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RESUMEN

Las enfermedades inflamatorias autoinmunes son cada vez mas comunes en
nuestra sociedad, afectando a un elevado nimero de personas y empeorando su
calidad de vida. La ausencia de tratamientos que conduzcan a la cura de estas
enfermedades, asi como la agresividad de los tratamientos actuales que permiten
controlar los sintomas, ha aumentado el interés por la bdsqueda en la naturaleza de
nuevos productos eficaces en su tratamiento, como es el caso de la granada (Punica
granatum). En los ultimos afos se han llevado a cabo un elevado nimero de estudios
que ponen de manifiesto el potencial terapéutico de la granada y/o sus compuestos
bioactivos en la inflamacion y sistema inmune. Es por ello, que el objetivo de este
trabajo es recopilar las investigaciones cientificas mas notables del papel que
desempeiian Punica granatum y sus compuestos en las enfermedades inflamatorias
autoinmunes mas prevalentes, asi como profundizar en los mecanismos moleculares y
su posible potencial terapéutico. Tanto la granada como sus compuestos bioactivos
han demostrado poseer un potencial terapéutico en los estudios preclinicos de
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide y esclerosis multiple
disminuyendo los niveles de multiples pardmetros inflamatorios, con la consiguiente
atenuacién de la inflamacién, caracteristica comun en todas estas patologias. Entre los
compuestos bioactivos de la granada, cabe destacar la accion del acido elagico, el
acido punico, las urolitinas y las punicalaginas, polifenoles con una alta capacidad
antioxidante y antiinflamatoria. Por otro lado, los ensayos clinicos disponibles son muy
limitados, sobretodo en la esclerosis multiple (EM), pero resultan prometedores. La
puesta en marcha de ensayos clinicos adicionales que refuerzan el potencial
terapéutico de Punica granatum y/o sus compuestos bioactivos descrito en los
estudios preclinicos resultan claves para la incorporacion de éstos hoy dia a la terapia
convencional y/o prevencién de la la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), artritis

reumatoide (AR) y EM.

Palabras clave: acido elagico, autoinmune, enfermedades inflamatorias, granada,

inflamacidn, Punica granatum.
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1. INTRODUCCION

1.1. PUNICA GRANATUM

La granada (Punica granatum L.) es una fruta cuya importancia es conocida
desde la antigliedad, no sélo por su valor alimenticio sino por sus propiedades
beneficiosas para la salud. Si bien, en los ultimos afios, se ha visto un aumento en el
estudio de esta fruta, lo que ha llevado al conocimiento de muchas propiedades y a su
utilizacién para el tratamiento y prevencion de multiples de enfermedades (Yaniv et

al., 2014).

1.1.1. Caracteristicas botanicas
El granado, de la familia Punicaceae, es un arbusto caducifolio de 2-5 metros

(m) de altura, ramas espinosas y corteza de color marrén claro, con hojas opuestas,
oblongas-lanceoladas, enteras y brillantes, que miden 5 a 8 centimetros (cm) de
longitud (del Villar y Melo, 2010). El fruto, la granada, es una baya, que tiene unos 12
cm de didmetro y forma hexagonal, piel rojiza y gruesa y alrededor de 600 semillas,
cada una de ellas rodeada por una pulpa cargada de agua astringente, que es lo que
conocemos como arilo y que varia de color de blanco a rojo oscuro o morado (Reza et

al., 2012).

1.1.2. Origen geografico y produccion
El origen geografico del granado es Oriente Proximo (Yaniv et al., 2014). Se

caracteriza por su capacidad de adaptacion al terreno, pudiendo crecer en zonas aridas
y semidridas (Calin et al., 2015), por lo que su cultivo esta ampliamente distribuido por

todo el mundo.

1.1.3. Composicién quimica de la granada
Recientes ensayos preclinicos han puesto de manifiesto las extraordinarias

actividades antioxidantes, anticancerosas y antiinflamatorias de este alimento
funcional gracias a sus constituyentes bioactivos fundamentalmente: antocianinas
(delfinidina, cianidina y pelargonidina); taninos no hidrolizables como las
punicalaginas, acido eldgico y acido gdlico y otros taninos hidrolizables en adicién a

compuestos flavénicos (quercetina, kanferol, luteonina y miricetina), 4cidos grasos



poliinsaturados (acido punico) sus derivados y metabolitos entre otros. Esta
combinacidon de compuestos confiere a la granada unas propiedades antioxidantes
muy superiores a la de otros antioxidantes (incluido el vino tinto y el té verde) que
implican un potencial papel beneficioso en la prevencién de patologias relacionadas

con el estrés oxidativo, inmunomodulacion, inflamacién y cancer (Jurenka, 2008).
En cuanto a la composicién quimica de la granada:

La corteza representa el 60% de la fruta, y es rica en diversos compuestos como

los que a continuacion se detallan:

o fenoles

o flavonoides (incluyendo punicalaginas)

o proantocianidinas

o polisacdridos complejos

o minerales: calcio, nitrégeno, potasio, magnesio, fésforo y sodio.

A pesar del elevado numero de compuestos que presenta la corteza, la mayoria de
las propiedades bioldgicas asociadas a esta parte de la fruta se deben a la presencia de
flavonoides y taninos. Se trata de la parte de la fruta con mayor actividad antioxidante,
debido a su alto contenido en polifenoles. Los elagitaninos presentes en la corteza
incluyen a la punicalgina y la punicalina, conteniendo ambos acido galico, que es la
unidad basica para la formacidn de varios taninos. Ambos pueden ser hidrolizados a
acido eldgico, un fenol natural con una alta actividad antioxidante. A su vez, la
punicalgina estd presente en las semillas, corteza y zumo de la granada, y es un

compuesto exclusivo de la granada (Viladomu et al., 2013; Danesi et al; 2017).
El zumo de la granada es una fuente de:

o polifenoles

o taninos

o antocianidinas, incluyendo a las vitaminas Cy E y coenzima Q10

Sus principales compuestos antioxidantes son las antocianidinas y los derivados del
acido eldgico, que son los principales constituyentes del zumo y que le aportan a la

fruta su color caracteristico. Ademas, estas antocianidinas se han asociado a la



prevencion de enfermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes. El zumo de la
granada es la principal fuente de ingestion de esta fruta, y sus niveles de antioxidantes
son mucho mas elevados que los presentes en otros zumos naturales (Viladomiu et al.,

2013; Danesi et al., 2017).

Las semillas de la granada, aunque sdlo representan un 3% del peso de la fruta,
contienen muchos otros compuestos distintos a los polifenoles que pueden contribuir
a los beneficios para la salud que aporta la granada. Las semillas son una gran fuente

de lipidos, presentando unos niveles altos de acido linoleico y linolénico, asi como

acido oleico, punico y palmitico. (Viladomiu et al., 2013).

En la tabla 1 se resume la composicién quimica de la granada.

