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as plantas han contribuido en forma sig-

nificativa al desarrollo de la humanidad.

Su utilizacion como fuente de alimentos,

como materia prima para la elaboracion
de herramientas, o como fuente para la obtencion
de energia, han contribuido de manera importante
a la supervivencia y florecimiento de muchas cultu-
ras. De igual manera, las civilizaciones a través de
las generaciones, han empleado una gran variedad
de plantas en forma empirica, para combatir sus
problemas de salud. Para que una planta sea consi-
derada como medicinal, es necesario que por lo
menos una de sus partes presente un efecto tera-
péutico. En México, existen aproximadamente
30,000 especies de plantas, de las cuales 3,000 se
han reportado que poseen propiedades medicina-
les. Hasta ahora, menos de 5,000 especies de plan-
tas medicinales han sido investigadas fitoquimica-
mente, y una fraccion ain menor ha sido sometida
a estudios biolégicos o farmacoldgicos. En las Ulti-
mas tres décadas ha renacido el interés por los pro-
ductos naturales y sus posibles aplicaciones en la
industria agricola, alimentaria y farmacéutica; ésta
ultima, en su busqueda de medicamentos nuevos y
mas eficientes. Aproximadamente el 30% de los
farmacos empleados en los paises industrializados
proceden o se han modelado a partir de productos
vegetales. El ejemplo méas conocido y ampliamente
utilizado de un medicamento de origen vegetal es
la aspirina (acido acetilsalicilico), la cual fue dise-
flada en 1897, a partir de la salicilina, sustancia
aislada de la corteza del arbol Salix alba. Otros ejem-
plos de farmacos de origen vegetal incluyen: la qui-
nina (antimalérico), la quinidina (antiarritmico), la
vinblastina (antineoplasico), y la vincristina (antileu-
cémico).

Fig. 1. Plantago major.

Los objetivos del presente estudio se enfocaron
hacia el desarrollo y aplicacion de bioensayos, para
la busqueda de actividad inmunorreguladora en ex-
tractos de plantas de México, en particular de la
hierba Plantago major (figura 1), conocida popular-
mente como llantén. Plantago major es una hierba
comun que se desarrolla en climas templados y ca-
lidos del mundo y que generalmente crece junto con
el zacate. A esta planta se le han atribuido propie-
dades astringentes, analgésicas, antinflamatorias,
antiulcerantes, antihistaminicas, antiparasiticas, anti-
virales, antibacterianas, expectorantes, y anti-
tumorales.>22 Sin embargo, no se han realizado es-
tudios de inmunomodulaciéon mediada por Plantago
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major, y por lo tanto no se conoce el (Ios) mecanis-
mo (s) de accién de los productos activos de esta
planta que pudieran estar asociados a sus efectos
antitumorales y antiinfecciosos.

Por otro lado, los macréfagos juegan un papel
central en la modulacion de la inmunidad humoral
y celular en contra de enfermedades infecciosas y
del cancer. Las funciones inmunomoduladoras del
macréfago dependen de su activacion por sefiales
de sensibilizacién, provistas principalmente por
citocinas, tales como el interferén-gamma (IFN-y) y
por sefiales de activacion como el lipopolisacarido
(LPS).* Los macroéfagos activados producen media-
dores de citotoxicidad, tales como el 6xido nitrico y
el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), los cua-
les protegen al organismo en contra del desarrollo
de infecciones y tumores.>” Por su parte, los linfoci-
tos T responden al reto antigénico, mediante la pro-
liferacion y expansion de las clonas de linfocitos es-
pecificos de antigeno, para amplificar las respues-
tas inmunes. Se puede estudiar la actividad funcio-
nal de las células T mediante el uso de mitdgenos
policlonales como la concanavalina A (Con A) y de
la fitohemaglutinina (PHA), los cuales se unen a cier-
tos residuos de azlcares presentes en las
glucoproteinas de superficie en estas células, inclu-
yendo el receptor de antigenos de las células Ty la
proteina CD3, estimulando la respuesta proliferativa
de los linfocitos T.

