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Resumen

Las células mononucleares (CMSP), de sangre periférica, se separan por la técnica de fico-
1I-hypaque, se ajustan a 2x10°cel/pozo y se incuban con un extracto acuoso del pericarpio de la
granada (Punica granatumL.) (PRE), con y sin sulfato ferroso, a concentraciones de 25, 12,5,
10, 7,5, 5y 2,5 ug/pozo. Un duplicado fue sometido a estrés de CO,. El porcentaje de viabilidad
para todas las concentraciones usadas en presencia de sulfato ferroso fue 99% y 98% sin sulfa-
to ferroso. El duplicado estresado, a concentraciones superiores a 7,5 ug/pozo, mostré una via-
bilidad superior al 80%. Se demuestra baja toxicidad de PRE, con o sin sulfato ferroso, garanti-
zando su uso en estudios humanos sin riesgo téxico y con efecto antiestrés.
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Antistress effect of the pericarp extract from Punica
granatum L. In human peripheral blood mononuclear cells

Abstract

Mononuclear cells (CMSP) from peripheral blood, were separated using ficoll-hypaque
technique, adjusted to 2x10° cell/well and incubated with an aqueous extract (PRE) from the
fruit rind of pomegranate (Punica granatum L.), with and without ferrous sulphate, at 25,
12.5, 10, 7.5, 5 and 2.5 ug/well. One duplicate was tested under CO, stress. Viability for the
whole range with ferrous sulphate was 99% and without ferrous sulphate 98%. The stress du-
plicate, for ratios over 2.5 ug/well, shows viability over 80%. The results showed a low toxicity
for PRE, with and without ferrous sulphate, warranting its use in human, without toxic risk
and with anti-stress effect.

Key words: Antistress; mononuclear cell; polyphenols; Punica granatum; toxicity.

Introduccion rojizo, de pulpa acida y con gran cantidad de
semillas (1). Los varios efectos farmacologi-
cos referidos a esta planta datan de tiempos
remotos: Recomendada como vermifugo por
Celsio, Discordio y Plinio, es mencionada en

El granado (Punica granatum L.,) de la
familia Punicaceas, es un arbol pequeno, de
frutas cuyo pericarpio es de color amarillo
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los Papiros de Ebers (Egipto, 1550 BC), en la
mitologia griega y en la Biblia (2).

En estudios mas recientes se han re-
portado: Actividad antimicrobiana contra
varias bacterias (3, 4), incluyendo el Staphi-
lococcus aureus (5).

Actualmente se ha incrementado el in-
terés en la actividad antioxidante (6-8), acti-
vidad antimutagénica (9, 10), actividad anti-
viral (11, 12), reductor de los sintomas de la
peritonitis cronica. (13) y antimicoético (14).
Se han realizado algunos estudios en rato-
nes donde se reporta que la punicalagina no
tiene efecto toxico (15)

En cuanto a los estudios fotoquimicos,
varios constituyentes han sido reportados:
A partir de material foliar se han aislado y
caracterizado: corilagina, punicafolina, gra-
natina Ay B (16), la estrictinina, ademas de
los galotaninos: 1, 2, 4, 6-tetragaloilglucosa
v 1, 2, 3, 4, 6-pentagaloilglucosa (17). La pu-
nicalagina y la punicalina han sido aisladas
del pericarpio (18) cuyas estructuras se en-
cuentran en una mezcla en equilibrio de sus
anomeros a y f (19). El acido carboxilico bre-
vifolina, brevifolina, corilagina, 3,6-(R)-h-
exahidroxidifenoil-(«/fB)-'C,-glucopiranosa,
1, 2, 6-tri-o-galoil-3-"C,-glucopiranosa, 1, 4,
6-tri-o-galoil-3-"C,-glucopiranosa, acido ela-
gico, 3, 4, 8, 9, 10-pentahidroxidiben-
zob,d-piran-6-ona, granatina B, punicafoli-
nay geraniina, fueron aislados de la hoja, y
los autores reportan una nueva interpreta-
cion de la RMN y han establecido la estruc-
tura de un nuevo compuesto, el 1, 2, 3-tri-
o-galoil-8-'C,- glucopiranosa (20). También
se han reportaron dos nuevos elagitaninos:
el acido dielagico ramnosil (1—>4) glucopi-
ranosido y el 5-O-galoilpunicacorteina D
(21) (Figura 1).

