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RESUMEN

Esta investigacion se avoco a determinar el efecto del extracto hidroalcohélico de Plantago major “llantén” sobre el
incremento de la actividad de Catalasa (CAT) en Oryctolagus cuniculus “conejos”. Se utilizaron 15 especimenes,
divididos en tres grupos; los primeros, sometidos a normotermia; los segundos a hipotermia, y los siguientes a
hipotermia/ reperfusion; seguidamente se obtuvo el extracto hidroalcohélico a partir de las hojas de Plantago major,
para luego administrarlos a los grupos destinados a hipotermia e hipotermia/ reperfusion, en una dosis diaria de 200
mg/Kg de peso corporal, por una semana antes de la induccién. Finalmente, a los tres grupos, se les extrajo muestras
de sangre al inicio del experimento y a las dos y tres horas después. La actividad CAT fue mayor en el grupo tratado
con Plantago major y sometido a hipotermia/reperfusion, alcanzando un valor promedio de 35,13 + 5,555 UCAT/g Hb;
frente a un 26,53 + 5,024 UCAT/g Hb en hipotermia y un 21,97 + 3,223 UCAT/g Hb en normotermia. Se concluye que
Plantago major potencié el incremento de la actividad antioxidante de la CAT bajo condiciones de hipotermia /
reperfusion.
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ABSTRACT

This research aimed to determine the effect of the hydroalcoholic extract of Plantago major "llantén” on the increase in
the activity of Catalase (CAT) in Oryctolagus cuniculus "rabbits". 15 specimens were used, divided into three groups;
the former, subjected to normothermia; the second ones to hypothermia, and the following ones to hypothermia /
reperfusion; The hydroalcoholic extract was then obtained from the leaves of Plantago major, to then be administered
to the groups for hypothermia and hypothermia / reperfusion, at a daily dose of 200 mg/kg of body weight, for one week
before induction. Finally, all three groups had blood samples drawn at the beginning of the experiment and two and
three hours later. CAT activity was higher in the group treated with Plantago major and subjected to hypothermia /
reperfusion, reaching an average value of 35.13 + 5.555 UCAT/g Hb; compared to 26.53 + 5,024 UCAT/g Hb in
hypothermia and 21.97 + 3,223 UCAT/g Hb in normothermia. It is concluded that Plantago major potentiated the
increase in the antioxidant activity of CAT under hypothermic / reperfusion conditions.

Keywords: hypothermia; reperfusion; catalase; Plantago major; Oryctolagus cuniculus.

1. Introduccién las mij[ocondrilas y el bloqueo en’INa generacién de
energia (Carrillo et al., 2016; Nufez et al., 2017;
Los Radicales Libres (RL) y el estrés oxidativo Rodriguez y Camejo, 2018; Mora et al., 2019).
estdn asociados con un gran numero de En contraposicion, el organismo secreta sustan-
enfermedades, como el cancer, la aterosclerosis, cias, como la melatonina que elimina los radi-
enfermedades neurodegenerativas, diabetes cales libres; ademas de otras moléculas como la
mellitus, lesiones por isquemia-reperfusion, entre catalasa, glutation sintasa, glutation peroxidasa,
otras; pudiendo ademés causar destruccion de glutation reductasa, glucosa deshidrogenasa y
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superdxido dismutasa; enzimas antioxidantes
que bloquean la produccion de especies reacti-
vas del oxigeno (ROS) y la respuesta
inflamatoria (Gonzalez-Ibarra et al., 2011; Ledn-
Paez et al., 2015; Ledn et al., 2018).

