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Presentacion
En los ultimos afios la acuicultura obtuvo un notorio crecimiento a nivel
mundial gracias a la demanda que existe por el consumo y aprovechamiento
de la carne de pescado que brinda muchos nutrientes en la alimentacion
humana. El paco (Piaractus brachypomus) es eficiente para la crianza y
realizacion de métodos de estudios, por poseer caracteristicas como la buena

adaptacion al clima, facil aceptacién de alimento balanceado, y rusticidad.

Actualmente, se vienen realizando diversos estudios experimentales de
cultivos, policultivos, densidad de siembra, enfermedades parasitarias,
bacterianas y aditivos en la alimentacion para mejorar la produccion de paco
en sistemas intensivos. Sin embargo, aun no se evaluaron estudios como el
de enriquecer las dietas con nanoparticulas cargadas de aceite esencial de
romero (Rosmarinus officinalis), el objetivo fue evaluar el efecto de la
nanoparticula (NNP) cargada de aceite esencial de romero en los parametros
sanguineos de los peces, las cuales son los encargados de mantener el
estado de salud de los peces, homeostasis y actian como primera barrera de
defensa contra enfermedades bacterianas, parasitarias, viricas, etc., por ende

fortalecen el sistema inmunoldgico para asi mejorar la produccion.

Los aceites esenciales (AE) han ganado bastante popularidad en los
altimos afios en la acuicultura, ya que demostraron que poseen propiedades
que actuan como inmunoestimulantes, antiparasitarios, antibacterianos,
promotores de crecimiento y anestésicos. Sin embargo, los AE poseen
caracteristicas que limitan su aprovechamiento, por lo que es necesario
aplicar nuevas tendencias como la nanotecnologia, para mejorar la capacidad
de biodisponibilidad, absorcion en lugares deseados, controlar el tiempo de
liberacion y proteger los compuestos bioactivos de factores externos como

temperatura, radiacion, iluminacion y aire.

El presente trabajo de investigacion evaluo el efecto de la alimentacion
suplementada con nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis) sobre los parametros hematoldgicos de paco
(Piaractus brachypomus) en Madre de Dios.



Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la alimentaciéon
suplementada con nanoparticulas (NNP) cargadas de aceite esencial (AE) de
romero (Rosmarinus officinalis) sobre los parametros hematoldgicos y
crecimiento corporal de paco (Piaractus brachypomus). Un total de 135 peces
fueron alimentados durante 45 dias con NNP cargadas de AE de romero
(Rosmarinus officinalis) en el Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (IIAP) — Puerto Maldonado, los peces se distribuyeron en tres
tratamientos, T1: grupo control, T2: 0.01 g/kg NNP y T3: 0.025 g/kg NNP con
3 repeticiones, se midieron, pesaron a los peces y las muestras de sangre se
extrajeron de la vena caudal y se analizaron los pardmetros hematoldgicos
como: eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular medio
(VCM), concentracion de hemoglobina corpuscular medio (CHCM),
trombocitos, leucocitos, linfocitos, monocitos, neutréfilos, eosinofilos,
leucocitos granulares positivos (LG-PAS) y basofilos. Los resultados
mostraron que el T2 y T3 presentaron diferencia significativa superior (p<0.05)
en la produccion de linfocitos a comparacion del grupo control; los demas
parametros como hematocrito, trombocitos, leucocitos totales, LG-PAS y
basofilo no presentaron diferencia significativa entre tratamientos. Asi mismo
la biometria de los peces a los 30 y 45 dias de tratamiento presentd como
resultado a los 30 dias se observé una diferencia significativa superior
(p<0.05) en los peces del T2 y T3 en comparacion con los peces del grupo
control, pero este fendbmeno no se observé a los 45 dias. Se concluye que la
alimentacion suplementada con NNP cargadas de AE de romero (Rosmarinus
officinalis) en pacos (Piaractus brachypomus) influye positivamente en los

paradmetros hematoldgicos y crecimiento.

Palabras clave: Nanoparticulas, Piaractus brachypomus, alimentacion,
hematologia, aceites esenciales.



Abstract

The objective of the study was to evaluate the effect of feeding
supplemented with nanoparticles (NNP) loaded with rosemary (Rosmarinus
officinalis) essential oil (EO) on the hematological parameters and body growth
of paco (Piaractus brachypomus). A total of 135 fish were fed for 45 days with
NNP loaded with rosemary EO (Rosmarinus officinalis) at the Peruvian
Amazon Research Institute (IIAP) - Puerto Maldonado, the fish were
distributed in three treatments, T1: control group, T2: 0.01 g/kg NNP and T3:
0.025 g/kg NNP with 3 repetitions, the fish were measured, the fish were
weighed and the blood samples were extracted from the caudal vein and the
hematological parameters were analyzed such as: erythrocytes, hemoglobin,
hematocrit. , mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC), thrombocytes, leukocytes, lymphocytes, monocytes,
neutrophils, eosinophils, positive granular leukocytes (LG-PAS) and basophils.
The results showed that T2 and T3 presented a significantly higher difference
(p<0.05) in lymphocyte production compared to the control group; The other
parameters such as hematocrit, thrombocytes, total leukocytes, LG-PAS and
basophil did not present a significant difference between treatments. Likewise,
the biometry of the fish at 30 and 45 days of treatment showed that at 30 days
a higher significant difference was observed (p<0.05) in the fish from T2 and
T3 compared to the fish from the control group, but This phenomenon was not
observed after 45 days. It is concluded that feeding supplemented with NNP
loaded with rosemary EO (Rosmarinus officinalis) in pacos (Piaractus

brachypomus) positively influences hematological parameters and growth.

Keywords: Nanoparticles, Piaractus brachypomus, food, hematology,

essential oils.



Introduccion
En la Amazonia peruana, la acuicultura inicié con el cultivo de especies
nativas como: paco (Piaractus brachypomus), gamitana (Colossoma
macropomum) , entre otros®. En la regiéon de Madre de Dios, la especie nativa
gue mas se cultiva es el paco (Piaractus brachypomus), que es una especie
omnivora, frugivora, rastica que tiene buena aceptaciéon al cambio de
alimento, tiene -caracteristicas muy importantes que permiten la fécil

adaptacion al agua y al clima favoreciendo su crecimiento y desarrollo @,

Durante varios afos, se realizaron diversos estudios basados en la
alimentacion, densidad de siembra, cultivo y parasitologia, con el objetivo de
mejorar el desempefio productivo en sistemas controlados de esta especie G-
5. Sin embargo, debido a la necesidad de intensificar los sistemas de siembra
surgieron algunos problemas de resistencia a diversos microorganismos y
altos niveles de estrés ocasionando mortalidades y por ende pérdidas

econdmicas en los centros de cultivos intensivos ©),

Para optimizar y mejorar el sistema inmunologico de los peces se
vienen usando una serie de aditivos incorporados y enriquecidos en las dietas,
como los Aceites Esenciales (AE), que poseen compuestos bioactivos con
propiedades antibacterianas, antiparasitarias, antimicéticas, antioxidantes e
inmunoestimulantes, que mejoran la conversion alimenticia y por ende influye
de manera positiva en el crecimiento, factor de condicion, absorcion de

