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Resumen

El objetivo de este estudio fue investigar algunas respuestas fisiologicas a la
influencia de la epicarpio (cascara) de granada cruda (Punica granatum) (RPP) y su
extracto alcoholico (PPE) en parametros hematoldgicos, respuestas inmunologicas y
antioxidantes, junto con su examen histoldgico en alevines de carpa comtn (Cyprinus
carpio) (13,5+0,1 g). Los tratamientos incluyeron dos concentraciones de RPP y PPE
(testigo, 0,5 y 1 mg-kg! de dieta) en la dieta comercial (~35% de proteina) durante
70 dias. Al final del experimento, todos los peces fueron anestesiados para realizar
mediciones morfométricas y toma de muestras de sangre. Se observaron aumentos
significativos en hemoglobina (HGB), hematocrito (Hct) y globulos rojos (RBCs) en
los peces alimentados con RP y PPE en la dieta (P<0,05). La efectividad de la lisozima
mejord significativamente en todas las dietas que contenian PPE en comparacion
con el testigo (P<0,05). Se observd una mejora en la actividad de la catalasa y la
glutation peroxidasa (GPx) (P<0,05). El examen histologico mostr6 un higado normal
con vacuolas lipidicas. El presente estudio revela una mejora general en la sangre, la
respuesta inmune, el estado antioxidante y el mantenimiento de la eficiencia hepatica
con PPE en la dieta.

Palabras clave: antioxidantes; fenoles; cascara de granada; carpa comun.

Abstract

The aim of this study was to investigate some physiological responses to the
influence of raw pomegranate peel (Punica granatum) (RPP) and alcoholic extract
(PPE) on hematological parameters, immunological responses, and antioxidants
with its histological examination of common carp (Cyprinus carpio) fingerling
(13.5 £ 0.1 g). Treatments included two concentrations of RPP and PPE (control,
0.5 and 1 mg-kg! of diet) of the commercial diet (~35 protein) for 70 days. At the
end of the experiment, all fish were anaesthetized for morphometric measurements
and blood sampling. Significant increases in hemoglobin (HGB), hematocrit (Hct),
and red blood cells (RBCs) were observed in RP and PPE from the diet (P<0.05).
Show up the effectiveness of lysozyme improved significantly in all diets containing
PPE compared to the control (P<0.05). An improvement in catalase and glutathione
peroxidase (GPx) activity were observed (P<0.05). Histological examination showed
a normal liver with lipid vacuoles. In summary, the present study revealed an overall
improvement in blood, immune response, antioxidant status and maintenance of liver
efficiency of PPE in the diet.

Keywords: antioxidants; phenols; pomegranate peel; common carp.
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Introduccion

Una variedad de factores adversos ambientales (estrés) tienen un
impacto en especies de peces en el sector de la acuicultura intensiva.
Al recibir estimulos daiiinos, como cambios de temperatura, pH,
niveles de oxigeno, aumento en los niveles de amonio, manejo,
transportacion y cambios osmoticos en el agua, los peces muestran
reacciones a fuentes de estrés (Pickering, 1993; Everly y Lating,
2013).

La respuesta integrada al estrés de los peces tiene componentes de
comportamiento, hormonales y fisiolégicos que pueden afectar su
salud, y reducir la resistencia a enfermedades y estrés, y a los peces
les toma tiempo regresar a su estado natural (Lebelo et al., 2001;
Suljevi¢ et al., 2016). Aun ante sus efectos secundarios adversos, los
antibidticos comiinmente son usados para tratar las enfermedades en
los peces. Como resultado, se ha buscado conseguir alternativas mas
seguras, asequibles y efectivas, como las hierbas, vegetales y otras
plantas alimenticias, para usarlas como potenciadores de crecimiento
e inmunidad (Badrey et al., 2019).

