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RESUMEN

La acuicultura es una actividad productiva sostenible que representa una fuente
importante de ingresos econdémicos; su rapido crecimiento se debe principalmente a
mejoras en el manejo y la creacion de sistemas de cultivo que maximizan el
aprovechamiento de las instalaciones. El aumento en la densidad facilita la proliferacion
de patdgenos bacterianos, por lo que resulta necesario buscar alternativas al uso de
antibioticos para controlarlos. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto
inmunoestimulante del aceite esencial de la planta nativa Minthostachys mollis (mufa)
frente al patdgeno de Aeromonas hydrophila en Piaractus mesopotamicus (pacu). Se
trabajo con 180 juveniles de pacu, que fueron distribuidos en 4 grupos con 3 repeticiones.
El aceite esencial fue adicionado y proporcionado durante 30 dias. Al final de este periodo
se evaluaron parametros productivos (peso y longitud); luego se realiz6 el desafio
inmunoldgico con A. hydrophila y después de 24 horas se evaluo la respuesta inmune
innata mediante un hemograma completo, Burst Respiratorio, lisozimas y actividad
bactericida en suero. La suplementacion con el aceite esencial al 1% promueve una mayor
y mas rapida respuesta fagocitica teniendo un 4% mas de Burst respiratorio al ser
inoculado con el patégeno A. hydrophila ademéas que promueve un 25% de mayor

crecimiento del pez frente a los otros grupos experimentales.

Palabras clave: Inmunoestimulante, aceite esencial, Minthostachys mollis, A. hydrophila, mufia



ABSTRACT

Aquaculture is a sustainable productive activity that represents an important source of
economic income; its rapid growth is mainly due to improvements in the management and
creation of cultivation systems that maximize the use of the facilities. The increase in density
facilitates the proliferation of bacterial pathogens, so it is necessary to look for alternatives to
the use of antibiotics to control them. The objective of the study was to evaluate the
immunostimulant effect of the essential oil of the native plant Minthostachys mollis (mufia)
against the pathogen of Aeromonas hydrophila in Piaractus mesopotamicus (pacu). It was
worked with 180 youth from pacu, which were distributed in 4 groups with 3 repetitions. The
essential oil was added and provided for 30 days. At the end of this period, productive
parameters (weight and length) were evaluated; The immune challenge was then performed
with A. hydrophila and after 24 hours the innate immune response was evaluated by a
complete blood count, respiratory burst, lysozymes and serum bactericidal activity.
Supplementation with the essential oil at 1% promotes a greater and faster phagocytic
response having 4% more respiratory burst when inoculated with the pathogen A. hydrophila
in addition to promoting 25% higher growth of the fish compared to the other experimental

groups.

Key Words: Immunostimulant, essential oil, Minthostachys mollis, A. hydrophila, mufia



I. INTRODUCCION

La acuicultura es uno de los sistemas de produccion de alimentos de mas rapido
crecimiento (FAOQ, 2016). Simboliza una fuente importante de ingresos econémicos para
los paises en desarrollo, por lo que implica intervenciones en el proceso de cria lo que ha
traido la presencia de varios patdgenos que resulta necesario controlar (CONAPESCA,
2013). Aeromonas hydrophila es una bacteria importante, actia como patdgeno para el
100% de peces de agua dulce, se encuentra ampliamente distribuida en los recursos
hidricos, infectando a animales de sangre fria, caliente y al hombre (Janda y Abbott,

2010).

Para el control de la aeromoniasis se esta empleando inadecuadamente los antibidticos,
ya sea por utilizar un producto no indicado para acuicultura o por la sobre medicacion
(Alderman y Hastings, 1998), practica que esta generando la existencia de patdgenos con
una elevada resistencia antibidtica (Cabello, 2003). Por lo que resulta necesario buscar

alternativas sostenibles y responsables con el medio ambiente.

Los aceites esenciales (A.E) son fracciones liquidas volatiles, contienen las sustancias
responsables del aroma de las plantas y son importantes en la industria cosmética, de
alimentos y farmacéutica (Alzamora et al., 200). Estudios recientes demuestran la
actividad antibacteriana e inmunoestimulante de diversos A.E de plantas nativas
(Carhuapoma, 2002). Minthostachys mollis “mufia”, es una de las mas importantes
plantas aromaticas nativas peruanas que se ha estudiado, cuyas propiedades medicinales
han sido evaluadas (Fuertes y Murguia, 2001). El objetivo de este estudio fue determinar
la actividad inmunoestimulante del A.E de M. mollis “mufa” frente al patéogeno A.

hydrophila en Piaractus mesopotamicus (pacu).



II. PLANTEAMIENDO DEL PROBLEMA

El empleo de antibidticos tiene como objetivo controlar infecciones causadas por
bacterias que aparecen debido a distintos factores como el hacinamiento, las
manipulaciones y carencias dietéticas que son propias de una crianza intensiva (Angulo,
2000). Estudios recientes han mostrado que el uso de antibioticos no es imprescindible,
tanto en ganaderia como en acuicultura se pueden reemplazar con otras alternativas

(Cabello, 2004).

La acuicultura como actividad productiva, esta utilizando antibioticos en exceso, practica
que genera alteraciones en la microbiota ambiental produciendo cambios drasticos que
favorecen la existencia y aumento de bacterias las cuales desarrollan resistencia a una
serie de antibidticos (Bushman, 2001). Existen evidencias epidemioldgicas y moleculares
que demuestran la existencia de bacterias “multidrogo resistentes” (Rhodes, et al., 2000).
En nuestro pais, las normas del Cddigo acuatico, 2016 mediante campafias de
concientizacion tratan de restringir el uso de los antibiGticos en especies acuaticas para

consumo humanao.

El aprovechamiento de las bondades terapéuticas de las plantas representa una alternativa
para el control y prevencion de enfermedades (Teuber, 2001). ElI mercado nacional y
extranjero exige productos de calidad, cuya produccion no ocasione un impacto negativo
en el medio ambiente (Coquet et al., 2000) Frente a esta situacion la fitoterapia y la
evaluacion del efecto inmunoestimulante de la “mufia” (M. mollis) representa un primer
paso en la evaluacion de alternativas naturales para controlar enfermedades y mejorar el

sistema inmune de los peces.



I1l. MARCO TEORICO

3.1.Acuicultura:
La acuicultura es uno de los sistemas de produccion de alimentos de mas rapido
crecimiento, actualmente representa el 50 % del pescado que esta destinado al consumo
humano en el mundo (FAO, 2016). Como una actividad productiva representa una
importante fuente de ingresos econdmicos para los paises en desarrollo (CONAPESCA,
2013). El aumento de las densidades producto de la crianza intensiva ocasiona en los
organismos acuaticos situaciones de estrés que desencadenan la patogenicidad de

bacterias propias del organismo (Cremonesini et al., 2008).

3.2.Aeromonas hydrophila
Son bacilos Gram (-) oportunistas, conforman parte de la microbiota intestinal normal de
los peces y distintos organismos acudticos (Cipriano, 2000). Estdn ampliamente
distribuidas en los recursos hidricos, infectando a animales de sangre fria, caliente y al
hombre (Janda y Abbott, 2010). Es un patégeno de importancia en acuicultura con
morbilidad de 80% y mortalidad del 51.2% (Rodriguez y Hernandez, 1998). En un estudio
realizado en Colombia se determind la prevalencia del patdgeno en trucha y rampuche
del 100%, seguida por dorada de 80%, bagre de 73,33%, bocachico y sierra de 60% y
mojarra 50% (Suérez y Herrera 2011).
La presencia de la bacteria no necesariamente indica enfermedad, su patogenicidad esta
asociada a cambios en el ambiente acuatico, factores de estrés como aumento de densidad,

estado fisiologico, condiciones de inmunosupresion (Chopra y Houston, 1999).



Las infecciones en peces por A. hydrophila se clasifican en dos: las que causan lesiones
internas afectando los rifiones y las que provocan lesiones externas que producen necrosis
en aletas causando la pérdida total de la estructura culminando en la muerte del pez
(Cremonesini y Thomson, 2008). Existen reportes que demuestran la resistencia que
posee a las penicilinas: amoxicilina y cefalotina mayor a 80% y furoxona de 57,8% por
lo que el tratamiento con antibidtico es limitado (Janda, y Abbott 2000) (Mufioz, et al.,

2012).

3.3.Piaractus mesopotamicus.

Conocido en Brasil como pacu, pez cuyas caracteristicas anatémicas y calidad de carne
son comparables al Piaractus braxhypomus, conocido en Peri como paco, cachama
blanca y en algunos lugares de la selva como gamitana (SINCHI — INADE, 1999). Es un
pez teledsteo originario de los rios de Paraguay y Parand, tiene importancia en el mercado,
el filete de pacu es considerado de alta calidad, es de carne blanca y buen sabor, debido a
sus infiltraciones grasas (Tavares et al., 1999). Pueden llegar a medir hasta 80 cm y tener
un peso de 18 kilogramos (Froese y Pauly, 2005). Tiene comportamiento alimentario
diurno, siendo la racion Optima para esta especie 3% del peso vivo que debe ser
distribuida en tres momentos del dia (Sobenes et al., 2012).

Es utilizado como modelo experimental, se adapta facilmente al manejo, sus
requerimientos nutricionales son béasicos, resiste pH de 6.8 hasta 7.5, es omnivoro y tienen
una curva de crecimiento rapida, son muy resistentes al estrés y tienen un apetito arrasador

(Belo et al.,2005).



3.4.Sistema inmune en los peces:
En los peces teledsteos el sistema inmune es similar al de los vertebrados con algunas
diferencias significativas, por ejemplo, los 6rganos linfo hematopoyéticos son: el timo,
rifion anterior, bazo y el tejido inmune mucosal, no poseen ganglios linfaticos, ni medula
Osea (Clauss et al., 2008).
La respuesta inmunolégica de los peces se divide en dos clases sistema inmune innato y
el adquirido ambos compuestos por una parte humoral y celular cuya eficacia puede estar
relacionada a la edad de los peces y o a distintos factores (Nielsen y Gassent 2006).
Las células involucradas en la respuesta inmune innata son los leucocitos, los mismos que
se encuentran en sangre, su cantidad depende de la especie y las condiciones fisioldgicas,
también se pueden encontrar en tejidos formando agrupaciones conocidas como centros
melanomacréfagos (Gorbach, 2001). ElI ndimero normal de leucocitos en P.
mesopotamicus es 2.77 + 0.97 x 10 ®/uL (Martins et al., 2001).
Durante el control y manejo sanitario de los peces, los parametros hematoldgicos cumplen
una funcién importante. Son una herramienta que permite evaluar de manera confiable la
condicion sanitaria, la presencia de patdgenos, interaccién con nutrientes y agentes
contaminantes que puedan estar inmunosuprimiendo al pez, causando cambios en los

parametros sanguineos (Monroy, G. 2005).



3.5.Inmunoestimulantes

Son todos los compuestos o aditivos que tiene el potencial de promover la respuesta
inmune optimizando la capacidad de defensa del individuo, activando mecanismos para
contrarrestar algun patdégeno (Anderson, 1992). Los parametros mas importantes que
sirven de indicador para determinar la capacidad inmunoestimulante de un compuesto
son: respuesta fagocitica (Burts respiratorio), cantidad de leucocitos en sangre,
inmunoglobulinas (lgs), Proteinas totales, actividad lisozimica, cantidad de linfocitos
circulantes, conteo de macréfagos, sistema de complemento, asi como la evaluacion de
los parametros productivos que su mejora indicarian buena condicion fisica e
inmunoldgica (Tort, et al., 2005).

El Burst respiratorio (BR), conocido tambien como estallido respiratorio es un indicador
de inmunidad innata, intimamente relacionado con la fagocitosis proceso en el que ocurre
un alto consumo de oxigeno. En los peces teledsteos este proceso es parecido al de los
mamiferos describiéndose cinco etapas: reconocimiento, unidn, incorporacion,
destruccion y digestion del (Ag) antigeno (Nielsen y Gassent 2006). Las ceélulas
encargadas son los neutrofilos, los macrofagos y los linfocitos quienes realizan la
presentacion de antigenos y la secrecion de citoquinas. Durante la fagocitosis ocurren
varios mecanismos de destruccion; el B.R es el mas importante, comprende la formacion
del anion superdxido, como radicales superdxido y peroxido de hidrogeno especies
reactivas de oxigeno que se estimula mediante la opsonizacion; por ello, las lectinas, la
proteina C reactiva, el complemento y los anticuerpos facilitan la fagocitosis (Travis J.
2009).

La lisozima, enzima litica que actta sobre el peptidoglicano de las paredes celulares de
bacterias Gram (+) y como opsonina en bacterias Gram (-), catalizan la hidrolisis,

haciendo que algunas bacterias no lleguen a ser patogénicas (Vocadlo et al., 2001).



Las proteinas totales son macromoléculas esenciales para la vida, se clasifican por su
funcion siendo estructurales y de transporte, pueden ser enzimas, hormonas, anticuerpos,
factores de coagulacion, etc (Davis, 2004).