Tabla 1. Composicion quimica de Punica granatum (Tomado y adaptado de

Viladomiu et al., 2013)

Familia Compuesto Parte de la granada
Antocianidinas Cianidina-3,5- Corteza, semillas y zumo
diglucésido Corteza, semillas y zumo

Delfinidina-3-glucdsido
Cianidina-3-glucdsido

Pelargonidina-3-

Corteza, semillas y zumo

Corteza, semillas y zumo

glucdsdio

Taninos Punicalina Corteza, semillas y zumo
Punicalgina Corteza, semillas y zumo
Acido eldgico glucésido | Semillas y zumo
Acido elagico Semillas y zumo

Fenoles Acido galico Zumo

Acido cafeico

Cortezay zumo

Catequina Zumo
Antioxidantes Acido ascérbico Zumo
Vitamina E Zumo
Acidos organicos Acido citrico Zumo




Acido mélico
Acido tartarico

Acido isocitrico

Zumo
Zumo

Zumo

AzUcares

Glucosa
Fructosa
Sacarosa

Sorbitol

Corteza, semillas y zumo
Corteza, semillas y zumo
Corteza, semillas y zumo

Corteza, semillas y zumo

1.1.4. Propiedades farmacologicas

Son muchos los beneficios terapéuticos de la granada, que se atribuyen a

distintos mecanismos, de los que destacamos los siguientes:

- Accién antiinflamatoria. Esta accion es especialmente interesante en la zona

intestinal, debida principalmente a los elagitaninos y antocianidinas (Colombo et al.,

2013)

- Accidn preventiva de enfermedad cardiovascular, obesidad y diabetes, asociada a

las antocianidinas (Viladomiu et al., 2013)

- Accion anticarcinogénica (Yaniv et al., 2014). La granada tiene accidn sobre distintos

tipos de cancer, actuando, por ejemplo, a los siguientes niveles:

o Inhibiendo la metastasis del cancer de ovario gracias a la accién del acido
eldgico y la luteolina (Liu et al., 2017)

o Inhibiendo la metastasis del cancer de prdstata gracias a un zumo especifico de

granada (Wang et al., 2012)

o Accidn antiangiogénica y antiproliferativa del zumo de granada sobre el

mieloma multiple (Tibullo et al., 2016)

- Accion antioxidante (Viladomiu et al., 2013)

-Accion antimicrobiana (Yaniv et al., 2014) y antivirica, con accién de la punicalagina

coadministrada con iones de Zinc sobre el virus del Herpes Simple (Houston et al.,

2017)




- Accidon preventiva del extracto sobre la pérdida de densidad 6sea (osteoporosis)

(Spilmont et al., 2015)

- Capacidad retentiva con el consumo del zumo de granada en pacientes de edad
media y ancianos con problemas de memoria (Bookheimer et al., 2013). Ademads, hay
estudios en ratones sobre la accién de los polifenoles de la granada en la enfermedad

de Alzheimer (Rojanathammanee et al., 2013).

1.2. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS AUTOINMUNES
Las enfermedades inflamatorias autoinmunes se caracterizan por una

inflamacién patoldgica que a menudo deriva de la activacion anormal de las células
inmunes innatas por estimulos enddgenos o exdgenos (Park et al.,, 2012). Estas
patologias afectan aproximadamente al 5-8% de la poblaciéon causando morbilidad,

mortalidad y pérdidas econdmicas significativas (Bayry and Radstake, 2013).

Las enfermedades inflamatorias autoinmunes mdas comunes son: lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide, psoriasis, esclerosis multiple y enfermedad

inflamatoria intestinal (Toussirot et al., 2018).

Pese a los multiples avances realizados en los ultimos anos, la etiologia de estas
enfermedades sigue siendo desconocida. En el origen de estas enfermedades
participan multiples factores que confluyen entre si para dar origen a cada una de las
patologias autoinmunes conocidas. Entre estos elementos se incluyen la pérdida de los
mecanismos de tolerancia, factores de susceptibilidad genética (polimorfismos HLA,
genes no HLA y mecanismos epigenéticos), factores ambientales (agentes vivos de
enfermedad, agentes inorganicos, hormonas y otros) y factores inmunolégicos
(linfocitos reguladores, citoquinas y moléculas coestimulatorias, entre otros) (Pollard

et al., 2005).

El tratamiento se centra en el control rdpido de la inflamacién y la prevencién
del dafio tisular, con el objetivo de la remisiéon a largo plazo de la enfermedad,
mejorando asi la calidad de vida y previniendo el dano. Los principales farmacos
empleados para paliar los sintomas de estas patologias son los glucocorticoides, asi

como la terapia bioldgica (Pereira et al., 2015). Aunque estos tratamientos han



mejorado los signos y sintomas de estas enfermedades, solo son efectivos en una
fraccion de pacientes y poseen otras limitaciones como el requerimiento de su
administracion por via parenteral, sus efectos secundarios asi como su alto coste

econdmico.

Por ello, en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas, hay que destacar la
terapia nutricional, que en la actualidad mas alld de su soporte dietético, puede ejercer
efectos profilacticos carentes de las reacciones adversas que acompafian a la

farmacoterapia clasica en estas patologias de base autoinmune (Stuchlik y Zak, 2002).

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
Las terapias alternativas han experimentado un gran auge en los ultimos afios.

Vivimos en una sociedad en la que aumenta cada vez mas el niumero de personas
afectadas por enfermedades inflamatorias autoinmunes. Aunque la investigacidon
sobre estas enfermedades ha crecido y se han comercializado farmacos eficaces para
el tratamiento de éstas, no existen curas definitivas. Esto ha llevado a la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas, entre las que destaca la terapia nutricional. En los
ultimos anos, se ha puesto de manifiesto el potencial terapéutico de los alimentos
funcionales o aquellos alimentos que, independientemente de sus propiedades
nutritivas, poseen un efecto beneficioso para el organismo; es decir, su ingesta diaria,
dentro de una dieta equilibrada, contribuye a mantener o mejorar el estado de salud y

bienestar; uno de estos alimentos funcionales es la granada.

Dada la relevancia del papel beneficioso de la granada y sus compuestos
bioactivos en diversas patologias autoinmunes, estos han sido protagonistas de

numerosos estudios en la Ultima década.

Por ello, el objetivo del presente trabajo ha sido recopilar las investigaciones
cientificas mas notables del papel que desempefian Punica granatum vy sus
compuestos bioactivos en las enfermedades inflamatorias autoinmunes mas
prevalentes, asi como profundizar en los mecanismos moleculares y su posible

potencial terapéutico.



3. METODOLOGIA
Para la localizacion de los documentos bibliograficos se utilizaron varias bases

de datos cientificas, entre ellas: PuBMed, MedlinePlus y Clinical Trials. La combinacion
de palabras clave vy filtros ha resultado vital para la busqueda bibliografica. Esta, fue
llevada a cabo en marzo-junio de 2018, gracias a la informacién obtenida de las

siguientes fuentes que a continuacién se detallan:

Los articulos cientificos se han obtenido a partir de bases de datos como
PubMed, Web of Science y UpToDate. Para llevar a cabo la busqueda en estas bases, ha
sido necesaria la utilizacién de palabras clave y de conectores. Ademads, el acceso a
informacién relativa a ensayos clinicos, se ha visto facilitada por el acceso a la web

Clinical Trials.

Las palabras clave mas utilizadas han sido "Punica granatum", "pomegranate"
y “autoinmune inflammatory diseases” que han sido la base para la realizacién de la

revisidn bibliografica.

Debido a la gran cantidad de informacidon encontrada, ha sido necesaria la
aplicacion de una serie de filtros que nos han permitido hacer una seleccién de la

informacién recopilada y que a continuacion se detallan:

o Articulos de libre acceso a texto completo.

o Textos escritos en inglés y espafiol.

Para comenzar, los aspectos generales de la revisién se han obtenido mediante
el uso de combinaciones como "Punica granatum and properties", "Punica granatum

n u

and components", "ellagic acid" "punicalgine" “urolitins” "Punica granatum and
therapy". Debido al elevado numero de articulos encontrados, fue necesaria la
aplicacion de los citados filtros. Asi, la combinacién inicial "Punica granatum and
components" generd 88 resultados, que tras la aplicacién del filtro "free full text", se

redujo a 28.