En este escenario, los fitogénicos se definen como compuestos
bioactivos vegetales que se usan como aditivos alimenticios
funcionales que muestran efectos positivos en el crecimiento y salud
de los animales. Los fitogénicos normalmente incluyen extractos
de plantas aromaticas, y aceites esenciales que se caracterizan por
ser ricos en compuestos bioldgicamente activos (Suphoronski et al.,
2019; Christaki et al., 2020). En la acuicultura, un amplio espectro
de fitogénicos han sido estudiados principalmente por su gran
repertorio de propiedades, que incluyen promocion del crecimiento,
y actividades antimicrobiales, inmunoestimulantes, antioxidantes,
anitinflamatorias y sedantes (Reverter et al., 2021).

Los fitogénicos derivados de la céscara de la granada (epicarpio;
Punica granatum L.) y los productos manufacturados a partir de este
fruto, son en particular mas ricos en antioxidantes que el jugo de este
fruto, lo que los convierte en candidatos atractivos para ser usados
como suplemento alimenticio de animales (Badawi y Gomaa, 2016).
Sin embargo, Tiirkyilmaz et al. (2013) reportaron que la cascara de
granada contiende también flavonoides, acidos fenolicos y taninos
(elagitaninos como punicalina, punicalagina, acido galico y acido
elagico).

Esto hace que la cascara de granada sea una posible via para descubrir
compuestos naturales con diversas funciones biologicas, acciones
antibacteriales y potenciales ventajas para la salud (Kaderides et
al., 2015). Es bien sabido que la céscara de granada (P. granatum)
contiene quimicos fendlicos en cantidades aproximadamente 10
veces mayor que en la pulpa (mesocarpo; Li et al., 2006). Las
caracteristicas antibacteriales, antioxidantes, antinflamatorias,
antiproliferativas, hipolipidémicas, hipoglicémicas de la granada
han sido estudiadas extensamente tanto en las secciones comestibles
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y no comestibles de la planta, incluyendo la cascara, las semillas
y las flores (Akhtar et al., 2015; Banihani et al., 2017; Danesi y
Ferguson, 2017; Tortora et al., 2017; Bassiri-Jahromi, 2018; Altieri
etal., 2019; Hou et al., 2019).

Con el fin de aprovechar sus beneficios para la salud, los productos
derivados de la cascara han sido seleccionados como potenciales
aditivos naturales para la preservacion de alimentos y la mejora de
la calidad, asi como componentes de suplementos y nutracéuticos
(Akhtar et al., 2015). Dado este contexto, la cascara de la granada
(P. granatum) fue elegido como objeto de estudio con la intencion
de examinar sus efectos en los parametros hematologicos, estados
oxidativos, respuestas inmunologicas y salud hepatica de la carpa

comun (Cyprinus carpio).
Materiales y métodos
Preparacion del extracto de cascara de granada

Siguendo el método de Giilgin et al. (2003) la preparacion incluyd
mezclar 25 mg de cascara de granada en polvo con 250 mL de etanol
(96%), revolver la mezcla durante 24 horas en una mezcladora
magnética, y filtrar el liquido dos veces a través de una gasa. Una
vez que el filtrado fue recogido con papel filtro (Whatmann No. 1),
fue concentrado con una rotatoria a vapor, secado a 40 °C, colocado
en una botella opaca sellada, para luego ser puesto en el refrierador
hasta un futuro uso. El proceso se repitié con los mismos pasos y

condiciones hasta que se obtuvo la cantidad requerida del extracto.
Medicion del contenido fendlico total

Se determind con el reactivo I Folin Ciocalte (Chun et al., 2003).
En resumen, se mezclaron 0,5 mL del extracto y 0,5 mL del reactivo
Folin-Ciocalteu. La solucién se mantuvo a 25 °C de 5 a 8 minutos
para luego afiadir 2 mL de solucion de carbonato de sodio al 7,5% e
incrementar con agua el volumen a 8§ mL.

La absorbancia fue determinada usando un espectrofotometro (LKB
4050, Inglaterra) a 725 nm después de 2 horas de incubacion Una
curva de calibracion usando acido galico fue realizada. Los resultados
se expresaron en equivalentes de acido galico para biomasa fresca
(mg-g"). Los resultados fueron calculados con la siguiente formula
y expresados como porcentaje w/w: GAExVxDx10°x100/W =
contenido fenoélico total (% w/w), donde GAE fue el equivalente de
acido galico (ug'mL™"), V fue el volumen total de la muestra (mL),
D fue el factor de dilucion, y W fue la biomasa de la muestra (g)
(Chun et al., 2003).

