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RESUMEN. El extracto de Punica granatum L. (BlBu) preparado a partir de
frutos maduros es comúnmente utilizado en la medicina tradicional cubana
para el tratamiento de enfermedades respiratorias. En este estudio, ratones
hembras de la línea Balb/C de 4 semanas de edad, fueron organizados en
cuatro grupos de 20 animales cada uno. Los grupos I, II y III recibieron una
dosis única de 25 µL de 10 DIE50 de virus por cada fosa nasal, el grupo IV
funcionó como control negativo de virus, pues solo recibió la máxima dosis
de BLBu (175 mg/kg de peso). La dosificación de este extracto para el trata-
miento diario de los diferentes grupos comenzó 24 h posteriores a la infec-
ción, con la administración de 50 µL de una dosis diaria de 50 y175 mg/kg de
peso de BLBu, durante 5 d, por las vías intranasal u oral, según el grupo de
tratamiento. Los animales fueron sacrificados el séptimo día y con los homo-
genados pulmonares se calculó el título hemaglutinante y la dosis infectiva
viral media. El peso inicial y final de cada animal / grupo fue medido en este
estudio. Los resultados indicaron que todos los ratones infectados y luego
tratados con BLBu no mostraron pérdida de peso corporal. Los animales in-
fectados y tratados con 175 mg/kg de peso de BLBu por la vía intranasal,
experimentaron la mayor reducción del título hemaglutinante viral (< 2). La
dosis de 175 mg/kg de peso de BLBu que fue suministrada tanto por vía
intranasal como oral, disminuyó en más de 2 log10 el título infectivo del vi-
rus.

ABSTRACT. Punica granatum L. (BlBu) extract was prepared from ripe fruit,
which is commonly used in Cuban traditional medicine for the treatment of
respiratory diseases. In our study, female mice (Balb/C strain, 4 weeks old)
were organized into four groups, with 20 animals per group. I, II y III groups
received a single dose of 25 µL of 10 DIE50 of the Influenza virus A / Sidney
/ 5 / 97 (H3N2) by each nostril. IV group was virus negative standard, which
only received the top dosage of BLbu (175 mg/kg of weight). The treatment
with BLbu began 24 h after the infection. BLbu was administered in a single-
daily dosage (50  µL) of 50 and 175 mg/kg of weight during 5 d by intranasal or
oral route according to the treatment. Animals were put to sleep the seventh
day and starting from their lung homogenates it was calculated the
hemaglutinant title and the viral infective half dose too, the animals were
weighed at the beginning and at the end of the experiment. The results
showed that the mice treated with Blbu did not lose weight. The infected
animals and then treated with 175 mg/kg of weight of Blbu for the intranasal
route, experienced the biggest reduction in the hemaglutinant title (< 2).
The dose of 175 mg/kg of weight of Blbu given so much for intranasal route
as for oral route reduced in more than 2 log10 the viral infective title.

INTRODUCCION

La infección producida por los
virus influenza daña de forma mo-
derada aproximadamente el 80 % de
la población mundial y de forma gra-
ve al 10 %, fundamentalmente du-
rante la llamada temporada de gripe
que se produce cada año. 1 En Cuba
es considerada la cuarta causa de
muerte en la población.2 El virus se
caracteriza por infectar las vías res-
piratorias altas y bajas, produciendo
un síndrome febril y malestar gene-
ral. La presencia de un genoma
segmentado en el virus influenza, le
posibilita estar cambiando anual-
mente la composición antigénica de
sus proteínas de superficie, por lo
que el sistema inmune de la pobla-
ción queda desprovisto de una res-
puesta memoria de anticuerpos
que puedan hacerle frente a una
nueva cepa de este virus.3 Esta ha
sido una de las limitantes más fre-
cuentes e importantes que impiden
la protección duradera mediante la
vacunación contra el virus influen-
za.