El presente estudio se disefié para evaluar los
efectos in vitro de extractos metandlicos de hojas de
Plantago major en las funciones de los macréfagos
peritoneales y linfocitos de timo de rata. Se encon-
tré que los extractos de hojas de P. major activaron
la produccion de 6xido nitrico y TNF-a por los ma-
créfagos, y potenciaron la proliferacion de linfoci-
tos T mediada por Con A.

Material y métodos
Reactivos, medios de cultivo y linea celular

Los medios RPMI 1640 y AIM-V se obtuvieron de
Life Technologies (Grand Island, NY). El lipopolisa-
carido (LPS) de Escherichia coli serotipo 0128:B12,
el dimetilsulféxido, el metanol, el bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), la
concanavalina A (Con A), y el colorante de Giemsa
se compraron en Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). La actinomicina D se obtuvo de ICN Pharma-

ceuticals (Aurora, OH). La linea celular del fibrosar-
coma murino L929 se compro de la American Type
Culture Collection (clona CCL 1, Rickville, MD).
Preparacion del extracto

Las hojas de Plantago major (figura 2) se obtuvieron
en forma de un polvo fino de la Compafia M.E.
Cody Products, Inc. (Westwood, NJ). Este material
(400 g) se tratd por 16 h con 500 ml de metanol a
temperatura ambiente. Después, el extracto se fil-
trd, y se combin6 con acetona hasta observar un
precipitado blanquecino. Este precipitado se seco
bajo vacio en un concentrador speed vac (Savant
Instruments Inc., Hicksville, N.Y.), se disolvié en 15
ml de agua de-ionizada, y la suspension se centrifugd
a 2000 r.p.m. por 10 minutos. Posteriormente, se
concentré la fraccion acuosa hasta sequedad utili-
zando un concentrador speed vac. Los solidos re-
sultantes se pesaron (3.0 g) y se denominaron PM,.

.

Fig. 2. Hojas de Plantago major.

Purificacion de la fraccion PM, y PM,

Se condicion6 una columna Si(CH,),,CH,) (United
Chemical Technologies, Inc.) con 2 g de capaci-
dad, mediante elucion con 5 ml de metanol, segui-
do por elucion con 5 ml de agua de-ionizada. PM,
(200 mg) se disolvieron en 10 ml de agua de-
ionizada, luego se afiadieron a la columna ya con-
dicionada, y se eluyd, como se explico anteriormen-
te. La fraccién de elucién se concentré a sequedad
en un concentrador speed vac (se recuperaron 70
mg de la fraccion PM,). El material adherido a la
columna se eluyé con 15 ml de metanol. Esta frac-
cién también se concentrd, como se explico ante-
riormente (se recuperaron 28 mg), y se denomind
PM,. Estas fracciones se disolvieron en PBS, y se
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filtraron antes de usarse. Las preparaciones PM, y
PM,, estaban libres de endotoxina a un limite de de-
teccion de 0.5 ng/ml, en la prueba de los amebocitos
de Limulus (Associates of Cape Cod, Falmouth, MA).

Animales

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos (200-
220q) (Harlan Sprague-Dawley Inc., Indianapolis,
IN). Estas se mantuvieron en un ambiente libre de
patégenos y estrés a 24°C, bajo un ciclo de 12 ho-
ras de luz y oscuridad, y se les proporciond agua y
alimento ad libitum.

Preparacion de cultivos de macrofagos

Los macrofagos peritoneales se colectaron median-
te lavado de la cavidad peritoneal con medio RPMI
1640 frio inmediatamente después de matar al ani-
mal, como se ha descrito previamente.®° La suspen-
sion celular se lavd una vez con este medio, y se
resuspendid y ajustd a una concentracion de 1.7 x
10° células/ml en medio AIM-V, (debido a que se
ha reportado que el suero por si solo puede activar
al macrofago,® el medio de cultivo (RPMI 1640) se
cambid en esta etapa por el medio AIM-V, el cual
no contiene suero, pero facilita el cultivo celular.**
Cien microlitros de esta suspensién se incubaron en
microplacas de 96 pozos de fondo plano (Becton
Dickinson, Lincoln Park, NJ) por 2 h a 37°C en 5%
de CO.,, Las celulas no adherentes se removieron, y
las células adherentes (aproximadamente 70% de
las células, 0 1 x 10° células/ml) se incubaron por
16 h en 100 pl de medio AIM-V, en presencia o
ausencia de varias concentraciones de las fraccio-
nes de PM. Al terminar la incubacion, las monoca-
pas de células se lavaron dos veces con AIM-V. Me-
diante la tincion de Giemsa, comprobamos que es-
tas monocapas celulares contienen al menos 95%
de macrofagos.