Con respecto a las enfermedades inflamatorias autoinmunes desarrolladas en
esta revisidn, se han utilizado los descriptores "Punica granatum and inflammation",

generando un total de 111 registros. La problematica planteada, giraba en torno a la



enorme diversidad y niumero, de manera que fue necesario el uso de los filtros
anteriormente citados, obteniéndose 36 citas. De igual manera, se procedid en el
estudio individual de cada una de las patologias tratadas en esta revisién,
empledndose descriptores como " Punica granatum and immunity", “Punica granatum
and colitis”, “Punica granatum and lupus”, "Punica granatum and arthritis", "Punica
granatum and ibd" o "Punica granatum and multiple sclerosis". Para enfocar la
busqueda hacia componentes bioactivos concretos de la granada y su actividad en
estas enfermedades, usamos las combinaciones citadas anteriormente, pero

sustituyendo Punica granatum por: "ellagic acid", punicalgine" “urolitins” o
"delphinidine", buscando individualmente el efecto y mecanismo de accién de cada
componente de la granada en el tratamiento y/o prevencidon de cada enfermedad

estudiada.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la busqueda bibliografica llevada a cabo en el presente trabajo sobre los
efectos de Punica granatum en las enfermedades inflamatorias autoinmunes, nos
centraremos en tres de estas patologias. Concretamente estudiaremos sus efectos en
la artritis reumatoide (AR), la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y esclerosis
multiple (EM), al no disponer hasta la fecha de estudios preclinicos ni clinicos de
validen los efectos de Punica granatum y/o sus componentes bioactivos en la psoriasis

ni en lupus eritematoso sistémico

A continuacién, se trata en detalle una a una estas patologias, con el
correspondiente efecto de Punica granatum y/o compuestos bioactivos sobre éstas.
Cada uno de los estudios realizados con las distintas enfermedades abarca el analisis
de numerosos compuestos bioactivos de la granada y mecanismos de accién, de forma
que el presente trabajo es una pequena representacion de los distintos parametros

estudiados en cada ensayo (Ver Anexo |).
4.1. ARTRITIS REUMATOIDE

La AR es una enfermedad crdnica inflamatoria, autoinmune y sistémica que se
caracteriza por una sinovitis erosiva simétrica, en la cual el tejido de granulacion de

origen sinovial (pannus), invade y erosiona el cartilago y el hueso de las articulaciones



diartrodiales de forma simétrica (Salgado y Maneiro, 2014). Dicha patologia tiene, en
ocasiones, un componente extraarticular, lesionando diversos érganos y sistemas. El
deterioro progresivo, articular o extraarticular, acaba provocando que estos pacientes
presenten deformidad, dolor, incapacidad funcional y disminucidn de la expectativa de
vida.

Aunque la patogenia de la AR sigue sin conocerse en su totalidad, actualmente
se ha descrito la existencia de un desbalance de las células T cooperadoras Th1/Th2 y
Th17/células T reguladoras (Mclnnes y Schett, 2011). En consecuencia, se produce un
incremento en la expresidn de citocinas proinflamatorias en la articulaciones artriticas,
jugando un papel destacado en el desarrollo y progresion de la enfermedad (Brennan
y Mclnnes, 2008).

El abordaje terapéutico de la AR es multidisciplinar, y estd dirigido
principalmente a la supresién inespecifica del proceso inflamatorio con el objetivo de
mitigar los sintomas y signos de la enfermedad englobando tratamientos
farmacoldgico, fisioterapico y ocupacional, fundamentalmente. Dado los severos
efectos secundarios de la farmacoterapia antirreumatica actual, se ha generado en los
ultimos afos, un auge en el uso de otras estrategias, entre las que destaca la terapia
nutricional.

La granada es una fuente importante de elagitaninos y dacido elagico,
compuestos a las que se les han atribuido importantes propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes. Es por esto por lo que en los ultimos afios ha aumentado el interés en
este alimento funcional debido a sus posibles aplicaciones terapéuticas (Danesi et al.,
2017).

A lo largo de los ultimos aios, se han llevado a cabo estudios preclinicos (in vivo

e in vitro) y clinicos sobre los efectos de Punica granatum en la AR.

4.1.1 Estudios preclinicos

4.1.1.1. In vitro

Las metaloproteasas (MMP) son endopeptidasas dependientes de zinc, capaces
de degradar todos los componentes de la matriz de colageno extracelular que
requieren calcio para su actividad (Mannello et al., 2006). En condiciones fisioldgicas,

las MMP estan inhibidas por sus inhibidores enddgenos denominados inhibidor tisular



de metaloproteasas (TIMP) que bloquean el acceso del sustrato a sus sitios cataliticos a
través de interacciones no covalentes 1: 1 (Hijova, 2005), controlando asi el recambio y
la remodelacion de la matriz del cartilago. En la AR existe un desequilibrio entre las
MMP y los niveles de TIMP conduciendo a una sobreactivacidn de las enzimas.

Entre las MMP, se cree que las MMP-1 y MMP-13, estdn asociadas con la degradacién

del colageno tipo Il.

Jean-Gilles y colaboradores demostraron los efectos inhibidores de los
polifenoles derivados de la granada, punicalagina y dcido elagico, sobre la actividad de
MMP-13. Se cree que MMP-13 es un mediador clave en la degradacion del cartilago y
representa una diana valida para la terapia de artritis. Estos autores mostraron que
punicalagina fue capaz de inhibir la degradacion de colageno Il mediada por MMP-13
in vitro. El acido eldgico también fue capaz de inhibir dicha degradacion, pero de forma
mas modesta que punicalagina. Por otro lado, observaron que punicalagina era capaz
de inhibir, de forma dosis-dependiente, la degradacién de proteoglicanos y de
colageno Il, inducida por IL-1B en explantes de cartilago nasal. Ademas punicalagina
inhibid la expresiéon y la actividad de MMP-2, MMP-9. Sin embargo, en base a este
estudio, no es posible determinar si la inhibicion de la degradacién del cartilago por
punicalagina se debid a la inhibicion transcripcional de MMP, la inhibicién de la
actividad de MMP-13, o una combinacién de mecanismos (Jean-Gilles et al., 2013).

En cuanto a los efectos de compuestos aislados del zumo de granada, cabe
resaltar los estudios llevados a cabo con la delfinidina, una antocianidina presente en
dicho zumo en la linea celular MH7A estimulada con TNF-a (Danesi et al., 2017) y
cuyos resultados mas relevantes aparecen en detalle en el tabla 2.

Diversos estudios demuestran que la delfinidina es un inhibidor de la histona
acetiltransferasa (HAT), y estos inhibidores se asociaron a la supresion de la sefial
inflamatoria. La delfinidina inhibié la enzima HAT de forma dosis-dependiente,
llegando a inhibir un 70% de su actividad en células MH7A. (Seong et al., 2011). En este
caso la acetilacién se indujo con TNF-a, y se comprobd que dichas dosis revirtieron el
efecto de TNF-a (Seong et al., 2011).

Ademads, se comprobd que la delfinidina inhibia la funcién NF-kB y la

produccién de citocinas en las células MH7A. La acetilacién de NF-kB es fundamental
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para que pueda ejercer su funcién. De esta forma, se comprobd que la delfinidina
rompia la unién entre NF-kB y el ADN que se habia formado por el tratamiento con
TNFa-, por lo que sugirié que el grado de acetilacion es determinante en la unién de
NF-kB al ADN. Por otro lado, también se demostré la capacidad de la delfinidina para
inhibir la expresion de COX-2, por la inhibicion de quinasas como MAPKK4 o PI-3
(Seong et al., 2011). Estos resultados son coherentes con los publicados recientemente

por Danesi et al., 2017 (Tabla 2).

Tabla 2. Efectos anti-inflamatorios de la delfinidina (Danesi et al., 2017 y Seong et

al., 2011).
Linea celular | Compuesto usado en el | Tratamiento pro- | Efecto bioldgico
test, dosis y duracion inflamatorio
MH7A Delfinidina (10 y 30 micro | TNF-a (20 ng/mL) | Disminucién de:
molar) durante 24 horas o 2 - Expresion de |IL-
horas (para ELISA) 1-betaeIL-6
- Expresion de
COX2- NF-kB
MH7A Delfinidina (10-100 TNF-a Inhibicidon HAT
micromolar)

4.1.1.2. In vivo

Las primeras investigaciones se deben a los estudios llevados a cabo por Shukla y
colaboradores donde evaluaron los efectos de una preparacién estandarizada de un
extracto de granada (POMx) en un modelo experimental de AR inducida por colageno
Il (CIA) en ratones DBA 1/J.

