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RESUMEN

Al fruto del granado (Punica granatum L.), de
la familia Punicaceae, se le atribuyen diferentes
efectos farmacoldgicos, tales como antimicrobiano,
antioxidante y antiviral. A pesar de su potencial
utilidad terapéutica, son pocos los estudios que han
evaluado la toxicidad de este fruto y el conocimiento
de esta area es de gran importancia, previo a su uso en
humanos. El objetivo de este estudio fue evaluar las
modificaciones tisulares en la piel de ratones, después
de la administracion del extracto del pericarpio de la
Punica granatum, s6lo, o en combinacion con sulfato
ferroso. Ratones hembras NMRI sanas, recibieron una
aplicacion diaria del compuesto, en la piel, durante
3 dias consecutivos. Al 4to y 8vo dia, se tomaron
biopsias del tejido para evidenciar la toxicidad
aguda y subaguda, respectivamente. Los grupos de
ratones que recibieron el extracto del pericarpio de la
granada con sulfato ferroso y el sulfato ferroso solo,
presentaron cambios tisulares minimos al 4to dia, los
cuales desaparecieron al 8vo dia. No se observaron
alteraciones histologicas en el grupo donde se aplico
el extracto solo. Se demuestra una baja toxicidad del
compuesto, en forma tdpica sobre la piel murina, lo
cual permite continuar ensayos terapéuticos seguros
usando animales.
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ABSTRACT
The pomegranate fruit (Punica granatum L) from

the family of Punicaceae has been reported different
pharmacological effects such as antimicrobial,

antioxidant and antiviral. Even though their
therapeutics property has been demonstrated, there
are a few studies that have evaluated the toxicity of this
fruit. The knowledge in this area is an important issue
before their use in human. The subject of this study
was to evaluate the tissue damage over the skin of the
mice after the extract of the pericarp from pomegranate
was used alone or in combination with ferrous sulfate.
Healthy female NMRI mice were included in the study
to receive the substance, during 3 days over the skin.
After that, biopsy from the skin of mice was taken at 4th
and 8t day, in order to know the acute and sub-acute
toxicity, respectively. Both, mice that received rind
pomegranate extract plus ferrous sulfate and ferrous
sulfate alone showed tissue damage at 4t day and these
changes disappeared at 8th day. We did not observe
histological alterations in the pomegranate pericarp
extract alone group. Our results suggest a low toxicity
for pomegranate rind used as topic substance in the
skin of mice making safe their use in animal studies,
without high toxic risk.
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INTRODUCCION

El granado (Punica granatum L.,) de la familia
Punicaceae, es un arbol pequefio, de frutas, cuyo
pericarpio es de color amarillo a rojizo, de pulpa acida
y con una gran cantidad de semillas [1]. Los estudios
fitoquimicos de esta fruta han revelado la presencia
de varios compuestos que podrian tener uso futuro en
medicina. Asi por ejemplo, del material foliar se han
aislado y caracterizado varios compuestos que incluyen
a la corilagina, punicafolina, granatina A y B [2]; la
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estrictinina y los galotaninos 1,2,4,6-tetragaloilglucosa
y 1,2,3,4,6-pentagaloilglucosa [3]. En el pericarpio se
encuentran la punicalagina y la punicalina [4]; cuyas
estructuras estan en una mezcla en equilibrio de sus
anomeros oy B [5]. A partir de la hoja se han aislado:
brevifolina, corilagina; 3,6-(R) hexahidroxidifenoil-
(a/B)-1C4-glucopiranosa; 1,2,6-tri-0-galoil-B-4C -
glucopiranosa; 1 ,4,6-tri-0-galoil-B-4C1—glucopiranosa;
acido eldgico; 3,4,8,9,10-pentahidroxidibenzo [b,d]-
piran-6-ona; granatina B; punicafolina y geraniina.
Nawwar y col. [6] reportan, usando la RMN, la
estructura de un nuevo compuesto, el 1,2,3-tri-o-
galoil—B—“Cl-glucopiranosa. También se han reportado
dos nuevos elagitaninos: el acido dieldgico ramnosil
(1—4) glucopirandsido y el 5-O-galoilpunicacorteina
D [7].