El reciente aviso de la comunidad
científica, que alerta que la próxima
pandemia probablemente podría
originarla el virus influenza, despier-
ta la atención sobre la posible utili-
dad que podrían tener los antigri-
pales conocidos y en desarrollo, tan-
to en la prevención como en el trata-
miento de la población, ante esta
posible amenaza.4-6

La situación actual de los antivi-
rales contra los virus influenza no es
alentadora, pues de los antivirales
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aprobados por la Food and Drug
Administration de los Estados Uni-
dos: amantadina, rimantadina,
ribavirina, zanamivir y oseltamivir,7,5,8

todos producen efectos colaterales
en mayor o menor cuantía, que alte-
ran de forma adicional el estado ge-
neral del paciente. Por otra parte,
durante la terapia con algunos de
ellos emerge rápidamente el fenó-
meno de la resistencia viral, hecho
que limita su uso en la profilaxis.9 En
Cuba, los frutos de Punica granatum
L. han sido usados tradicionalmen-
te en el tratamiento de acidosis,
disentería, infecciones microbianas,
helmintiasis y patologías respirato-
rias.10-12 El extracto liofilizado de
Punica granatum L. (BLBu), ha
mostrado actividad antiviral in vitro,
tanto por acción directa sobre el virus
Influenza,13 como en los hospederos
de embrión de pollo14 y cultivos de lí-
neas celulares,15 produciendo en ellos
reducciones en más de 2 log10 del
título infectivo viral. El análisis
fitoquímico del extracto utilizado en
este trabajo reveló la presencia de
carbohidratos reducidos, mucílagos,
glucósidos, fenoles-taninos, flavo-
noides, antocianidinas y alcaloides,16

que han sido referidos con diversas
acciones farmacológicas, entre las
que se destacan las antivirales y an-
timicrobianas.10,13,14 Las determina-
ciones de los componentes químicos
del BLBu se realizaron de acuerdo
con el procedimiento desarrollado
por el programa Nacional de Plan-
tas Medicinales aprobado por el Mi-
nisterio de Salud Pública de Cuba.17

Teniendo en cuenta las posibilidades
que brindan los compuestos natura-
les, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto antiviral del extrac-
to natural BLBu mediante el empleo
del modelo experimental de gripe en
ratones de la línea Balb/C.

MATERIALES Y METODOS
Material de prueba

BLBu es un extracto liofilizado
preparado a partir de frutos madu-
ros de Punica granatum L.,18 el cual
fue conservado a �20 ºC hasta su uti-
lización. Se preparó una disolución
madre del liofilizado con agua des-
tilada estéril para la administración
de las dosis (50 y 175 mg/kg de peso)
a los respectivos grupos de ratones
utilizados en el estudio.

Virus

Se utilizó el virus influenza A
/Sidney / 5 / 97 (H3N2), procedente del
cepario del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kourí (IPK). Esta
cepa fue mantenida mediante pases

sucesivos por la vía alantoidea de
embriones de pollo y conservada a
�70 ºC hasta su utilización.

Embriones de pollo

Se utilizaron huevos embriona-
dos de la raza Leghorn, de 10 a 11 d
de incubación, libres de patógenos
específicos, suministrados por el
Centro Nacional Productor de Ani-
males de Laboratorio (CENPALAB).
Se incubaron a 37 ºC y a una hume-
dad relativa (del 80 % aproximada-
mente). Su viabilidad se comprobó
diariamente mediante el examen al
ovoscopio.

Animales

Ratones hembras de la línea
Balb/C (calidad certificada) adquiri-
dos en el CENPALAB, de 15 a 18 g
de peso y aproximadamente 4 sema-
nas de edad, se colocaron en cajas
(T3) con tapas filtro, que a su vez,
fueron colocadas en cabinas de pre-
sión negativa (TECNIPLAST). Di-
chos animales se alimentaron con
pienso comercial aprobado para los
requerimientos de la especie y to-
maron agua potable, ambos a libre
consumo. Permanecieron a una
temperatura que oscilaba entre 22 y
25 ºC, una humedad relativa del 60 %,
un fotoperíodo de 12 h de luz y 12 h
de oscuridad. Los animales se
mantuvieron en cuarentena durante
48 h previas a su uso. La inoculación
y la toma de muestras se realizaron
en el área protegida del vivario del
IPK, mediante el empleo de un ga-
binete de seguridad clase II. Todos
los procedimientos para la manipu-
lación de los ratones, fueron lleva-
dos a cabo de acuerdo con la guía
para el cuidado y uso de animales de
laboratorio del CENPALAB.