Determinacion del contenido total de flavonoides

Se us6 una prueba colorimétrica para determinar la concentracion
total de flavonoides (Zhishen et al., 1999). Agua destilada (4 mL)
donde se mezcl6d 100 microlitros del extracto. Luego, se agregé 0,3
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mL de una solucién al 5% de nitrato de sodio. Cloruro de aluminio
(0,3 mL al 10%) fue agregado 5 minutos después. Se ailadid
hidroxido de sodio (2 mL 1 M) a la mezcla 6 minutos después. El
agua destilada (3,3 mL) fue afiadida enseguida, y el liquido fue
mezclado correctamente después de ser diluido.

En 510 nm, la absorbancia fue medida comparandola con una vacia.
Rutina sirvié como el estandar para la curva de calibracion. Se uso el
equivalente de Rutina por gramo de la muestra (mg-g™!") para expresar
la cantidad total de flavonoides en el extracto. Diez miligramos de
Rutina fueron diluidos en 10, 20, 40, 80, o 160 pg-mL"! luego de
ser disueltos en 100 mL de metanol (80%) (Lin et al., 2007). Los
0,5 mL de la solucion estandar diluida se combinaron con 1,5 mL
de metanol 95%, 0,1 mL de cloruro de aluminio al 10%, 0,1 mL
de 1 M de acetato de potasio, y 2,8 mL de agua diluida en lotes
separados. Con un espectrofotometro, la absorbancia del reactivo de
la muestra fue medido a 415 nm luego de 30 minutos de incubacion
a temperatura ambiente. El mismo volumen de agua destilada se
usé en lugar del cloruro de aluminio al 10% en el ensayo en blanco
(Zhishen et al., 1999).

Peces experimentales

El Departamento de Acuicultura de la Facultad de Agricultura
proporciond los alevines de carpa comun para el estudio. Los
pescados que eran muy grandes o que han sufrido estrés extremo no
fueron incluidos. Cada pez fue pesado en una balanza electronica,
mientras estaban sumergidos en un tazon con agua, hasta acercarse a
13,51 g. Cinco tratamientos con tres réplicas se aplicaron a los peces,
(5 peces). Antes de comenzar el experimento, se les dio 2 semanas a
los peces para que se aclimaten al ambiente del laboratorio. Cuando
comenzd el experimento, los peces fueron colocados en un acuario
de 60 x 40 x 50 cm, lo que sirvié también como unidad experimental.

Proceso experimental

Se utiliz6 como testigo una dieta comercial irani, de la que se
conocia su composiciéon quimica, como se muestra en la tabla 1.
Céscara de granada en polvo (RPP) y extractos de alcohol (PPE)
al 0,5% y 1%, respectivamente, fueron agregados a cuatro dietas
experimentales. Se aliment6 a los peces dos veces al dia (a las 9
am y 4 pm) siguiendo la dieta en una proporcion de 2% de su peso
corporal. Durante el periodo de prueba se midieron los parametros
de calidad del agua (pH= 8,78, EC= 2,71 ds-cm’!, DO= 9,43 ppm,
Temp= 24,34 °C, Sal= 1,30 psu).

Analisis hematologico

Muestras de sangre se extrajeron del corazon usando una jeringa de
vidrio, y dicha sangre se colocé en tubos de ensayo organizados en
dos grupos: el primer grupo libre de anticoagulantes, para extraer
el suero con una centrifuga (Labofuge 400 E, 600 g; Heraeus,
Os-terode, Alemania) a 3.000 rpm por 15 minutos, para luego
mantenerlos en refrigeracion hasta el andlisis bioquimico. El
analizador de hematologia Mindrary-BC-30S se utiliz6 para medir
la concentraciéon de hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT),
volumen corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular
media (MCH), concentracion de hemoglobina corpuscular media
(MCHC), glébulos rojos ( RBC) y glébulos blancos (WBC).

Y latecnica@utm.edu.ec

Tabla 1. Aproximado de la composicién quimica de la dieta

comercial usada en el experimento.