Estos autores pusieron de manifiesto que el tratamiento con POMx a las dosis de
13.6 y 34 mg/Kg minimizaron de forma significativa el edema articular y la destruccién
del cartilago, en comparacién con el grupo control, previniendo el desarrollo de la AR

(Figura 1). Asimismo, la disminucion del dafio articular se acompaid de una bajada
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significativa de los niveles de la citocina proinflamatoria IL-6 en el tejido articular

(Shukla et al., 2008).
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Figura 1. Incidencia de la artritis en el grupo control y los dos grupos tratados con
diferentes dosis del extracto de granada (Tomada de Shukla et al., 2008).

Los macrofagos estdn presentes en las articulaciones de los pacientes con ARy
juegan un papel fundamental en la patogénesis de dicha enfermedad (Szekanecz y
Koch, 2007). Estas células activadas producen TNF-a, 6xido nitrico (NO) y otros
mediadores inflamatorios que exacerban la enfermedad (Figura 2). En este sentido,
Shukla y colaboradores, demostraron que POMx era capaz de inhibir la activacién
producida por lipopolisacarido (LPS) de las vias de sefializacién: factor nuclear kappa B
(NF-kB) y las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), asi como, inhibir la
activacion de ciertos factores de transcripcion y la produccion de NO en macrofagos
murinos (Shukla et al., 2008). De este modo, estos autores afirman que la inhibicién de
la activacién de los macréfagos por POMx podria contribuir a los efectos antiartriticos

de este extracto, demostrados en el modelo de CIA.
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Figura 2. POMx inhibe la produccion de NO inducida por LPS en macréfagos de ratén

(Tomada de Shukla et al., 2008).
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De forma similar, un reciente estudio de 2018 ha demostrado que la fraccién
butandlica de un extracto de la corteza de Punica granatum L. administrado a las dosis
de 50 y 75 mg/Kg fue capaz de reducir los signos y sintomas de la enfermedad,
disminuyendo la inflamacién articular en un modelo de AR experimental inducido por
adyuvante completo de Freund en ratas (Gautam et al., 2018. Igualmente, ha sido
puesto de manifiesto el efecto del acido elagico en la prevencién y/o tratamiento de la
AR experimental inducida por adyuvante en ratones por Allam y colaboradores en
2016. Para ello, trataron a los animales con acido eldgico adminsitrado por via
intraperitoneal a la dosis de 700 mg/Kg, una semana antes de la induccion de la
enfermedad y lo continuaron durante tres semanas después. El tratamiento con el
acido eldgico inhibid la hinchazon edematosa de la pata y atenud la patologia asociada
a la AR experimental. Esto estuvo acompafiado por una disminucidn significativa de los
niveles séricos de las citocinas pro-inflamartorias: TNF-a, IL-1B e IL-17, sin embargo
produjo un aumento en los niveles séricos de las citocinas anti-inflamatorias: IL-10 e
interferén gamma (IFN-y) (Allam et al., 2016).

La IL-17 es una citocina que desempefia un papel crucial en el desarrollo de la
AR mediante la activacidén de respuestas inmunes celulares y humorales especificas de
autoantigenos (Lubberts et al., 2004). Se ha demostrado que la IL-17 impulsa la
diferenciacién, maduracién, activacién y liberacidn de citoquinas de los neutréfilos;
activa a los monocitos y fibroblastos sinoviales, facilitando la liberacion de quimiocinas,
prostaglandinas vy favorece la sintesis de MMP, implicadas en la destruccion del
cartilago (Weaver et al., 2007). Por tanto, su inhibicién resulta de gran interés para
inhibir la inflamacion y el dafio articular (Allam et al., 2016). En el estudio llevado a
cabo por Lubberts et al.,, profundizaron en el efecto del acido elagico sobre la

inhibicién de la produccién de IL-17.

Jean-Gilles y colaboradores, estudiaron el efecto anti-inflamatorio de la
punicalagina sobre un modelo de AR inducida por adyuvante en ratones. Estos autores,
probaron dos dosis de punicalagina 10 y 50 mg/Kg administrada por via
intraperitoneal. Descubrieron, que la dosis de 10 mg/kg, no producia una mejora en los
signos y sintomas clinicos de la enfermedad, por el contrario, la dosis de 50 mg/Kg

redujo de forma significativa el edema de las patas de los animales, sin embargo, se
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encontraron con que la dosis mas alta, provocaba la muerte de 1 de cada 3 animales,
con lo que concluyeron que tendrian que repetir el ensayo, con dosis mayores que 10

mg/Kg, pero menores a 50 mg/Kg (Jean-Gilles et al., 2013).

4.1.2. Ensayos clinicos

A dia de hoy, existen 2 ensayos clinicos realizados con extracto de granada. En
2011 se realizdé un estudio piloto, cuyo objetivo era determinar los posibles efectos
beneficiosos de un extracto de granada sobre los pardmetros clinicos en la AR activa,
basados en el estado oxidativo del suero (Balbir-Gurman et al., 2011). Este estudio se
llevé a cabo en 8 pacientes (mujeres post-menopausicas) que consumieron 10 mL de
extracto de granada al dia, durante 12 semanas. 6 pacientes completaron el estudio. El
consumo del extracto de granada redujo el indice de actividad de la enfermedad
(DAS28) en un 17%. Esta reduccion del DAS28 se podria atribuir a una marcada
disminucion en el numero de articulaciones sensibles y el ratio de sedimentacion de
eritrocitos, sin embargo la escala analdgica visual del conjunto de los pacientes o el

numero de articulaciones inflamadas, no se vieron afectados.

La mejora de los parametros clinicos de la AR después del tratamiento con el
extracto de granada, estuvo acompaifiado de una mejora en los indices de estrés
oxidativo sérico, medido como niveles de peroxidacidon lipidica, concentracién sérica
de grupos sulfidrilos y la actividad de la paraoxonasa asociada a lipoproteinas de alta
densidad 1 arilesterasa.

Una limitacion de este estudio fue el bajo numero de pacientes (Balbir-Gurman
et al.,, 2011).

Por otro lado, en 2017 se llevd a cabo otro un ensayo clinico doble ciego
ramdomizado, donde el grupo de pacientes con AR fueron asignados a dos grupos de
forma aleatoria. Los pacientes recibieron dos cdpsulas con 250 mg extracto de granada
o celulosa como placebo, diariamente, durante 8 semanas.

Tras el tratamiento, demostraron que el suplemento con extracto de granada
era capaz de reducir la actividad de la enfermedad, incluyendo el nimero de
ariculaciones sensibles e inflamadas, la intensidad del dolor y el ratio de sedimentacién

de eritrocitos. Ademas, la puntuacidén en el cuestionario de la evolucién de la salud, la
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rigidez matutina y los niveles de perdxido de glutation fueron mejores en el grupo que
recibié el tartamiento en comparaciéon con el grupo placebo. Sin embargo, no se
encontraron cambios en los niveles séricos de MMP-3, proteina C reactiva y

malondialdeido (Ghavipou et al., 2017).

4.2 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

Bajo la denominacion comun Ell se incluyen a las enfermedades inflamatorias
del intestino, grueso principalmente, de etiologia desconocida y de evolucién crénica,
caracterizada por periodos de remisiones y de exacerbaciones. Se distinguen
fundamentalmente dos tipos de afectacidn inflamatoria: la Colitis Ulcerosa (CU) y la
Enfermedad de Crohn (EC), que comparten aspectos epidemioldgicos y presentan
sintomas clinicos, signos radioldgicos y hallazgos anatomopatoldgicos comunes. Sin
embargo ambas enfermedades se diferencian principalmente en su localizacién, forma
de afectar el espesor de la pared intestinal, y en las diferentes complicaciones locales y
respuestas a la cirugia. Las manifestaciones extraintestinales que pueden presentar
estas patologias con frecuencia siguen un curso recidivante (Szigethy et al., 2010). En
Espafia, la tasa de incidencia de la Ell ha aumentado en los ultimos afos (Lopez-
Serrano et al., 2009).

