological alternative for the treatment of inflammatory pain.
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Montanoa tomentosa, pain, antinociceptiva, hexanic extract, ethyl

acetate extract, methanolic extract.

1. INTRODUCCION

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada a un dano tisular real o potencial que se relaciona de manera
directa con la intensidad de dicho dafio’. Debido a la inflamacién del
tejido lesionado, un aporte ténico de las fibras nociceptivas produce un
estado hiperexcitable entre las vias nociceptivas centrales que resulta en
hiperalgesia, alodinia y dolor espontaneo?. Existe una disponibilidad de
opciones terapéuticas para tratar el dolor inflamatorio, sin embargo, el
potencial de efectos secundarios y la eficacia moderada pueden limitar

seriamente su uso clinico®.

MONTANOA TOMENTOSA CERV. (ASTERACEAE)

Es un arbusto perenne nativo de México conocido como zoapatle o
cihuapatli, se utiliza en la medicina tradicional en México (té a partir de
las hojas) como remedio para inducir el parto, regulacién de la fertilidad
y ciclo menstrual*s. Asimismo, estudios previos en roedores demuestran
que Montanoa tomentosa ejerce efecto antitumoral, vasoconstrictor,
diurético, ansiolitico y afrodisiaco®®. Algunos autores atribuyen estas

propiedades farmacoldgicas de Montanoa tomentosa a dos acidos



diterpénicos: grandiflorenico (GA) [kaura-9 (11), acido 16-dien-18-
oico] y kaurenoico (KA) [acido kaur-16-en-18-oico]. El acido kaurenoico
obtenida de un arbol del género Copaifera, demostré poseer actividad
antiinflamatoria en animales®. Ademds, estudios fitoquimicos proponen
otros metabolitos secundarios presentes en Montanoa tomentosa como
son flavonoides, resinas, acido oxdlico, sales minerales y alcaloides.
Asimismo, aceites esenciales constituidos por monoterpenos, borneol,
camfemo, limoneno, linalol, mirceno, mirtenol, ocimeno, a-pineno,
B-pineno, terpinen-4-ol, a-terpineol, B-tuyeno, B-caiofileno, a-copaeno,
B-cubefeno, B-endesmaneno, B-sistosterol, estigmasterol’®'". Estd
descrito que muchos de estos compuestos se caracterizan por presentar
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y analgésicos a través de la
inhibicién y reduccion de la expresion de las ciclooxigenasas, sintasa de
6xido nitrico, prostaglandinas E2 y 6xido nitrico''3. A la fecha, no se ha
reportado el efecto antinociceptivo de la hoja de Montanoa tomentosa.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
antinociceptivo de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico

de la hoja de Montanoa tomentosa en un modelo en ratas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. EXTRACTOS HEXANICO, ACETATO DE ETILO Y
METANOLICO DE LA HOJA DE MONTANOA TOMENTOSA

Con la finalidad de evaluar la actividad antinociceptiva de la hoja
de Montanoa tomentosa, se obtuvieron tres extractos considerando
las diferentes polaridades: el hexano para extraer compuestos de muy
baja polaridad; el acetato de etilo para extraer compuestos de mediana
polaridad; y metanol para extraer compuestos de alta polaridad. Los
extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico de la hoja de Montanoa
tomentosa fueron proporcionados por la Divisiéon académica de Ciencias
Bésicas de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco. Los extractos se
disolvieron en dimetilsulféxido al 20% para la evaluacién farmacoldégica

en el modelo de formalina 1%.

2.2. ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso de 180-200 g, los
animales permanecieron en condiciones ambientales estandares de
laboratorio con temperatura entre 22-24 °C, con ciclo de 12 horas luz/
oscuridad, con acceso libre a comida y agua. Las ratas se utilizaron
una sola vez y al término del experimento se sacrificaron en una
camara saturada de CO2. Los experimentos se realizaron de acuerdo
a los lineamientos para el cuidado de los animales de laboratorio y las
guias éticas para la investigacion del dolor experimental en animales

conscientes™.
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2.3. FARMACOS

El ketorolaco (inhibidor preferente de COX-1) y meloxicam
(inhibidor preferente de COX-2) se adquirieron en Sigma® (St. Louis,
MO, USA) y fueron solubles en solucién salina. Estos AINEs son los
mas frecuentemente prescritos en la clinica. Ademads, su presentacion
farmacéutica en solucion inyectable los convierte en una buena opcién

para la administracion periférica local (via subcutanea).