Determinacion de la produccion
de 6xido nitrico

Se utiliz6 la acumulacién de nitritos en los sobrena-
dantes de cultivos de macrofagos, como un indica-
dor de la produccién de oOxido nitrico por células
residentes o activadas. Los macréfagos sin tratar o
tratados con fracciones de PM, se incubaron duran-
te tres dias en triplicados, a 37°C en 5% de CO,en

un volumen final de 200 pl por pozo. Al terminar el
periodo de incubacion, se obtuvieron los sobrena-
dantes y se determinaron los niveles de nitritos me-
diante el uso del reactivo de Griess, como se ha
reportado previamente,® utilizando NaNO, como
estandar. Las densidades 6pticas se determinaron a
540 nm, en un lector de microplacas (Molecular
Devices Corporation, Palo Alto, CA).

Determinacion de la produccion de TNF-a

Se determind la produccién de TNF-a por macrofa-
gos mediante un bioensayo, utilizando el método
de lisis de las células L929. Para este estudio, mo-
nocapas de macréfagos sin tratar o tratadas con
fracciones de PM, y PM,, se incubaron en triplica-
dos a 37°C en 5% de CO,, en un volumen final de
200 pl en medio AIM-V por 4 h, después de lo cual
se obtuvieron los sobrenadantes y se mantuvieron a
-80°C hasta su uso. Se determinaron los niveles de
TNF-a en dichos sobrenadantes mediante el bioen-
sayo con células L929, como se ha descrito ante-
riormente.8 Este bioensayo se realiz6 en medio RPMI
1640 completo, conteniendo 10% de suero fetal
bovino, 1% de L-glutamina, y 0.5% de solucién de
antibidticos, en presencia de 1 pg/ml de actinomicina
D, y utilizando diluciones seriadas de 1:3 de estos
sobrenadantes. Se utiliz6 TNF-o recombinante mu-
rino (NCI Biological Resources Branch, Rockville, MD,
lote 88/532) como estandar. Después de 24 h de
incubacion, se determind la viabilidad de las célu-
las L929, mediante una técnica colorimétrica, utili-
zando la sal de tetrazolio MTT a la concentracion
final de 0.5 mg/ml, e incubando por 1.5 h a 37°C
en 5% de CO,. Al finalizar el periodo de incuba-
cion, los sobrenadantes se removieron, y los crista-
les de formazan se disolvieron en dimetilsulfoxido.
Las densidades Opticas se determinaron en un lec-
tor de microplacas (Molecular Devices Corporation)
a 540 nm. Los niveles de TNF-a (U/ml) representan
el inverso de la dilucion del sobrenadante que in-
duce el 50% de citotoxicidad.

Efecto del LPS en la activacion
de los macrofagos

Se utilizé LPS como control positivo de activacion de
macréfagos. Se prepararon cultivos de macréfagos
residentes peritoneales, como se describié anterior-
mente, y se incubaron por 16 h con LPS (1 a 1000
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ng/ml), después de lo cual las monocapas de ma-
crofagos se lavaron dos veces, y se incubaron por
un periodo adicional de tres dias. Al terminar el pe-
riodo de incubacién, se obtuvieron los sobrenadan-
tes y se determinaron los niveles de nitritos, como se
explicé anteriormente.