Nutricién Cantidad
Humedad 10%
Proteina cruda 35%
Ceniza 12%
Energia metabolizable 3700 Kcal ‘kg!
Fibra cruda 5,5%
Grasa cruda 6%
Nitrogeno volatil total (NVT) 50 mg-100 g'!

Aminoacidos esenciales

Lisina 1,80%
Metionina 0,48%
Treonina 1,15%

Composicion: harina de trigo, cebada, gluten de maiz, harinas vegetales, harinas de pescado, almidon,
aceite de pescado, cloruro de colina, lisina, metionina, treonina, mezcla especial de minerales, inositol

Respuestas inmunes y actividad antioxidante

La actividad de la lisozima fue analizada con base a las
mediciones de turbiedad. En esta prueba, el suero (10 uL) fue
colocado en cubetas a 200 pL en suspension de Micrococcus
(35 mg de polvo seco de Micrococcus en 95 mL de 0,15 M
de tampon fosfato + 5,0 mL de solucion de NaCl). El cambio
en la extincion fue medida inmediatamente a 546 nm al inicio
de la reaccion y después de una incubacion de 20 minutos a 40
°C. El contenido de lisozima se determind con base a la curva
de calibracion y la extincion fue medida segiin Schéperclaus et
al. (1992). La catalasa y la glutation peroxidasa se determinaron
usando kits comerciales (kit de ensayo Cayman 707002 Catalase,
y kit de glutation peroxidasa Cayman 703102, respectivamente).

Analisis histopatolégico

Dos peces de cada acuario fueron seleccionados al azar y
sacrificados (n= seis por tratamiento). Se les removi6 la cabeza y
la cola a cada pescado, y se disecciond el higado y las visceras,
los cuales se colocaron en formol tamponado neutro al 10%
(Thermo Fisher, Kalamazoo, MI). La muestras del higado fueron
fijadas en formalin por 48 horas. Luego, se lavaron y secaron las
muestras en grados sucesivos de alcohol etilico. Posteriormente,
las muestras fueran tratados de manera rutinaria para obtener
cuatro cortes de parafina con un microtomo Cambridge Rocking.
Los tejidos fueron seccionados longitudinalmente. Para el
analisis microscopico, se utilizaron tinciones de hematoxilina y
eosina (H&E) para tefiir los cortes (Bancroft y Layton, 2013).

Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + SD. Los resultados fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el
efecto del tratamiento en el rendimiento de los peces. Los datos
fueron analizados con el programa IBM SPSS (2013). Las
diferencias entre medias se compararon usando el test de rango
multiple de LSD a un nivel de P<0,05.

Resultados y discusion

Los beneficios para la salud de los flavonoides han sido objeto de
investigaciones recientes, y se ha comprobado su potente efecto
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antioxidante (Orak et al., 2012). Como se muestra en la tabla 2, en

e-ISSN 2477-8982

la cascara de granada se observaron altas actividades antioxidantes
y contenido fenolico. Segun estudios previos que han reportado
actividad antioxidante y contenido fendlico y flavonoide total, los
extractos de cascara fueron mas potentes (casi 10 veces mas) que
los de la pulpa, lo cual indic6 que el extracto de la cascara tuvo
compuestos que fueron potencialmente mas efectivos (Ardekani et
al., 2011; Orak et al., 2012).

Tabla 2. Contenidos fendlicos y flavonoides del extracto de cascara
de granada (n = 3).

Fenolico total mg ~ Flavonoide total mg RE-g'**
GAE-g'*

Extracto de alcohol 175,95+1,41

42,89+1,30

*(GAE)-g-1 -mg equivalentes de acido galico ** (RE)-g-1 -mg equivalentes rutina.