2.4. DISENO EXPERIMENTAL

En este estudio se evalud6 la conducta nociceptiva mediante la
prueba de formalina 1 % en ratas Wistar macho. Para medir el efecto
antinociceptivo de los extractos de la hoja de Montanoa tomentosa se
realiz6 la administracién periférica local (via subcuténea) del vehiculo
(50 pL), las dosis de los extractos hexdnico, acetato de etilo y metandlico
(50, 100, 200, 400 pg/pata)'s. Ademas, se utilizé un inhibidor preferencial
de COX-1(ketorolaco, 400 pg/pata) y un inhibidor preferencial de COX-2
(meloxicam, 400 pg/pata) como controles positivos'. La administracion
de los extractos de Montanoa tomentosa o los controles positivos se
realizaron 12 minutos antes de la inyeccién de formalina al 1%, ambas

administraciones se efectuaron en la misma pata.

2.5. EVALUACION DE LA CONDUCTA NOCICEPTIVA INDUCIDA
POR FORMALINA

El modelo de formalina permite evaluar la respuesta del animal
ante un dolor agudo que es generado por un dafio tisular; siendo un
modelo que se aproxima mas al dolor clinico'. El dolor inducido por la
administracién de formalina es consecuencia del proceso inflamatorio
producido por esta sustancia quimica. Este modelo consistié en colocar
las ratas en una cdmara de observacion de plexiglas abierta durante
30 minutos para aclimatarse a su entorno; luego fueron retiradas para
la administracion de formalina. Cincuenta microlitros de formalina
diluida al 1% se inyectaron por via subcutdnea en la superficie dorsal
de la pata trasera derecha con una aguja No. 30%. Los animales
fueron devueltos a las cdmaras y se observé la conducta nociceptiva
inmediatamente después de la inyeccion de formalina. Se colocaron
espejos en cada cdmara para permitir la observacion sin obstaculos.
La conducta nociceptiva se cuantific6 como el nimero de sacudidas
de la pata inyectada durante periodos de 1 minuto cada 5 minutos,
hasta 60 minutos después de la inyeccién. La sacudida de la pata se
caracterizé como una retirada répida y breve o como una flexién de la
pata inyectada'’'®. La actividad antinociceptiva se considera como una
disminucién en el nimero de sacudidas. Los animales se usaron solo

una vez y al final del experimento se sacrificaron en una cdmara de CO2.
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2.6. ANALISIS DE DATOS

Los datos son presentados como el promedio + error estandar de 6
animales por grupo. Los cursos temporales de la respuesta antinociceptiva
de los extractos individuales se construyeron trazando la media del
numero de sacudidas en funcion del tiempo. El drea bajo la curva (ABC)
del nimero de sacudidas contra el tiempo, se calculé mediante el método
del trapezoide. Los datos de la dosis-respuesta se presentan como el
porcentaje de antinocicepcion (% Antinocicepcion), calculado a partir del
ABC de la Fase Il de la prueba de formalina; de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

% Antinocicepcidn = [(ABC vehiculo- ABC farmaco) / (ABC
vehiculo)]*100

Las diferencias significativas se determinaron mediante un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA) seguido de una prueba post hoc prueba

de Tukey’s, p<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

3.RESULTADOS

3.1. EVALUACION DE LA CONDUCTA NOCICEPTIVA INDUCIDA
POR FORMALINA EN RATAS

Al grupo que se le administré6 DMS 20% (vehiculo) y formalina al
1% mostré una fase aguda inicial (0-10 min; fase I) fue seguida de un
periodo de reposo corto, y después se presenté una respuesta ténica
prolongada (10-60 min; fase Il). Este patrén se denomina bifésico. La
primera fase comenzd inmediatamente después de la administracion
de formalina y luego disminuyé gradualmente en aproximadamente 10
minutos (Figura 1A). La segunda fase inicié a los 15 minutos y duré hasta
60 minutos (Figura 1A).