nutrientes, sobrevivencia y la salud de los peces(1,

Sin embargo, los AE son esparcidos en la dieta y al ser de naturaleza
hidrofobica, al contacto con el agua se desprenden y son de facil oxidacion
por lo que no se aprovecharia el potencial que presentan sus componentes
interfiriendo en la biodisponibilidad y absorcién por el organismo de los peces
(1315  La nanotecnologia es una alternativa interesante para proteger los
compuestos bioactivos de los AE de plantas, potenciando la capacidad su
funcionalidad, presentando mayor estabilidad, y mejorando el rendimiento en
dosis bajas 1€, Ademas, ayuda a una liberacién controlada en el lugar
requerido, con capacidad mucoadhesiva y sensibles a ciertos niveles de pH,



para evitar que los aceites esenciales pierdan sus propiedades durante el

proceso de absorcion(1?),

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta medicinal que tiene
gran adaptabilidad, capacidad de crecer y reproducirse en distintos lugares
con gran facilidad, posee propiedades tonicas, inmunoestimulantes,
antiespasmadicos y sirve como diurético; por lo que podria ser benéfica para
la salud del paco y la acuicultura?,

Por tanto, el presente trabajo busco evaluar el efecto de la alimentacion
suplementada con nanoparticulas cargadas de AE de romero (Rosmarinus
officinalis) sobre los parametros hematolégicos de paco (Piaractus

brachypomus) en la region de Madre de Dios.
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CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion del problema

En los ultimos afios, la produccion de la acuicultura a nivel mundial ha
experimentado un notable crecimiento debido a la necesidad por proteina
animal en la dieta humana (1®), En ese sentido, surgié la necesidad de producir
peces en grandes toneladas, por lo que son cultivados en altas densidades,
con escaso recambio de agua, sumado al uso de dietas no balanceadas, mala
calidad de agua e inadecuada manipulacién; todos estos factores en conjunto
comprometen la salud de los peces®, por lo que cada vez mas se reportan

mortalidades en la produccion®),

En ese sentido, se ha visto el uso desmedido y mal administrado de
suplementos sintéticos incorporados en las dietas de los peces para potenciar
el sistema inmunoldgico, los parametros hematoldgicos, el estado de salud,
controlar el ataque de agentes infecciosos e incrementar el rendimiento de los
peces en los centros piscicolas 1%-22), Sin embargo, su uso indiscriminado ha
llevado a la generacion de resistencia a antibiéticos, eliminacioén de bacterias
benéficas, inmunosupresion, acumulaciéon en el muasculo de los peces e
impactos negativos de los residuos en el medio natural ?9, Por lo tanto, las
plantas medicinales con sus derivados los aceites esenciales han ganado
importancia en el sector acuicola, y se usan principalmente esparcidos en el
alimento. Sin embargo, al contacto con el agua un porcentaje significativo se
volatiliza, oxida y desprende de la dieta por ser de naturaleza hidrofobica; por
lo que existen pérdidas, poco aprovechamiento por los peces y por ende

polucion en los sistemas acuaticos®?).

Por lo tanto, emerge la necesidad de buscar productos de origen

naturales, bioamigables, sostenibles, no tdxicos y biodegradables para



mejorar y potenciar los parametros sanguineos, el sistema inmunoldgico, la

salud y por ende la productividad en los sistemas de cultivo.

1.2 Formulacion del problema

¢La alimentacion suplementada con nanoparticulas cargadas de aceite
esencial de romero (Rosmarinus officinalis) influye positivamente sobre los
paradmetros hematolégicos de paco (Piaractus brachypomus) en Madre de

Dios?

1.3 Objetivos

1.3.1 General

Evaluar el efecto de la alimentacion suplementada con nanoparticulas
cargadas de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) sobre
los parametros hematoldgicos de paco (Piaractus brachypomus) en
Madre de Dios.

1.3.2. Especificos

Evaluar el crecimiento corporal de paco (Piaractus brachypomus)
después de la alimentacion suplementada con nanoparticulas
cargadas de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis).
Analizar las células de la serie roja y trombocitos de paco (Piaractus
brachypomus) después de Ila alimentaciébn suplementada con
nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis).

Evaluar el efecto de las nanoparticulas de aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis) sobre las células de la serie blanca y
diferenciacion leucocitaria en la sangre de paco (Piaractus

brachypomus) en Madre de Dios



1.4 Variables
1.4.1 Variable independiente

Nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis), cualitativa ordinal (0.01 g/kg y 0.025 g/kg de alimento

balanceado)
1.4.2 Variable dependiente

Medicién corporal
Peso (g)
Longitud (cm)

Parametros hematolégicos
Serie roja
Hematocrito (%).
Hemoglobina (g/dL).
Eritrocitos (X108/uL).
- Volumen corpuscular medio (fL).
Concentracion de hemoglobina corpuscular media (g/dL).
Trombocitos (uL)
Serie blanca
Leucocitos totales (L)
Diferenciacién leucocitaria (uL): Monocitos, Neutrofilos,
Eosindfilos, Linfocitos, Baséfilos, Leucocito granular
positivo (LG-PAS)



Operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ITEMS
CONCEPTUAL OPERACIONAL
D1 0.01 Gramo/Kilogramo o/kg
Variable Medida expresada | D2 0.025 Gramo/Kilogramo a/kg
Independiente en gramos de
Nanoparticulas Nanoparticulas
cargadas de aceite | para incluir en el
esencial de romero | alimento
(Rosmarinus
officinalis)
Variable D1 Peso Gramos g
Dependiente Medicion y conteo | D2 Longitud Centimetros Cm
Parametros de celulas de laf'p3 Hematocrito Porcentaje %
hematolog|_cos de | serie roja y Sere 'pg Hemoglobina Gramos/ decilitros g/dL
paco (Piaractus | blanca mediante —— — c
brachypomus) diferentes D5 Eritrocitos RBC/microlitros X108/uL
métodos. D6 Volumen corpuscular medio Fentolitros fL
D7 Concentracion de hemoglobina | Gramos/ decilitros g/dL
corpuscular media
D8 Trombocitos Microlitros uL
D9 Leucocitos Totales Microlitros pL
D10 Monocitos, Neutrdfilos,
Eosindfilos, Linfocitos, Basdfilos, | Microlitros uL

Leucocito granular positivo




1.6 Hipotesis
Ha: Las nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis) mejoran los parametros hematoldgicos de paco

(Piaractus brachypomus) en Madre de Dios.

Ho: Las nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis) no mejoran los pardmetros hematolégicos de

paco (Piaractus brachypomus) en Madre de Dios.

1.7 Justificacion
Las plantas aromaticas destacaron en diversas areas economicas y
productivas, por la capacidad de sus compuestos bioactivos y metabolitos
secundarios comprobados a través de ensayos in vitro e in vivo en
animales®). Todas las plantas tienen compuestos fendlicos como: los
flavonoides, las xantonoides, los estilbenoides, las antraquinonas, las
diarilheptanoides y las antronas, estos metabolitos son barreras de defensa
y de supervivencia de las plantas®). El Carvacrol y Timol son los
monoterpenos mas comunmente encontrados en plantas de la familia
Lamiaceae y el acido carnésico solo se encuentra en algunas especies de
plantas como el romero (Rosmarinus officinalis), la cual tiene una gran

actividad antioxidante(@4),

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta que se encuentra
ampliamente distribuida en diferentes paises del mundo y en el Peru tiene
interés econdmico por lo que es expendida en los principales mercados de las
localidades®); para tratar algunas dolencias gastrointestinales, bacterianas,
fungicas, inflamatorias, antioxidantes y también es bien usada en la
cosmética, debido a sus compuestos como monoterpenos (1,8-cineol,

borneol, a-pineno, B-pineno, limoneno, canfeno, alcanfor y mirceno) ).