A pesar de la extensa informacion, en
cuanto a las propiedades terapéuticas del
granado, son pocos los estudios que evaluan
la toxicidad de este fruto y el conocimiento
de esta area, es de gran importancia previo
uso masivo en humanos. En este sentido,

Amorin et al. no encontraron efectos téxicos
ni mutagénicos, en ratones tratados con un
extracto acuoso de la granada (22). Sin em-
bargo estos estudios fueron realizados en
ratones y la evidencia en lineas celulares
humanas es escasa.

En el presente estudio se evaluo el efec-
to téxico de la Punica granatum sola o en
combinacion con sulfato ferroso, en células
humanas susceptibles del sistema inmuno-
logico. Asi mismo, estudiamos el efecto cito-
protector del compuesto en este grupo celu-
lar, cuando es expuesto a condiciones cono-
cidas como de “estrés fisiolégico” que inclu-
yen hipoxia, hipercapnia e hipotermia.

Materiales y Métodos

Preparacion del extracto y diluyentes

El extracto se preparo a partir del peri-
carpio de la granada (PRE) licuando en agua
destilada (25% p/v), y calentado hasta ebu-
llicién por 10 min, se centrifugé (20,000 g
por 30 min), y el sobrenadante fue autocla-
vado (121°C, 15 min) y diluido para obtener
una concentracion de 1mg/mL: este fue el
stock empleado en el ensayo (12, 23).

La solucion de sulfato ferroso
(FeSO,.7H,0) fue usada para potenciar la
accion antioxidante de los polifenoles del ex-
tracto de la granda. E1 FeSO,.7H,O se prepa-
ré6 a una concentracion de 4,8 mmol/L, fue
esterilizada por filtracién a través de Acro-
discos (Gelman Sciences) de 0,22 um de
poro, usada inmediatamente después de su
preparacion y protegida de la luz. Las mues-
tra se prepararon al mezclar el extracto con
el sulfato ferroso o agua en una proporcion
de 2,3:1 (extracto: sulfato ferroso o extracto:
agua, segun el caso).

Material biolégico

Las células mononucleares (CMSP)
fueron obtenidas de sangre periférica de do-
nantes voluntarios sanos, por venopuncion
en el antebrazo derecho. La alicuota fue di-
luida v/v con una solucion buffer fosfato sa-
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Figural. Principales componentes reportados en la Punica granatum L.
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lina (PBS) y sometida a separacion lenta
para la obtencion de los linfocitos (ficoll-
hypaque) (24, 25), centrifugadas a 2000 rpm
durante 30 min a 18°C. Transcurrido este
tiempo se extrajo la capa media de la separa-
cion resultante, la cual contenia las CMSP.
Las células fueron lavadas 3 veces con PBSy
centrifugadas (1300 rpm por 10 min a
18°C). Después del ultimo lavado se resus-
pendieron en 5 ml de medio de cultivo RPMI
1640 suplementado con 5% de suero bovino
fetal y antibioticos. Se realiz6 el contaje ce-
lular usando un microscopio invertido.

Ensayo biolégico

Las células fueron resuspendidas en
medio hasta lograr una concentracion final
de 2 x 10° cel/mLy 100 uL de esta suspen-
sion celular colocada en cada pozo de una
placa de poliestireno de 96 pozos. Cada en-
sayo fue realizado por duplicado.

Las células fueron incubadas con PRE a
concentraciones de 25, 12,5; 10, 7,5; 5y 2,5
ug/pozo con y sin la adicién de sulfato ferro-
so, por 48 horas. Finalizado el periodo de in-
cubacion se determiné la viabilidad celular
por el método de exclusion con el colorante
trypan blue (26) y se comparé con el grupo
control o células incubadas sin el extracto.

Actividad antiestrés

Unareplica de las muestras bajo idénti-
cas condiciones anteriormente descritas, fue
sometido a un flujo continuo de CO, durante
40 min hasta lograr hipercapnia, a tempera-
tura ambiente entre 25y 28°C (hipotermia) y
bajas presiones de oxigeno (hipoxia).

Resultados

El porcentaje de viabilidad celular de
las muestras incubadas con el extracto mas
sulfato ferroso fue de 99% para todas las
concentraciones usadas en el estudio, com-
parado al control. La viabilidad celular de
las muestras incubadas con el extracto sin
sulfato ferroso estuvo en el rango entre 99 y
98%, representado en la Tabla 1.