Si bien, las causas fisiopatolédgicas de la Ell permanecen sin conocerse y, en
consecuencia, seguimos sin disponer de un tratamiento curativo, los ultimos afos han
aportado importantes avances en el conocimiento de sus mecanismos patogénicos. En
este sentido, se considera que estas enfermedades son la consecuencia de una
compleja interaccion entre factores genéticos, medioambientales, microbioldgicos e
inmunes.

Las estrategias mas importantes del tratamiento farmacolégico de la Ell son la
antiinflamatoria y la inmunomoduladora. EI mayor conocimiento de los mecanismos
patogénicos de la Ell ha permitido el desarrollo de farmacos de disefio eficaces, que
son fruto de la industria biotecnolégica, farmacos bioldgicos (Rawla et al; 2018).

Estudios epidemiologicos y experimentales han mostrado que existe una
estrecha relacion entre los habitos alimentarios y el riesgo a padecer ciertas
enfermedades. En general, se acepta que el consumo de alimentos derivados de

productos vegetales como el vino, frutas, hortalizas, frutos secos, cereales, legumbres,
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especias, etc (abundantes en la dieta mediterranea) se asocia con efectos beneficiosos
sobre la salud, particularmente sobre enfermedades como la Ell (Espin et al., 2007).

De este modo, alimentos ricos en compuestos fendlicos, como la granada,
parecen ser beneficiosos para el tratamiento de la Ell, ya que poseen propiedades anti-
inflamatorias e inmunomoduladoras. Estos compuestos fendlicos suelen tener una
eficiencia de absorcion baja, por lo que éstos o sus metabolitos llegan al intestino en
concentraciones altas, resultando de gran interés para el tratamiento de estas
enfermedades.

La granada es rica en elagitaninos, que son los precursores del acido eldgico.
Asi, los elagitaninos se hidrolizan a lo largo del tracto digestivo y liberan el acido
eldgico. Tanto los elagitaninos como el acido elagico son a su vez metabolizados a
urolitinas, que son derivados de las dibenzopiranonas, gracias a la accién de una serie
de bacterias. Las principales urolitinas que se producen son la Uro-A y la Uro-B, a las
gue se han asociado potentes propiedades anti-inflamatorias (Espin et al., 2007).

Hasta la fecha existen estudios preclinicos y clinicos que ponen de manifiesto el
poder beneficioso que ejerce la granada o sus compuestos aislados en el tratamiento

de la Ell.

4.2.1 Estudios preclinicos

4.2.1.1. In vitro

En un estudio llevado a cabo por Giménez Bastida y colaboradores (Giménez-
Bastida et al., 2012), pusieron de manifiesto el efecto anti-inflamatorio del acido
eldgico y las urolitinas Uro-A y Uro-B en un cultivo celular de fibroblastos humanos de
colon (CCD18-Co) estimulados con IL-18 o TNF-a; este efecto antiinflamatorio se vio
acompafnado de una inhibicién de la migracion de los fibroblastos y una disminucién
en la adhesion de monocitos a los fibroblastos. Los fibroblastos coldnicos fueron
estimulados con IL-1B, dando lugar a un aumento marcado en la produccién de PGE;.
Por el contrario, el tratamiento de dichas células con la mezcla de metabolitos (Uro-A,
Uro-B y acido eldgico, 40, 5 y 1 upM, respectivamente), consiguid disminuir
significativamente los valores de PGE;. Por otro lado, el tratamiento con Uro-A o Uro-

B, también consiguié disminuir los niveles del ecosanoide. Sorprendentemente, tras
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tratar las céluas con &acido elagico no se observé ninglin cambio significativo sobre los

niveles de PGE; (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de Uro-A, Uro-B y acido elagico sobre los niveles de PGE2 (Tomada

de Giménez-Bastida, 2012)

Ademas, estos autores demostraron la capacidad de las urolitinas y del acido
eldgico para inhibir la migracidn celular de los fibroblastos inducida por IL-1B o TNF-a

(Figura 4).

El inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) es una molécula que se
asocia a reacciones inflamatorias de la mucosa del intestino y juega un papel regulador
en la migracién de fibroblastos (Giménez-Bastida et al., 2009). En concordancia con
esto, demostraron que la migracién de los fibroblastos inducida por IL-18 y TNF-a,
estuvo acompafiada por un aumento de los niveles de PAI-1, sin embargo el
tratamiento con la mezcla de los metabolitos o la Uro-A, redujo de forma significativa

los niveles de esta molécula.

Finalmente, expusieron que el acido elagico, Uro-A y la mezcla de metabolitos,
inhibia la adhesion de macréfagos THP-1 con fibroblastos de colon (Figura 5); esto
estuvo acompaiiado por una disminucion de los niveles de las quimiocinas o moléculas

de adhesion: IL-8, CCL2, ICAM-1 y VCAM.
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Figura 4. Efecto en la migraciéon de los fibroblastos de colon tras una induccion de la
migracion de éstos, en un caso con IL-lbeta y en otro con TNF-alfa (Tomada de

Giménez-Bastida, 2012).
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Figura 5. Efecto de las urolitinas y/o el acido elagico sobre la adhesién de monocitos
a fibroblastos de colon previamente estimulados con IL-1beta o TNF-alfa (Tomada de

Giménez-Bastida, 2012).

Hollebeeck y colaboradores (Hollebeeck et al., 2012), pusieron de manifiesto el
potencian antiinflamatorio de un extracto de la cdscara de la granada asi como de la
punicalagina aislada en un modelo in vitro de epitelio intestinal humano, usando la
linea celular Caco-2 en cdmaras bilaterales. Los tratamientos con el extracto de cascara
de granada (0.1 mg/mL (conteniendo 8uM de punicalagina) o punicalagina (50uM), se
realizé por el lado apical de la cdmara, representando la luz intestinal. El estimulo, una
mezcla de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, TNF-a e INF-y) fue afiadido por el lado

basolateral de la cdmara, sim embargo la adiccién de LPS se realizo por el lado apical.
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Tras el tratamiento con el extracto de granada o la punicalagina, sobre las
células inflamadas, encontraron una disminucién en la transcripciéon de los genes que
codifican IL-6 y MCP-1, mientras que la transcripcién de IL-8 no se vio afectada. Ambos
tratamientos también disminuyeron de forma dosis-dependiente los niveles de las

citocinas IL-6, IL-8 y MCP-1, pero sdélo en el compartimento apical.

4.2.1.2. In vivo

De igual manera, se disponen de estudios in vivo (Tabla 4) que ponen de
manifiesto las propiedades anti-inflamatorias de los elagitaninos y las urolitinas de la
granada en modelos de Ell.

Los estudios preclinicos en modelos animales de inflamacién intestinal han
generado hallazgos novedosos en varias areas de investigacion (Bamias, 2017).

Larrosa y colaboradores demostraron in vivo los efectos anti-inflamatorios del
extracto de granada (250 mg/kg/dia) y de su metabolito Uro-A (15 mg/kg/dia) en
ratas. Los resultados de este estudio demostraron que tanto el extracto como la Uro-A
conseguian inhibir la produccién de NO y disminuir los niveles de PGE2, al igual que los
estudios in vitro anteriormente tratados en el presente trabajo. Ademas, este estudio
fue el primero que demostrd que un tratamiento previo a la induccién de la colitis con
el extracto y la Uro-A era capaz de modular la microbiota, aumentando los niveles de
lactobacilos y bifidobacterias (Larrosa et al., 2010).