Asi mismo, el AE de romero viene siendo usado en la acuicultura
debido a la capacidad de sus compuestos bioactivos. La forma mas comun de
aplicacion en la acuicultura es incorporada en la dieta, para mejorar el sistema

inmunologico, la salud, el rendimiento y el crecimiento de los peces.



Sin embargo, cada vez se buscan otras formas de aplicar tecnologia
que ayuden a proteger el AE de la oxidacion, degradacion, volatilidad, etc. [27],
y los factores externos a los que los AE son sensibles y pueden perjudicar el
aprovechamiento®®. Por lo tanto, la nanotecnologia a través del
encapsulamiento con quitosano, es una forma interesante de proteger,
extender la vida util, mejorar la capacidad transportadora y liberacion

controlada del aceite esencial de romero en peces®.

El quitosano, es un polisacarido, no toxico, brinda mayor
biodegradabilidad y es compatible con muchos compuestos, pero no existen
muchos estudios de la utilizacion de quitosano como encapsulador de AE en
productos para peces®. Por lo tanto, a través de la presente investigacion se
busca estudiar la eficacia de las nanoparticulas cargadas de aceite esencial
de romero (Rosmarinus officinalis) incluidas en la dieta y el efecto en los
parametros hematoldgicos de paco (Piaractus brachypomus), la especie
nativa amazoénica mas cultivada y con gran aceptacién comercial en la region
de Madre de Dios.

1.8 Consideraciones éticas
Los especimenes de paco seran utilizados exclusivamente para la
investigacion, la manipulacion se realizar4 siguiendo las normas éticas
internacionales y protocolos establecidos por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal en el cédigo sanitario para los animales acuaticos y bienestar
de los peces de cultivo como estan sefalados en el capitulo 7.1 y articulos
7.11y7.1.2.

También fue evaluada por el comité de bioética para el uso de animales
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos con coédigo N°033-2022-
CBE-FCB-UNMSM.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudio

En el afio 2021, realizaron un estudio basado en la utilizacion de AE de
limén con nanoparticulas de quitosano en trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) y determinaron que la utilizacion de AE de limén con nanoparticulas
de quitosano al 1% mejord la ganancia de peso y tasa de conversion
alimenticia a diferencia del grupo control, también Ila glucosa, el colesterol
sérico Y los triglicéridos mostraron una disminucion significativa; por lo que la
administracion de este AE tiene la capacidad de mejorar el crecimiento y el

sistema inmune de la trucha arco iris 9,

En el afio 2020, realizaron un estudio basado en el efecto del AE de
romero sobre los parametros hematoldgicos en el gran esturién (Huso huso),
trabajaron 180 peces divididos en seis grupos con concentraciones de 0.01,
0.1, 1y 2% de AE de romero (Rosmarinus officinalis), los resultados mostraron
mejoras del sistema inmunoldgico, la proteina total y la glucosa se elevaron
de forma significativa, y los parametros hematolégicos se elevaron también;
concluyendo que el aceite esencial de romero se puede utilizar en las dietas
para mejorar el sistema inmune y los pardmetros hematoldgicos del gran

esturion 14,

En el afio 2018, realizaron un estudio de “La nanoencapsulacién como
tecnologia es eficiente para aumentar el potencial antimicrobiano de los
aceites esenciales de plantas en el sistema alimentario”, exhibieron los
beneficios antibacterianos de esta nueva tecnologia en plantas como la canela
(Cinnamomum verum); a bacterias susceptible como el Aspergillus spp, el
comino (Cuminum cyminum) y el romero (Rosmarinus officinalis) como

antifingico, antioxidante y antibacteriano, demostrando asi que el método de



la nanotecnologia es efectiva, reduce la contaminacion bacteriana, protege el

producto y se adecua al sistema alimentario®,

En el afio 2019, realizaron un estudio basado en la influencia de las
NNP de quitosano y los AE de hinojo (Foeniculum vulgare) sobre la vida util
de Huso huso en filetes de pescado; el estudio se dividid en 5 tratamientos:
T1: grupo control, T2: NNP cargadas de quitosano en sistema de envasado
en atmosfera modificada, T3: AE de hinojo en sistema de envasado en
atmosfera modificada, T4: NNP de quitosano y T5: AE, todas las muestras
fueron mantenidas en 0 y 4 °C por 27 dias, y evaluaron propiedades quimicas,
sensoriales y microbianas. Los resultados demostraron, el T3 mantiene los
factores quimicos de filetes a diferencia del T1 que se deterioraron en 6 dias
después de la refrigeracion y el crecimiento de bacterias disminuyo6 en el T4,
las caracteristicas organolépticas se mantuvieron y mejoraron en el
tratamiento. En conclusion, el T3 mejora la vida util de los filetes de pescado
hasta los 18 dias y es antibacteriano@),

En el afio 2021, realizaron un estudio basado en nanoparticulas de
zeina impregnadas con eugenol y AE ajo (Alliun sativum) para el tratamiento
de patdgenos de peces, con el objetivo de emplear un sistema efectivo,
biodegradable y bioamigable para el control de enfermedades. Las
formulaciones de NNP de zeina obtuvieron mejores propiedades
fisicoquimicas y un tamafio 150 nm que brindé una mayor proteccion de los
compuestos contra la degradacion en el almacenamiento por 90 dias, también

demostraron que presentan baja toxicidad y baja actividad antibacteriana®b.

En el afio 2016, realizaron un estudio utilizando AE dietéticos de clavo
de olor, albahaca y jengibre en tilapia (Oreochromis nilocoticus), contra
Streptococcus agalactiae; trabajaron durante 55 dias con dosis de 0.5, 1y
1.5%, realizaron biometria de los peces los dias 10, 35y 55, extrajeron sangre
para las pruebas hematoinmunoldgicos y demostraron que el AE de albahaca,
clavo de olor y jengibre mejoraron eficazmente la respuesta inmunoldgica
contra Streptococcus agalactiae, con mayor produccion de neutrofilos,
leucocitos y linfocitos, pero el AE de albahaca y clavo al 1.5% presentaron

efectos adversos afectando el hematocrito y hemoglobina, a los 55 dias



concluyeron que el AE de albahaca, clavo y jengibre mejoraron el sistema

inmunoldgico G2,

En el aflo 2021, realizaron un estudio basado en el tratamiento contra
endoparasitos de peces con nanobioparticulas cargadas de farmacos y
evaluaron los parametros sanguineos e histologia del tejido intestinal; T1:
nanobioparticulas conjugadas de derivado de quitosano, alginato vy
praziquantel, T2: nanobioparticulas puras, T3: nanobioparticulas con
praziquantel y los peces fueron alimentados dos veces al dia por tres dias
consecutivos. Los resultados de los parametros hematolégicos no tuvieron
diferencia significativa entre el T2 y T1, el T3 demostré que el praziquantel
altera las células sanguineas. Concluyendo que es seguro la administracion
de las nanobioparticulas siendo 6ptimas, eficaces, aceptable por los peces, y

podria mejorar la salud del pez®3.