Esta gran variedad de sustancias que estan presentes,
en las diferentes partes del arbol, le confieren algunas
propiedades farmacoldgicas; entre las que destacan:
propiedades antibacterianas contra Staphylococcus,
Escherichia coli'y Salmonella typhi, actividad antioxidante
y antiviral, entre otras [8-10].

A pesar de la extensa informacion, en cuanto a las
propiedades terapéuticas del granado, son pocos los estudios
que evaltan la citotoxicidad y dermotoxicidad de este fruto,
en especial del pericarpio, y el conocimiento de esta area
es de gran importancia previo al uso en humanos. En este
sentido, solo se ha reportado que el extracto acuoso de la
granada no presenta efectos téxicos ni mutagénicos, en
ratones y ratas [11]. Sin embargo, estos estudios fueron
realizados en ratones alimentados con el fruto, sin usar el
pericarpio.

En el presente estudio se evalud el efecto dermotdxico
del pericarpio de Punica granatum, sola o en combinacion
con sulfato ferroso, en la piel intacta de ratones sanos. La
adicion del sulfato ferroso se debe a reportes previos que
indican un aumento de la actividad antioxidante cuando
esta solucion esta presente [12].

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto: El extracto se prepard
a partir del pericarpio de la granada (PPg) licuado en
agua destilada (25% p/v), y calentado hasta ebullicion
por 10 min., se centrifugd (20.000 g por 30 min.), y
el sobrenadante fue autoclavado (121°C, 15 min.) y
diluido para obtener una concentracion de 1 mg/mL;
esta fue la soluciéon madre utilizada en el ensayo, a
partir de la cual se hicieron las sucesivas diluciones.

El FeSO,.7H,0 se prepard a una concentracion
de 4,8 mmol/L y fue esterilizada por filtraciéon a
través de Acrodiscos (Gelman Sciences, Alemania)
de 0,22 pm de poro, y usada inmediatamente después
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de su preparacion. Las muestras se prepararon al
mezclar el extracto con el sulfato ferroso o agua en
una proporcién de 2,3:1 (extracto: sulfato ferroso o
extracto: agua, segun el caso).

Animales de experimentacion: Se incluyeron en
el estudio 12 ratones NMRI, hembras de 8 semanas
de edad formando cuatro grupos (3 ratones por cada
grupo). El estudio fue aprobado por el Comité de ética
local. Se rasur¢ el dorso de cada animal y los grupos
recibieron las siguientes sustancias aplicadas en la piel
usando un pincel:

Ratones Control (RC): Solucioén fisioldgica.

Ratones Grupo I (RI): Compuesto PPg E al 1%.

Ratones Grupo II (RII): Compuesto PPg al
1%+Sulfato Ferroso.

Ratones Grupo III (RIII): Solucion de Sulfato Ferroso.

Los ratones recibieron una aplicacién diaria de
los compuestos asignados en cada grupo, durante 3
dias. Al finalizar la aplicacién de las sustancias se
tomd una biopsia de piel al 4to y al 8vo dia post-
tratamiento y se compararon histologicamente con
el grupo control (RC). La primera biopsia permitid
evaluar los efectos adversos agudos, posteriores al uso
del PPg, y la segunda los efectos sub-agudos. En cada
caso, se midid la intensidad y la severidad de la lesion
(lesiones mas severas indicaban una mayor toxicidad
del compuesto).

Biopsia de piel: Las biopsias de piel fueron
tomadas del dorso del animal, previa anestesia local
con lidocaina al 2%, teniendo cuidado de incluir la
zona de aplicacion; éstas fueron inmediatamente
colocadas en una solucién de formol tamponado al
10% y almacenadas hasta su analisis.

Los tejidos fueron incluidos en bloques de parafina
y cortados, usando un microtomo (American Optical,
USA), con un espesor de 4 micras. Una vez colocados
en una ldmina portaobjetos, fueron coloreados
con una solucion de hematoxilina y eosina (HE) y
observadas al microscopio Optico, con aumentos de
20X y 40X. Se evaluaron los siguientes pardmetros de
severidad: Presencia de edema, infiltrado inflamatorio,
tumefaccidén vascular, hemorragia y necrosis. La
intensidad de estos parametros fue expresada como
sigue: - ausente, + leve, ++ moderado y +++ severo.
Esta escala se aplico a las biopsias tomadas, tanto al
4to dia como al 8vo dia post-tratamiento.