3.1. ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO
HEXANICO DE LA HOJA DE M. TOMENTOSA EN RATAS

La inyeccion periférica local (via subcutanea) del extracto hexanico
de la hoja de M. tomentosa disminuyé el nimero de sacudidas/
minuto del modelo de formalina al 1% en ratas (Figura 1A). El efecto
antinociceptivo del extracto hexanico de la hoja de Montanoa tomentosa
fue estadisticamente significativo (p<0.05) y dependiente de la dosis (50,
100, 200 y 400 pg/pata; Figura 1B). Ademas, el efecto antinociceptivo
de este extracto fue similar al efecto observado con meloxicam (400

Hg/pata; Figura 1B).

3.2. ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO DE
ACETATO DE ETILO DE LA HOJA DE M. TOMENTOSA EN
RATAS

La administracién periférica local (via subcutanea) del extracto
de acetato de etilo de la hoja de M. tomentosa redujo el nimero de
sacudidas/minuto inducido por formalina al 1% en ratas (Figura 2A).
Las dosis del extracto de acetato de etilo de la hoja de Montanoa
tomentosa mostraron una eficacia estadisticamente significativa
(p<0.05), observandose una relacion directa entre la cantidad de la
dosis y el efecto registrado (100, 200 y 400 pg/pata; Figura 2B). La
antinocicepcion de la dosis mayor de este extracto fue similar al efecto

observado con ketorolaco (400 pug/pata; Figura 2B).

3.3. ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DEL EXTRACTO
METANOLICO DE LA HOJA DE M. TOMENTOSA EN RATAS

La administracién periférica local (via subcutanea) del extracto
metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa revirtié el incremento
del nimero de sacudidas/minuto inducido por formalina al 1% en ratas
(Figura 3A). El extracto metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa
tuvo un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis (100, 200 y 400
pg/pata), estos datos mostraron diferencia significativa con respecto al
vehiculo (Figura 3B). La actividad antinociceptiva de este extracto fue
similar al observado con ketorolaco (400 pg/pata; Figura 3B). Los tres
extractos de la hoja de Montanoa tomentosa utilizados en el presente
estudio mostraron eficacia en la fase Il, pero no en la fase | del modelo

de formalina al 1% (datos no mostrados).

3.4. EFICACIA DE LA ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA DE LOS
EXTRACTOS DE LA HOJA DE MONTANOA TOMENTOSA.

A partir de las curvas dosis respuesta se calculd la eficacia de la
actividad antinociceptiva de los extractos hexanico, acetato de etilo y
metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa. En el presente estudio se
observo que: extracto hexanico (66.3 + 3.0%), extracto de acetato de etilo
(52.5 + 4.7%) y extracto metandlico (46.9 + 3.4%). Ademas, la eficacia
mostrada por los tres extractos fue similar a la eficacia de ketorolaco y

meloxicam (Tabla 1).

TABLA 1.

% ANTINOCICEPCION (400 MG/PATA)

Porcentaje de antinocicepcion calculadas a partir
de las ABC del efecto antinociceptivo de la dosis de

E. HEXANICO
400 pg/pata de los extractos de la hoja de Montanoa

E. ACETATO

E. METANOLICO| KETOROLACO | MELOXICAM

DE ETILO

tomentosa en ratas.

Los valores estan expresados en promedio + error
estandar. Sp<0.05 contra el E. acetato de etilo y E.
metandlico; yp<0.05 contra el ketorolaco; *p<0.05
contra el E. metandlico; #p<0.05 contra el grupo

66.3 £ 3.08y

52.5+4.7*#

46.9 + 3.4# 49.1+29 64.3+4.5

meloxicam, determinado por la prueba t de Student’s.



FIGURA 1.

(A) Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto hexanico de la hoja
Montanoa tomentosa en ratas. (B) Las barras muestran el ABC del efecto
antinociceptivo del extracto hexadnico de la hoja de Montanoa tomentosa en la
fase Il del modelo de formalina. Los datos se expresan como medias + S.E.M. de 6
animales. *P<0.05 versus vehiculo y #P<0.05 versus ketorolaco, determinado por
un andlisis de varianza de una via seguida de la prueba de Tukey’s. Abreviaturas:
ABC, drea bajo la curva; veh, vehiculo.
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FIGURA 2.

(A) Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto de acetato de etilo de
la hoja Montanoa tomentosa en ratas. (B) Las barras muestran el ABC del efecto
antinociceptivo del extracto de acetato de etilo de la hoja de Montanoa tomentosa
en la fase Il del modelo de formalina. Los datos se expresan como medias +
S.E.M. de 6 animales. *P<0.05 versus vehiculo y #P<0.05 versus meloxicam,
determinado por un andlisis de varianza de una via seguida de la prueba de
Tukey’s. Abreviaturas: ABC, drea bajo la curva; veh, vehiculo.
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FIGURA 3.