Preparacion de cultivos de linfocitos T y prueba
de proliferacion

El timo se removié inmediatamente después de ma-
tar al animal. Se prepararon suspensiones unicelu-
lares, mediante la maceracion de este 6érgano en
RPMI 1640. La suspension resultante se lavo tres
veces en este medio, y se resuspendié en medio AIM-
V a una concentracién de 1 X 10’ células/ml. La
proliferacion de células T se determiné mediante la
incorporacién de timidina tritiada, como se ha re-
portado previamente.!? Las suspensiones timicas
(100 pl) se colocaron en triplicados en microplacas
de cultivo de fondo redondo (Becton Dickinson) con-
teniendo 100 pl de medio AIM-V (control sin esti-
mular) o 100 pl de Con A, a dosis submaximas y
maximas de 0.625, 1.25, y 2.5 pg/ml. Después de
incubar por 44 h a 37°C en 5% CO, se anadio
metiltimidina tritiada (6.7 Ci/mmol, ICN Pharmaceu-
ticals Inc., Costa Mesa, CA) (1 pCi/10 ml/pozo), y
los cultivos se incubaron por 4 h adicionales. Estos
entonces se colectaron con un colector celular se-
miautomatico (Tomtec, Orange, CT), y se midi6 la
radioactividad incorporada en las células por me-
dio de espectrofotometria de centelleo liquido, utili-
zando un contador de centelleo liquido Microbeta
Plus (modelo 1450, Wallac Oy, Turku, Finland), con
una eficiencia para el tritio del 35%. Se utilizaron las
respuestas proliferativas de los linfocitos timicos, a
dosis subméaximas y maximas de Con A, para los
analisis estadisticos.

Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como la media * des-
viacién estandar de determinaciones por triplicado,
a partir de un experimento representativo. Todos los
experimentos se repitieron al menos tres veces con
resultados similares. Los andlisis estadisticos se rea-
lizaron utilizando la prueba t de Student y el analisis
de varianza.

Resultados

Efecto del LPS en la activacion
de los macrofagos

Como se muestra en la figura 3, se observo un incre-
mento significativo (P < 0.001), dependiente de la
dosis, en la produccion de 6xido nitrico por los ma-
crofagos tratados con LPS. EI LPS se utiliz6 como con-
trol positivo para la activacion de los macrofagos.
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Fig. 3. Efecto del LPS en la produccién de éxido nitrico por
macréfagos peritoneales. Los macrofagos peritoneales de rata
se trataron con LPS (1 a 500 ng/ml) por 16 h, se lavaron, y
se incubaron por tres dias adicionales. La produccién de
oxido nitrico se determind como se explicé en Material y
métodos. Los datos representan la media * la desviacion
estandar de los niveles de nitritos de determinaciones por
triplicado.

Induccion de oxido nitrico y TNF-a
por fracciones del Plantago major

La precipitacion con acetona de un extracto meta-
nélico de P. major produjo una fraccion hidrosoluble
llamada PM, (0.7% de recuperacion). Esta fraccion
activo a los macréfagos para producir éxido nitrico
(figura 4a) y TNF-a (figura 4b), lo cual resultd de-
pender de la dosis de la fraccion PM,. La fraccion
PM,, a las concentraciones de 50, 100, 250, y 500
pg/ml, indujo incrementos significativos (P < 0.001)
ded44+1,6=x1, 12+ 0.4,y 18 * 0.4 veces,
respectivamente, en la produccion de 6xido nitrico
por los macréfagos, al compararse con el control
sin tratar (figura 4a). Esta fraccion, también estimu-
|6 en forma significativa (P < 0.001) la produccion
de TNF-a (621 =+ 31, 721 + 36, 727 + 36,y 1056

CIENCIA UANL / VOL. IV, No. 3, JULIO-SEPTIEMBRE 2001

307 [



ACTIVACION DE MACROFAGOS Y LINFOCITOS IN VITRO POR EXTRACTOS METANOLICOS DE HOJAS DE PLANTAGO MAJOR

50a
2
o
o
=
o 34
IS
S
0 24
o
=
= 3
Z 11 E,////’”/
0 50 100 250 500
PM /ml
l400'b 1(“9)
1200
£=°1000 A
S /
)
800
~ i I
tlj /+
LL 600
Pz
400+
200
0 & T T T T
0 50 100 250 500
PM; (ng/ml)