Tabla 4. Propiedades anti-inflamatorias de los elagitaninos y las urolitinas de la

granada, demostradas por estudios in vivo

Compuesto/Alimento Modelo animal Efecto
Acido elagico Ratas albinas Wistar con | Disminucién de:
cancer de colon e iNOS
e COX-2
o IL-6
e TNF-a
Uro-Ay Uro-B Ratas Sprague-Dawley | Aumento de:
sanas e CYP1Al en mucosa
colénica
Extracto de granada vy | Colitis inducida con DSS en | Disminucién de:
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Uro-A ratas Fisher F344 e (COX-2
e PGE2
e iNOS
Uro-A Ratas con edemas | Disminucién del:
producidos por e volumen de los
carragenanos edemas

El estudio llevado a cabo por Ogawa y colaboradores, demostré el efecto
protector del acido eldgico en un modelo de colitis experimental inducida con
dextrano sulfato de sodio (DSS) en ratas. Asimismo, estos autores consiguieron una
optimizacién de esta actividad antiinflamatoria mediante la administracion de acido
eldgico formulado en microesferas (10 mg/kg de acido elagico) al dia. Estas
microesferas tenian la capacidad de disolverse cerca de la valvula ileo-cecal y asi
distribuirse al ileon terminal y al colon selectivamente. Esta accion antiinflamatoria
selectiva local del acido elagico permitié reducir los dafios provocados por el DSS de
forma dosis-dependiente, disminuyendo la actividad MPO asi como la peroxidacién
lipidica en la mucosa coldnica (Ogawa et al., 2002).

De forma similar, en los estudios llevados a cabo por Kim y colaboradores, el
tratamiento con una bebida de granada (que contenia acido eldgico y elagitaninos) en
aquellas ratas coliticas sometidas a DSS, demostré ejercer un marcado efecto anti-
inflamatorio al reducir significativamente los niveles de las citocinas pro-inflamatorias
TNF-a e IL-1B que se vio acompafiado de la reduccidn de la expresion de las enzimas
COX-2 e iNOS (Kim et al., 2017). Del mismo modo, Singh y colaboradores demostraron
la capacidad del extracto de granada y su fraccién rica en acido elagico (100 y 200
mg/kg) para reducir la colitis inducida con DSS, la cual fue comparable al tratamiento
con sulfasalazina (100 mg/kg) y cromoglicato sddico (40 mg/kg) reduciendo
significativamente los niveles de histamina, MPO y estrés oxidativo, con su
consiguiente efecto anti-inflamatorio (Singh et al., 2009).

En esta misma linea, Rosillo y colaboradores, evaluaron inicialmente el efecto
protector del acido elagico (10-20 mg/kg/dia) en un modelo murino de EC aguda
inducida por acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) (Rosillo et al.,, 2011). Ademas,
estos autores describieron posteriormente la atenuacidon que producia el tratamiento
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dietético del extracto de granada solo (250 mg/kg/dia) o enriquecido en acido elagico
(10 mg/kg/dia) empleando el mismo modelo de inflamacién coldnica descrito con
anterioridad (Rosillo et al., 2012).

El estudio macroscépico de las muestras coldnicas revelé un aumento de la
relacidn peso del colon/longitud del colon en los animales con lesiones en el mismo, de
tal forma que este incremento se relaciond directamente con la inflamacién, mientras
gue en los grupos tratados con acido elagico se observé una disminucién de dicha
relacién, poniendo de manifiesto su accidon protectora. Ademas, el tratamiento con
acido eldgico redujo considerablemente el dafio tisular en el colon por medio de la
observacion de las heridas producidas tras la instilacion de TNBS (Figura 6) (Rosillo et

al., 2011).
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Figura 6. Efectos de la administracion de acido elagico en la ulceracion del colon de
ratas (Tomada de Rosillo et al., 2011).

Este mismo efecto beneficioso tras la administracion oral de acido elagico se
observé en aquellos animales que habian recibido una dieta enriquecida en dicho
polifenol y/o extracto de granada. Este estudio permitid valorar la capacidad del
tratamiento con extracto de granada y enriquecido en acido eldgico, de disminuir el
dafio coldénico en comparacion con la administracion exclusiva de acido eldgico (Figura
7). Como podemos observar en la Figura 7, el tratamiento dietético con extracto de
granada y dacido elagico, redujo la severidad y extensidn del dafio coldnico inducido

mediante TNBS en ratas (Rosillo et al., 2012).
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Figura 7. Efecto de la administracion de acido eldgico y extracto de granada a

distintas dosis en la ulceracion del colon de ratas (Tomada de Rosillo et al., 2012).

Los estudios histoldgicos revelaron el papel protector del acido elagico, ya que
éste redujo las alteraciones morfoldgicas asociadas con la administracién del TNBS,
como la aparicidn de criptas y la transformacion de la ldmina propia, haciéndose mas
fina y apareciendo ulceraciones (Figura 8 Cy D). Estos estudios permitieron también la

observacion de acumulacion de moco tras la administracién del acido elagico,

actuando omo barrera, confiriéndole proteccion al colon (Rosillo et al., 2011).

Figura 8. Efectos histologicos del acido elagico tras la induccion de una colitis con
TNBS con tincion de hematoxilina y eosina, y tincion azul alcian: placebo (A y B),
tratados con TNBS 10 mg/animal (C y D) y tratados con acido elagico (10 mg/kg) (E y
F) (Tomada de Rosillo et al., 2011).

En el caso del estudio que englobaba el extracto de granada y el acido elagico,

también se puede observar la eficacia del acido eldgico para reducir las alteraciones
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morfoldgicas asociadas a la administracidon del TNBS, siendo mas evidente este efecto

para el caso del extracto de granada rico en acido elagico (Figura 9) (Rosillo et al.,

2012).

Figura 9. Efecto del acido elagico y el extracto de granada en el daiio tisular al colon:
placebo (A), tratamiento con TNBS 30 mg/animal (B), extracto de granada 250 mg/kg
(C), acido elagico 10 mg/kg (D) y extracto de granada 250 mg/kg + acido elagico 10
mg/kg (Tomada deRosillo et al., 2012).

La actividad MPO, indicadora del grado de infiltracion de neutrdfilos, y la
produccién de TNFa producido en la mucosa, son considerados parametros de
inflamacién. Mediante este estudio se comprobd la disminucién en el grado de
infliltracion de neutrdfilos gracias a la disminucién de la actividad MPO por parte del
acido eldgico, tras la induccidn de la colitis con TNBS. Esta infiltracion de neutréfilos
parece estar relacionada con la necrosis y la disfuncién de la mucosa que se asocian a
la colitis, ya que representan una mayor fuente de ROS. Por tanto, el acido eldgico

contribuye a la disminucion de estas ROS (Figura 10) (Rosillo et al., 2011).
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Figura 10. Efecto del acido elagico en la actividad MPO (Tomada de Rosillo et al.,
2011).

Otros estudios han demostrado también la capacidad del acido elagico para
disminuir la actividad MPO tras la administracién de fosalona en ratas con respecto al

grupo control (Farnaz et al., 2016).
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También estudiaron otros marcadores indicativos de la inhibicion de la
respuesta inflamatoria, como son los niveles de COX-2 e iNOS. La induccidn de la colitis
por TNBS produjo una sobreexpresion de COX-2 y de iNOS, que experimentd un gran
descenso en aquellos animales coliticos que recibieron una administracién oral de
acido elagico, siendo éste mayor en el grupo tratado con la mayor dosis de polifenol
ensayada (Figura 11) (Rosillo et al., 2011).

En el estudio de Rosillo et al.,, 2012, se puso de manifiesto la capacidad de
inhibitoria de todos los suplementos dietéticos empleados en la expresién proteica de
las enzimas COX-2 e iNOS. La mayor dosis de extracto de granada empleada demostré
poseer una mayor capacidad inhibitoria. Aun asi, fue mayor el efecto del extracto de
granada enriquecido en acido elagico (Figura 12). Una inhibicién de la expresidn de las
enzimas COX-2 e iNOS, contribuye a una disminucién del dafo intestinal al reducir la
produccién de mediadores inflamatorios, responsables del dafio colénico. Aunque el
mecanismo anti-inflamatorio del dcido elagico no estd bien definido, gracias a estos
estudios se puede demostrar que su efecto beneficioso estd relacionado con la

inhibicidn proteica de la COX-2 e iNOS (Rosillo et al., 2012).
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Figura 11. Efecto inhibitorio de la expresion de COX-2 y NOS en el colon, tras una

colitis inducida con TNBS, por parte del acido elagico (Tomada de Rosillo et al., 2011).
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Figura 12. Efecto inhibitorio de la expresion de COX-2 y NOS en el colon, tras una
colitis inducida con TNBS, por parte del acido elagico y el extracto de granada
(Tomada de Rosillo et al., 2012).