(A) Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto metandlico de la

hoja Montanoa tomentosa en ratas. (B) Las barras muestran el ABC del efecto
antinociceptivo del extracto metandlico de la hoja Montanoa tomentosa en la fase
Il del modelo de formalina. Los datos se expresan como medias * S.E.M. de 6
animales. *P<0.05 versus vehiculo y #P<0.05 versus meloxicam, determinado por
un andlisis de varianza de una via seguida de la prueba de Tukey’s. Abreviaturas:
ABC, drea bajo la curva; veh, vehiculo.

4.DISCUSION

En el presente estudio demostramos que la administracién periférica
local (via subcutanea) de los extractos hexanico, acetato de etilo y
metanolico de la hoja de Montanoa tomentosa redujeron la conducta
nociceptiva inducida por formalina al 1% en ratas. Ademas, el porcentaje
de antinocicepciéon de los de los extractos hexdnico, acetato de etilo
y metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa fue similar al de los
inhibidores de ciclooxigenasas, ketorolaco y meloxicam. De acuerdo
a nuestro conocimiento, este es el primer reporte acerca del efecto
antinociceptivo de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico
de la hoja de Montanoa tomentosa. Previos estudios fitoquimicos sugieren
que Montanoa tomentosa contiene flavonoides, dcido kaurenoico,
B-sistosterol y estigmasterol, compuestos quimicos descritos por
presentar efectos analgésicos y antiinflamatorios a través de la inhibicién
de las ciclooxigenasas y reduccién en la produccién de éxido nitrico™.
Esto, podria ser congruente con el efecto antinociceptivo observado en la
fase Il del modelo de formalina, ya que esta fase es caracterizada por el
rol de IL-1B, IL-6, TNF-a, COX-2, prostaglandina E2 y 6xido nitrico®.

Otras especies del género Montanoa, como el extracto hexanico de
Montanoa grandiflora redujo la inflamacién en un modelo de edema de
la pata trasera inducido por carragenina?'. Asimismo, en los extractos
metandlico y etandlico de Montanoa hibiscifolia se encontraron lactonas
sesquiterpénicas, sustancias que inhibieron la unién de NF-kB al ADN, en
una linea celular de leucemia (células T Jurkat)22. NF-kB es un factor de
transcripcion que regula la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF-a), COX-2 y a la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS).

Por otra parte, se report6 que los efectos ansioliticos y ansiogénicos
del extracto acuoso de Montanoa tomentosa, dependen de la presencia
de receptores GABA*, debido a que la administracion de picrotoxina un
antagonista del receptor GABA*, revierte el efecto ansiolitico inducido
por Montanoa tomentosa?*?*. Los receptores GABA* son receptores
ionotrépicos activados por el dcido gamma-aminobutirico (GABA),
permitiendo la entrada de iones cloruro produciendo una hiperpolarizacion
de la neurona y por lo tanto antinocicepcion?. Estos datos sugieren que
la actividad antinociceptiva mostrado por los extractos de la hoja de
Montanoa tomentosa es posible que sea mediado por la inhibicién de
ciclooxigenasas, disminucion de la produccion de 6xido nitrico, activacion
de receptores GABA* o una combinacion de estos.

Sin embargo, debido a la complejidad de los mecanismos
fisiopatolégicos del dolor inflamatorio y la funcién de la hoja de Montanoa
tomentosa, se requieren estudios farmacoldgicos, fotoquimicos y
bioquimicos para determinar los metabolitos implicados en el efecto
antinociceptivo de los extractos hexanico, acetato de etilo y metandlico
de la hoja de Montanoa tomentosa y sus posibles mecanismos de
accion. Ademas, es preciso determinar los posibles efectos adversos de
estos extractos, aunque las reacciones adversas de una administracion
periférica local (via subcutanea) son relacionadas con mayor frecuencia

al area de la inyeccion.



5. CONCLUSION

En este estudio nuestros datos indican que los extractos hexanico,
acetato de etilo y metandlico de la hoja de Montanoa tomentosa revierten
la conducta nociceptiva inducida por formalina 1%. Ademds, podrian

ser una alternativa terapéutica en el tratamiento del dolor inflamatorio.
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