En el afo 2018, realizaron un estudio basado en la “influencia de
suplementacién de las nanoparticulas de quitosano dietético mejoran el
crecimiento, produccién, rendimiento e inmunidad en tilapia (Oreochromis
niloticus)”, donde evaluaron un total de 120 peces, que dividieron en 4 grupos
diferentes y alimentaron con concentraciones de 1,3 y 5 g de nanoparticulas
de quitosano (ChNP) por kg de alimento y un grupo control por 70 dias, donde
obtuvieron resultados positivos en rendimiento, crecimiento, lipidos crudos,
leucocitos, eritrocitos, proteinas, globulinas, ALT y AST en los peces del
grupo alimentados con 5 g de ChNP/kg(®®).

2.2 Marco Teorico

2.2.1 Paco Piaractus brachypomus

El Piaractus brachypomus, conocido comiunmente con el nombre paco
en el Perd, tiene diferentes denominaciones que varia dependiendo el pais,
por ejemplo, en Brasil se le conoce como pirapitanga y caranha, en Venezuela
como cachama u morocoto y en Colombia como cachama blanca, se
distribuye a lo largo de toda la cuenca Amazonica y Orinoco en

Sudamérica®?.
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Es una especie omnivora, crece y se desarrolla en aguas dulces y
calidas a temperatura que oscila entre 28-31°C, posee caracteristicas muy
adaptables a cualquier cambio sin afectar su crecimiento y desarrollo, una de
las principales caracteristicas es la rusticidad, facil adaptacion, répido
crecimiento, resistente a diferentes microorganismos y también soporta bajos

niveles de oxigeno por periodos cortos (3%,
Clasificacion de paco (Piaractus brachypomus), Segun Cuvier 1818

Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Clase: Actinopterygii

Orden: Characiformes

Familia: Serrasalmidae

Género: Piaractus

Nombre cientifico: Piaractus brachypomus
Nombre comun: “Paco”

Es una especie con gran potencial productivo que se cultiva de manera
extensiva, intensiva y semi intensiva . Aplicando métodos como biofloc y
densidad de siembra, con el objetivo de mejorar la produccion de Piaractus
brachypomus alcanzando un peso promedio de 20 kg y mas de 80 cm en el
medio natural®), Es una especie migratoria con capacidad de recorrer
kilometros en la etapa de reproduccion, tiene la capacidad de adaptarse a
cultivos y policultivos junto con otras especies sin afectar su crecimiento y

desarrollo ©8),

2.2.2 Hematologia

La hematologia es la disciplina que se encarga de estudiar la sangre
de los peces, los indices hematologicos varian por factores extrinsecos entre
ellos esta el oxigeno, temperatura, pH y por otro lado los factores intrinsecos
como la edad, especie y estado nutricional. La extraccion de sangre se realiza
mediante la vena caudal con un promedio de 0.2-0.5 ml de sangre con una

jeringa bafiada de anticoagulante ya sea EDTA al 10% o heparina sédica®.
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A diferencia de otros animales y del humano en los peces existe mayor
produccion de células inmaduras por diferentes factores, pero desaparecen
por la capacidad que tienen de maduracion o diferenciacién en los vasos
sanguineos, este proceso se puede confundir con un cuadro anémico, aunque
realmente no es, esta ocurrencia puede atribuirse al desequilibrio de la
homeostasis 0 adaptaciones variables abioticas y bidticas, ademas los peces
tienen la capacidad de utilizar otros 6rganos como productores de células
sanguineas cuando el rgano principal no esta en la capacidad de producir o

presenta alguna enfermedad®?),

Tabla 1. Parametros e indices hematolégicos en alevinos, juveniles y

reproductores de paco (Piaractus brachypomus) criados en cautiverio

Células sanguineas Alevinos Juveniles  Reproductores
Hematocrito % 22.9 324 35.2
Hemoglobina g/dl 6.37 8.0 10.1
Eritrocitos 108/mm3 1.305 1.65 1.67
Leucocitos 108/mm3 1.635 1.95 2.102
VCM fL 177.83 197.32 210.55
HCM pg 49.21 48.82 60.26
CHCM  g/dL 28.08 24.83 28.75

Fuente: Garay, 2010

Morfolégicamente, los eritrocitos de los peces presentan un nucleo y
son elipticos, similar comparando con otras especies, los trombocitos varian
su forma dependiendo al grado de maduracién o reactividad, son elipticos
aungue algunos pueden ser alargados y fusiformes, en caso de los neutrofilos
estos presentan ndcleos excéntricos alargados, segmentados vy
redondeados®d,

Eritrocitos: Los eritrocitos de los peces, aves, anfibios y reptiles se
diferencian de los mamiferos por presentar la forma eliptica y nucleada,
contienen pocos organelos y presentan una vida Gtil corta, esta compuesta

por una membrana citoplasmatica lipoproteica semipermeable.
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Volumen corpuscular medio (VCM): Este parametro nos muestra el
tamafo aproximado de los eritrocitos de la sangre y se expresa en fentolitros,
para calcular se necesitan datos como el hematocrito y el nimero de
eritrocitos. Este parametro es importante porque puede proporcionar
informacion importante sobre las causas de las anemias existen 3 categorias:
microciticas (cuando el VCM se encuentra debajo del rango normal),
normociticas (es cuando el VCM se encuentra dentro del rango normal),
macrociticas (es cuando el VCM se encuentra por encima del rango normal).

Hemoglobina (Hb): es una hemoproteina conjugada que va junto a los
eritrocitos, que presenta una coloracion roja, encargada de transportar el
oxigeno de los pulmones a diferentes tejidos del cuerpo, extrae el diéxido de

carbono y también participa en la regulacion del PH.

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM): Es el
pardmetro que indica la medida de concentracibn de hemoglobina en un
volumen determinado de eritrocitos, este parametro tiende a disminuir cuando

hay anemias microciticas a ese fenomeno se le denomina hipocromia.

Monocitos: Los monocitos o macréfagos, son los leucocitos que se
encuentran en mayor cantidad en la circulacion de los peces, son asimétricos
y poseen un nucleo circular o en forma de C y aspecto reniforme, la cromatina
nuclear es de color purpura y el citoplasma presenta una coloracion azul cielo
y libre de granulocitos, pero se observan vacuolas citoplasméticas de
diferentes tamafios que se suelen observar como espacios vacios, dichas

vacuolas aparecen en células activadas en mayores cantidades y grandes.