Se ha demostrado que la generacién masiva de
radicales libres, asi como la peroxidacion de
lipidos, se reducen al emplear la hipotermia
terapéutica (HT); siendo esta una terapia poten-
cial usada por siglos, estudiada ampliamente y
actualmente estd siendo recomendada por la
Sociedad Americana del corazén, como trata-
miento neuroprotector en el post paro cardiaco,
asi como para el tratamiento de las compli-
caciones asociadas a la lesién traumatica
cerebral, tales como hipertensién intracraneana;
por no mencionar el hecho de que en Japdn un
47% de los centros de neurotrauma la emplean
(Alvis-Miranda et al., 2015; Gil et al ., 2008).
Sumado a ello, la HT, preserva ATP, disminuye
la concentracion de &cido lactico y de otras
neurotoxinas, disminuyen la produccion de los
RL, cambia el metabolismo celular, disminuye el
consumo de Oz entre 5y 7% por cada 1 °C
disminuido, mantiene la integridad celular cere-
bral y su estabilidad eléctrica, desvia a la izquier-
da la curva de disociacién de la hemoglobina,
reduce la entrada de calcio, del glutamato y la
peroxidacion de lipidos, atenta la inflamacion
cerebral, suprime la actividad de las caspasas
(apoptosis), atenta la actividad astrocitica, inhibe
del dafio a la sustancia blanca y disminuye la
liberacién de glicina y la produccion de oxido
nitrico (Jaramillo-Magafia, 2011; Andresen et al.,
2015; Tapia-Velasco, 2015; Lyden et al., 2018).
Ahora bien, dentro de la ingente cantidad de
plantas medicinales, que constituyen una fuente
natural de metabolitos secundarios con propie-
dades terapéuticas para el mundo en general;
Plantago major “Llantén”; posee innumerables
efectos farmacologicos; al ser antiinflamatorio,
astringente, cicatrizante, diurético, expectorante,
antidiarreico (Mostacero et al., 2011). Ademas de
presentar monoterpenos, aucubina, vitaminas,
enzimas, acidos organicos, flavonoides, mucila-
gos, taninos que le confieren propiedades
antioxidantes (Soukup, 1987; Mostacero et al.,
2011; Mostacero et al., 2019).

Por lo descrito en los parrafos anterior, y
considerando que la exposicién a periodos largos
de HT profunda genera un flujo sanguineo mini-
mo, comparable con cierto grado de isquemia,
que se recupera tras el recalentamiento (reper-
fusién) y que implicaria la liberacion masiva de
RL (Escalante y del Rio, 2009; Viada et al.,

2017); la presente investigacion, se avocd a
determinar el efecto del extracto hidroalcoholico
de Plantago major “llantén” sobre el incremento
de la actividad de Catalasa (CAT) en Oryctolagus
cuniculus “conejos”.

2. Material y métodos

Material Bioldgico

Se realizd un estudio experimental explicativo;
para ello se utilizaron 15 O. cuniculus “conejo”
machos, raza Nueva Zelanda, de tres meses de
edad promedio y Plantago major “llantén”; ambos
obtenidos del Centro Experimental de Produc-
cion y Crianza de Animales Menores “CEPCAM”,
Universidad Nacional de Truiillo. Truijillo-Peru.
Los 15 especimenes fueron reunidos en tres (3)
grupos de cinco individuos cada uno:

Grupo 1: Normotermia, mantenidos a 37 °C du-
rante tres horas.

Grupo 2: Hipotermia, enfriados hasta 28 °C en un
promedio de una hora y mantenidos asi durante
dos horas més.

Grupo 3: Hipotermia/Reperfusion, aqui los
especimenes, al igual que el grupo 2, fueron
enfriados hasta 28 °C en un promedio de una
hora (hipotermia) y mantenidos una hora més a
esa temperatura, para finaimente recalentados
hasta alcanzar su temperatura inicial de 37 °C
(reperfusion).

Cabe destacar que a los grupos 2 y 3, se les
administré la dosis diaria de 200 mg/kg de peso
corporal del extracto hidroalcoholico de “llantén”,
por 1 semana antes de ser inducidos al estado
de hipotermia/reperfusion.

Seguidamente, a los tres grupos, se les extrajo 3
muestras de sangre: 1 basal (tiempo cero), otra a
las dos horas y tres horas. Asimismo, se les
registrd la temperatura carotidea y abdominal
cada 10 minutos desde el inicio hasta el final del
experimento. Finalmente, los animales fueron
sacrificados después de la toma de las muestras
con sobredosis del anestésico.

Confeccion del equipo de hipotermia /
reperfusion

Para tal fin, se acondicioné una mesa tipo
Claude Bernard (modificada por el autor) de
metal de doble fondo, con conexiones para
ingreso y salida de agua fria o caliente; también
se fabricd el equipo de alimentacidn y circulacién
continua de agua fria o caliente, elaborado a
base de mangueras de polietileno estériles
(venoclisis) conectados a un tubo de vidrio
doblado en U que fue ubicado dentro de la
cavidad intraperitoneal de los “conejos” para
inducir hipotermia o reperfusion (Figura 1).
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Figura 1. Mesa de Claude Bernard (modificada por el autor)
a manera de deposito con tubo de entrada y salida de agua
helada y/o caliente para facilitar inducir hipotermia -
reperfusion.