Fig. 4 Efecto de la fraccion PM, en la produccion de o6xido
nitrico y TNF-a por macrofagos. Los macrofagos peritoneales
de rata se trataron con PM, (50-500 mg/ml) durante 16 h,
se lavaron, y se incubaron por 4 hy 3 dias adicionales para
la determinacion de los niveles de TNF-a y 6xido nitrico, res-
pectivamente. La acumulacion de nitritos (a) y la produccion
de TNF-a (b) se determinaron como se explicé en Material y
métodos. Los datos representan la media + la desviacién
estandar de los niveles de nitritos y TNF-a de determinacio-
nes por triplicado.

+ 52 U/ml, respectivamente, a las concentraciones
de PM, de 50, 100, 250, y 500 pg/ml, respectiva-
mente) por los macréfagos (figura 4b). No se observo
produccién de TNF-a por macrofagos sin tratar.

La fraccion PM, se purifico posteriormente me-
diante el método de extraccion de fases (United
Chemical Technologies, Inc.). Al finalizar la etapa
de elucion por percolacién, el material adherido a
la columna se eluyd con metanol. Este material se
denomind PM,,, y resultd ser mas potente que la frac-
cion PM, para activar macréfagos. Esta fraccion, a
las concentraciones de 50, 100, 250, y 500 pg/ml,
indujo incrementos significativos (P < 0.001) de 11
+ 0.66, 14 + 0.84, 36 = 2.16, y 46 + 2.76, res-
pectivamente, en la produccién de 6xido nitrico por

los macréfagos, al compararse con el control sin
tratar (figura 5a). La fraccion PM, también se asocio
a incrementos significativos (P < 0.001) en la pro-
duccion de TNF-a (1000 + 60, 1150 =+ 69, 1200
=+ 72,y 1550 £ 93 U/ml, a las concentraciones de
PM, de 50, 100, 250, y 500 pg/ml, respectivamen-
te) por los macréfagos (figura 5b). No se observo
produccion de TNF-a por macrofagos sin tratar.

Linfoproliferacion mediada por PM,

La fraccion PM,, indujo incrementos significativos (P
<0.001) de 1.8 a 2 veces en la proliferacion de
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Fig. 5. Efecto de la fraccion PM, en la produccion de 6xido
nitrico y TNF-a por macréfagos. Los macrofagos peritoneales
de rata se trataron con PM, (50-500 mg/ml) durante 16 h,
se lavaron, y se incubaron por 4 h y tres dias adicionales
para la determinacion de los niveles de TNF-a y 6xido nitri-
co, respectivamente. La acumulacién de nitritos (a) y la pro-
duccion de TNF-a (b) se determinaron como se explicé en
Material y métodos. Los datos representan la media * la
desviacion estandar de los niveles de nitritos y TNF-a, de
determinaciones por triplicado.
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linfocitos de timo, al compararse con el control sin
tratar (figura 6a), y significativamente (P < 0.001)
increment6 de tres a doce veces la proliferacion de
linfocitos de timo, mediada por Con A, al compararse
con el efecto individual de la Con A (figura 6b).

Discusion
En el presente estudio, se encontré que extractos
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Fig. 6. Efecto de la fraccion PM, en la proliferacion de linfo-
citos T. Los linfocitos de timo se trataron con la fraccion PM,
(100-500 mg/ml) (a), y con la fraccion PM, (250 mg/ml) +
Con A (0.625 a 2.5 mg/ml) (b) por 48 h. Al terminar este
periodo de incubacion, se determind la incorporacion de
timidina tritiada como se explicé en Material y métodos. Los
datos representan la media * la desviacion estandar de de-
terminaciones por triplicado.