Los resultados del antioxidante fueron consistentes con los
obtenidos por Nuamsetti et al. (2012) y Badawi y Gomaa (2016),
quienes descubrieron que el extracto de alcohol contenian fenoles
(185) mg'mg"! GAE g' y flavonoides (32 mg) RE-g", asi como un
total de 166,83 mg GAE-g"', 152,6 mg GAE g,y 85,48 mg GAE-g"
de fenoles, respectivamente. Por lo tanto, el contenido antioxidante
de esta planta fue mayor que el de muchas otras plantas. Aunque
hubo diferencias entre el contenido antioxidante con otros estudios,
se debe considerar que las variaciones en el contenido total fendlico
de una granada puede estar influenciado por el solvente usado para
la extraccion (Ambigaipalan et al., 2016).

La enzima lisozima mostr6 un incremento en todos los tratamientos
(figura 1). Badawi y Gomaa (2016) explicaron que la lisozima es uno
de los agentes no especializados, considerados como la primera linea
contra los patdgenos, y en el estudio se indicd que al agregar PPE,
los niveles de lisozima incrementan, y este mismo resultado fue
mostrado por Monir et al. (2020), quienes notaron una mejora en los
niveles de lisozima en el suero de la tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) después de agregar extractos de hoja de moringa (Moringa
oleifera) y PPE. Los resultados del estudio de Harikrishnan et al.
(2012) mostraron un aumento en los niveles de lisozima después de
incorporar PPE a la dieta de platijas (Paralichythys olivaceus).

Hamed y Abdel-Tawwab (2021) comprobaron que los niveles de
lisozima aumentaron en tilapias del Nilo que habian sido alimentadas
on dietas que incluian RPP. El estudio de Sonmez et al. (2022)
mostré un aumento continuo en la actividad de lisozimas durante
los 40 dias del experimento en truchas arco iris (Oncorhynchus
mykiss). Sin embargo, los resultados de la presente investigacion
concordaron con los de Badrey et al. (2019). No obstante, estos
resultados pueden estar relacionados con los compuestos quimicos

m La Técnica: Revista de las Agrociencias

de la cascara de la granada, como los flavonoides, y derivados del
acido elagico (Dahham et al., 2010).

—8—Lisozima (ug/ml)

9.5 a

a
9.0 T
8.5 b

8.0 4

\

75 0.5
7.0
6.5
6.0 4 C Lo.o

5.5

T T
C P0.5 P1 PA0.5 PA1

Tratamientos

Figura. 1. Actividad de la lisozima en el suero de la carpa comiin
(Cyprinus carpio) alimentada con RPP y PPE. Los valores se
presentan como media +SD. Las diferentes letras por encima

de la linea expresan diferencias significativas entre tratamientos

(P<0,05). T: Testigo, P0.5: cascara de granada 0,5%, cascara de

granada en polvo 1%, PA0.5: Extractos de alcohol 0,5%, PA1:
Extractos de alcohol al 1%.

Ambas actividades antioxidantes (Catalasa y GPX) incrementaron
significativamente (P<0,05) en el suero sanguineo de las carpas
alimentadas con diferentes concentraciones de RPP y PPE como se
muestra en la figura 2.

Sin embargo, el aumento en la Catalasa puede atribuirse a
la presencia de algunos compuestos fendlicos en la cascara
de granada, como el acido protochatequiico, acido galico,
pirogalol, acido p-cumarico, cataquina, acido rosmarinico,
rutina, naringina, mircetina, escoplatino e hisperdina, los cuales
tuvieron actividad antioxidante al reducir el estrés causado por
la generacion de radicales libres y la peroxidacion de lipidos
(Mashkor y Muhson, 2014).

Asi mismo, los compuestos fenolicos mejoraron la actividad
enzimatica GPx (Moskaug et al., 2005). El PPE puede ser un
factor importante para proteger a los tejidos del dafio oxidativo
al incrementar la eliminacion de radicales libre por parte
de la Catalasa y las enzimas GPx (Abdel-Moneim, 2012)
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Figure 2. Actividad de Catalasa y GPx en el suero de la carpa
comun (Cyprinus carpio) alimentada con RPP'Y PPE (). Los
valores se presentan como media+SD. Las diferentes letras por
encima de la linea expresan diferencias entre grupos (P<0,05).
C: Testigo, P0.5: céscara de granada 0,5%, cascara de granada
en polvo 1%, PA0.5: Extractos de alcohol 0,5%, PA1: Extractos
de alcohol al 1%.
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Los estudios histologicos son muy importantes para evaluar la
salud de los peces; estos permiten quelos efectos patologicos
que pueden ser causados por nutrientes puedan ser evaluados,
ademas de poder entender los mecanismos de digestion ,
metabolismo, y monitorear el estado de salud de los peces. En
general, la forma y la estructura del canal alimenticio estan
estrechamente relacionados con sus habitos alimenticios.
(Banan, 2012; Bonvini, 2017).