En el sistema inmune actlan inactivando compuestos toxicos y en la respuesta frente a
antigenos. Evaluar proteinas totales sirve para monitorear los cambios que se presentan
en el individuo en condiciones patoldgicas: perdidas de la funcién renal, desnutricion
infecciones prolongadas (Cnaani et al., 2004). La determinacién de la actividad
bactericida sérica involucra la exposicién de una suspensién de organismos viables a una

concentracion adecuada de anticuerpos y complemento (Wang et al., 2016).

3.6.Fitoterapia:

Con origen mistico-religioso es conocida como la primera medicina del hombre
(Martinez, 2003). Los fitofarmacos y sus principios activos fueron los medicamentos que
utilizaron los antepasados para recuperar la salud y para prevenir las enfermedades
(Morales, 2004). El uso de plantas con estos fines, esta siendo cada vez mas aceptada en
todos los estratos sociales, a pesar de que, fue relegada a un segundo plano durante mucho
tiempo (Farnsworth, 1989). En la actualidad, la informacién cientifica sobre la efectividad
de las plantas frente a algunos patdgenos es cada vez mas abundante y la lista de plantas
investigadas es cada vez mayor (Carhuapoma, 2002).

Se ha probado que las plantas ademas de causar la inhibicion de bacterias tanto Gram (+)

y (-), son antioxidantes y también interrumpen el desarrollo de levaduras (Augusto, 1975).



3.7.Aceite esencial (A.E)
Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos aromaticos volatiles de base lipidica
que pueden ser obtenidas de las plantas, se encuentran en raices tallos, hojas, flores y
frutos, los métodos de obtencion son fisicos o quimicos (Martinez, 2003). La técnica mas
conocida es la de arrastre de vapor, el producto final es volatil (Cerpa, 2007). Se ha
demostrado que algunas plantas tienen efecto bactericida y/o bacteriostatico, sumado a
eso se tiene evidencia de que algunas actan como antifingicos inhibiendo la germinacién
de esporas, inactivando enzimas (Carhuapoma et al., 2009). Las plantas por excelencia
para la produccidon de aceites esenciales son las que pertenecen a las familias Labiadas,
Umbeliferas Compuestas, Mirtaceas, Lauredceas, Rutaceas y Pindceas debido a que

alcanzan un mayor rendimiento (Avila et al., 2001).

3.8.Técnicas de extraccion del A.E
Las técnicas de extraccion de aceite esencial (A.E) mas comunes son: destilacion por
arrastre de vapor, extraccion con disolventes, por fluidos supercriticos, por microondas y
por ultrasonido, cada uno con ventajas y desventajas (Peredo et al., 2009). EI método de
extraccion por fluidos es mas rapido, consumen menos energia, tienen mayor
rendimiento, sus desventajas son: requiere para su elaboracion altos niveles de seguridad,
equipo automatizado y es de mayor costo (Yamini et al., 2008 y Bousbia et al., 2009). El
método de extraccion con disolventes volatiles no es recomendable para el uso en la
industria alimenticia ni la de perfumeria, los disolventes son altamente tdxicos al ser
consumidos o al tener contacto con la piel, ademas se pierden grasas y ceras con
propiedades terapéuticas su elaboracion resulta muy costosa por el precio de los
disolventes los mismos con riesgo inminente de explosion (Ordufio, 2006 y Thongson et

al., 2004).



El método de arrastre de vapor es uno de los més sencillos, de bajo costo, ademés no
integra en su elaboracion sustancias que pueden resultar toxicas y no aptas para el

consumo (Cerpa, 2007 y Banchio et al., 2005).

3.9.Muia (Minthostachys mollis)

Planta nativa hemicriptofita, crece entre los 2500 — 3500 m.s.n.m., se encuentra en
abundancia en las montafias de la sierra peruana, necesita tener cercania a acequias y
manantiales; sin embargo, no tiene una demanda alta de agua (Cano, 2007). Es una planta
arbustiva, lefiosa, posee un aroma caracteristico, tiene flores hermafroditas pequefias que

pueden ser moradas o blancas dependiendo de la especie (Garcia, 2007).

Reino: Vegetal
Sub reino: Embryophyta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Methachlamydeae
Orden: Tubiflorae
Familia: lamiaceae (labiadas)
Género: Minthostachys

Especie: Minthostachys mollis (Kunth) Griseb

Cuadro 1. Clasificacion sistematica (Cronquist 1981)



Las bondades que se le adjudican a la mufia son efectos antiespasmadicos, disminuye las
flatulencias, es un buen antiemético; antiasmatico, funciona como expectorante, existen
reportes que le atribuyen caracteristicas de antiséptico, analgésico, antiinflamatorio, y
otras bondades méas que aun no han sido probadas (Contreras, 1983). Existen reportes en
el que se usa la mufia como preservante de alimentos y repelente de mosquitos, ademas
se utiliza como fumigante organico, se ha demostrado sus efectos contra el gorgojo, es
asi como se le atribuyen las propiedades de ser un antiparasitario que tiene accion contra
los ectoparésitos y endoparasitos, no solo de los alimentos sino también de algunos

animales domésticos (Alvarez., et al 2000).
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IV. ANTECEDENTES:

En la ciudad de la Habana, Cuba, se evalud in vitro las concentraciones inhibitorias
minimas del aceite esencial de Eucalyptus sp, Schinus terebintifolius y Cassia alata frente
a tres bacterianas del género Aeromona: A. salmonicida tipica, A. salmonicida atipica y
A. hydrophila. Se emple6 el método de diluciones seriadas dobles en medio liquido con
una concentracion bacteriana de 108UFC/mL. Los resultados demostraron que A.
salmonicida atipica tuvo la mayor sensibilidad al actuar con los tres extractos con valores
de CIM entre 0.19 mg/mL y 0.32 mg/mL, ademas de que el extracto de Eucalyptus sp

mostro actividad bactericida sobre el 100 % de las cepas probadas (Nufiez et al., 2001).

En Lima, Perq, se desarrollé un trabajo en colaboracion de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos — UNMSM vy la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
Laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID). En este estudio se evalud la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de M. mollis “ruyaq mufia” frente a Helicobacter
pylori, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa, demostrando

tener una importante actividad antibacteriana (Carhuapoma et al., 2009).

En Tarma, en el departamento de Junin, se realizé un estudio en el que se probd in vitro
la actividad del aceite esencial de las hojas de M. mollis (mufia) frente a C. albicans, M.
canis y T. mentagrophytes, demostrando efectos antimicoticos favorables (Cano, 2007).
En este mismo lugar, se desarroll6 otro estudio en el que se comparé las propiedades
antimicaticas in vitro del A.E de mufa frente al efecto del fluconazol para el tratamiento
de Candida albicans, concluyendo que el aceite esencial de la planta es mucho mejor para

el tratamiento Candida albicans (Alcala et al., 2011).
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En Sonora, México, se evaluo el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Origanum vulgare (orégano) frente a los patdgenos A. hydrophila, A. salmonicida,
Pseudomonas putida, P. fluorescens, Vibrio mimicus, V. alginolyticus, V. fluvialis y V.
vulnificus, aisladas del camaron blanco (Litopenaeus vannamei) demostrandose un
marcado efecto inhibitorio y un porcentaje de supervivencia significativo (Litopenaeus

vannamei) (Sobenes et al., 2012).

En Machala, Ecuador se evalud el efecto del extracto de dos plantas medicinales: Hierba
luisa (Aloysia triphilla) y Orégano (Origanum vulgare) sobre la presencia de Vibrio sp.
en agua de estanque de cultivo de camarones peneidos, para este experimento se utilizé
el extracto de las plantas en tres concentraciones distintas (6, 8, 10 mL/L) en 21 peceras
con una capacidad de 2 litros, se trabajo con tres repeticiones y se dejé reaccionar a
diferentes tiempos (12, 24, 48 h). El anélisis estadistico indicd que si existe efecto
significativo entre las diferentes dosis de extractos de plantas y el tiempo de exposicion.
Se puede concluir con el estudio que los extractos de las plantas medicinales se pueden
utilizar en el tratamiento de vibriosis, previo un estudio de interaccién de estos con

organismos acuaticos de interés comercial (Sorroza,2018).
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V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Dentro de todas las actividades productivas, la acuicultura representa una importante
fuente de ingresos econdmicos para los paises en desarrollo, es de rapido crecimiento, por
lo que son cada vez mas los centros de crianza intensiva, estan aumentando la densidad
de siembra generando condiciones de estrés, que estan ocasionando inmunosupresion en
los peces.

Aeromonas hydrophila es una de las principales bacterias en acuicultura, es parte normal
de la microbiota intestinal de los peces, causa enfermedad a todos los organismos
acuaticos. La patogenicidad esta relacionada a condiciones de inmunosupresion por lo
que probar inmunoestimulantes resulta importante.

El pacu (P. mesopotamicus) es un pez de importante valor comercial, el filete es valorado
en el mercado, sus caracteristicas anatdbmicas son comparables con peces de la amazonia
peruana que actualmente no tienen valores inmunolégicos referenciales a diferencia del
pact cuyos valores hematoldgicos normales ya estan descritos permitiendo detectar
alteraciones en futuros estudios, ademas es un buen modelo experimental, es resistente al
estrés, es utilizado para probar raciones alimenticias ya que tiene un apetito voraz.

En la actualidad la tendencia al incremento de patdgenos con resistencia antibiotica crece
y son cada vez mas frecuentes los reportes de plasmidos aislados de bacterias que son
resistentes a un sin namero de antibidticos, ocasionando altas mortalidades terminando
con buena parte de la produccion. Generando un problema serio en salud publica ya que
expone al ser humano a nuevos farmacos genera que las bacterias adquieran resistencia a

farmacos cada vez mas potentes.
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En laacuicultura el cuidado del recurso hidrico debe ser una prioridad ya que es un medio
que favorece la diseminacion de patdgenos, compuestos toxicos y antibidticos
contaminando no solo centros piscicolas grandes, sino también a pequefios productores,
regadios de sembrios y abastecimiento de agua para la ganaderia o para el propio ser

humano.

Probar alternativas naturales frente a los patdgenos que actualmente perjudican la
acuicultura resulta necesario, ademas que el mercado (nacional y extranjero) exige un
producto organico, libre de antibidticos, cuyo proceso de manufactura no contamine el

medio ambiente.

Promover la fitoterapia es una alternativa atractiva al uso de antibioticos a su vez
aprovechando nuestra biodiversidad promoviendo el consumo y fomentando la
utilizacion de nuestras plantas nativas, no solo como aditivos alimenticios, sino como

inmunoestimulantes que ayuden a la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades.

Este estudio tiene como finalidad evaluar las propiedades inmunoestimulantes del aceite
esencial de M. mollis frente a A. hydrophila ofreciendo una alternativa al uso de

antibioticos.
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V1. HIPOTESIS

El aceite esencial de la planta nativa M. mollis (mufa) frente al patégeno de A.
hydrophila tiene efecto inmunoestimulante promoviendo el crecimiento y la ganancia

de peso en P. mesopotamicus (pacu).

VII.OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el efecto inmunoestimulante del aceite esencial de la planta nativa M. mollis

(muna) frente al patdgeno de A. hydrophila en P. mesopotamicus.

Objetivos especificos

e Determinar la composicién del aceite esencial de M. mollis (mufia).

e Determinar la cantidad de A.E a utilizar para cada grupo experimental.

e Evaluar los efectos del A.E de (mufia) sobre los pardmetros productivos del P.
mesopotamicus.

e Evaluar valores hematoldgicos y respuesta inmune innata de los peces desafiados con el

patdgeno A. hyprophila.
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VIIl. METODOLOGIA

1. Lugar de Estudio:

Laboratorio de Acuicultura, bioterio de experimentacion en Ictiopatologia, de la UNESP
- Jaboticabal, Brasil donde se desarrollo toda la parte experimental y laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia UPCH donde se prepararon algunos materiales, se realiz6 la lectura de los frotis

sanguineos y se analizaron los resultados estadisticos.

2. Diseno del estudio:

Estudio experimental, aleatorizado.

ACEITE ESENCIAL (A.E)

Seleccion de la Elaboracion del
materia prima A.E

\ 4 \ 4
* *

Verificacion Evaluacion del
taxonémica A.E por C.G

Gréafico 1. Procedimiento de elaboracion del aceite esencial
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Evaluacién in vivo

: iy » CONTROL

Aclimatacion de los peces Formacion DOSIS 2% AE

15 dias de los DOSIS 1% A.E

grupos DOSIS 0.5% A.E
Aceite . inacié i
esencial . Seleccion de ’ Determinacion de . Elaboracién de las
los peces |as concentraciones raciones
i de AE

Determinacion de

‘ laDL 50
Inicio de la i

suplementacion

hwnosthos | o

‘ Reorganizacion
Validacion de parametros * de grupos
productivos + desafio

| 2homspost | Lo

PBS A.hydrophyla
* Hematologia ‘
*  Burst respiratorio CONTROL CONTROL
* Lisozimas ‘ Toma de muestras DOSIS2%AE  DOSIS 2%AE
* Proteinas totales DOSIS 1% A.E DOSIS 1% A.E
* A bactericida en suero DOSIS05%A.E  DOSIS 0.5%A.E

Grafico 2. Esquema del proceso de experimentacion

3. Poblacién

La poblacion objetivo fueron 180 peces juveniles de P. mesopotamicus (pacu)
provenientes del bioterio del centro de experimentacion CAUNESP con 2 meses de edad,

de longitud: 15 +/- 5 cm y un peso de 125 gr +/- 25 gr.