Linfocitos: son los leucocitos mas pequefios en el torrente sanguineo,
encargados de la inmunidad humoral y celular del organismo produciéndose
en organos linfoides como bazo y timo, se caracterizan principalmente por la
alta relaciéon citoplasma-nucleo, el citoplasma es basofilico, sin granulacion,
se suelen presentar en forma circular o irregular con numerosas proyecciones
citoplasmaticas, en algunas especies se pueden observar de diferentes
tamafos y esto se debe a la etapa de maduracion del leucocito, y en las

células de mayor tamafio la cromatina nuclear de color parpura claro.
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Leucocito granular PAS-positivo (LG-PAS) o célula granulocitica
especial (CGE): Es una célula sanguinea cuya funcion hasta el momento no
ha sido identificada, tiene la capacidad de migrar al sitio de inflamatorio en
procesos inducidos experimentalmente, pero no se logra identificar su funcion,
son células grandes y el citoplasma es blanco, con granulocitos circulares
neutras, que no se logran tefiir con colorantes acidos o basicos, tienen

cromatina nuclear compacta.

Eosinofilos: Los eosindfilos son muy variables en cuanto a la forma,
granulos y tamafio, suelen ser pequefios o grandes dependiendo a las
especies, el ndcleo tiene cromatina color purpura, es redondo u ovalado y
puede ser segmentado, el citoplasma presenta una coloracién hialino y
contiene varias granulos de forma cristaloides o barras redondeadas, los
eosinofilos maduros presentan el citoplasma lleno de granulacion, los
eosinofilos jévenes presentan pocos granulocitos en forma de bastones que

mayormente se encuentran en peces como paco, gamitana y sus hibridos.

Basodfilos: Son células que no se encuentran con facilidad en el torrente
sanguineo de la mayoria de los peces, se encuentran con mas frecuencia en
peces como el bagre perteneciente al género Pseudoplatystoma, son células
irregulares o redondas, el nucleo presenta una coloracion purpura, y es de
forma alargado o circular, el citoplasma presenta granulacion basdfila, asi
como en el caso de los eosindfilos, los basofilos presentan una cierta cantidad
de granulacion dependiendo al grado de maduracién y se encarga del proceso

de fagocitosis especialmente de la remocion de detritus celulares.

Trombocitos: Son células que intervienen en la coagulacion de la
sangre y en la fagocitosis, tiene forma eliptica, presenta granulacién acidéfila,
el nucleo de color violeta, cromatina suelta en células jovenes y compacta en

células maduras.

2.2.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son sustancias volatiles que brindan aroma
y diversas propiedades benéficas a las plantas y son extraidas de diferentes
partes de plantas naturales como de raices, flores, tallos y hojas, existiendo
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diferentes métodos de extraccion como la destilacion por arrastre de vapor, la
extraccion con disolventes, la extraccion por fluidos supercriticos y la

extraccion por microondas “2).

Se clasifican por su consistencia, naturaleza quimica y origen, en
consistencia estan las esencias fluidas (volatiles), los balsamos (espesas) y
oleorresinas (viscosas 0 semisdlidas), en la naturaleza quimica se clasifican
de acuerdo a los componentes que tienen las plantas en mayor cantidad como
en monoterpenoides (monoterpenos), sesquiterpenoides (sesquiterpenos), y
fenilpropanoides (fenilpropano), por altimo, en su origen pueden ser naturales,

sintéticas y artificiales 3.

Los AE son extraidos de diversas plantas como el orégano (Origanum
vulgare), tomillo (Thymus algeriensis Boiss), clavo (Syzigium aromathicum),
canela (Cinnamomum zeylanicum) y citricos como el limon (Citrus limén) y la
naranja (Citrus sinensis); también del ajo (Allium sativum), cebolla (Allium

cepa var. cepa L.)y romero (Rosmarinus officinalis) ¢4,

2.2.4 Romero (Rosmarinus officinalis)

Es una planta culinaria y medicinal por las propiedades que posee
como acidos fendlicos, flavonoides, acidos y alcoholes triterpénicos, tiene
accion estimulante, tonica, antiespasmaodico, anti gonadotrépico, diurético y
presenta potente accion en principales sistemas como sistema circulatorio,

sistema nervioso y corazon®?),

El romero (Rosmarinus officinalis) pertenece a la familia Lamiaceae, es
una planta vegetal que proviene del Sur de Europa, considerada en el Peru
como hierba aromatica y medicinal, cultivada entre 0 y 3500 msnm, crece en
zonas arenosas y rocosas pero tienen gran adaptabilidad por lo que se puede
cultivar en diversas zonas, floreciendo en primavera y otofio, y mide

aproximadamente de 0.5-1 m de altura®®).

Se realizaron diversos estudios del romero en forma de extractos y AE
a nivel farmacolégico donde demostré su eficacia frente a bacterias y virus,
siendo un gran antioxidante, antiinflamatorio y diurético, presenta accion a

nivel celular como en la homeostasis, regulacion de acidos grasos,
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crecimiento celular, mejora la oxidaciéon microsomal en higado e incluso la
hoja de romero es un dermoprotector y por ultimo estimula y mejora la

memoria®?,

2.2.5 Aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis)

El AE de romero es extraido de las hojas de las plantas, siendo
utiizado como aditivo en el alimento para los animales, tiene funcion
antibacteriana principalmente frente al Staphylococcus aureus que es una de
las bacterias mas sensibles, los compuestos quimicos mas importantes que
contiene son: piperitona, alfa pineno, camfeno, linalool, 3 octanona, sabineno,
entre otros, son 20 sus componentes, principalmente 11 monoterpenos
oxigenados, 6 no oxigenados y 2 sesquiterpenos oxigenados con 1 no

oxigenado®?),

El AE de romero (Rosmarinus officinalis) es ampliamente utilizado por
los beneficios que brinda principalmente a nivel fitofarmacéutico y en peces
de cultivo se ha comprobado su capacidad antioxidante, funcién bactericida
especificamente contra  Yersinia ruckeriy, Lactococcus garvieae,
Pseudomonas fluorescens, Aeromonas sobria, Aeromonas salmonicida y
Aeromonas veroni, funcion antihelmintica contra monogéneos branquiales en
paco (Piaractus brachypomus) y aumento en el area de absorcion de
nutrientes, gracias a sus compuestos fendlicos, que son los dipertenos, acido
carnosico, carnosol, acido rosmarinico, a-pineno, acetato de bornillo, alcanfor,

1.8 cineol, entre otros (14:46-48),

2.2.6 Nanotecnologia

La nanotecnologia es un proceso tecnoldgico que se ha dado mayor
importancia en los ultimos afios aplicando en productos como saborizantes,
semillas, alimentos, vitaminas, productos farmaceéuticos y aceites esenciales,
busca proteger y mejorar la biodisponibilidad de un producto sensible, la
encapsulacion brinda el producto en forma de nano y micro particula por
medio de procesos fisicoquimicos y mecanicos que forman una pared

homogénea o heterogénea “9). El término nano equivale a 10° nm, y
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nanotecnologia significa ensamblar particulas pequefias de 1-100 nm, con

atomos y moléculas para producir materiales con nuevas propiedades.

Protege a los alimentos o aditivos de las altas temperaturas, dafios por
la luz, estabilidad, oxigeno, resiste la condicion del pH del estbmago y evita la
interaccion con lipidos impidiendo una liberacion inadecuada, tiene la
capacidad de penetrar la mucosa intestinal y el epitelio intestinal para llegar al
torrente sanguineo de forma eficiente y sea liberado, existiendo varios
sistemas de micro/nanoencapsulacion donde se utilizan materiales que
contienen proteinas dentro de estos productos se encuentra el suero de leche
y gelatina , lipidos como las ceras, carbohidratos como almidon, maltodextrina
y derivados, por ultimo en gomas como la goma arabiga, persa y alginato de

sodio 9,

Existen métodos para formular la encapsulacion, estas se presentan
como nanoparticulas de lipidos sélidos, poliméricas, portadores de lipidos
nanoestructurados, nano, microemulsiones y liposomas para su formulacion,
también se utilizan productos como la goma persa, quitosano, almidon,

ciclodextrina, maltodextrina, albumina y globulina para la encapsulacion(0.