Adaptación del virus al tejido
pulmonar del ratón

Para adaptar el virus al tejido
pulmonar de los ratones, se realiza-
ron varios pases seriados, utilizan-
do la vía intranasal. Se empleó como
inóculo inicial la cepa antes referida
cuyo título en embriones de pollo fue
de 10-5 DIE50 y para los pases si-
guientes en el proceso de adapta-
ción, los inóculos se prepararon con
los extractos al 10 % de homogenados
pulmonares, que fueron cosechados
a las 72 h posteriores a la infección.
La presencia de virus en los pul-
mones en cada uno de los pases se
siguió mediante la prueba de
hemaglutinación.19 Al final del pro-
ceso el virus adaptado fue titulado
y conservado estérilmente hasta su
uso.

Ensayo de la actividad antiviral del
BLBu en ratones

Se designaron cuatro grupos de
20 ratones cada uno para el ensayo
por la vía intranasal y otros cuatro
grupos de 20 ratones cada uno para
la vía oral. Los grupos I, II y III reci-
bieron una dosis única de 25 µL de
10 DIE50 de virus por cada fosa nasal,
el grupo IV funcionó como control
negativo de virus, pues solo recibió
BLBu. La dosificación del BLBu
para el tratamiento diario de los dife-
rentes grupos comenzó 24 h después
de la infección, administrándole
50 µL de la concentración correspon-
diente a cada ratón por la vía intranasal,
luego de una ligera anestesia con éter.
De igual manera, se procedió por la
vía oral, excepto que los animales no
fueron anestesiados. Por ambas vías
de administración el tratamiento con
el BLBu, se realizó con una dosis
única diariamente durante 5 d .

En todos los casos, se registró el
peso de los animales en cada uno de
los grupos al comenzar y finalizar el
experimento. El peso se determinó
en una balanza Sartorius (error
< 0,01 g). La presencia de hemaglu-
tinina y los títulos infectivos de las
muestras de pulmones de los anima-
les tratados y controles se determi-
naron mediante las pruebas de
hemaglutinación5 y el cálculo de la
DIE50 según Reed y Muench20 al sép-
timo día de experimentación. Los
ratones fueron sacrificados por
dislocación cervical de acuerdo
con las normas de trabajo vigentes
en el vivario del IPK. El procesa-
miento estadístico de los resultados
se realizó mediante el paquete esta-
dístico TONYSTAT.21

RESULTADOS Y DISCUSION

En experimentos previos22,23,24

otros autores han demostrado que
los ratones infectados con el virus
influenza experimentan una pérdida
de peso corporal durante el tiempo en
que transcurre la infección. Tenien-
do en cuenta estas evidencias el peso
corporal de los ratones es una varia-
ble útil e importante para seguir el
curso de la infección experimental
del virus influenza en estos anima-
les. Se comprobó que los animales
que solo recibieron virus (Grupo III)
experimentaron una pérdida de peso
corporal que resultó evidente al cul-
minar el experimento (Tabla 1). Estos
resultados demuestran que los ani-
males manifestaron uno de los sín-
tomas que predominan durante la
infección con virus influenza. Los
ratones infestados con virus y luego
tratados con BLBu (grupos I y II) no
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experimentaron pérdida de peso cor-
poral y no se encontraron diferen-
cias estadísticamente significativas
con respecto a los animales que solo
recibieron el BLBu por cualesquie-
ra de las vías de administración uti-
lizadas (Grupo IV). Los estudios
toxicológicos realizados al extracto
por Vidal y col.18 en dos líneas de ra-
tones, Balb/C y Albino swiss indica-
ron que el BLBu no influye en el
peso corporal de los animales tratados
con dosis hasta cinco veces mayores
que las utilizadas en este trabajo. Se
puede inferir que el BLBu ejerce un
efecto protector sobre los animales
infectados, impidiendo la pérdida de
peso corporal. Esta inferencia pue-
de ser explicada teniendo en cuenta
que el BLbu es una mezcla de dife-
rentes principios naturales activos
con un elevado contenido de vitami-
na C entre otros compuestos.14 Esta
vitamina desempeña un papel re-
levante en el funcionamiento del
sistema inmunológico, pues es res-
ponsable de estimular las defensas
inespecíficas en estos animales. Lo
anterior se traduce en una respues-
ta protectora frente al virus, más
enérgica y rápida, lo que contribuye
quizás a que el peso corporal del ani-
mal sea afectado lo menos posible
durante el período de enfermedad
que provoca el virus en el animal.