3.1 Criterios de Inclusién:

Peces de P. mesopotamicus (pacus) pertenecientes al bioterio de experimentacion del
centro de experimentacion CAUNESP sin lesiones, ni signos clinicos, con dos meses

de edad con una longitud: 15 +/- 5 cm y un peso de 125 gr. +/- 25 gr.
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4. Tamano de muestra:

5.

Se determind el tamafio de muestra con el programa Win Epi (Ignacio de Blas.
Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza, 2006). Se utiliz6 la férmula
diferencia de proporciones con un nivel de confianza de 95%, una potencia de 85 y
una proporcion entre los grupos de 50 y 5 (Dos Santos et al, 2017). El tamafio de
muestra ajustado para cada caja fue de 15. En este estudio se realizaron 3 repeticiones

las que tuvieron las mismas caracteristicas y fueron realizadas en simultaneo.

EI N total fue de 180 peces distribuidos en 12 cajas cada una conteniendo 15 peces

teniendo un total de 45 peces por grupo. (Anexo 1)

Procedimientos y técnicas:

5.1. Elaboracion del aceite esencial:

Todo este procedimiento fue supervisado por el Ingeniero agrbnomo Juan
Tolentino Rodriguez el mismo que realizo la clasificacion botanica de la planta
(Anexo2).

El aceite esencial de mufa fue elaborado el 20 de febrero del 2018 en las
instalaciones de una empresa en Huancayo. Se utiliz6 el método directo de
arrastre de vapor, técnica que permite separar sustancias organicas insolubles
en agua, ligeramente volatiles (Cerpa, 2007). Se compré un total de 120 kilos
de mufa (M. mollis) del Mercado Modelo de la ciudad de Huancayo.

Se utilizaron las hojas y tallos frescos de la planta las que fueron cortadas y

colocadas en la destiladora por arrastre de vapor de agua.
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Fueron puestas a hervor con 14 litros de agua durante 5 horas a una temperatura
de ebullicion de 110°C. Durante este proceso el vapor fue trasportado poco a
poco por una tuberia con un mecanismo de enfriamiento que permitié la
condensacién, luego fue depositado en una perilla de decantacion en la que por
peso molecular se precipité el aceite de la extraccidn acuosa. Se obtuvieron 250
mL de aceite esencial el mismo que fue colocado en un frasco oscuro y

almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

5.2. Evaluacion del aceite:

Se determind la composicién del aceite esencial obtenido utilizando el método
de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), el
cual fue realizado por la Unidad de Investigacion en productos Naturales del
laboratorio de Investigacion y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia, se utilizd el equipo: Cromatografia de gases Agilent
Technologies 7890 con detector espectrometro de masas Agilent Technologies
5975C.

Esta técnica determina los compuestos quimicos del aceite esencial, el
acoplamiento de un espectrometro de masas permite identificar y cuantificar
de manera fiable los componentes obteniendo un resultado no solo de

composicion sino también de proporciones (Santos y Galceran 2002).
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5.3. Seleccidn de los peces:

De las pozas del bioterio de experimentacion de CAUNESP (Centro de
Acuicultura de la Universidad Estadual de Sao Paulo) se seleccionaron 180
pacus (P. mesopotamicus), con las siguientes caracteristicas: 2 meses de edad,
longitud: 15 +/- 5 cm y peso de 125 gr +/- 25 gr. Se excluy6 del estudio a los
peces que no cumplian con las particularidades mencionadas y los que tenian
lesiones.

El procedimiento de seleccion consistio en retirar de diez en diez los peces con
una red, para luego colocarlos en un balde de 0.1 g/L de benzocaina para ser
pesados y medidos, por ultimo, los peces que cumplian con las caracteristicas
mencionadas fueron colocados al azar en las cajas de experimentacién por cada
grupo CONTROL, DOSIS 2%, DOSIS 1% y DOSIS 0.5% de A.E

El promedio aproximado del peso para los grupos al inicio del experimento fue
de 131.02 a 131. 19 (gr) y el promedio de talla fue de 15.03 a 15.06 (cm).

El promedio de los pesos y tallas por caja de los grupos se muestran a

continuacion (Anexo 3) y (Anexo 4).
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5.4. Determinacioén de la concentracion de aceite esencial en la dieta:

Se realiz6 una revision bibliogréfica de trabajos similares en los que se utilizaron
aceites esenciales o extruidos naturales como inmunoestimulantes en peces,
tomando especial importancia en los que se trabajé con P. mesopotamicus. Se
observo que la mayor dosis méas usada fue de 5% (Heredia et al., 2019), (Limma
et al., 2016) y (Wicki G. et al., 2007).

Para la prueba de palatabilidad, se utilizé una caja experimental de 150 litros con
10 peces. Las caracteristicas de este grupo fueron: peces P. mesopotamicus
juveniles de 2 meses con un peso promedio de 117.8 gramos. Se prepar0 la racion
para un dia, considerando el peso total de la caja para los 10 peces de 1 178 gr. La
cantidad total de alimento a una racién del 3% del peso vivo (PV) fue de 35, 34
gr. la misma que fue redondeada a 36 gr y suplementada con el 5% de aceite
esencial (1.8 ml) el cual se incorporo al alimento con un rociador mezclandose
por 10 segundos. Se realizo una observacion rapida de los pelets para asegurar
que todos estén embebidos con el aceite, utilizandose la técnica en la que se
incorporan los antibidticos al alimento en acuicultura (Manual for International
Training 1991).

Con la prueba de palatabilidad que consiste en evaluar la aceptacion del alimento
mediante la cantidad de consumo del mismo y midiendo los parametros de calidad
de agua se determin0 las tres dosis a utilizar en el estudio.

Se determino la dosis 2% como la mayor concentracion de aceite esencial en el
alimento aceptada por los peces y la que no modifica los parametros de calidad de

agua (Anexo 5).
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5.5.Aclimatacion:
Una vez distribuidos los peces en las cajas de experimentacion y luego del periodo
post anestesia de 24 horas (CONICYT, 2009), se realizd un analisis observacional
revisando a los peces, que no tengan lesiones.
Durante 15 dias se acostumbro a los peces a una alimentacion de 3% del peso vivo
(PV), distribuido en tres raciones al dia en los horarios siguientes: 8:00, 12:00y a
las 16:00. La limpieza de las cajas se realiz6 inter diario mediante sifoneo

(Sobenes et al., 2012).

5.6. Preparacion del alimento:
Se utilizd el alimento comercial de nombre NUTRIPISCIS constituido
principalmente con harina de pescado y soya. La suplementacién con el aceite
tuvo una duracion de 30 dias.
El alimento fue preparado agregando el porcentaje de A.E correspondiente a cada
grupo cada 7 dias y fue almacenado a 4°C.
Se utilizé la técnica de medicacion oral en alimento segin el Manual for
International Training 1991. Este método consiste en adicionar el medicamento
en los pelets utilizando un mezclador, el tiempo de mezcla depende de la
proporcion de medicamento y alimento, luego se toma tres muestras de un pufiado
de la mezcla de distintos lados y mediante observacion se asegurarse la
homogeneidad.
El porcentaje de A.E para cada grupo, fue agregado con un rociador y mezclado
por 10 segundos, luego fue realizada una observacion rapida de los pelets para
asegurarse que todos estuviesen embebidos con el aceite. Cada recipiente de

alimento fue rotulado y almacenado a 4°C.
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El laboratorio de nutricion de la UNESP, realizd el servicio del analisis
bromatoldgico del alimento comercial solo y del adicionando con 2% y 1% de
aceite esencial utilizando el procedimiento estandar (AOAC, 2000). No fue
realizado el andlisis del alimento con el 0.5% debido a que los resultados
bromatolégicos del alimento con 1% de A.E fueron similares al de la racién sin
A.E. Los resultados se muestran de manera detallada en el Anexo 6.

La cantidad total de alimento en gramos suministrado a los peces durante los 30
dias fue de 21 241.85 gr. en total para todos los grupos, los resultados se detallan
en el Anexo 7 y la cantidad de A.E en (mL) suministrada en el alimento y la
cantidad esperada de consumo del A.E total fue de 185,91 mL distribuidos en:

106.25, 53.09 y 26.57 mL para cada grupo experimental (Anexo 8).

5.7.Medicién de parametros productivos:

Fue realizado un dia antes de culminar los 15 dias de aclimatacion. Para la
medicion de parametros productivos se anestesio a los peces con Benzocaina
sodica (0.1gr / L) durante 5 minutos (Comision Europea, 1995). Cuando los peces
alcanzaron la sedacion (nado lento y perdida de reaccion), se les pesé (gr) y midio
en cm (boca - pedunculo caudal), luego fueron retornados a sus cajas.

Con los datos de peso y tamafio se obtuvo el promedio de peso por grupo de tal
manera que las medias de nuestros grupos: (Control, Dosis 2%, Dosis 1% y dosis
0,5%) fueron similares. Finalmente, los peces pasaron por un periodo de 24 horas

de ayuno, con esto se cumplieron los 15 dias de aclimatacion.
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5.8.Bacteriay Dosis letal 50:

Se utilizé la cepa de A. hydrophila perteneciente al cepario del laboratorio de
ictiopatologia de la UNESP (CAUNES) la misma que fue obtenida de P.
mesopotamicus con lesiones compatibles con aeromoniasis, esta cepa fue
previamente aislada, identificada mediante el test bioquimico de oxidasa positiva
y Gram negativo (Bactray Ill, Laborclinic, 98 Pinhais, Brazil), se realizo la
identificacion molecular de la bacteria utilizando el kit de purificacion de ADN
genoémico Wizard con el gen del ARN ribosomal 16S (Promega, Madison, UE).
Se determino la dosis letal 50 (LD50) siguiendo las recomendaciones (Oliveira et
al., 2011) para lo cual fue reactivada la cepa sumergiéndola en solucion nutritiva
e incubandola por 24 horas a 37 °C, luego fue sembrada por agotamiento en agar
TSA incubandose por 24 horas a 37°C. Las colonias fueron colocadas en una
solucion de PBS estéril, para luego colocar 10 pL de la bacteria y por absorbancia
utilizando el Espetrofotometro SP - 22, fue determinada la densidad optica (O.D).
Se realizaron cuatro soluciones con diferentes (O.D): 0.75, 0.33, 0.105 y 0.099
estas fueron colocadas en una jeringa de tuberculina con 0.5 mL de PBS las que
luego fueron inyectadas a todos los peces del estudio en cavidad celomica.

Se determind la concentracion de 2.12 x 10 UFC/mL para el desafio (Anexo 9).

24



5.9.Validacion de parametros productivos y desafio:

Luego de los 30 dias de alimentacion al grupo control y los grupos experimentales,
se dio un periodo de 24 horas de ayuno, después todos los peces fueron
anestesiados uno por uno con Benzocaina sédica (0.1g/L de agua) por 5 minutos
(Comision Europea, 1995). Los peces fueron pesados y medidos uno por uno para
recolectar los datos de peso y talla. A la par se realizé el desafio con la inoculacion
del patdgeno a una concentracion de 2.12 x 10°® UFC/mL y de PBS en jeringas de
tuberculina 0.5 mL por pez en cavidad celémica.

Por ultimo, se hizo la redistribucién de los peces en las nuevas cajas, para este
procedimiento se prepard 8 cajas nuevas que fueron desinfectadas y rotuladas de
la siguiente forma: Control (PBS y Bacteria), para Dosis 2% (PBS y Bacteria),
Dosis 1% (PBS y Bateria) y Dosis 0.5% (PBS y Bacteria) tal como se detalla en

el Anexo 10.

6. Toma de muestras:

Fue realizada a las 24 horas post desafio, tiempo en el que se da el pico de
respuesta inmune innata en peces (Biller-Takahashi et al., 2013) y la cantidad de
lisozimas llegan al punto més alto de su produccion (Yunis et al., 2006).