2.2.7 Dieta

La dieta de los peces es muy variada incluso en su habitat natural ellos
escogen el tipo de alimentaciéon de acuerdo a la época del afio, especie,
ambiente y caracteristicas organolépticas, en caso de larvas y alevinos lo mas
recomendable es que su alimentacion se base en plantas, algas, protozoarios,
crustaceos, nematodos, detritus, e incluso existe el canibalismo entre ellos,
por porcentaje de proteina que aporta este tipo de alimentacién y mejora la

digestion para su adecuado desarrollo y crecimiento®b.
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Tabla 2. Requerimientos nutricionales de paco (Piaractus brachypomus)

de acuerdo a su etapa

Etapa de desarrollo PC% Lipidos%

Alevinos 35 8
Juveniles 25 5
Reproductores 30 5

Fuente: Garzon, 2019

El paco (Piaractus brachypomus) es un pez omnivoro de agua dulce,
su alimentacion en un sistema extensivo se basa en frutas y semillas que le

brinda la capacidad de alimentarse de manera natural®?,

En el sistema intensivo se alimenta de dietas elaboradas vy
balanceadas, a base de harina de pescado, torta de soja, maiz molido, polvillo
de arroz donde el porcentaje varia de 14-40% de proteina cruda®?. La dieta
extrusada es un método de alimentacién que se brinda a peces de diferentes
etapas como: alevinos, juveniles y reproductores, este proceso gelatiniza los
almidones brindandole al pez la capacidad de aprovechar la mayor cantidad
de carbohidratos en la dieta y este alimento tiene la capacidad de flotar en el

agual®®).

Los peces de agua dulce producen mayor cantidad de Acidos Grasos
Poliinsaturados(AGPIl) del tipo omega 6, a diferencia de los peces de agua
salada, pero presentan la desventaja de producir menor cantidad de acidos
grasos poliinsaturados del tipo omega 3, que cumple la funcidn de influir en la
composicién de los lipidos del masculo del pez, por tal razén se incluye en la
dieta de peces de etapa de engorde aceites vegetales como el aceite de
palma, aceite de soja y aceite de maiz que mejoran la produccion de AGPII

de tipo omega 3 44,
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2.3 Definicion de términos
Nanotecnologia: Es un método tecnoldgico que se encarga del disefio y
formacion de atomos o moléculas de menor tamafio para uso industrial y

farmacéutico®9,

Nanoencapsulado: Es la reduccién de moléculas para afiadir a productos
especificos y proteger de diversos factores“®).

Biodisponibilidad: Se denomina en farmacocinética como la capacidad de un
farmaco para su absorcion o determine su funcibn en el drgano

determinado®?).

Aceite esencial: Es una sustancia quimica que se obtiene de diferentes partes
de las plantas naturales se encargan de brindar sabor, olor y son metabolitos

secundarios altamente volatiles4).

Hemograma: Es una técnica de laboratorio que se encarga medir el nimero,

composicion y proporciones de las células sanguineas de los seres vivos®?),

Bioquimica sanguinea: Es una prueba de sangre que se encarga de medir
sustancias que se encuentran en la sangre como glucosa, enzimas, proteinas,

grasas y electrolitos?,
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CAPITULO lll: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1 Tipos de estudio

El estudio de investigacion fue de tipo experimental, observacional y
con enfoque cuantitativo, ya que fue un estudio donde se aplico una nueva
tecnologia que encapsulé el AE de romero (Rosmarinus officinalis) y se
adicion6 al alimento para peces y requiere de analizar el efecto en los

parametros hematoldgicos de los peces.

3.2 Disefo del estudio

El disefio de estudio se desarrollé con un disefio completamente al azar
DCA, gue se asignd a 3 tratamientos experimentales con 3 repeticiones al
mismo tiempo, cada tratamiento trabajo con dosis de 0.01 g/kg y 0.025 g/kg

de alimento comercial con un grupo control (sin nanoparticulas).

3.3 Poblacion y muestra

El presente estudio se realizdé en el centro de investigacion Roger
Beuzeville Zumaeta “El castafial”, ubicado en el km. 20 carretera interoceénica
Puerto Maldonado — Cusco del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana (IIAP) es una institucién de investigacion cientifica y tecnologica con
enfasis en la conservacion y uso correcto de los recursos naturales de la
region Amazédnica. Ubicado a una altitud de 226m, latitud Sur 12°39'01" y
latitud Norte 69°19'16".

La poblacion del presente estudio fue un total de 135 peces obtenidos
mediante reproduccion inducida y fueron mantenidos en un estanque de tierra
de 100 m? hasta el desarrollo de los experimentos en el IIAP sede- Madre de
Dios (Imagen 1), que luego fueron distribuidos en las unidades experimentales

y la muestra consistié en un total de 90 peces.



20

Imagen 1. Ubicacién satelital del IIAP. Fuente: Google earth, 2022

3.4 Metodos y técnicas

3.4.1. Método de inclusion de nanoparticulas de aceite esencial de

romero en el alimento de los peces

Las nanoparticulas (NNP) cargadas de aceite esencial de romero
fueron proporcionadas por la Universidad Federal de Sao Paulo (UNIFESP-
Brasil). a simple vista eran de color blanco amarillento en forma de esferas

irregulares con un olor caracteristico a la planta de romero.

Figura 1. A) Nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero de
forma irregular B) Nanoparticulas cargadas de aceite esencial de romero con
distribucién regular.



21

La inclusion de las nanoparticulas se realizé en el alimento comercial
con 40% de proteina, previamente molido hasta conseguir la textura en polvo,
se adiciond la melaza al 3%, agua destilada 50% con respecto al peso del
alimento comercial y con una pelletizadora manual modelo MPEG60 se
formaron los pellets de calibre de 0.5 x 1.0 mm, de acuerdo a la metodologia
que uso Yong, 2021; se realizaron dos tratamientos con concentraciones de
0.01 g/kg y 0.025 g/kg de Nanoparticulas (NNP) de aceite esencial (AE) de
romero y un grupo control (sin nanoparticulas), los pellets fueron secados a
temperatura ambiente hasta conseguir 10% de humedad y el producto final se

conservo en refrigeracion (4°C) hasta su uso.

Figura 2. A) Nanoparticulas de aceite esencial de romero B) Dilucion de
melaza C) Inclusion de las NNP de AE de romero en el alimento balanceado
D) Elaboracion de los pellets E) Alimento elaborado con NNP de AE de
romero.