Otro mecanismo de accion que subyace al efecto anti-inflamatorio atribuido a
la granada en la colitis experimental, es la inhibicidon de la via m-TOR. La activacién de
esta via es fundamental para la regulacidn de la proliferacion celular y la inflamacién.
En esta linea, se llevd a cabo un estudio en el que la colitis se indujo con DSS en ratas.
La unién del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), insulina y otros factores de
crecimiento a sus receptores, fosforila quinasas intracelulares, como la protein-quinasa
B (AKT). Cuando AKT se fosforila, es cataliticamente activa y contribuye a la
fosforilacién de otras quinasas, como mTOR, que deriva en una respuesta inflamatoria
y en proliferacion celular. En este estudio, se midieron los niveles de proteinas
fosforiladas, para determinar la actividad de los componentes implicados en la via m-
TOR. Para ello, se empleé la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR), estudiando los
cambios que se producian en el perfil de genes de la via m-TOR tras el tratamiento con
la granada. Asi, este estudio demostrd una supresion de la via m-TOR, que disminuyd

la proliferacién celular y la inflamacién (Kim et al., 2016).

4.2.2 Ensayos clinicos

En 2015, se llevé a cabo un ensayo clinico para valorar la eficacia del extracto
acuoso de la piel de Punica granatum (6 gramos de piel/dia) en pacientes con CU. Fue
un estudio randomizado, en el que unos pacientes recibieron dicha dosis, y otros,
tratamiento placebo. Para valorar los resultados, la medida usada fue el indice de

actividad de la colitis (LCAI). Asi, el grupo tratado experimentd una mayor reduccién de
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dicho indice (41,4%) en comparacion con el grupo placebo (18,2%) a la cuarta semana,
aunque estas diferencias fueron menos llamativas en la semana 10. Atendiendo a los
sintomas individuales, tras la administracion del extracto de piel de granada, los
pacientes experimentaron una mejoria en la incontinencia fecal, en la necesidad de
medicacién anti-diarreica, en el sangrado rectal, y en el bienestar general. Por tanto, se
concluyéd que el extracto de piel de granada fue efectivo en el tratamiento
complementario de la CU (Kamali et al., 2015).

En la actualidad, se esta terminando de reclutar pacientes en un ensayo clinico
qgue evalla el efecto de los elagitaninos presentes en el zumo de granada en la
inflamacién que tiene lugar en la Ell. Se trata de un estudio randomizado, con 36
participantes. Los participantes que pertenecen al grupo experimental, reciben 125 mL
de zumo 100% de granada, dos veces al dia durante 12 semanas, mientras que el otro
grupo recibe tratamiento placebo. Durante este estudio, se miden parametros como
los cambios en la concentracion de elagitaninos en plasma, los cambios en los niveles
de citocinas o cambios en los metabolitos de excrecidon urinaria de elagitaninos

(Clinical Trials, Espin et al., 2014.)

4.3. ESCLEROSIS MULTIPLE.

La EM es una enfermedad del sistema nervioso, de origen inflamatorio, que
produceuna lesidn en las vainas de mielina, afectando al cerebro y la médula espinal.
Ademas del proceso de desmielinizacion que tiene lugar en esta enfermedad, también
tiene lugar una oxidacidn lipidica en el cerebro. Esta lesidén hace que los mensajes
entre el cerebro y el cuerpo sean mas lentos o queden bloqueados, lo que conduce a
los sintomas caracteristicos de la EM, como son: debilidad muscular, problemas con el
pensamiento y la memoria o problemas de coordinacion.

Se trata de una enfermedad de causa desconocida, y parece ser de indole
enfermedad autoinmune. Aunque la fisiopatologia se asociaba a las células T, durante
las ultimas décadas se ha descubierto que se trata de un proceso en el que estan
implicadas células B. El mayor conocimiento de la enfermedad ha llevado al desarrollo
de anticuerpos dirigidos a las células B para el tratamiento de la enfermedad, como es

el caso del ocrelizumab (Mulero et al., 2018).
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En los ultimos afios, ha tenido lugar una busqueda en la naturaleza de
productos que puedan ayudar al control de esta enfermedad, como es el caso de los

componentes de Punica granatum.

4.3.1. Estudios preclinicos

4.3.1.1. Invivo

A dia de hoy se han llevado a cabo estudios en animales de experimentacion
que demuestran la eficacia de la granada y/o de sus compuestos bioactivos en esta
enfermedad gracias a su actuacidn a dichos niveles (Binyamin et al., 2015).

Concretamente, en el estudio llevado a cabo por Binyamin et al., estudiaron los
efectos de la administracién de una nanoemulsién de aceite de semilla de granada a
ratones, a los que previamente se les habia inducido una encefalomielitis autoinmune
(EAE) experimental. La induccién de la encefalomielitis se llevd a cabo con
glucoproteinas de oligodendrocitos asociadas a mielina (MOG).

El aceite de semillas de granada es rico en acido punico, un dacido graso
poliinsaturado considerado uno de los antioxidantes mas potentes. La administracién
dietética de aceite de semillas de granada (PSO) (27-75 mL PSO/kg) asi como una
nanoemulsién de la misma (100-300 microlitros (uL), 10,8% de fracciéon de aceite)
consiguidé reducir los niveles cerebrales de malondialdehido (MDA), indicador del grado
de peroxidacion lipidica, en ratones sometidos a EAE experimental, alcanzando valores

similares a los observados en el grupo naive (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del tratamiento con una nanoemulsion de aceite de semillas de
granada sobre los valores de MDA en la EAE experimental (Tomada de Binyamin et

al., 2015).
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Mas concretamente, se observd que la nanoemulsién, incluso a una menor
dosis que PSO, consiguio reducir la peroxidacion lipidica de manera mas efectiva que el
tratamiento dietético con el aceite natural.

Estos resultados indican que la oxidacion lipidica inicial no destaca en la
activacion inicial de células inmunitarias, pero que puede tener un papel fundamental
en la posterior desmielinizacion. Las lipoproteinas oxidadas son neurotdxicas y pro-
inflamatorias, por lo que los productos derivados de la peroxidacidon lipidica podrian
tener un papel fundamental en la desmielinizacién y el dafio axonal. Por tanto, y
debido a la falta de toxicidad de esta nanoemulsién, seria una buena opcién de
tratamiento al comienzo de las enfermedades desmielinizantes, como es el caso de Ia
EM. Cuando la enfermedad esté mas avanzada, seria mas conveniente la combinacién
de esta nanoemulsion con tratamientos avanzados para esta enfermedad, como por
ejemplo el natalizumab.

En esta linea, recientes estudios se han centrado en el estudio de la actividad
neuroprotectora de diversos compuestos bioactivos de Punica granatum, como el
acido eldgico, sobre la pérdida de esfingolipidos asociados a la mielina que tiene lugar
tras la induccion de una EAE experimental (Busto et al.,, 2018). En este estudio, se
comprobéd que los sintomas asociados a la EAE aparecian 8 dias tras la induccién de la
enfermedad experimental, alcanzando un pico en 3 dias, coincidiendo con la reduccién
de la proteina bdsica de mielina (MBP) (fase aguda de la enfermedad). Ademas de la
MBP, los esfingolipidos son los otros principales componentes de la mielina, y también
se observd una reduccién del nivel de éstos en la fase aguda de la enfermedad, tanto
en corte cerebral como en la médula espinal. Por el contrario, en aquellas ratas
recibieron acido elagico (10mg/kg/dia) incorporado en el agua de bebida durante dos
dias antes de la induccidon de la EAE experimental se retrasé el comienzo de la
enfermedad y los sintomas se redujeron, comprobando que los niveles de MBP y
esfingolipidos no experimentaron la reduccion observada en el grupo de animales
sometidos a EAE que no habian recibido tratamiento con acido elagico, de forma que
el grupo tratado no experimentd una la pérdida de peso o la inflitracion de células
inflamatorias T-CD3+ que se observd en el grupo no tratado.