Se hizo previa sedacion de los peces con solucion de benzocaina (Sigma-Aldrich
Laboratory, Steinheim, Germany) (1:20,000) diluida en alcohol de 98° (0.1gr /L)
se realizd la toma de muestra de sangre de todos los 180 peces pertenecientes al

estudio, para esta fase se tom6 una muestra de 2 mL de la vena caudal.
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6.1. Hematologia:
Se utilizaron 2mL de sangre de la vena caudal obtenidas en tubos heparinizados
(10%).
El contaje de eritrocitos fue realizado en la cAmara de Neubauer con una dilucion
de 1/200 de solucion salina, se visualizaron en el microscopio y se contaron 5
cuadrantes utilizando el aumento de 100x, este procedimiento se realiz6 dos
veces, para precisar el conteo (Collier, 1944).
El célculo final para el numero de eritrocitos se determind con la siguiente
formula:

N = n°de eritrocitos contados x 200 x 10 x 5
200 = Dilucion
10 = Altura de la lamina y la cAmara de Neubauer
5 = cuadrantes contados
El nimero de eritrocitos es expresado con (x 10 4).
El hematocrito se determiné utilizando la técnica de capilaridad validada por
Goldenfarb et al., 1971 se homogenizo la sangre, se cargo los capilares y se llevd
a centrifugar 12.000 rpm durante 5 minutos, luego utilizando la cartilla de
referencia de los valores del hematocrito que van de 0 a 100% fue determinado el
porcentaje de hematocrito.
El Volumen Corpuscular Medio (VCM): representa el volumen de los eritrocitos
en sangre.

hematocrito x 10

VCM = fL

numero de eritrocitos x (106 uL=1)

26



Hemoglobina Corpuscular Media (HCM): cantidad de hemoglobina existente en

cada eritrocito.

hemoglobina x 10
HCM = - - =pg
numero de eritrocitos

Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM): relacién entre la

concentracion del pigmento hematico en los eritrocitos.

concentracion de Hemoglobina x 100 _
CHCM = , =gdL?!
hematocrito

Para el contaje de Leucocitos primero se realizd un recuento en la camara de
Neubauer con una dilucién de 1/200 de solucion salina, fueron contados 5
cuadrantes utilizando el aumento de 100x, luego se realizé un frotis sanguineo en
el que se contaron también los trombaocitos (Silva et al. 2015). Se prepar6 dos
frotis sanguineos utilizando una gota de sangre con anticoagulante se usé la
tincion May-Grinwal-Giemsa-Wright, luego se observé al microscopio 2.000
células en un aumento de (100x) entre eritrocitos, leucocitos y trombocito dentro
de este numero se contabilizaron los leucocitos y trombocitos o plaguetas.

El nidmero final de Leucocitos fue calculado con regla de tres simple
considerandos el numero total de células contadas en la caAmara de Neubauer y el

numero total de leucocitos contados en frotis (Faria, 2016).
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6.2.Burst Respiratorio:

Se us6 una muestra de 2 mL de sangre de la vena caudal de 15 peces pertenecientes
a cada grupo experimental.

Se utilizé la técnica semi-cuantitativa Nitroazul de Tetrazolium (NBT) de acuerdo
con Castro et al. (2014). Las caracteristicas del NBT fueron: concentracién de
2x107 con bufferfosfato, pH de 7,2 y los neutréfilos ajustados a 5x10° mL (Clark,
1999), concentracion que fue protegida de la luz por su fotosensibilidad.

Se incub6 por 5 minutos a 37 °C el suero obtenido de la sangre de los peces y 100
pL de NBT. EI conteo se realizé en la cdmara de Neubauer, se examinaron 100
neutréfilos por microscopia éptica (100X), considerando activados a los que
presentaron un precipitado azul negruzco en su citoplasma. El rango considerado

de referencia fue de 86 - 100% (Pefialoza, 2010).

6.3.Lisozima:

Se utiliz6 una muestra de 100 pL de sangre heparinizada, de 15 peces
pertenecientes a cada grupo experimental. Se centrifugd a (600 rpm por 10
minutos) la muestra fue conservada a —20 ° C. Se midié el nivel de lisozima
utilizando el Ensayo Turbidimétrico y una suspension de Micrococcus
lysodeikticus 0.25 mg/mL (Takemura y Takano, 1995). Se usé Lisozima de clara
de huevo (1 mg/lisozima mL™) como estandar, que fue incubada a 25 ° C por 12
horas, se prepararon diluciones para la curva estandar de lisozimas con una
alicuota de solucion estandar de 0,5g/mL congelada a -20°C con agua estéril.

Para el ensayo se utiliz6 950 uL de sustrato tamponado mas la suspension de M.
lysodeikticus 0.5g/mL a un pH de 6.2 solucion que fue medida cada 30 segundos

por 4 minutos.
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La lectura fue realizada con una cubeta de cuarzo a O. Disonm con el
espectrofotdmetro Bioespectro SP-22 El resultado fue expresado en unidades de

concentracion g/mL de lisozima.

6.4.Conteo de Proteinas Totales:

Se utilizo el suero de las muestras de sangre pertenecientes a 90 peces, 15 de cada
grupo experimental.

Las proteinas plasmaticas fueron determinadas por el método colorimétrico de
Biuret segin Sahoo et al., (2005) En una cubeta conteniente con 3 centimetros
cubicos de albumina, se agreg6 2 centimetros cubicos de hidroxido de sodio al
20%, luego se agregd 5 gotas de solucion de sulfato cuprico diluido al 1% en esta
solucién se colocd 100 pL de suero de las muestras. Fue evaluado el cambio de
coloracion si viraba a violeta, se considerd positivo a la presencia de proteinas, las
cuales luego fueron lecturadas por absorbancias a una longitud de onda de 540 nm
con el espectrofotometro Bioespectro SP-22.

Para el calculo se utilizo la siguiente formula:

Proteinas Totales = absorbancia de la muestra x (4g/dL)

Absorbancia del patron
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6.5.Actividad bactericida en suero:

La capacidad bactericida del suero fue medida de acuerdo con la metodologia de
Rao et al (2006). Brevemente, A. hydrophila fue centrifugada, lavada y
suspendida en PBS, con ayuda del espectrofotometro Bioespectro SP-22 se
determind una concentracion bacteriana de 0.75 O.D. Se prepar6 una solucion
conteniente de 90 pL de suero obtenido de una muestra de sangre de un pez
perteneciente a un grupo experimental mas 10 uL, con la que se realizé diluciones
seriadas (1:10), se puso en reposo por 4 horas a 37°C y luego se sembraron en
agar TSA tres repeticiones por concentracion utilizando 5 pL de la solucién, estas
placas fueron incubadas por 24 horas a 37 ° C.

Posteriormente se determind el nimero de bacterias viables mediante el conteo
del nimero de colonias en cada placa sacando un promedio. Utilizando la dilucién
se determiné las UFC de cada muestra, determinando asi la capacidad de inhibir
el crecimiento bacteriano del suero con la UFC.

Para esta prueba solo se utilizo el suero de un pez perteneciente a cada grupo
experimental que no fue inoculado con el patogeno: Control, Dosis 2%, Dosis 1%

y Dosis 0.5% de A.E seleccionado al azar.
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IX. CONSIDERACIONES ETICAS:

La presente investigacion con cddigo de registro SIDISI N° 101969 fue evaluada antes
de su ejecucion por el Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Durante la experimentacion se siguieron los protocolos establecidos por la Comision

Europea, 1995 (Anexo 11).

X. PLAN DE ANALISIS DE DATOS

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto inmunoestimulante del A.E de
ufia midiendo los parametros productivos (ganancia de peso y talla) e inmunolégicos en
el P. mesopotamicus suplementado durante 30 dias con el A.E de mufia dentro de su
racion alimenticia. Para determinar si existio diferencia estadistica significativa en la
ganancia de ganancia de peso, hematocrito, Burst respiratorio sin bacteria, Lisozimas y
Proteinas Totales entre los grupos sin A.E y la suplementacion con 2%, 1% y 0.5% de
A.E se utilizo la prueba de ANOVA con la prueba post hoc de Tukey con un valor de
tabla de 7.8. La determinacion de la diferencia estadistica significativa entre la ganancia
de talla y Burst respiratorio para los grupos inoculados con A. hydrophila y la
suplementacién de A.E se utilizd la prueba estadistica de Kruskall wallis, los resultados
fueron comparados entre los distintos grupos con la prueba post hoc de Dunn.

Todos los analisis estadisticos fueron evaluados con el software Microsoft Excel 2016

con un nivel de significancia del 0.05.
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Xl. RESULTADOS

Elaboracion del aceite esencial:

Se compré un total de 120 kilos de mufia silvestre a 4 vendedoras del Mercado
Modelo de Huancayo, fue seleccionado y se utiliz6 118 kilos de mufia, que fueron
trozados 10 cm de largo y colocados en la maquina de arrastre de vapor con 14
litros de agua. Se obtuvo un total de 250 mL de A.E (Tabla 1).

Este procedimiento tuvo la supervision del Ingeniero agronomo Juan Tolentino

perteneciente a la empresa donde se realizd el A.E.

Tabla 1. Rendimiento de la materia prima de M. mollis (mufa) para la elaboracion

de A.E

Volumen del
Seleccion aceite
esencial Rendimiento
120 kg (mL) % v/p
118 118000 gr 250 mL 0.2118

Formula de rendimiento:
P = (VI/P) *100
Donde: V: cantidad de aceite en mL y P es la cantidad de materia seca en gramos y

100 factor de correccion (Quert et al., 1998).
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Tabla 2: En los resultados del analisis de composicion del aceite esencial por
Cromatografia de gases. Se describi6 35 compuestos de los cuales los de mayor
proporcion fueron: Pulegona 42.09%, Mentona 23.52%, Carvacrol 9.07%, Limoneno

3.05%, Linalool 2.51% y 4.78 % de compuestos desconocidos.

ACEITE ESENCIAL DE “MUNA”

Se identificaron 35 compuestos que comprenden el 100% de la composicion total del aceite
esencial.

) tr % enla
Namero Nombre del compuesto (NIST0S.L) (min muestra
(areas relativas)
1 jo-Felandreno 11.42 0.52
2 ja-Pineno 11.72 0.64
3 3-metil-Ciclohexanona 12.29 0.14
4 Sabineno 12.87 017
5 IB—PinenD 13.11 0.62
6  [Mirceno 13.20 0.35
7 3-Octanol 13.39 0.37
8 jo-terpineno 14.21 0.20
9 r}Cimeno 14.45 1.46
10 JLimoneno 14 60 3.05
11 -Terpineneo 15.46 1.03
12 Linalol 16.61 2.51
13 IMenmna 18.58 23.52
14 IDesconﬂmdo (CqgH120) 18.85 2.37
15 ILevnmentoI 18.95 0.25
16  [Isopulegona 19.13 1.98
17 4-Carvomentenol 19.31 0.19
18 IDescanﬂcido {C1oH160) 19.70 0.93
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19 [binidrocarvona 19.80 0.67
20 JDesconocido (CyHzpD) 20.42 0.37
21 JPulegona 21.05 4209
22 ID-carvona 21.14 0.94
23 |d-Piperitona 21 46 1.02
24 Timol 2221 0.63
25  JCarvacrol 22 49 479
26 JAcetato de Timol 2378 035
27 Verbenona 23.86 0.59
28 Acetato de carvacrol 24 33 428
29  IDesconocido (C1aHap03) 24 .54 0.63
30  Ja-Copaeno 24 91 017
31 B-Cariofileno 26.18 2.03
32 |pesconocido (C15H24) 27.13 0.29
33 B-Cubebeno 27.78 0.27
34 Biciclogermacreno 2816 0.39
35 IDESCDHDCidD (C15H240) 36.74 0.19

*NISTO08: Base de datos de cromatografia de gases

**tr: Tiempo de retencion de la sustancia en el sistema cromatogréfico: periodo
acontecido entre el tiempo de la inyeccion de la muestra y la aparicién de la
respuesta maxima, este parametro sirve para identificar los elementos presentes

(McNair and Miller, 1998).
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Parametros productivos

Para la variable ganancia de peso en gr. se aplico la prueba estadistica de ANOVA, en la
que no se encontro diferencia estadistica significativa (P>0.05).

Tabla 3: Andlisis estadistico de la ganancia de peso para los grupos experimentales.

Tratamiento Promedio | DVS Valor P
Control 24 11.765 0.58
Grupo 2% A.E 25
Grupo 1% A.E 28
Grupo 0.5% A.E 26

Para la variable ganancia de talla comercial en cm, se utilizo la prueba de Kruskal Wallis,
Al aplicar la prueba post hoc de Dunn se encontrd que el grupo Dosis 1% expresdé mayor

ganancia de talla en cm frente a los otros grupos, siendo los grupos: Control, Dosis 2% y

Dosis 0.5% iguales.

Resultados Ganancia de talla

Ganancia Talla (cm)
o O o o
N D O

o

1.53
510 1.253
1.2
1

Control Dosis 2%

1.75°b
I :Iia
Dosis 0.5%

Dosis 1%
Tratamientos

Gréfico 3: Resultado de la ganancia de talla comercial (cm)

entre los grupos experimentales. Las letras en superindice

distintas significan que son diferentes estadisticamente. (b > a)

(p <0.01)
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Hematocrito
Se aplicd la prueba estadistica de ANOVA, al aplicarse la prueba post hoc de Tukey se
encontro que los grupos suplementados con A.E. al 2% y al 1% fueron los que tuvieron

un mayor porcentaje de hematocrito, mostrando diferencia estadistica significativa.

Hematocrito PBS

60 -
o
£ 50 - 45,5Pb
=} 41.5b
S 38°¢
© 40 - 33.82 I
5 I
Q
I 30 -
2
£ 20 -
Q
(8]
e 10 -
o

0 T T T 1

Control Dosis 2% Dosis 1% Dosis 0.5%
Tratamientos

Grafico 4: Porcentaje de Hematocrito para los grupos inoculados con
PBS, diferencia estadistica significativa (p < 0.01), las letras distintas
en superindice indican diferencia entre los grupos. (b >a), (b >c)y

(c > a).
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Para la variable hematocrito en el grupo infectado con A. hydrophila, se utilizé la prueba
de ANOVA. Ante la prueba post hoc de Tukey los grupos suplementados con 2% y 1%

de A.E fueron los que tuvieron un mayor porcentaje de hematocrito.