3.4.2. Obtencidn y aclimatacion de los peces muestreados

Para el desarrollo de la investigacion los peces fueron obtenidos por
reproduccion artificial en el Laboratorio de Reproduccion de Peces
Amazonicos del IIAP-sede Madre de Dios. Cuando los peces llegaron a medir
entre 5-7 cm de longitud en promedio fueron aclimatados por un periodo de
siete dias en un tanque de concreto revestido de maydlica de capacidad de
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1000 L, con flujo de agua constante y se alimentaron con una dieta comercial
al 40% de proteina bruta con frecuencia de 2 veces al dia (08:00 y 04:00
horas). Diariamente se evaluaron los parametros de calidad de agua del

tanque, como: temperatura, oxigeno, pH y amonio.

3.4.3. Distribucion y alimentacion de los peces con nanoparticulas
cargadas de aceite esencial de romero (Rosmarinus

officinalis)

Antes de la distribucién los peces se pesaron con una balanza digital
Modelo SF-400 con capacidad de 10000g x 1g y se midieron con un ictiometro,
e iniciaron con un peso promedio de 7.72 + 0.032 g, longitud de 7.50 £ 0.031
cm, siendo distribuidos de manera aleatoria en nueve tanques de fibra de
vidrio con capacidad de 200 L de agua, a una densidad de 15 peces por
tanque con flujo de agua constante. Fueron considerados 3 tratamientos: T1
(grupo control), T2 (0.01 g/kg NNP de AE de romero) y T3 (0.025 g/kg NNP
de AE de romero) por triplicado. Los peces fueron alimentados dos veces al

dia (9:00 y 16:00 horas) hasta aparente saciedad durante 45 dias.



Tabla 3.

Fuente: propia

Tabla 4. Composicion nutricional del alimento balanceado comercial

T3R2
0.025g/kg

T2R2
0.01g/kg

\\\\\v////’

TiR1

CONTROL

\\\\\v////’

T3R1
0.025g/kg

T1R2

CONTROL

T2R3

0.01g/kg

\\\\\v////’

T1R3

CONTROL

\\\\\v////’

T3R3
0.025g/kg

T2R1
0.01g/kg

Composicion nutricional

Proteina (min)

Carbohidratos

Grasa (min)
Fibra (max)
Ceniza (max)

Humedad

40.0 %
29.0%
5.0%
4.0 %
12.0%
10.0 %

Fuente: AQUATECH®
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Distribucion al azar de los peces en los tanques de fibra de vidrio
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3.4.4. Analisis hematologico

Después de los 45 dias de alimentacion, se seleccionaron 10 peces de
cada repeticion se pesaron, midieron y se realizé la extraccion de sangre de
la vena caudal usando jeringas bafiadas con Acido Etilendiaminotetraacético
(EDTA) al 10%. La sangre extraida se colocé en tubos tipo eppendorf de 1.5
ml y fue utilizada para la cuantificacion de los eritrocitos con solucién formol
citrato a través de la camara de Neubauer, el hematocrito se determiné por el
método del microhematocrito usando capilares y la concentracion de
hemoglobina por el método de la cianometahemoglobina usando solucién
Drabkin. Estos datos se utilizaron para calcular los indices hematimétricos
como: volumen corpuscular medio. (VCM) y concentracién de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) como se describe en Wintrobe (1934).

Se realizaron frotis de sangre y tincidon con una combinacion de May
Grunwald-Giemsa Wright, para el recuento diferencial de leucocitos. La
identificacion y el recuento de leucocitos se realizaron como se describe en
Tavares-Dias et al., 1999. Los frotis de sangre también se utilizaron para

determinar el nimero total de leucocitos y trombocitos.

3.5 Tratamiento de los datos

Todos los datos obtenidos fueron evaluados estadisticamente bajo un
disefio completamente al azar DCA, que se asign6 a 2 tratamientos con 3
repeticiones, y un grupo control, los resultados se expresaron en promedio y
desviacion estandar. Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA); cuando
existio diferencias significativas entre los grupos se utilizé el test de Dunnett
para comparar cada tratamiento con el control usando el software estadistico
“Sigma Plot 14”.[58],

3.6 Recursos
Proyecto financiado por Pro Ciencia-Concytec, mediante Contrato 073-
2021.
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CAPITULO IV: RESULTADOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

4.1 Crecimiento corporal de paco (Piaractus brachypomus)
después de la alimentaciéon suplementada con nanoparticulas
cargadas de aceite esencial de romero (R. officinalis)

Durante el periodo de alimentacion los peces aceptaron el alimento y
no hubo mortalidad. La tabla 5. muestra la biometria realizada a los 30 y 45
dias de alimentacion con NNP cargadas de AE de romero al 0.01 g/kg y 0.025
g/kg. Después de 30 dias de alimentacién con las dos concentraciones de AE
de romero (Rosmarinus officinalis) se observo diferencia significativa superior
(p <0.05) en peso y longitud a comparacion del grupo control, pero a los 45

dias de alimentacion no hubo diferencia significativa en ningun tratamiento.

Tabla 5. Resultados de peso y longitud de paco (Piaractus brachypomus) a
los 30 y 45 dias de alimentacion con nanoparticulas (NNP) cargadas de AE

de romero (Rosmarinus officinalis).

Parametros Dia N Control T1 T2

Peso (g) 30 30 25.8+6.0° 29.3+5.9° 29.7+6.7°
Longitud (cm) 30 30 10.2+0.72 10.6+0.6° 10.6+0.7°
Peso (g) 45 30  29.7+6.7° 32.8+7.6° 32.147.1°
Longitud (cm) 45 30 11.1+0.7° 11.2+0.8? 11.2+0.7°

Los datos son expresados en promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en
la misma linea indican diferencia significativa (p<0.05). Abreviacion: N: Namero de
muestras, NNP: nanoparticula, Control: (0 g/kg), T1: tratamiento 1 (NNP 0.01g/kg),
T2: tratamiento 2 (NNP 0.025 g/kg).
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4.2 Efecto de la alimentacién suplementada con NNP cargadas de
AE romero (Rosmarinus officinalis) después de 45 dias sobre las
células de la serie roja de paco (Piaractus brachypomus)

Los resultados obtenidos de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina,
VCM y CHCM se muestran en la figura 3. Después de los 45 dias de
alimentacion con NNP cargadas de AE de romero (Rosmarinus officinalis), se
puede observar que el nimero de eritrocitos del grupo control presentaron una
diferencia significativa (p<0.05) superior en comparacion a los tratamientos
con NNP cargadas de AE de romero al 0.01 g/kg y 0.025 g/kg (Figura 3 B).
Sin embargo, el nivel de VCM mostré una diferencia significativa (p<0.05)
superior en el tratamiento con NNP cargadas de AE de romero al 0.01g/kg y

0.025 g/kg a comparacion del grupo control (figura 3 D).

El nivel de hemoglobina de los peces del grupo control y los peces del
tratamiento con NNP cargadas de AE de romero al 0.025 g/kg muestran
valores inferiores a diferencia de los peces del tratamiento con NNP cargadas
de AE de romero al 0.01 g/kg demostrando asi que las NNP cargadas de AE
esencial de romero no tienen un efecto sobre este parametro(Figura 3 A), en
cambio en el valor de CHCM muestra valores inferiores en el grupo control en
comparacion con el tratamiento de NNP cargadas de AE de romero al 0.01 y
0.025 g/kg (Figura 3 E).