Los resultados del estudio histologico se muestran en la figura
3, correspondiente a las carpas comunes alimentadas con
suplementos de RPP y PPE. En el tratamiento de control, se
observa que en la figura 3A la vacuolizacion en las células, y
una especie de necrosis, y, adicionalmente, la degeneracion del
citoplasma. EI histologico del higado con RPP y PPE muestran
una morfologia del higado con una apariencia relativamente
normal, y la estructura hepatica se caracterizo por hepatocitos
dispuestos en una capa simple, alineados con sinusoides. La
parénquima estaba compuesta principalmente por hepatocitos
poliedralicos, tipicamente con nucleos centrales margenes de
cromatina tefiidos y nucléolos prominentes. También se observo
masa pancreatica, situada alrededor de las ramas de la vena porta
hepatica.

Figure 3. Fotomicrografias del higado de una carpa comin
alimentada con RPP (P0.5%, P1%), PPE (PA0.5%, PA1%),
y tratamiento testigo (c). (A) Degeneracion y necrosis de
los hepatocitos (flechas blancas) y vacuolas de grasa y un
pequefio numero de deformaciones desplazadas periférica-
mente (circulo blanco). (C) Hemorragia (circulo blanco) y
nucleos irregulares (flechas blancas). (D) y (E) vacuoles de
grasa (flechas blancas). H&E; bar= 20 pm.
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Lafigura 3B muestrala vacuolizaciony el niicleo desaparecido.
Mientrs que, la apariencia normal histoloégica con la
acumulacion de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos
se puede apreciar en las figuras C, D y E. En general, se
descubri6 que afiadir el RPP y el PPE mejora el tejido normal
del higado. El desarrollo de las vesiculas lipidas durante el
tratamiento con alcohol es representado en la figura 3. Quizas,
los lipidos y glicogenos, los cudles estan relacionados con el
operar normal del higado, puede estar presente también en el
citoplasma de los hipocitos.

La creacion de las vacuolas en el higado indica un desbalance
entre el ritmo de la sintetizacion de quimicos en las células
de la parénquima y la tasa en la que son liberados en lel flujo
sanguineo. Los hepatocitos pueden producir vacuolas como
proteccion ante compuestos peligrosos, y este mecanismo
de defensa puede estar a cargo de recolectar a las moléculas
toxicas y de evitar que éstas interfieran con las funciones
basicas de las células (Ayadi et al., 2015).

Ademas, la evaluacion morfométrica del higado reveld
que en P0.5%, se observd un pequefio nimero de nucleos
desplazados periféricamente. Segun Caballero et al. (1999)
nucleos agrandados de hepatocitos y desplazamiento
nuclear de la periferia de los hepatocitos, dependiendo de
las condiciones experimentales, son consideradas como una
situacion patologica o puede ser visto como un mecanismo de
adaptacion de los hepatocitos. En la presente investigacion,
lo morfologia de los hepatocitos fue similar a las dietas
analizadas de las carpas.

Por lo tanto, la morfologia hepatica observada refleja un
estado de buena alimentacion y no una situacion patologica.
Los descubrimientos presentes se deben a los compuestos
activos de la cascara de granada, y resultados similares fueron
reportados por Hussein et al. (2022).

Conclusion

Los resultados de este estudio demuestran que la inclusion del
extracto del alcohol de cascara de granada aumenta los parametros
sanguineos, la inmunidad, antioxidantes, y la salud hepatica.
Futuras investigaciones deberan enfocarse en determinar las
proporciones Optimas para la alimentacion de los peces con el
fin de mejorar la resistencia y la salud de peces de piscifactorias
usando fitogénicos en lugar de antibioticos.
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