Proliferacion (cpm X 10°)

metandlicos de P. major activaron la produccion de
oxido nitrico y TNF-a por los macrofagos, y poten-
ciaron la proliferaciéon de linfocitos de timo media-
da por Con A. Esto podria indicar que dichos ex-
tractos acttan como una sefial de activacion de
macrofagos, como la provista por el LPS. Las bio-

moléculas activas de los extractos de Plantago major
podrian entonces tener la capacidad de actuar in
vivo en forma directa sobre los macréfagos e indu-
cir su activacion, o bien, podrian interactuar con
sefiales de preactivacién de macrdfagos, como la
del interferbn-gamma, para incrementar su poten-
cial inmunoterapéutico en contra de enfermedades
infecciosas y del cancer.>” La activacion de los ma-
créfagos induce la produccion de mediadores de
citotoxicidad en contra de parasitos intracelulares,>*?
y células tumorales;®’ estos factores citotoxicos in-
cluyen a los intermediarios reactivos del oxigeno,
tales como el anién superdxido y el perdxido de hi-
drégeno, y los intermediarios reactivos del nitroge-
no, tales como el éxido nitrico. Los primeros se han
asociado con funcién antimicrobiana del macréfago
en contra de la infeccidn por Toxoplasma, Tripano-
soma, Leishmania, Candida y Micobacterias.'*1° Los
intermediarios reactivos del oxigeno provocan la
peroxidaciéon de las cadenas de acidos grasos
insaturados, lo cual altera su funcionamiento e inac-
tiva proteinas.® Por otro lado, el 6xido nitrico juega
un papel relevante en contra de infecciones intra-
macroéfagicas causadas por especies de Cryptococ-
cus, Schistosoma, Leishmania, Francisella, Listeria,
y Micobacterias.'-22 El éxido nitrico inhibe la pro-
duccién de trifosfato de adenosina® y la sintesis del
acido deoxirribonucleico (ADN).2

Por otro lado, se demostr6 que la concanavalina
A potencio la proliferacion de linfocitos de timo es-
timulados con extractos de P. major. Esto podria
sugerir que este mitdgeno estimula la expresion de
receptores de superficie, para alguna biomolécula
activa de dichos extractos, lo cual facilitaria la mito-
sis de los linfocitos. La estimulacion de la prolifera-
cion de linfocitos por los extractos de P. major pue-
de a su vez, inducir la produccion de citocinas por
estas células, entre las cuales se encuentra el
interferén-gamma, que como se mencionoé anterior-
mente, es un activador de macrofagos. De esta for-
ma, los extractos de P. major pueden generar un
circuito de activacion de las funciones de los ma-
créfagos y linfocitos en contra de patégenos micro-
bianos y células tumorales.

Plantago major se ha utilizado ampliamente para
tratar diversas condiciones médicas, que incluyen
enfermedades de la piel, la digestién y la reproduc-
cion, la circulacion, el cancer, el dolor, y las enfer-
medades infecciosas.*25-27 Algunas de las molécu-
las activas de P. major incluyen a un glicésido de la
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clase de los monoterpenos (iridoide) llamado aucu-
bina, el alantién, la apigenina, la baicaleina, el aci-
do linoleico, el acido oleandlico y el sorbitol. Debi-
do a sus cualidades antitéxicas, antiinflamatorias y
expectorantes, esta planta ha sido de mucha utili-
dad en enfermedades pulmonares, en particular las
causadas por el tabaquismo. Ademas, las hojas de
P. major son ricas en beta-caroteno (vitamina A) y
calcio, pero también contienen acido ascorbico (vi-
tamina C).

Las hojas frescas de esta planta (figura 2) se ma-
ceran y se aplican en heridas para prevenir o curar
infecciones. A este respecto, se ha reportado que
un polisacarido del tipo pectina, aislado de dichas
hojas, previene la infeccion por Streptococcus
pneumoniae serotipo 6B en ratones singénicos, con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID).2¢ Di-
cho polisacarido también promueve la cicatrizacion,
al parecer, debido a su capacidad de activar al com-
plemento.?” Ademas, se demostré que inyecciones
subcutaneas, del fluido intracelular de esta planta,
poseen actividad profilactica en contra del desarro-
llo de tumores mamarios en ratones de la variedad
C3H. La frecuencia de formacion de tumores fue
del 93.3% en los controles y del 18.2% en los rato-
nes tratados.*®