Asimismo, el tratamiento con acido elagico ejercié un efecto neuroprotector

tras la administracion de cuprizona al 0.2% administrada durante cuatro semanas en la
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comida para inducir la deplecién de oligodendrocitos en ratones (Sanadgol et al.,
2017). El analisis de la glicoproteina de mielina oligodendrocitica (MOG), revel6 una
disminucion de dichos valores en aquellas ratas en las que se indujo las
desmielinizacién. Por el contrario, en los grupos de ratas tratadas con dacido elagico
(40 u 80 mg/kg/dia) hubo una gran diferencia de respuesta en funcién de la dosis
empleada. Concretamente, la dosis de 80/mg/kg/dia promovid un incremento de MOG
acompafiado de una disminucion de la apoptosis.

La IL-17 es una citocina esencial para el desarrollo de la desmielinizaciéon de
manera que una disminucién de sus niveles resulta esencial para evitar el proceso,
mientras que la sobreexpresién de IL-11 ha demostrado limitar la desmielinizacién por
disminucion de la microgliosis y de la muerte de ologondendrocitos al poseer efectos
reparadores espontdneos. En base a los estudios publicados, altas dosis ensayadas de
acido elagico han demostrado ejercer un efecto antiinflamatorio y profilactico de la
desmielinizacidn, al reducir significativamente la expresidén de IL-17 e incrementar los
niveles de IL-11, limitando con ello la pérdida de oligodendrocitos y evitando asi la
correspondiente desmielinizacion.

En cuanto a los estudios de apoptosis celular, los oligodendrocitos maduros
procedentes de aquellos animales tratados con cuprizona durante 4 semanas
provocaron la sobreexpresion de la caspasa-3, mientras que en los procedentes de
animales que recibieron tratamiento con acido eldgico a alta dosis, los niveles de esta
caspasa se vieron notablemente reducidos, demostrando el efecto protector de este

polifenol.

5. CONCLUSIONES

A raiz de los datos obtenidos en la presente revisién, podemos concluir:

1. Existe un elevado numero de estudios preclinicos que demuestran los
efectos beneficiosos de Punica granatum y/o sus componentes bioactivos en el
tratamiento y/o prevencion de las enfermedades inflamatorias autoinmunes mas
prevalentes. La mayoria de los datos disponibles proceden de modelos animales
experimentales y se centran particularmente en los modelos de Ell y AR, seguido de la

EM experimental.
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2. La mayoria de las propiedades beneficiosas de Punica granatum en la Ell, AR
y EM son atribuidas a su alto contenido en polifenoles, destacando fundamentalmente
el papel del acido eldgico, el cual reduce la produccion de mediadores
proinflamatorios, tales como, TNF-a, IL-1B e IL-17, entre otros, a través del bloqueo de
las vias de seializacién protagonizadas por el NF-KB y las MAPK. No obstante, cabe
mencionar también el efecto beneficioso de las punicalaginas, las urolitinas y del acido

punico, acido graso poliinsaturado, clave en la EM experimental.

3. Los ensayos clinicos disponibles son muy limitados, sobretodo en la EM,
pero resultan prometedores y refuerzan el potencial terapéutico de Punica granatum

y/o sus compuestos bioactivos descrito en los estudios preclinicos.

4. Resulta esencial la puesta en marcha de ensayos preclinicos y clinicos
adicionales que permitiesen confirmar el efecto beneficioso de Punica granatum y/o
sus compuestos bioactivos y la incorporacién de éstos hoy dia a la terapia
convencional y/o prevencion de la Ell, ARy EM.

(Anexo I). Resumen de los ensayos llevados a cabo con Punica granatum o alguno de

sus componentes en la artritis, Ell y la esclerosis multiple.

Patologia Parte de la | Dosis Tipo de | Mecanismo de accién
granada o sistema
componente
Extracto 13.6 6 34 mg/kg Ratones Disminucidn de la

DBA/1Lac | expresion de:

o |L-1B
o
e |L-6
e TNF-a
Acido 58,33 mg/kg Roedores | Disminucion de:
ARTRITIS elagico (3dosis/semana) MF1 e TNF-a
In vivo o IL1B
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o IL-17
e PG
e MMP
Inhibicion de:
e NF-kB
Extracto 50y 75 mg/kg ratas Disminucidn de:
o IL-1B
e TNF-a
Punicalagina | 50 mg/kg Roedores | Disminucidn de:
e edema
o IL-1
e Liberacién de
proteoglicanos
Punicalagina Colageno | Inhibicién de:
Il e degradacion
colageno
e MMP-13
e IL-1B
e MMP-12 yMMP-
9
ARTRITIS Delfinidina 10-100 pMm Células Inhibicidn de:
in vitro MH7A e HAT
e NF-kB
e COX-2, MAPKK-4
y PI-3
Zumo 10y 13 uM Células Disminucidn de la
(delfinidina) MH7A expresion de:
e |L-lell-6
e COX-2y NF-kB
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Extracto 100 mL Personas | Disminucién de:
fluido e DAS28
e estrés oxidativo
e peroxidacién
lipidica
Artritis
il?r??c?ss Extracto 250 mg Personas | Disminucién de:
e actividad de |Ia
enfermedad
e dolor
e inflamacion
articular
Urolitinas Ay | Uro-A: 40 uM Linea Disminucién de la
B Uro-B: 5 uM celular expresion de:
Acido elégico: 1 uM humana e PGE2
CCD18- o IL-8
Ell in vitro Co Disminucidn de:
e migracion celular
e Adhesion de
monocitos
Extracto 50 uM punicalagina Células Inhibicién:
intestino e TNF-a
humano e |L-1B
Acido 10-20 mg/kg Ratas Disminucidn de la
Ellin vivo elagico Wistar expreson de:
e (COX-2
e NOS
Disminucidn de la

activacion de:

e p38

e INK

e MAPKs
e NF-kB
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AE 10 mg/kg/dia Ratones Disminucién actividad
microesferas MPO
Extracto 250 mg/kg/dia Disminucion:
granada Ratas e NO
Uro-A 15 mg/kg/dia e PGE2
AE 100 mg/kg/dia Ratones Disminucion de:
Fraccidn rica | 200 mg/kg/dia e Histamina
en AE e MPO
e EStrés oxidativo
AE | EG | AE | 10 250 10 Ratas Disminucidn de la
+ | mg/kg | mg/kg | mg/kg | Wistar expresion de:
EG 500 + e (COX-2
mg/kg | 250 e NOS
mg/kg Disminucién de:
e MAPKs
Prevencion de la
traslocacion de:
e NF-kB
Zumo 125 mL Personas | Por confirmar
Ensayos
clinicos AR Extracto 6g piel/dia Personas | Disminucién de:
acuoso e medicacion anti-
diarreica
e sangrado rectal
Mejoria:
e bienestar general
e incontinencia
fecal
Aceite de la | 100-300 microlitros Ratones | Disminucién de los
semilla C57BL/6 | niveles de:
(acido e MDA
punico) e lipoproteinas

oxidadas

e dafio axonal
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Esclerosis

multiple Acido 10 mg/kg/dia Ratas Disminucidn en la
elagico reduccion de los niveles
de MBP

Aumento del nivel de

esfingolipidos

Acido 80 mg/kg/dia Ratones | Disminucién de
elagico expresion:
o |L-17

Aumento de expresion:
o |L-11

e (Caspasa-3
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