Preparacion del extracto hidroalcohdlico de
P. major

Una vez colectada la planta de ‘“llantén”, se
realiz6 el secado en estufa de sus hojas limpias
a una temperatura de 45 °C; posteriormente se
procedio a molerlas, hasta obtener un polvo fino,
el cual se macer6 en una mezcla hidroalcoholica
de 70% de butanol y 30% de agua bidestilada,
en frascos de cierre hermético, con agitacién
fuerte durante 5 minutos diarios, por 10 dias; a
fin de extraer sus principios activos. Finalmente,
el macerado se filtrd al vacio, se evapor6 el
solvente mediante rota vapor (Kuklinski, 2000;
Sharapin, 2000) y se almacen6 en refrigeracion,
hasta su empleo.

Preparacion de los especimenes de O. cuniculus
Para ello, fue necesario someter a los conejos a
ayuno, pero con agua a libre disponibilidad,
desde la noche anterior a la intervencion
quirurgica. Seguidamente, estos fueron aneste-
siados con pentobarbital sodico (60 mg/kg de
peso) via intraperitoneal y colocados sobre la
mesa tipo Claude Bernard a 38 °C para evitar la
hipotermia inducida por la anestesia; luego, se
les coloco una canula traqueal, conectada a una
bomba de respiracion artificial de volumen
controlado (aire atmosférico).

A cada uno de los conejos, se le realizd una
cirugia laparoscépica de 1 cm de longitud en la

cavidad abdominal a nivel de la linea alba y se
les colocd el equipo de enfriamiento/reperfusion,
con circulacién de agua (10 °C y 42 °C
respectivamente) en la cavidad intraperitoneal,
siguiendo la técnica descrita por Marion et al.
(1996) y modificada por el autor (Figura 2).

Figura 2. “conejo” anestesiado, colocado en mesa de
Claude Bernard, con canula traqueal, termémetro a nivel ce
carétida y el equipo para induccién de hipotermia -
reperfusion colocado a nivel de cavidad abdominal.

Cabe destacar que se tuvo un registro constante
de la temperatura carotidea (colocando una
termocupla entre el musculo por debajo de la
carétida) y de la temperatura abdominal (colo-
cando una termocupla en la cavidad visceral); de
igual manera se evitd la perdida de calor del
espécimen ya sea por evaporacion o conveccion,
cerrando rapidamente con clamps, las partes
intervenidas.

Tratamiento de las muestras de sangre

Para ello, se procedié a centrifugar en refrige-
racion las muestras de sangre heparinizada, a
1000 rpm durante 10 minutos, se separd el
plasma de los eritrocitos v, a éstos Ultimos se los
lavd con solucién salina fisioldgica por tres
veces. Finalmente, tanto el plasma como los
eritrocitos se conservaron a -20 °C hasta su
analisis inmediato.

Actividad Catalasa (CAT)

La actividad de la catalasa fue determinada
siguiendo el método de Aebi (1984). Para ello, se
diluy6 0,7 mL de eritrocitos en 2,8 mL de agua
destilada fria para hemolizar, agitando fuerte;
seguidamente se tomé 20 ul del hemolizado, 10
ul de tampon fosfato 50 mM (pH 7,0) y se mezcl6
en cubetas de cuarzo en el siguiente orden: 1 mL
de H202 30 mM (preparada diariamente) y 2mL
de hemolizado; para el blanco se utilizé 1mL de
H202 30 mM y 2 ml de tampén fosfato. En el
espectrofotdmetro se realizaron las lecturas a los
5y 20 segundos a 480 nm. La actividad catalasa
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de la muestra (K) se expresd como: K = 0,153 +
log (A1/A2). Donde: A1: es la absorbancia a los 5
segundos y A2: es la absorbancia a los 20
segundos. El resultado final se expresé en K
(actividad catalasa) por gramo de hemoglobina.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando el
programa estadistico Statgraphics, efectuandose
un ANOVA con una significancia estadistica del
95%.