Hematocrito Bacteria

Y
o
)

32.7°b

w
(2}
1

31.2°b
28.7°

w
o

1
—

25.2°

N
(2]
1

[
(92
1

Porcentaje Hematocrito
= N
o o
1 1

(6]
1

o

Control Dosis 2% Dosis 1% Dosis 0.5%
Tratamiento

Gréfico 5: Resultado de porcentaje de hematocrito para los grupos
inoculados con A. hydrophila, se encontrdé diferencia estadistica
significativa (p < 0.01), donde las letras en superindice indican

diferencia entre los grupos, (b > a)
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Valores hematologicos de peces inoculados con PBS.
Se describe los resultados hematoldgicos de 5 peces de cada grupo experimental,
seleccionados de manera aleatoria. Los resultados estadisticos para el conteo eritrocitario

y leucocitario no tienen diferencia estadistica significativa entre si, siendo todos iguales

para el grupo inoculado con PBS.

VALORES HEMATOLOGICOS EN PECES CON PBS

VARIABLE Valores GRUPO DOSIS 2% DOSIS 1% DOSIS 0.5%
Referenciales CONTROL

Hematocrito (%) 31,9+4,8* 37.2+6.83° 46.4 £5.18° 41.8+5.54° 38.2+3.11°
Hemoglobina (g/dL) 8,9+1,5* 11.53+2.07® 14.22+1.592 1292+165° 11.78+0.99°
Eritrocitos (x 10 5/uL) 2,964 + 0,63* 3.14+0.55¢2 3.89+0.43° 3.51+0.46° 3.22+0.25°
VCM (fL) 125,0 + 16,9* 118.15+2.03 119.15+0.82 118.93+0.57 118.61+0.82
CHCM (g/dL) 28,7 +2,9* 31.02 £+ 0.83 30.66 + 0.69 30.92 +0.46 30.84 +0.41
Leucocitos (x 10 6/pL) 2.77 £ 0.97** 2.15+0.39° 2,47 £+0.37° 2.42+0.332 2.32+0.34°

Trombocitos (% ) ok 68.16 +17.66% 77.74+22.33° 76.83+17.87% 73.38+18.53°?

*Valores referenciales seglin Tavares- Diaz & Mataqueiro (2004)
** Valores referenciales segun Martins et al., (2001)

*** Sin referencia
Las letras en superindice iguales indican que no existe diferencia estadistica significativa:

Hematocrito (P = 0.059)
Hemoglobina (P=0.068)
Eritrocitos (P= 0.059)
Leucocitos (P=0.502)
Trombocitos (P=0.856)

Cuadro 02: Valores hematologicos para los grupos inoculados con PBS
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Valores hematoldgicos de peces inoculados con A. hydrophila.

Se describe los resultados hematoldgicos de 5 peces de cada grupo experimental,

seleccionados de manera aleatoria. Se encontro diferencia estadistica significativa para el

conteo eritrocitario y la suplementacion de A.E para los grupos.

VALORES HEMATOLOGICOS EN PECES INOCULADOS CON A. hydrophila

VARIABLE Valores GRUPO DOSIS 2% DOSIS 1% DOSIS 0.5%
Referenciales CONTROL

Hematocrito (%) 31,9+ 4,8* 24.6+4.04° 31.6+5.18 2 41.8+5.54° 38.2+3.1172
Hemoglobina (g/dL) 8,9+1,5* 7.28+1.12° 9,34 +1.552b 9.96+1.11° 85+1.31%
Eritrocitos (x 10 6/uL) 2,964 +0,63* 2.01+0.32° 2.61+0.462° 2.71+0.31° 2.34+0.377%
VCM (fL) 125,0+ 16,9 12294+1.21 121.22+1.69 121.69+1.07 120.59 +0.87
CHCM (g/dL) 28,7+2,9 29.65 + 0.66 29.57 +0.32 30.17+0.33 30.15+0.62
Leucocitos (x 10 6/uL) 2.77 £ 0.97** 2.71+0.42° 3.75+0.74 2 3.54 +0.66 ° 3.22+0.54°

Trombocitos (x 10 6/uL) A 66.25 +16.52°® 77.36+20.58°

77.03£17.04 @

73.68+17.53°

*Valores referenciales segun Tavares- Diaz & Mataqueiro (2004)
** Valores referenciales segun Martins et al., (2001)
**%* Sin referencia

Las letras distintas en superindice indican diferencia estadistica significativa entre los grupos

Siendo: (a=bh),(b=ab)y(b>a)
Hematocrito (P>0.01)
Hemoglobina (P>0.01)
Gloébulos Rojos (P>0.01)
Leucocitos (P=0.75)

Plaquetas (P=0.75)

Cuadro 03: Valores hematologicos para los grupos inoculados con A. hydrophyla
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Burst Respiratorio

Para esta variable se aplicé la prueba estadistica de ANOVA. Se realizé la prueba post
hoc de Tukey obteniéndose que los grupos con un mayor B. R son los de las Dosis 2% y
el de 1% de A.E siendo los grupos Control y el suplementado con 0.5 % de A.E iguales

para esta variable en este grupo.

Burst Respiratorio PBS

0.135
Q b
o 0.1287°  0.1287
0.125
0.1796 °
0.12
0.11149a

0.115

0.11

Porcentaje de BURST

0.105

0.1
CONTROL PBS DOSIS 2% PBS DOSIS 1% PBS DOSIS 0.5% PBS

Tratamientos

Gréfico 6: Burst Respiratorio para los grupos con PBS, existe diferencia
estadistica significativa entre los grupos (p < 0.01), la diferencia esta

indicada con las letras distintas en superindice. (b > a)
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Para los grupos inoculado con A. hydrophila, para la variable Burts Respiratorio, se aplicd
la prueba de Kruskall Wallis, se encontrd diferencia estadistica significativa, al aplicar la
prueba post hoc de Dunn se observd que el grupo suplementado con el 1% de A.E tuvo
un mayor BR frente a los otros grupos siendo el grupo Control y el suplementado con 2%
de A.E iguales y el grupo suplementado con el 0.5% de A.E el menor para esta variable

en este grupo experimental.

Burst Respiratorio A. hydrophila
(Mediana)

0.35

03 0.273°
0.25 0.2%8 a 0'23[05 ’
1

0.2 1

0.171°¢
0.15

0.1

Porcentaje de BURST

0.05

CONTROL BAC  DOSIS 2% BACT DOSIS 1% BACT DOSIS 0.5% BACT
Tratamientos

Graéfico 7: Resultado de Burst respiratorio para los grupos inoculados
con A. hydrophila, encontrandose diferencia estadistica significativa, la
diferencia esta indicada con las letras distintas en superindice,

Siendo: (p<0.01) (b>a), (@a>c) (p<0.05y(b>c)(p>0.01)
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Lisozimas

Para los grupos inoculados con PBS y la variable Lisozimas, se utilizd la prueba
estadistica de ANOVA, se encontrd que no existe diferencia estadistica significativa

(p= 0.545).

Para los grupos inoculado con A. hydrophila, se aplic6 ANOVA, y en la prueba post hoc
de Tukey se encontro que el grupo suplementado con la Dosis al 1% de A.E es mayor que

los grupos Control, Dosis 2% y 0.5% de A.E.

Lisozimas Grupo A. hydrophila
7.00

5.87°
6.00

. 3.46° a
4.00 Z-TGa ZTG 3.77
3.00

2.00

L
v
o
s

Lisozimas gr/m

1.00

0.00
Control Bac 2% Bac 1%Bac 0.5%Bac

Tratamientos

Grafico 8: Lisozimas (gr/mL) del suero de los peces de los grupos
inoculados con A. hydrophila. Significancia (p < 0.05) las letras en

superindice distintas significan diferencia entre los grupos siendo (b > a).

42



Proteinas Totales

Para esta variable en el grupo inoculado con PBS, se aplico la prueba de ANOVA vy se
encontro diferencia estadistica significativa (P<0.001). Frente a la prueba post hoc de
Tukey se encontré que los grupos Dosis 2% y 0.5% de A.E son los que tienen una mayor
cantidad de proteinas totales siendo los grupos Control y 1% de A.E iguales para esta

variable en este grupo experimental.

Proteinas totales PBS

&
U

3.9P

1S

3.61°
3.24° 3477

w

Proteinas (gr/dL)
o = N
U = U1 NN U1 W U,

o

Control PBS 2% PBS 1% PBS 0.5% PBS
Tratamientos

Graéfico 9: Proteinas Totales (g/dL) para los grupos inoculados con PBS,
se encontr6 diferencia estadistica significativa (P<0.01), las letras

distintas en superindice sefialan la diferencia siendo (b > a)

Para el grupo inoculado con A. hydrophila, se aplico la prueba de ANOVA, no se encontro

diferencia estadistica significativa (P=0.789).
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Actividad Bactericida en suero:

Se utilizo 0.75 de O.D, el recuento se hizo en las concentraciones de 108, 10°y 1020
UFC/mL. Este grafico descriptivo muestra que existe una relacion inversamente
proporcional entre las diluciones y el crecimiento bacteriano ademas se observé que para

el grupo Dosis 2% de A.E se logro tener una inhibicidn total del crecimiento bacteriano

en el suero.
. Actividad bactericida en suero
4.4
4.5
4
3.5
3
3 2.9
£
S 25 2.25
w 2
- 2 1.7
: 1.6 15
15 1.15
1
0.5
0.5 0.25
0
i ] []
CONTROL PBS DOSIS 2% PBS DOSIS 1% PBS DOSIS 0.05% PBS

TRATAMIENTOS

Hmx108 x109 mx1010

Grafico 10: Resultado de la reaccion bactericida en suero de los grupos

experimentales: Control, 2%, 1% y 0.5% de A.E.
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XI1. DISCUSION

En un estudio hecho por Fuertes y Murguia en el 2001 se describié el rendimiento de M.
mollis (mufia) de tres regiones del Per( para la produccion de A.E, estos resultados
comparados con nuestro estudio coinciden. El resultado del rendimiento es de 0.21%,
segun Lock (1994), se encuentra por encima de lo esperado que normalmente es de 0.18,
concluyendo que nuestra materia prima y nuestro método de elaboracion han logrado un
buen rendimiento. La materia prima para la elaboracion del A.E de este estudio segin lo
mencionado por las vendedoras, provenia de Pampas, que se encuentra en la region
Quechua en el departamento de Huancavelica (INEI, 2005). Estos resultados tienen
similitud con los obtenido por Fuertes y Murguia (2001) en el que se observa un

rendimiento del A.E. similar de las plantas provenientes de Pampas y Huaraz.

Se realizo el analisis de Cromatografia de gases (CG), técnica que permite identificar y
cuantificar los principales componentes del A.E (Hoffmann y Stroobant, 1999). Los
resultados identificaron 35 compuestos, acompafiados de sus tiempos de retencion (tr)
que representa el periodo acontecido entre el tiempo de la inyeccion de la muestra y la
aparicion de la respuesta maxima. Parametro que sirve para identificar los elementos
presentes (McNair and Miller, 1998). Los compuestos mostrados corresponden al 100%
de la composicién de A.E, siendo el compuesto presente en mayor cantidad la Pulegona,
(C10H160) representando el 42.09% de la muestra, con un (tr) de 21,05. Farley, et al.,
(2006) describen que este compuesto organico natural, clasificado como un monoterpeno,
se ha encontrado en una variedad de plantas pertenecientes a la familia de las labiadas,

como por ejemplo las mentas, el orégano, la mufia, etc.
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Isman (2000), destaca las bondades de la pulegona como carminativo y antiespasmadico,
le atribuye la capacidad de calmar los colicos disminuir flatulencias, actividad
antimicrobiana, antifngica y antioxidante. Parakrama (1998) y Shaaya y Rafaeli et al.
(2007), describen las propiedades insecticidas estudiadas y probadas en distintas especies,
sin embargo, describe que pulegona en altas concentraciones puede llegar a ser altamente
toxica, pero debido a su baja disponibilidad del compuesto en su materia prima, el uso y
aprovechamiento de sus bondades es seguro.

El segundo compuesto a mayor concentracion fue la Mentona (C1oH180) con 23.52% en
la muestra y tr de 18.58 min. Monoterpeno, intimamente relacionado con el mentol,
utilizado en la industria de la perfumeria y la reposteria por su aroma y sabor a menta
(Moriya,1881). Actualmente es uno de los principales componentes de un pesticida
natural (Robert, 2001). El tercer compuesto de mayor cantidad encontrado fue el
Carvacrol (C10H140) con 4.79% vy tr 22.21 min. Este fenol monoterpeno es uno de los
mas importantes, se ha encontrado en A.E. de orégano en un 5% (Oliveira et al., 2007).
Se ha reportado propiedades antibacterianas de este compuesto frente a cepas de E.coli y
Bacillus cereus, también se ha probado su accion antifungica, por su particularidad de
dafar la membrana celular de algunas bacterias e inhibir la proliferacion de P. aeruginosa
(Bouchra et al., 2003).

El cuarto compuesto de importancia en el A.E. es el acetato de carvacrol que es
simplemente la union de un acetato al carvacrol (Sirisoma et al., 2001). Se encuentra en
la muestra con 4.28% con un tr de 24.33 min. Otro compuesto es el Limoneno (CioH1s6)
con 3.05% y un tr de 14.60 min, compuesto organico natural del grupo de los terpenos,

comunmente encontrado en los aceites de las cascaras de citricos (INSH. 2005).