Sin embargo, no se ha elucidado su(s) mecanis-
mo (s) de accion. La presencia de agentes inmuno-
potenciadores en esta planta podria explicar su ac-
cién profilactica en contra del desarrollo de tumo-
res mamarios en ratones.®> Ademas, muchos paté-
genos pueden ser eliminados (antes de que causen
el malestar asociado con la enfermedad) mediante
la estimulacion de respuestas inmunes no especifi-
cas. Se conoce que los extractos de plantas retar-
dan el desarrollo de enfermedades o pueden curar-
las. Algunos de estos extractos estimulan la inmuni-
dad humoral®®2® y celular®®32 en contra de virus,3*3
bacterias,***® hongos®'=® y protozoarios,***° y can-
Cer.4l'42

La potenciacion de parametros inmunolégicos,
inducida por extractos de plantas, podria ser rele-
vante en la clinica como adyuvantes en la terapia
de enfermedades como las infecciones virales cré-
nicas, la tuberculosis y el SIDA, y el cancer.

Resumen

Plantago major, también conocida como llantén, es
una hierba de jardin que se encuentra principalmente

en zonas templadas y célidas de todo el mundo. Las
hojas de esta planta se utilizan en forma tradicional
como medicina astringente, diurética, expectorante,
analgésica, antiinflamatoria, antireumatica, antican-
cer, y para el tratamiento de infecciones virales y
parasitarias. Sin embargo, no se ha elucidado su
mecanismo (s) de accién. Nosotros encontramos que
extractos metandlicos, libres de endotoxina, de ho-
jas de Plantago major, a concentraciones de 50, 100,
250, y 500 pg/ml, se asociaron con incrementos de
44+1,6=+x1,12+0.4,y18 *+ 0.4 veces en la
produccion de 6xido nitrico (NO), e incrementos en
la producciéon de factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-0) (621 % 31, 721 *+ 36, 727 + 36, y 1056
=+ 52 U/ml, con respecto a las concentraciones an-
tes mencionadas) por macréfagos peritoneales de
rata, en ausencia de interferén-gamma (IFN-y) o li-
popolisacarido (LPS). No se detectd produccién de
NO y TNF-a por macrofagos sin tratar. Ademas, los
extractos de Plantago major potenciaron la prolife-
racion de linfocitos de timo de rata estimulados con
concanavalina A (Con A) (incrementos de 3 a 12
veces) en una forma dependiente de la concentra-
cion de Plantago major, al compararse con el efec-
to individual de Con A. La potenciacion de parame-
tros inmunoldégicos inducida por metabolitos secun-
darios de extractos de plantas, podria ser relevante
en la clinica como adyuvantes en la terapia de en-
fermedades como las infecciones virales cronicas,
la tuberculosis y el SIDA, y el cancer.

Palabras clave: Plantago major, inmunopotencia-
cion, linfocitos, macréfagos.

Abstract

Plantago major, also known as llantén, is a weed
found in temperate zones worldwide. Plantago
major”s leaves have been associated with various
biological properties ranging from antiinflammatory,
antimicrobial and antitumor to wound healing. How-
ever, its mechanism (s) of action remains to be eluci-
dated. We found that endotoxin-free methanolic ex-
tracts from Plantago major leaves, at doses of 50,
100, 250, and 500 mg/ml, were associated with
44 +1, 6+1, 12 + 0.4, and 18 + 0.4-fold in-
creases of nitric oxide (NO) production, and in-
creased tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) pro-
duction (621 + 31, 721 + 36, 727 £ 36, and 1056
+ 52 U/ml, respectively) by rat peritoneal macro-
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phages, in the absence of interferon-gamma or
lipopolyssacharide. NO and TNF-a production by
untreated macrophages was negligible. In addition,
Plantago major extracts potentiated concanavalin A
(Con A)-induced lymphoproliferation (3- to 12-fold
increases) in a dose-dependent fashion, compared
with the effect of Con A alone. The regulation of
immune parameters induced by plant extracts may
be clinically relevant in numerous diseases including
chronic viral infections, tuberculosis, AIDS, and can-
cer.

Keywords: Plantago major, immunopotentiation,
lymphocytes, macrophages.
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