RESULTADOS

Determinacion de la toxicidad aguda y sub-
aguda en la piel de los ratones: La Tabla 1 muestra
la presencia de los hallazgos histolégicos indicativos
de dafio tisular en cada grupo.




TABLA1
Cambios histolégicos observados en la piel murina, al 1€
y 8'° dias después del uso topico del extracto del pericarpio
de la granada (Punica granatum) con y sin sulfato ferroso.

Parametros RC RI RII Rl
Dia 1 8 1 8 1 8 1 8
Edema - - - -+ - + _
Infiltrado inflamatorio B T - -
Tumefaccion vascular - - - -+ - -
Hemorragia - - - - e - -
Necrosis - - - - - - - -

Ausente: -, Leve: +, Moderado: ++, Severo: +++. RC: Ratones control donde se aplico
solucion fisiologica, RI: Ratones donde se uso el PPg, RII: Ratones en contacto con PPg
y sulfato ferroso, RIII: Ratones que recibieron solo sulfato ferroso. PPg: Pericarpio de
la Punica granatum.

Se observd que a las 24 horas después del uso de
los compuestos, tanto el grupo control como el grupo
RI (PPg), no mostraron lesiones (Fig. 1).

Figura 1. Estudio histopatologico de la piel de ratones, usando
la coloracion de hematoxilina y eosina (Aumento 200X). 1A:
Grupo Control (RC). 1B: Grupo RI (Tratados con PPg). No
se observaron lesiones.

El grupo RII (PPg y Sulfato ferroso) presentd
lesiones dadas por: edema, infiltrado inflamatorio y
tumefaccion, sin hemorragia ni necrosis. Estas lesiones
fueron de leve a moderado, con ausencia de lesiones
severas en los grupos estudiados (Fig. 2).

W,

Figura 2. Composicion que muestra las alteraciones
histopatolégicas del Grupo RIl (Tratados con PPg+Sulfato
Ferroso). 2A: En la dermis hay inflamacion y edema (100X).
2B: Amayor aumento se observa el edema (E) y la presencia
de polimorfonucleares (PMN, flechas) [200X]. 2C: Vaso
sanguineo con células endoteliales tumefactas (T) [200X].
Coloracion: Hematoxilina y eosina.
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El grupo RIII (Sulfato ferroso) presentd solamente
edema en grado leve (Fig. 3).

Figura 3. Estudio histopatoldgico, coloreado con hematoxilina-
eosina, de la piel de ratones del Grupo RIII (tratados solamente
con Sulfato Ferroso). Se aprecia la presencia de edema en la
dermis. Aumento: 200X.

Los tejidos recolectados a los 8 dias no mostraron
ninguna lesion y su histologia fue igual a la del grupo
control. Los efectos indeseables solo se observaron
en el 4to dia del estudio y desaparecieron a los 8 dias.

Se observo una mayor cantidad de lesiones,
con una intensidad de leve a moderada, en el grupo
donde se combiné el uso del PPg con el sulfato
ferroso. Asi mismo, en este grupo se evidencid que
el infiltrado celular inflamatorio estuvo compuesto,
principalmente, por eosindfilos. Escasos neutrdfilos
fueron observados.

DISCUSION

Elinterés por el estudio de las diferentes partes que
componen el arbol de la granada se debe a que esta
planta contiene numerosos compuestos con diferentes
actividades farmacologicas, las cuales pudieran ser
usadas en la medicina actual [14,15]. Dentro de
estos compuestos, destacan las antocianinas y los
taninos, los cuales presentan actividad antimicrobiana
contra varias bacterias que incluyen Staphylococcus
aureus, E. coliy S. typhi [8,15,16]. Asi mismo, los
compuestos delfinidina, cianidina y pelargonidina,
presentes en la fruta, tienen actividad antioxidante a
nivel del cerebro de ratas, y un efecto protector en el
dafio hepatico, por tetracloruro de carbono, en estos
animales [17,18]. El jugo de la granada muestra una
gran actividad antioxidante, la cual es tres veces mayor
que la encontrada en el vino tinto y el té¢ verde [19].
Esta accion antioxidante pudiera incrementarse con la
adicion del pericarpio, pero su efecto toxico sobre los
tejidos y las células no son bien conocidos.