46


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno

Diversos estudios demuestran sus cualidades como antioxidante, desinfectante,
insecticida, desengrasante y en concentraciones mayores a 60% se ha comprobado el uso
como disolvente (Virot, 2008).

El sexto compuesto es el Linalool (C10H18O) con un 2.51% y un tr de 16.6 min,
monoterpeno comun en plantas aromaticas principalmente pertenecientes a la familia de
las Lamiaceae, Lauraceae y Rutaceae, conocido también como [-linalool (Sirisomaet al.,
2001). Diversos estudios prueban sus efectos como anticonvulsivo siendo comparable
con el efecto del diazepam, también se han demostrado sus bondades de anti-
inflamatorio, antiespasmadico, sedante y antipirético (Augusto, 1975; Agapito T. y Sung
I. 2003; Banchio et al., 2005). A pesar de estos beneficios, existen estudios en los que se
describe las reacciones adversas del linalool, Gordon et al (1982) describen la toxicidad
de los monoterpenos en concentraciones iguales o mayores a 80% causando
hepatotoxicidad convulsiones y abortos, resultados obtenidos luego de una
experimentacion en ratones. Asi como este, existen muchos mas estudios de las
reacciones adversas de estos compuestos; sin embargo, todos coinciden que aparecen
cuando hay un efecto acumulativo en concentraciones por encima de un 50% (Virot,

2008; Agapito T. y Sung I., 2003; Gordon et al.; 1982).

Al comparar los resultados del andlisis del A.E con los de Fuertes y Munguia (2001) en
el que describen tres A.E de M. mollis (mufia) elaborados con la materia prima de tres
lugares del Per, nuestro A.E muestra mayor similitud con el resultado de la GC-MS y el

tr con el A.E con la materia prima proveniente de Pampas.
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Respecto a otros estudios hechos por Cano (2007), Zegarra (2010), Azafia (2010) y
Chaquilla et al. (2011), al igual que en nuestro estudio, ellos sefialan a la Pulegona como

el principal compuesto del A.E de mufa.

Pefia y Gutiérrez (2017), Ordufio, (2006) y Oliveira, (2007), afirman que el A.E de mufia
tiene caracteristicas y componentes semejantes al del orégano Origanum vulgare L., por
la presencia de los principales componentes carvacrol, timol y pulegona por lo que se les
podria atribuir propiedades terapéuticas similares estos resultados semejantes a los

resultados del anélisis del A.E del estudio.

Para evaluar la dosis utilizada de A.E en el alimento, segin Castro et al., (2014) los
parametros mas importantes para medir la aceptacion de una dieta nueva en una especie
acuicola son: Consumo de alimento y calidad de agua (oxigeno disuelto y pH) los cuales

fueron medidos una hora después de suministrar el alimento.

Con respecto a la racion con 5% de A.E, esta fue inmediatamente descartada debido a que
los peces no la consumian, se formaba una pelicula aceitosa en la superficie del agua
alterando los parametros esperados en el agua. La racion con 3% de A.E no altero los
parametros de calidad de agua medibles, sin embargo, el consumo no fue al 100%, por lo
que se probo la dosis de 2% de A.E, la misma que fue consumida inmediatamente por los
peces sin formar ninguna pelicula de grasa en la superficie, el oxigeno disuelto fue de
56.5 % y el pH de 7.2 siendo rangos optimos para la crianza del P. mesopotamicus segun

Urbinati y Gongalves (2005).
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Los resultados del andlisis bromatologico del alimento sin A.E coinciden con los datos
del estudio que realizaron Wicki et al. (2007). Analizaron tres raciones de engorde para
el pacu hechas con subproductos de maiz, girasol y ensilado de 4cido. En este trabajo se
utilizé un alimento base para comparar sus raciones, dichos resultados coinciden con los
de nuestro andlisis, ademas que el alimento base cumple con las caracteristicas
nutricionales basicas requeridas por el pact (P. mesopotamicus) que describe Cantelmo
(1993). Con respecto a los resultados obtenidos de la racion con el 2% de A.E se observé
un mayor % de MS, lo que puede estar relacionado con el mayor porcentaje de grasas que
tiene el alimento, asi como también el porcentaje de PB, esto se debe a que al adicionar
cualquier aditivo oleoso en la dieta ocasiona que él porcentaje de MS aumente, asi como
también €l porcentaje de grasa y el aumento de carbohidratos. La razon que la humedad
haya descendido se debe a la propiedad de los lipidos de ocupar el espacio del agua en
materia seca, ademas de mantener por mucho mas tiempo el pelet integro en el agua, asi
como lo menciona Valenzuela et al. (1997). En ese trabajo describen la absorcion de

acidos grasos en la dieta.

No se realizo el analisis bromatoldgico del alimento con el 0.5% de A.E debido a que los
resultados del analisis del alimento con el 1% de A.E fueron exactamente iguales a la
racion sin A.E, esto para disminuir costos debido a que este analisis fue un servicio

realizado.

En la metodologia se describe la cantidad de A.E utilizada en el experimento. En el grupo
con el 2% de A.E se suministro un total de 0.07 mL de A.E al dia por pez entonces, la
cantidad de aceite proporcionada a un pez durante los 30 dias que duré el experimento

fue de 2.36 mL, a este grupo se le proporcioné un total de 106.25 mL de A.E.
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Sin embargo, no se puede asumir que son las cantidades de consumo del A.E por los peces
en este grupo experimental ni en los otros debido a la forma en la que se adicioné el A.E
en el alimento y por el comportamiento alimenticio de los peces, siendo los limitantes del
estudio: No conocer la cantidad exacta de A.E consumida por los peces ni la certeza de

que cada pelet contenga la misma cantidad de A.E en la racion.

Son pocos los estudios en los que se probaron los efectos inmunoestimulantes del A.E de
M. mollis. (Lujan, 2010) evalué la propiedad inmunopotenciadora y mecanismos de
accion del A.E de Chondracanthus chamissoi y M. mollis en la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos y en la produccién de anticuerpos en Gallus gallus
domésticus y Oryctolagus cunniculus inoculados con listeria monocytogenes
concluyendo que el A.E de “mufa” y el de C. chamissoi estimulan la proliferacion de los
linfocitos y su diferenciacion en Linfocito T y Linfocitos B aumentando la produccion de
anticuerpos evidenciado en el BR. Comportandose como sustancias inmunopotenciadoras

0 adyuvantes.

Los estudios en los que se prueban los efectos antibacterianos del A.E son muchisimo
méas Carhuapoma et al. (2009); Castafio et al, (2010); Patra y Baek, (2016) y Rincén-
Mejia et al. (2012), evidencian el potencial antibacteriano de los A.E frente al crecimiento
de Streptococcus pnemoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia. coli,
Corynebacterium diphtheriae, Pseudomonas aeruginosa y Mycoplasma pneumoniae.

A la fecha no se ha encontrado bibliografia que pruebe las propiedades
inmunoestimulantes del aceite esencial de M. mollis “mufia” en P. mesopotamicus “Pact”

frente a A. hydrophila in vivo.
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En Pacu, los trabajos que involucran aceites esenciales se basan principalmente en su uso
como sedante o como tratamiento antiparasitario Cedraz et al. (2016); Limma-Netto et
a., (2016); Valladao et al. (2016); Torrenegra et al. (2016), Custodio et al. (2017) y

Ventura et al. (2019).

Da Cunha et al. (2018) analizaron los efectos antibacteriales del A.E. de Origanum
majorana a una concentracion Unica de 3.6%; Dos Santos et al. (2017), evaluaron la
resistencia y los cambios en los pardmetros sanguinea del en Bagre suplementado la
Aloysia triphylla, usando concentraciones de 0.025% y 0.2%. Ribeiro et al. (2016),
evaluaron la respuesta hematoldgica del A.E. de Mentha piperita frente a A. hydrophila
en la cachama negra, usando concentraciones de 0.5, 1 y 1.5% de A,E. en el alimento.
Farsani et al. (2019), probaron la eficacia del A.E de la semilla de cilantro (Coriandrum
sativum) en las respuestas fisioldgicas, la inmunidad y la resistencia a la enfermedad de
la trucha arco iris, utilizando las mismas concentraciones de aceite que en nuestro estudio.
Como se menciond anteriormente, no esté establecido la concentracion adecuada de A.E.
en alimento para evaluar la respuesta inmune in vivo en el pez, las concentraciones usadas
son muy variables entre los diferentes estudios y dependen principalmente de la influencia
en la calidad de agua y el consumo del alimento. Razones por las que se usan

concentraciones menores a 5% como en el presente estudio.

Un animal en buen estado y condicion fisioldgica va tener un optimo crecimiento y

ganancia de peso sobre todo en la etapa juvenil (Dos Santos et al., 2017). La variable

ganancia de peso esta intimamente relacionada con la condicion inmunologica.
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Para los resultados de ganancia de peso y la suplementacion de A.E, no se encontro
diferencia estadistica significativa entre los grupos, resultado que podria estar relacionado
a la distribucion variada de pesos al inicio del experimento. Si bien cada grupo empez6
con una misma media, pero, la variabilidad entre el peso de cada individuo al inicio fue

grande.

El no encontrar diferencia estadistica significativa no implica que los peces no hayan
ganado peso, si no que la suplementacion de A.E para este pardametro no hace diferencia.
EL factor tiempo puede ser condicionante, existen dos estudios en los que se evalud la
ganancia de peso en juveniles de Piaractus brachypomus Véasquez (2002) y en P.
mesopotamicus, Carneiro (1983). Ellos evaluaron 3 y 4 dietas experimentales
respectivamente, encontrando diferencia estadistica significativa entre la variable dieta y
ganancia de peso. Estas dietas fueron suplementadas durante 45 dias.

Wicki, et al. (2004), realizaron una descripcion del crecimiento compensatorio del P.
mesopotamicus describiendo a las 4. 5 semanas un mayor crecimiento en cm y a las 12

semanas un pico de ganancia de peso.

Respecto a la ganancia de talla comercial se encontrd diferencia estadistica significativa
entre los grupos, ante la prueba post hoc de Dunn tenemos que el grupo suplementado
con el 1% de A.E tuvo una mayor ganancia de talla en (cm) que los otros, resultados que
podrian explicarse con la experiencia de Mufioz et al., (2012). Trabajo que fue realizado
con la misma especie y en el mismo lugar de experimentacion (UNESP, Jaboticabal).
Este trabajo probd el efecto de 5 dietas suplementadas con carbohidratos y lipidos como
fuente de energia sobre parametros productivos en juveniles de pacus, concluyendo que

dicha suplementacion lipidica mejora la utilizacion de las proteinas promoviendo un
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mayor crecimiento en peces en la etapa juvenil, la razon que este estudio es comparable
con esta investigacion no es solo porque tiene la misma especie ni porque fueron
realizadas en las mismas instalaciones, si no que nuestro alimento conteniente del 2% de
A.E en el andlisis bromatoldgico. Se sabe que los A.E. mejoran la salud intestinal,
aumentan la disponibilidad de nutrientes esenciales en el intestino y estimulan las
secreciones digestivas favoreciendo la actividad en el tracto gastrointestinal (Franz et al,
2009). Basados en estas premisas la dosis que proporciona una mayor ganancia de talla
comercial deberia ser la de 2%, sin embargo, nuestra mejor dosis es la de 1% de A.E.
Stradmeyer (1989). explica que el crecimiento y ganancia de peso estan intimamente
relacionados con el consumo de alimento, el comportamiento alimenticio y las
particularidades del peletizado.

Para que exista un consumo Optimo y aceptacion completa del alimento este debe contar
con ciertas caracteristicas: la forma adecuada, tamafo, textura, tiempo de permanencia en
el agua, olor y sabor, estas dos Ultimas peculiaridades importantes para nuestro estudio.
Es bien sabido que los peces tienen el sentido del gusto desarrollado por lo que la dieta
suplementada con el 2% de A.E pudo no ser aceptada por completo por los peces en
estudio, debido a las caracteristicas organolépticas del A.E (Fuertes y Murguia, 2001). La
dieta de 1% de A.E fue la que tuvo mayor ganancia de talla, lo cual esta en relacion a la

aceptacion o la percepcion del sabor y olor del A.E a esta concentracion.

La importancia de realizar un analisis hematoldgico en peces radica en llevar un control
en el estado sanitario y manejo nutricional en los peces de produccion, asi como también
evaluar la interaccion entre los nutrientes, la presencia de toxicos, patégenos y sustancias
contaminantes, las mismas que producen alteraciones causando inmunosupresion y

cambios en la composicién de la sangre (Barandica, 2010).
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Las alteraciones en los pardmetros hematoldgicos (hematocrito, hemoglobina, recuento
leucocitario) suelen ser usadas como indicadores de contaminacion (Hontela, 1998;
Wahli, 2002) y de cambios en la condicion fisiologica del pez debido a situaciones de
estrés que ocasionan inmunosupresion y aparicion de patégenos que desencadenan
enfermedad (Wendelaar, 1997).

En el anélisis hematoldgico los resultados para los grupos inoculados con PBS para la
variable hematocrito, muestran diferencia estadistica significativa entre ellos, siendo las
dietas suplementadas con el 2% y 1% de A. E las que tienen mayor porcentaje de

hematocrito con respectos al grupo Control y al 0.5% de A. E.