Tabla 1
Porcentajes de viabilidad celular de las células
mononucleares humanas de sangre periférica
expuestas al PRE con y sin sulfato ferroso

Viabilidad celular (%)

Concentracion PRE sin PRE con

(g/pozo) sulfato sulfato
ferroso ferroso

2,5 98 99

5 99 99

7.5 99 99

10 99 99

12,5 100 99

25 929 99

PRE: Extracto del pericarpio de la Punica granatum.

Las células estresadas, en términos ge-
nerales, disminuyeron su viabilidad a con-
centraciones bajas de PRE con o sin sulfato
ferroso (53% y 60% respectivamente, a la
concentracion de 2,5 ug/pozo). El aumento
de la concentracion de PRE (7,5 ug/pozo en
adelante) provoc6 un aumento en la viabili-
dad celular de 81 y 100% (con y sin sulfato
ferroso respectivamente). Se establecio que
la presencia del extracto protegio a las célu-
las del estrés y este efecto parece ser do-
sis-dependiente, tal como se representa en
la Figura 2.

Discusion y Conclusién

Los estandares internacionales de eva-
luaciéon 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 efec-
to toxico de las sustancias, como lo son los
globulos rojos y otras células de la sangre
(28). Las células mononucleares, presentes
en la sangre, son muy labiles al efecto de
una gran variedad de estimulos como las ra-
diaciones, bacterias y compuestos. En vista
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Figura 2. Grafica comparativa de la viabilidad de las células mononuclares de sangre periférica
humana (%), incubadas a varias concentraciones del extracto de Punica granatum L. (g/p0z0)
en presencia o ausencia de sulfato ferroso, sometidas a estrés de CO,, hipoxia e hipotermia,
comparadas contra duplicados de células no estresadas. SIN Fe= PRE sin FeSO,, CON
Fe= PRE con FeSO,, + estrés= sometido a estrés, -estrés= no sometido a estres.

de esta caracteristica se seleccion6 el pre-
sente sistema para evaluar el efecto toxico
del compuesto en estudio. La adicion de sul-
fato ferroso al extracto, no revel6 una dife-
rencia importante en la viabilidad celular,
representados en la Tabla 1, abriendo nue-
vos caminos para interpretar las propieda-
des farmacolégicas que se atribuyen a la
granaday la capacidad potenciadora del Ion
ferroso (12, 23). El mecanismo de accion,
posiblemente se debe a su capacidad de ac-
tuar como agente antioxidante (29). En un
estudio realizado por Martell y Taqui Khan
(1973), empleando el reactivo de Uden-
friend, el cual consiste en una mezcla de
Fe(II)-EDTA-acido ascorbico-oxigeno mole-
cular, los autores usaron esta reaccion para
hidroxilar sustratos organicos, y encontra-
ron la formaciéon de radicales hidroxilo,
como el generado en la reaccion de Fenton
(30), nosotros podriamos especular que los
polifenoles de PRE podrian estar involucra-
dos en este tipo de reaccion y actuar de ma-
nera similar al EDTA, por otra parte, el acido
ascorbico que podria estar libre en el extrac-

to, actuando como la especie coordinada al
Ion ferroso, potenciando la accién, pero al
mismo tiempo los mismos polifenoles po-
drian ser hidroxilados y actuar como agen-
tes barredores de radicales libres. La pro-
duccion de metabolitos daninos para las cé-
lulas, podrian ser elaborados como conse-
cuencia del propio estrés celular, pero com-
puestos polifenolicos presentes en el extrac-
to de Punica granatum L., sin efecto téxico
(31), probablemente ejercieron un efecto
protector (32).

Las plantas son probablemente la
fuente mas importante de agentes terapéu-
ticos, una gran cantidad de principios acti-
vos, usada hoy en dia como drogas, han sido
aisladas del mundo vegetal (27). Nuevos
agentes terapéuticos sin efectos té6xicos son
siempre bienvenidos.

En este trabajo, nosotros encontramos
que la granada, empleada por el hombre
desde tiempos antiguos, adjudicandole un
sin numero de actividades farmacoldgicas,
no exhibio efectos citotéxicos importantes
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sobre las células mononucleares humanas,
garantizando su uso en estudios en huma-
nos, sin riesgo toéxico. Ademas demostro
proteger a estas células del efecto deletereo
inducido en el laboratorio.
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