3. Resultados y discusion

Respecto a la actividad antioxidante de la CAT
en la Tabla 1 si bien es cierto, no hay diferencia
significativa entre los grupos (p > 0,05), ésta
aumenta, aunque no de manera significativa,
tanto en los grupos en hipotermia como en
hipotermia/reperfusion, quedando demostrado
que el extracto hidroalcohdlico de P. major
favorece positivamente en el aumento de la
actividad CAT asi sea en condiciones de
reperfusion, donde existe mayor riesgo de
pérdida de la actividad enzimatica; cabe resaltar,
que en esta etapa (reperfusion), el organismo
incrementa de forma natural la concentracién de
catalasa, para defenderse de las lesiones
producidas por el fendmeno de isquemia-
reperfusion, frente al estrés oxidativo; el mismo
que se ve favorecido en este caso, por la accién
de P. Major, siendo capaces de inhibir y eliminar
los Radicales libres; frenando de esta manera la
lesion y la actividad inflamatoria que se produce
en los tejidos de O. cuniculus durante la reper-
fusion; de alli que Jaffer et al. (2011) afirma que
la catalasa y la glutation peroxidasa inactivan el
H202 a la par que la SOD limpia especificamente
el radical superoxido, catalizando su dismutacién
a peréxido de hidrégeno y oxigeno.

De igual manera diferentes investigaciones sefia-
lan la presencia de otros agentes antioxidantes;
de alli que Gil et al. (2008), mencionan como
tales al ascorbato y el alfa tocoferol; asi como
(Rodriguez et al., 2018) mencionan al glutation
(GSH); el &cido a-lipoico, los carotenoides, la
bilirrubina y la ubiquinona, no siendo suficientes
para frenar el dafio oxidativo, por lo que resulta
beneficioso el uso de Plantago major frente a la
hipotermia/reperfusion; hecho que se puede
analizar en la bibliografia que al respecto se ha
consultado y que estd a entera disposicion
(Garcia et al., 2003; Blanco et al., 2008; Cargua,
2018; Mostacero et al., 2011; Mostacero et al.,
2019)

Tabla 1

Actividad catalasa en UCAT/g hemoglobina (Hb) en
eritrocitos de O. cuniculus, en condiciones de normo-termia,
hipotermia y tratados con Plantago major, bajo condiciones
de hipotermia e hipotermia/reperfusién [normotermia (N) a
las cero horas, hipotermia (H) a las dos horas y reperfusion
(R) a las tres horas

UCAT/g Hb
Plantago major Plantago major
. . . Hipotermia/reperfusion
Normotermia  Hipotermia NOoh  H.2h R 3h
26,76 30,18 4578 1242 44,23
21,37 21,79 29,39 19,41 36,47
20,52 28,92 18,59 30,74 32,61
18,11 31,30 37,34 37,65 30,45
23,09 20,47 20,09 33,76 31,88

UCAT: Unidades de catalasa.

Cabe destacar que en la presente investigacion,
el estado de hipotermia se indujo a una tem-
peratura por debajo de 28 °C y por sobre 27 °C,
clasificada como hipotermia profunda o severa
(Uriostegui-Santana et al., 2017); a diferencia de
otros investigadores, como Campos, 2016; Zhao
et al. (2019) y Canbolat y Nurullahoglu (2018);
quienes realizaron estudios de Hipotermia
terapéutica dentro del rango de leve a moderada;
pero afirmando en todo momento que Ila
supresién de la neuroinflamacion es sino el mejor
mecanismo de proteccion cerebral; lo que ratifica
el hecho de que la HT inducida, se constituye
hoy en dia en una de las herramientas mas
efectivas contra la lesion e inflamacién cerebral.
En cuanto al proceso de reperfusion, este se
realiz6 aumentando la temperatura desde menos
de 28°C hasta 37°C durante 120 minutos, tiempo
suficiente para demostrar el efecto positivo del
extracto hidroalcoholico de Plantago major sobre
la catalasa; concordando con lo descrito por
Frink et al (2012), quienes recomiendan que la
induccion de reperfusién deberia de darse de
forma lenta; ya que de lo contrario se revertiria
los beneficios de la Hipotermia terapedtica.

4. Conclusiones

Plantago major potencidé el incremento de la
actividad antioxidante de la CAT bajo condi-
ciones de hipotermia/reperfusion; por lo que se
recomienda continuar con las investigaciones en
esta linea a fin de validar el uso de esta especie,
dentro de la Hipotermia terapéutica.
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