Segun lo descrito por Anderson (1992), el efecto de los inmunoestimulantes, adyuvantes
y vacunas en peces, luego de un tiempo de accién proveen al pez una mejor condicién
fisiologica mejorando los parametros hematoldgicos.

En relacion al resultado del analisis estadistico de hematocrito para los grupos inoculado
con A. hydrophila, se observo diferencia estadistica significativa, repitiéndose los
resultados del grupo inoculado con PBS, sin embargo, el porcentaje mayor de hematocrito
en el grupo inoculado con A. hydrophila fue menor con relacion al grupo PBS, a pesar de
esto no se puede asumir que existe diferencia estadistica entre los grupos infectados y no
infectados.

La razon por la cual se evaluaron los grupos por separado fue para observar el
comportamiento de la variable hematocrito para los grupos experimentales en dos
situaciones distintas: en un grupo de peces sanos y en un grupo de peces enfermos
observando que en ambas circunstancias los grupos con el porcentaje de hematocrito

mayor son los correspondientes a los grupos suplementados con 2 'y 1% de A.E.
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Collazos, (1996), describio la composicion proximal de 100 g. de materia seca de mufia
M. mollis, entre los 14 componentes descritos sobresale la presencia de Calcio, Fosforo,
Rentinol y hierro compuestos que de mantenerse presentes en el A.E podrian ser la razon
de los resultados obtenidos en el estudio. Los macronutrientes como el calcio, fosforo y
hierro en los peces suelen tener efectos antioxidantes, inmunoestimulantes Fernandez,

(2004).

Otro gran limitante de este estudio fue que el analisis hematoldgico completo en el que
se describio todos los valores (Hematocrito, hemoglobina, Gl6bulos rojos, VCM, CHCM,
leucocitos y Plaquetas) tanto para los grupos inoculados con PBS vy los infectado con A.
hydrophila fue realizado s6lo de 5 muestras de sangre de 5 individuos por grupo
respectivamente esto debido a la complejidad de la lectura de los frotis sanguineos ya que
este no puede ser automatizado debido a las caracteristicas de los hematocritos que tienen
nucleo central de cromatina condensada Tavares (2006) y Brown (1993). Con un tiempo
de permanencia de no méas de 24 horas para poder ser lecturadas Laboratorio Pathovet
(2016) y Cadwell et al. (2006).

Otro motivo por el que no se realizo la diferenciacion de la serie blanca fue que luego de
hacer los frotis sanguineos para el recuento celular diferenciando hematocritos, leucocitos
y plaquetas, se llevo a centrifugacion la sangre para realizar los otros analisis.

Se recomienda para realizar la diferenciacion de la serie blanca utilizar el analisis de
citometria de flujo para tener una mayor precision (Campbell, 2017). Dicho ensayo no
fue realizado en este estudio por lo que no se tiene el recuento diferencial de leucocitos.
El disminuir el N muestral para estas variables, ocasiona que el intervalo de confianza sea
mayor aumentando el margen de error de los resultados frente a la prueba estadistica

(Diaz, 2009).
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De igual manera fue realizado el andlisis estadistico, los resultados para el conteo de frotis
sanguineo tanto para PBS y para los grupos inoculados con A. hydrophila se muestran en
los cuadros 2 y 3 respectivamente en este se compard los resultados entre los tratamientos
(control, dosis 2%, 1% y 0.5% de A.E), a su vez fueron comparados con los valores
referenciales establecidos por Tavares y Mataqueiro (2004) y los de Martins et al. (2001)

establecidos en pacus sanos.

En relacion a hematocrito, hemoglobina, glébulos rojos, leucocitos y plaquetas para los
grupos con PBS se determind que no existio diferencia estadistica significativa entre
nuestros grupos y el grupo control, sin embrago, al comparar los valores obtenidos en
nuestros grupos suplementados con el A.E con los valores referenciales se observo que
los valores de hematocrito y hemoglobina con respecto a los valores referenciales son
mayores. Los valores de hematocrito estan correlacionados con la actividad del pez,
valores mas bajo se observan en peces con menor actividad y valores mayores estan
relacionados a condiciones de adelgazamiento en juveniles antes de la diferenciacion

sexual y desove (Noro y Wittwer, 2012 y ThralL et al . 2012).

Se evalud el efecto en la dieta del A.E. de Lippia citrodora en los pardmetros
hematologicos y se encontr6 crecimiento considerable del porcentaje de hematocrito en
los peces con A.E. en la dieta, concluyendo que los peces suplementos con una base de
plantas aumentan los parametros hematoldgicos debido a su actividad inmunoestimulante

(Gholoipourkanani et al., 2017).
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En los resultados del grupo inoculado con el patdgeno A. hydrophila con respecto a los
valores obtenidos con la serie roja se encontrd diferencia estadistica significativa entre el
grupo control y los grupos suplementados con el A.E siendo el grupo 1% de A.E, el que
tuvo mayor porcentaje de hematocrito, mayor cantidad de hemoglobina y recuento de
glébulos rojos respecto a los otros grupos experimentales a pesar de esto los valores se

encontraron dentro de los valores referenciales considerados como normales.

Para la variable leucocitos y plaquetas no se encontrd diferencia estadistica significativa
entre los grupos, pero al comparar los valores de los grupos experimentales y los valores
referenciales se determin6 que los grupos suplementados con A.E estan por encima de

estos.

El aumento de leucocitos en general esta relacionado a eosinofilia, monocitosis o
linfocitosis estas patologias estan asociadas a infecciones parasitarias, estimulaciones
antigénicas, respuesta inflamatoria, presencia de un agente infeccioso (Weiss y Wardrop,

2010).

Al compararse los resultados obtenidos con los valores referenciales se podria inferir que
los grupos suplementados con el 2 y 1% de A.E estarian presentando una mayor respuesta
antigénica frente al patégeno a diferencia de los grupos Control y el suplementado con
0.5% de A.E, ademas de que tienen valores de hematocrito, hemoglobina y globulos rojos
normales a pesar de la presencia del patdgeno, esto concuerda con los resultados
obtenidos en el grupo experimental donde se evalu6 hematocrito del total de nuestro
grupo, en donde se evidencid la diferencia estadistica significativa entre los grupos siendo

el grupo con 1% de A.E el que tuvo los valores mayores.
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La importancia de medir los niveles de hemoglobina en peces proporciona informacion
sobre la capacidad funcional de los eritrocitos para transportar oxigeno (Ciftci et al.,
2008). Bajo esta premisa, los peces del grupo Dosis 1% de A.E estaria demostrando

poseer eritrocitos funcionales activos cuya funcién no se vio afectada por el patégeno.

El volumen corpuscular medio (VCM), indica el estado de la funcion respiratoria y la
concentracion corpuscular media (CHCM), representa el porcentaje que ocupa la
hemoglobina en un eritrocito promedio (Avilez et al., 2004). En el grafico se muestra
que los valores para este parametro se han mantenido dentro del rango normal sin
embargo, el grupo con los mayores valores para estos parametros es el suplementado con
el 1% de A.E, lo cual podria indicar una mejor respuesta y resistencia de los glébulos
rojos frente al patdgeno y sugerir un mejor funcionamiento del sistema circulatorio de

nuestros peces en este grupo (Campbell T, 2017).

Del mismo cuadro se puede concluir que el grupo control estd presentando una anemia
regenerativa microcitica hipocromica (MH), Las posibles causas de esta patologia en
peces son: la disminucion de la absorcion de hierro en la dieta, la falla en los mecanismos
de absorcion de nutrientes en el intestino y la presencia de alguna infeccion que pueda
estar causando hemorragia (Bakrim et al., 2018 y Clauss et al., 2008). Se descarto la
deficiencia de hierro en la dieta ya que todos los grupos han consumido el mismo

alimento, si este seria un factor, los resultados se evidenciarian en todos los grupos.

Sahu et al. (2007), evaluaron el efecto de Allium sativum en la inmunidad de Labeo rohita
infectados con A. hydrophila y no encontraron diferencia entre los grupos suplementados

con A.E. y el control post desafio, a diferencia de este estudio.
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Por el contrario Farsani et al. (2019), evaluaron la eficacia del A.E de la semilla de
cilantro (Coriandrum sativum) en las respuestas fisiologicas, la inmunidad y la resistencia
a la enfermedad de la trucha arco iris, concluyendo que el mejor grupo es el suplementado
con el 2% del A.E, el mismo que presentd valores significativamente més altos de tasa de
crecimiento especifico en comparacion con el grupo control asi como mejor peso final y
factor de condicion, también concluyen que dicha dosis mejora los indices inmunoldgicos
a diferencia de nuestro estudio que la dosis 1% es la que tiene los mejores valores al

respecto.

La disminucion de la absorcion de hierro, sumada a la presencia del patogeno A.
hydrophila podrian ser las causas por las que se presenta la anemia MH, a diferencia de
nuestros grupos suplementados con el A.E en los que ocurrié una mejor absorcion de

nutrientes tanto de hierro como otros presentes en la dieta.

Se ha demostrado las bondades del A.E de mufia para mejorar la capacidad de absorcion
del intestino, mantener la integridad de la mucosa gastrica frente a H. pylori (Carhuapoma

My Bonilla R. 2007).

Con respecto a los valores obtenidos en los leucocitos se encuentra que no existe
diferencia estadistica significativa entre los grupos. Cabe mencionar que el nimero total
de muestras para esta prueba se redujo, debido a la complejidad y procesamiento de los
parametros haciéndose 5 muestras por grupo siendo una de las razones por las que no se

evidencia diferencia estadistica significativa.
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La capacidad del individuo para contrarrestar al antigeno (Ag) esta en relacién a la rapidez
y la capacidad de los leucocitos en fagocitar al antigeno, lo cual puede ser medido con un
incremento del consumo de oxigeno que es traducido como Burst respiratorio (BR). Los
resultados de Burst para el grupo inoculado con PBS presentaron diferencia estadistica
significativa entre la produccion de especies reactivas de oxigeno a pesar de no estar
desafiados con una bacteria. Estos resultados no necesariamente implican que los peces
estuvieron atravesando un proceso patoldgico, pero si, la existencia de algun proceso de
estrés que pudiese estar desencadenando el factor, evidenciando que los grupos

suplementados con 2 y 1% de A.E estan teniendo una respuesta mayor.

Tort et al. (2005) afirman que se incrementa la respuesta respiratoria de las células
directamente proporcional a la capacidad de eliminar microorganismos. Si bien este grupo
no fue inoculado con A. hydrophila, pero se conoce que esta bacteria es parte normal de
la microbiota intestinal del pez y que las condiciones de estrés pueden desencadenar
enfermedad, la manipulacién de los peces, tanto para la reorganizacion de los grupos y la
inoculacion ya sea de PBS y del patdgeno representa un proceso de estrés el cual estaria

explicando estos resultados.

Para los resultados de BR en el grupo con A. hydrophila se encontré diferencias
estadisticas significativas se puede observar que el grupo con el 1% de A.E presentd
mayor BR frente a los otros grupos. En el trabajo de Yunis et al. (2006) probaron el efecto
inmunoestimulante del extracto de camu camu en la dieta de los peces, midiendo BR,
concluyendo que la respuesta inmunoldgica mas eficiente provenia de los grupos

suplementados con las cantidades mas altas del producto, a diferencia de este estudio.
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El grupo con el mayor BR corresponde a la dosis intermedia, esto concuerda con lo
propuesto por Immanuel et al. (2009), que describe que el uso de A.E de algunas plantas
como inmunoestimulantes no muestran una relacion dosis/respuesta lineal, sino que: las
concentraciones intermedias son las que tienen efectos favorables ya que algunas dosis

elevadas pueden mostrar ausencia de efecto o incluso toxicidad.

Abreu et al. (2009) concluyen que el ensayo colorimétrico estandarizado para
determinacion de la actividad del Burst respiratorio de los leucocitos en pacl es una
herramienta confiable para la evaluacion del sistema inmune innato. Bajo esta premisa
podemos concluir que la suplementacién de nuestro aceite esencial al 1% esta generando
una respuesta inmune innata mayor frente al patégeno a diferencia de los otros grupos

experimentales.

Los resultados de lisozimas de los grupos inoculados con PBS no presentaron diferencia
estadistica significativa entre los grupos suplementados con A.E y la cantidad de
lisozimas a diferencia del grupo inoculado con A. hydrophila, en el que se encontrd
diferencia estadistica significativa, siendo el grupo suplementado con el 1 % de A.E el

que tuvo mayor cantidad de lisozimas frente a los otros grupos experimentales.

En un trabajo con tilapias del Nilo en el que se probd el Aloe barbadensis como
inmunoestimulante se encontrd diferencia estadistica entre sus grupos experimentales,
cantidad de lisozimas y BR esto puede deberse al disefio de su estudio en el que no se

realizé un desafio con algun patégeno (Dotta et al., 2014).
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En otro estudio se evalué la respuesta inmune de las Tilapias del Nilo con la
suplementacion de un estruido natural de camu camu, a distinto tiempo post inoculacion
midiendo lisozimas y BR, concluyen que para la variable lisozimas luego de las 6 horas
post inoculacién no existe cambios entre su grupo control y los suplementados; sin
embargo, a las 24 horas si (Yunis et al., 2006).