Nuestro interés en el estudio del pericarpio se
debe a reportes que le atribuyen actividad antiviral,
especialmente contra los virus del Herpes simple tipo
ly 2 y el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

17



18

[10,20,21], por lo que esta parte de la fruta es candidata
a ser usada como viricida tdpico en el tratamiento
de las afecciones cutaneas causadas por el herpes y
en la eliminacion del VIH en los sitios de entrada,
principalmente las mucosas (vaginal, anal y rectal).
Como un paso previo a los estudios en humanos, se
determind el efecto tdxico en la piel murina y no se
encontraron efectos citotdxicos importantes sobre
el modelo celular usado. Sin embargo, mas estudios
deben ser realizados, con otros sistemas celulares, para
detectar posibles efectos citotdxicos.

Los estandares internacionales para la evaluacion
de compuestos, con potencial uso en medicina,
recomiendan la realizacion de estudios preclinicos,
usando lineas celulares establecidas o células humanas
cultivadas in vitro. Para el caso de células humanas,
se prefieren aquellas mas susceptibles al efecto tdxico
de la sustancia, como lo son los glébulos rojos y otras
células de la sangre [22]. Las células mononucleares,
presentes en la sangre, son muy labiles al efecto de
una gran variedad de estimulos como las radiaciones,
bacterias y compuestos. En vista de esta caracteristica,
un estudio previo usoé células mononucleares humanas
para evaluar el efecto toxico de este mismo compuesto,
no encontrando diferencias en la viabilidad celular a
las diferentes concentraciones de PPg usadas [23].
Asi mismo, no hubo diferencias significativas en la
toxicidad del compuesto cuando se le adiciono el
sulfato ferroso, el cual, como lo reporta la literatura,
potencia sus propiedades farmacologicas [4,19]. El
mecanismo de accidn, posiblemente, se debe a su
capacidad de actuar como agente antioxidante.

En un estudio realizado por Martell y col. [24],
empleando el reactivo de Udenfriend, el cual consiste
en una mezcla de Fe(I)-EDTA-4cido ascorbico-
oxigeno molecular, usado para hidroxilar sustratos
orgdnicos, se indujo la formacion de radicales
hidroxilo, como el generado en la reaccidon de Fenton
usada en este estudio. Se podria especular que los
polifenoles de PPg participan en este tipo de reaccion
y actian de manera similar al EDTA. Por otra parte,
el &cido ascorbico que podria estar libre en el extracto
de la punica de la granada, actuaria como la especie
coordinada al idn ferroso, potenciando la accidn, pero
al mismo tiempo, los mismos polifenoles podrian ser
hidroxilados y actuar como agentes barredores de
radicales libres.

El estudio histologico de la piel de los ratones no
mostro efectos adversos considerables. Inicialmente,
se observaron cambios caracterizados por edema en el
grupo donde se usd solo el i6n, y se apreciaron ademas
de edema, tumefaccion vascular e inflamacion, con
ausencia de lesiones tisulares graves como hemorragia
y necrosis cuando se aplico el PPg en combinacion
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con el sulfato ferroso. Pero tales modificaciones
desaparecieron en un tiempo maximo de ocho dias,
lo cual permite concluir que los cambios histoldgicos
en la piel murina, tras la aplicacién de la sustancia,
fueron reversibles.

Estos resultados demuestran la inocuidad del
compuesto PPg en los keratinocitos murinos, lo que
permitiria la utilizacion del extracto en aplicaciones
topicas para el tratamiento de las lesiones causadas por
virus. Se recomienda la realizacion de estudios futuros
a fin de evaluar la eficacia del compuesto PPg, como
antiviral tdpico, y su comparacion con los farmacos
actualmente disponibles en Venezuela.
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