Una técnica de gran importancia
en la detección de los virus que po-
seen la glicoproteína hemaglutinina
resulta la prueba de hemagluti-
nación,5 puesto que es de fácil eje-
cución, de elevada reproducibilidad,
poco costosa y rápida para la deter-
minación de los resultados. Con el
objetivo de comprobar si el antiviral
en estudio (BLBu) era capaz de dis-
minuir la cantidad de antígenos
hemaglutinantes en los pulmones de
los ratones tratados y controles, por
las vías intranasal u  oral, se realizó
la técnica antes mencionada (Ta-
bla 2).

Tabla 1. Peso inicial, peso final e incremento de peso (promedio) en los animales tratados y controles por las diferentes
vías ensayadas.

Letras diferentes en el peso promedio indican significación estadística en la prueba de Duncan con P < 0,05.   Pi  Peso inicial
promedio.   Pf  Peso final promedio.   Ip  Incremento de peso promedio.

Se pudo observar que cuando el
extracto BLBu se administró por la
vía intranasal, los macerados prepa-
rados con los pulmones de los ratones
que tenían menor título hema-
glutinante, pertenecían a los grupos
I (175 mg/kg de peso corporal) y IV
(control negativo de virus y que solo
recibió BLBu), sin arrojar diferen-
cias estadísticamente significativas
entre ellos (Tabla 2). El resultado an-
terior indica que la dosis de BLBu
administrada a los animales del gru-
po I logró reducir hasta un valor mí-
nimo la presencia de virus, medido
de manera indirecta por la presen-
cia de hemaglutinina, al comparar-
se con el grupo IV. A los animales del
grupo IV a pesar de solo recibir BLbu,
se les detectaron títulos hemaglu-
tinantes < 2. Este comportamiento
quizás se deba a la presencia de
hemaglutininas inespecíficas que han
sido referidas por otros autores.14,19

Los grupos II y III tratados por
la misma vía intranasal (Tabla 2) si-
guieron en orden ascendente en
cuanto a la presencia de hemaglu-
tinina,  lo fue revelado por los resulta-
dos estadísticos, los cuales arrojaron
diferencias significativas entre estos
dos grupos y con respecto a los an-

teriores I (175 mg/kg de peso corpo-
ral) y IV (control negativo de virus,
solo recibió BLBu). El grupo II de
ratones recibió menor concentración
de BLBu (50 mg/kg de peso corpo-
ral) y en las muestras de tejido
pulmonar estudiadas, se observó
mayor título hemaglutinante viral,
con respecto al grupo de animales a
los que se les trató con la mayor do-
sis de BLBu. Estos resultados sugie-
ren que la reducción del título
hemaglutinante en las muestras de
pulmón está directamente relaciona-
da con la concentración de BLBu
administrada a los ratones que pre-
viamente fueron inoculados con el
virus por la vía intranasal.

Los resultados correspondientes
a la administración del antiviral por
la vía oral, arrojaron diferencias es-
tadísticamente significativas entre
los cuatro grupos de experimenta-
ción (Tabla 2). Los bajos títulos ob-
servados en el grupo IV tratado por
esta vía, podrían tener un origen
inespecífico como se explicó con an-
terioridad.