El tiempo Optimo para medir respuesta inmune innata en peces es a partir de las 24 horas

(Biller-Takahashi et al., 2013), razones por las que el disefio se realiz6 de esa forma.

Con respecto a las mejores dietas para este parametro en el trabajo de Yunis, et al. (2006)
sefialan que la cantidad de aceite esencial podria sugerir una relacion directamente
proporcional con la cantidad de lisozimas y la cantidad de camu camu en la dieta a
diferencia de nuestro estudio que concuerda con lo explicado por Immanuel et al., (2009)
donde el grupo suplementado con el 1% de A.E es el que tiene mayor cantidad de

lisozimas con respecto a los otros grupos experimentales.

Las proteinas Totales son macromoléculas esenciales para la vida (Davis, 2004), en el
sistema inmune actlan inactivando compuestos toxicos. Evaluar proteinas totales sirve
para monitorear la respuesta y los cambios que se presentan en condiciones patologicas
(Cnaani et al., 2004). En los resultados de proteinas totales para el grupo inoculado con
PBS se encontro diferencia estadistica significativa entre los grupos suplementados con
A.E siendo el grupo 2% y 0.5% los grupos con la mayor cantidad de Proteinas totales con
respecto al grupo control y al grupo con 1% de A.E, para el grupo inoculado con A.
hydrophila no se encontro diferencia estadistica significativa entre proteinas totales y los

grupos suplementados con A.E.
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Los parametros referentes a bioquimica sérica no pueden ser comparados en peces de la
misma variedad hibrida. Por ejemplo, P. mesopotamicus con P. macropomum, aun asi,
teniendo los datos de la misma especie, no se pueden comparar, se debe considerar
algunas caracteristicas importantes como el habitad, el tipo de alimentacién, la estacion
del afio en el que fueron tomados los datos (Tavares — Diaz, 2010).

Se necesita tener variables referenciales de proteinas totales de los mismos pacus, para
poder establecerse una condicion normal o patolégica frente a la cantidad de proteinas
totales.

La determinacion de la actividad bactericida sérica involucra la exposicion de una
suspension de organismos viables a una concentracion adecuada de anticuerpos y
complemento (Wang et al., 2016).

Por ultimo, se evalud la actividad bacteriana en suero, los resultados son inversamente
proporcionales a la efectividad del A.E para inhibir el crecimiento bacteriano, el grafico
descriptivo muestra las UFC/mL, a este ultimo analisis no se aplico prueba estadistica ya
que los resultados corresponden a una muestra de suero de un pez de los grupos
experimentales correspondientes al grupo inoculado con PBS. Se usé una disolucion por
grupo experimental cada uno con tres repeticiones para establecer una media y determinar
las UFC, la razon por la que se muestran tres diluciones es para evidenciar el crecimiento
inversamente proporcional entre las diluciones y la inhibicion bacteriana.

Se puede asumir que el grupo suplementado con la dosis al 2% logro inhibir el
crecimiento bacteriano por completo seguido del grupo con la concentracion de 1% de
A.E, si bien no logro inhibir el crecimiento por completo debido que a una de las tres
repeticiones se observo una colonia pequefia, se puede inferir que de todas maneras los
grupos suplementados con A.E presentan una mejor actividad bactericida sérica frente al

patdgeno A. hdrophyla.
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Estos resultados podrian estar relacionados con los de Burts respiratorio, lisozimas y
proteinas totales séricas, en esos resultados los valores mas altos que indican una mayor
respuesta frente al patdgeno pertenecen a los grupos suplementados con A.E. Biller-
Takahashi et al. (2013), Dotta et al. (2014), concuerdan que la inhibicion bacteriana esta
intimamente relacionada con la cantidad de lisozimas y de proteinas totales, parametros
los cuales fueron medidos en suero demostrando asi que el suero de nuestros peces tiene
la capacidad de inhibir el crecimiento de A. hydrophila.

Este trabajo de investigacion tuvo cuatro limitantes. EI método de integracién del A.E
debido a que no asegur6 una homogeneidad del aceite en el alimento, la forma en la que
se proporciond las raciones alimenticias ya que no certifican que cada pez consumio la
misma cantidad de A.E esperada, la disminucion del N muestral en el analisis
hematoldgico completo, y la no diferenciacion leucocitaria.

La eleccion de la técnica de suplementacion del A.E fue porque actualmente este es el
método en el que se suplementan los farmacos en la industria acuicola tal como lo
describe (Manual for International Training 1991), el mismo que para los farmacos
establece concentraciones por encima del 5% teniendo como limitantes no conocer la
cantidad exacta de farmaco consumido por el pez ni que cada pellet contenga la misma
cantidad farmacoldgica. A diferencia de la suplementacion de farmacos el uso de A.E
como inmunoestimulantes no contribuye con la resistencia antibacteriana no contamina
los recursos hidricos por lo que este método para el uso de A.E no tendria algin efecto

desfavorable en el medio acuicola.
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Se concluye con este estudio que la suplementacion alimenticia con A.E en peces sobre
los pardmetros productivos e inmunoldgicos no tienen una relacion directamente
proporcional entre la concentracion de A.E en la dieta y el efecto inmunoestimulante si
no que son las concentraciones intermedias como la de 1% la que logra mayor ganancia
de talla comercial, asi como también sugiere proporcionar un mejor estado fisiologico y

una respuesta antigénica mayor frente al patdgeno
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XI11. CONCLUSIONES

Los principales compuestos del aceite esencial de M. mollis (mufia) preparado son:
Pulegona 42.09%, Mentona 23.52%, Carvacrol 9.07%,

La dosis de 2% de A.E es la concentracion mas alta aceptada por los peces en el
estudio, sequida de 1% y 0.5%.

La concentracion del 1% de A.E de mufia suministrada por 30 dias logra 25% de
mayor crecimiento en los juveniles de P.mesopotamicus con respecto a los otros
grupos.

Para los peces inoculados con A. hydrophila se encontrd6 que los grupos
suplementados con el 1% y 2% A.E tienen una mayor cantidad de glébulos rojos,
hematocrito y hemoglobina con respecto al grupos control y al suplementado con
0.5% de A.E.

La suplementacion del 1% de A.E proporciona una mayor produccion de BR y
lisozimas frente a los grupos experimentales control y dosis 2 % y 0.5% de A.E
en peces inoculados con A. hydrophila

El aceite esencial en concentraciones de 2 y 1% en la dieta tiene un efecto

bactericida en el suero de la sangre de los peces frente al patégeno A. hydrophila.
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XIV.RECOMENDACIONES

Repetir el estudio suministrando el A.E por 45 dias para descartar el factor tiempo en la
influencia del pardmetro ganancia de peso y realizar la diferenciacion leucocitaria de los
peces en el estudio.

Realizar una revisién histoldgica del intestino para observar mucosas células
caliciformes y microvellocidades para confirmar o descartas las bondades que le
adjudican a la mufa.

Una evaluacion organoléptica adicional del filete del pez luego de la alimentacion con
el aceite esencial, para descartar cambios de sabor en el filete a consecuencia de la

adicion del A.E.
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ANEXOS

1. Distribucién inicial de los grupos experimentales.

Grupo Control Alimento Alimento Alimento \
Alimento comercial + 2% comercial con + comercial +0.5%

comercial sin A E de AE 1%de AE de AE

15 15 15

peces peces peces

15 15 15 15

Pt peces peces peces

15 15 15 15

\ peces peces peces




2. Constancia de clasificacion botanica.

“"Afo del Didlogo y la Reconciliacidn NMacional™
Constancia de clasificacidn botanica

El Ingeniere agrénaomo Juan Tolentino Rodriguez con expenancia en & dasficacin
IMNONGMIC ¥y seleccion de plantas para B produccidn ok acepss, pulverzados.
Sxiraccidn scuosa y otros denvados dea CoNstancis de que.

Las planias de mufia compradas en @l Mercado Modsio de Husasayo por la Médico
Vetannaro Zootecnsta alumna de la masstria de Sanctsd Acuicols Fariva Tnice
VicwhAa Alvarado clasficadas como Minthostachys mollis (Aawvy) Gnsed, sa
ancuantran aptas para la daboracon del aceile y todos los racmos comgrados y
destinacdos para la elaboracion del aceile esercial tisnen la sigulanta clasiNcacion
taxocoomica segan &l sistems de clssificacitn de Cronguist {1981)

Reino: Vegetal
Sub reino: Embryopinia

Division: Magnoliopfnva
Clase: Magnoliopzida
Subclase: Merhachiomydeos
Orden: Tubifiorae
Familia lamiaceae (labiadas)
Género: Mimhoztachys
Especie: Minthostackys mollis {Kumh) Griseb

Nombre vulgar: “Mufia™

También constante que el proceso de claboracion del aceite esencial de
muia ha sido realizado correctamente siguiendo Ia técnica de arrastre de
vapor sin el uso de aditivos que puedan ser téxicos por lo que el aceite
obtenido puede ser wilizado para consumo.

Se extiende Ia presente constancia a solicitud de la parte interesada, para
fines de estudio e investigacion,

N Huancayo, 18 ¢e fetwero o 2018
13 L outnm BLE:
INEEVILED NGNS

Sep G Calafe B Lupenierws Bu IS31S



3. Promedio de los pesos y tallas de los peces correspondiente a cada grupo
experimental.

PARAMETROS
GRUPO PESO (gr) TALLA (cm)

Caja 1 126.5 15.2

CONTROL Caja 2 127.57 14.73
Caja 3 139.5 15.27

Caja 1 123.47 14.83

DOSIS 2% Caja 2 110.33 14.83
Caja 3 159.47 15.43

Caja 1 121.47 14.57

DOSIS 1% Caja 2 134.67 15.33
Caja 3 136.93 15.23

Caja 1 110.93 14.57

DOSIS 0.5% Caja 2 136.93 15.27
Caja 3 145.73 15.27

4. Promedio de peso y talla de los grupos al inicio del experimento.

PARAMETROS

PROMEDIO

GRUPOS PESO (gr) TALLA (cm)
CONTROL 131.19 15.06
DOSIS 2% 131.09 15.03
DOSIS 1% 131.02 15.04

DOSIS 0.5% 131.19 15.03



5. Resultados de la prueba de palatabilidad para determinar la mayor
concentracion de A.E aceptada por los peces.

CALIDAD DE AGUA

CONSUMO DE SUPERFICIE OXIGENO pH
ALIMENTO DISUELTO

5% NADA Aceitosa / turbia 35,5 % 5.7

3% 1/4 Poco aceitosa 45,6 % 6.6

2% TODO Limpia 56,5% 7.2

6. Resultados del andlisis bromatoldgico del alimento sin'y con A.E

Alimento % % % % % % %
MS PB GRASA | FIBRAB | CH | CENIZA | HUMEDAD

Racion 89.39 35.18 7.6 6.3 13.71 13,7 10,2

Racién | 89.58 35.65 8.0 6.3 13.83 13,7 9,8
2%

Racién | 89.39 35.18 7.6 6.3 13.71 13,7 10,2
1%
Donde:

*Racion: alimento peletizado sin aceite esencial

*Racion 2%: alimento peletizado con 2% de aceite esencial
*Racion 1%: alimento peletizado con 1% de aceite esencial
% MS: porcentaje de materia seca

%PB: porcentaje de proteina bruta

% FIBRA B: porcentaje de fibra bruta

% CH: porcentaje de carbohidratos



7. Cantidad de alimento en gramos suministrado a los peces durante los 30 dias

del experimento

TOTAL
GRUPOS 1PEZ (gr) 3%PV # PEZ/CAJA | 30 dias 1 pez | GRUPO # 30 DIAS
CONTROL 131.19 3.94 59.04 118.07 177.11 5313.20
DOSIS 2% 131.09 3.93 58.99 117.98 176.97 5309.15
DOSIS 1% 131.02 3.93 58.96 117.92 176.88 5306.31
DOSIS 0.05% | 131.19 3.94 59.04 118.07 177.11 5313.20
TOTAL 472.04 708.06 21 41.85

*PV: peso vivo

8. Cantidad de A.E en (mL) suministrada en el alimento y la cantidad esperada

de consumo del A.E por pez y por grupo.

Total, A.E
GRUPOS 1PEZA.E |30dias A.E Grupo
DOSIS 2% 0.0787 2.361 106.25
DOSIS 1% 0.0393 1.179 53.091
DOSIS 0.05% 0.0197 0.59 26.57
TOTAL 185.91 mL

9. Resultados del ensayo para determinar la concentracion bacteriana a utilizar

en el estudio.
PARAMETROS
TIEMPO DE SIGNOS CLINICOS POS 24 H CARACTERISTICAS DEL AGUA
UFC/mL MUERTE
5.20 x 10 ® UFC/mL 7 horas Sin signos Sin cambios
3.50 x 10 * UFC/mL 24 horas Nado erratico Poca turbidez
3.05 x 10 *UFC/mL =72 horas Nado erratico, lesiones en piel | Turbidez, abundante mucosidad
2.12 x 10°® UFC/mL > 72 horas Nado errdtico, lesiones en piel Turbidez y mucosidad




10. Reorganizacion de los grupos post desafio.

GRUPO INOCULADO CON PBS GRUPO CON A. hydrophila
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