Por las dos vías ensayadas en el
estudio del antiviral, el grupo I fue
el que tuvo menor cantidad de
glicoproteína viral y le siguió en or-

Tabla 2. Resultados de la prueba de hemaglutinación.

Títulos hemaglutinantes (HA) dados en unidades hemaglutinantes (UHA) de las
muestras de pulmones de los ratones controles y tratados con  BLBu.
Letras diferentes en la suma de rangos indican significación estadística en la prueba
de Duncan con  P < 0,05.
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den ascendente el grupo II. Es im-
portante señalar que por la ruta de
administración oral, específicamen-
te en el grupo I, no se logra reducir
el título hemaglutinante hasta la no
existencia de diferencias significati-
vas con el grupo IV (control negativo
de virus) como ocurrió en el trata-
miento por la vía intranasal. Esta di-
ferencia en la respuesta se debió
probablemente a que por la vía oral
existe un conjunto de barreras que
pueden dificultar la disponibilidad
del BLBu en el tejido a tratar. Algu-
nas de estas barreras pueden estar
constituidas por el efecto de primer
paso en el hígado y la acción degra-
dativa que deben ejercer las enzimas
digestivas, la microbiota intestinal y
la acidez gástrica sobre el extracto
natural. En contraste, el BLBu a tra-
vés de la vía intranasal aparente-
mente experimenta menos  la acción
de las barreras naturales allí presen-
tes, con la ventaja de que el extracto
penetra al organismo por la misma
puerta de entrada del virus y quizás
se facilita el contacto entre ambos y
la acción antiviral sea más directa.
Esto posibilita que el antiviral llegue
con mayor rapidez a los sitios de
replicación primaria del virus (mu-
cosa nasal), evitando así, que se pro-
duzca un aumento importante de la
carga viral necesaria para llegar a su
órgano diana (pulmones) y que se
instaure la infección. De lo anterior,
se concluye que la administración
del BLBu por la vía intranasal pre-
senta un mejor comportamiento que
por la vía oral, si se tienen en cuenta
los títulos hemaglutinantes obteni-
dos.

Numerosos investigadores13,15,19,25

consideran de gran valor las reduc-
ciones de 2 log10 o más de los títu-
los infectivos virales, a la hora de
evaluar la acción antiviral de un
compuesto en embriones de pollo o
en animales de laboratorio (Tabla 3).
En los grupos I de ratones que reci-
bieron el BLBu por las vías intrana-
sal u oral, se verificaron reducciones
en más de 2 log10 del título infectivo,
lo que indica  que el extracto en es-
tudio ejerció alguna actividad
antiviral sobre ellos. Los grupos II
de ratones tratados por esas mismas
vías  con 50 mg/kg de peso corporal
de BLBu, no mostraron tal reduc-
ción, lo cual indica que la respuesta
observada está en función de la
concentración del antiviral, por lo
que la concentración que resultó
efectiva en este experimento fue la
de 175 mg/kg de peso corporal.

En los animales del grupo III tra-
tados por ambas rutas, se registra-

ron títulos infectivos elevados que
coincidieronn con la dosis infectiva
media por embrión (DIE50) que reci-
bieron al inicio de la experiencia. En
este caso, exhibieron títulos infecti-
vos elevados porque constituyeron
los grupos controles positivos de vi-
rus en el experimento.

CONCLUSIONES

El extracto liofilizado de Punica
granatum L. evita la pérdida de peso
corporal en ratones Balb/C infecta-
dos por el virus influenza A/Sidney/
5/97 (H3N2) y tratados con el extrac-
to. La mayor eficacia del antiviral en
estudio (título hemaglutinante < 2)
se registra en el grupo de ratones
infectados y tratados con la mayor
dosis (175 mg/kg de peso) de BLBu
por la vía intranasal, lo que indica
que el extracto en estudio posee ac-
tividad contra el virus de la gripe en
este modelo animal en las condicio-
nes experimentales empleadas.
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