El inico parametro que no mostré diferencia significativa entre el grupo
control y los dos tratamientos con NNP cargadas de AE de romero, es el

hematocrito como se muestra en Figura 3 C.
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4.3 Efecto de la alimentacién suplementada con NNP cargadas de
AE de romero (Rosmarinus officinalis) después de 45 dias sobre
las células de la serie blanca y diferenciacion leucocitaria

Los resultados obtenidos de la serie blanca se muestran en la tabla 6, se
observo que la cantidad de linfocitos en los peces del tratamiento con NNP
cargadas de AE de romero al 0.025 g/kg mostraron diferencia significativa (p
<0.05) superior al grupo control y tratamiento con NNP de AE de romero al
0.01 g/kg. Sin embargo, los monocitos del tratamiento con NNP cargadas de
AE de romero al 0.025 g/kg mostraron indices menores a comparacion de los

otros tratamientos.

La cantidad de neutréfilos y eosindfilos se vieron disminuidas en los
tratamientos con NNP cargadas de AE de romero al 0.01 y 0.025 g/kg a
comparacion del grupo control, pero los leucocitos totales, trombocitos, LG
PAS y basdéfilos no mostraron diferencia significativa entre el grupo control y

los peces alimentados con NNP cargadas de AE de romero.

Tabla 6. Resultados de leucocitos de paco (Piaractus brachypomus)
después de 45 dias de alimentacibn con NNP de AE de romero

(Rosmarinus officinalis)

Parametros N Control T1 T2
Leucaocitos tot. 30 25968 + 96612 23915 + 85692 27010 + 59952
Linfocitos 30 20540 + 68482 21907 + 78542 25797 + 5849°b
Monocitos 30 1132 +6362 1162 + 5362 568 + 307°
Neutrofilos 30 3174 + 25402 462 + 335° 411 + 584P
LG-PAS 30 177 £2172 178 + 1652 189 + 2162
Eosinéfilos 30 444 +4532 95 + 221° 9.8 +38.9°
Basofilos 30 158 + 2042 103 + 1342 28.8 + 62.22

Los datos son expresados en promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en
la misma linea indican diferencia significativa (p <0.05). Abreviacion: LG-PAS:
leucocito granular positivo, N: NUumero de muestras, tot: totales, Control: (0 g/kg), T1:
tratamiento 1 (NNP 0.01g/kg), T2: tratamiento 2 (NNP 0.025 g/kg). Los valores de
parametros se miden en microlitros (uL).
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En la extension sanguinea se observaron células como eritrocitos,
trombocitos y leucocitos, dentro de las células leucocitarias se diferenciaron
linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos, LG-PAS y basofilos como se muestra en la
figura 4, los neutréfilos observados estaban compuestos de un ndcleo
alargado excéntrico redondo y segmentados en forma de 8 o de dos I6bulos,
los monocitos se observaron con vacuolas en el citoplasma, con nacleo y de
pared irregular, los linfocitos se observaron de diferentes tamafios y sin
granulacion, en caso de los trombocitos se observaron de forma eliptica y
algunos con nucleo condensado esto se debe al nivel de maduracion de la
célula, los eosinodfilos se mostraron con ndcleo irregular grande y granulos
abastonados en el citoplasma, el leucocito granular positivo es una célula
parecida al neutréfilo pero de mayor tamafio con granulos finos, los basofilos
se observaron en menor cantidad con granulos pequefios de color azul-

purpura en todo el citoplasma. También se observaron células inmaduras.
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Figura 4. A) Neutrofilo bilobulado (T1) B) Neutrofilo alargado excentrico
(T1) C) Basdfilo (T1) D) linfocito (T2) E) Leucocito granular positivo (T2) F)
Eosinofilo (T3) G) Monocito (T1) H) Trombocito (T1) en extension sanguinea
de paco (Piaractus brachypomus), tipo de tincién Rosenfeld, aumento de
100x.
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DISCUSION

La nanotecnologia es un nuevo método que se esta aplicando en la
acuicultura, para mejorar el aprovechamiento de AE como eugenol(2),
orégano, menta negra, carvacrol, timol(3), limén(4),aplicado en peces como
tilapia (Oreochromis niloticus) (1), gran esturiéon joven (Huso Huso) (5) y trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss), pero existe escasa informacion sobre el uso
de NNP con AE aplicadas en la alimentacion de paco (Piaractus

brachypomus) y como influye en la salud de esta especie.

Para determinar la salud de los peces es necesario conocer las células
sanguineas como los eritrocitos que son los encargados de llevar oxigeno y
alimento a todo el organismo; y leucocitos que son las defensas del cuerpo,
dentro de estas células se encuentran los linfocitos encargados de reconocer
los antigenos, los monocitos actian en un proceso inflamatorio, los neutrofilos
contra infecciones producidas por microorganismos por medio del proceso de
fagocitosis, eosindfilos actian en defensa contra parasitos y baséfilos actian
en el proceso de fagocitosis, todas las células mencionadas nos indican el

estado de salud del pez(°).

Los valores hematolégicos de los peces varian de acuerdo a distintos
factores como edad, ambiente en el que son criados, sexo, especie, manegjo,
aparicion de enfermedades y estrés, Garcia et al, 2007 indica que las
variaciones hematolégicas en peces teledsteos dependen del medio que lo
rodea, por lo que los valores hematolégicos son proporcionales a la actividad
gue realizan los peces y al tipo de alimentacion.

En el estudio que realizé6 Ebrahimi, et al; 2020 utilizando el aceite
esencial de romero en la alimentacién de Huso huso a dosis de 0.01, 0.1, 1y
2 % indica que los parametros hematoldgicos y la inmunidad de esta especie
mejoraron significativamente, pero no se observaron diferencias significativas

en el porcentaje de hematocrito, al igual que en nuestro estudio, la NNP de
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AE de romero no tuvo influencia sobre este parametro lo que indica que el

quitosano y AE de romero no afecta de manera negativa ni positiva.

Segun Jaramillo y Valdebenito, (2005), el conteo de eritrocitos en peces
teledsteos varia entre 1.0 a 3.0 x 10° uL; en nuestro estudio los valores de
eritrocitos disminuyeron linealmente en los tratamientos de peces alimentados
con NNP cargadas de AE de romero, sin embargo se encuentra dentro del
rango promedio, los trombocitos y leucocitos totales no mostraron diferencia
significativa en ningan tratamiento y grupo control, o que difiere con el estudio
que realizé Fatma, et al; 2018 utilizando nanoparticulas de quitosano (ChNP)
en la dieta de Oreochromis niloticus a concentraciones de 1, 3y 5 g de ChNP
por kilogramo de alimento, se observé que la concentracion mas alta de 5g de
ChNP aument6 linealmente los valores de eritrocitos, hemoglobina,
trombocitos y leucocitos, la diferencia de valores hematologicos en los dos
estudios probablemente se debe a la dosis de administracion del quitosano
que evidentemente fue més alta en el otro estudio y al tiempo de alimentacion
de los peces, ya que los peces alimentados con NNP cargadas de AE de
romero se realiz6 por 45 dias y los peces alimentados con quitosano fueron

por 70 dias lo que influenciaria en los resultados.

Segun Seo, et al. 2000 y Mori, et al. 2015, el quitosano tiene la
capacidad de estimular a los macréfagos a producir mediadores pre
Inflamatorios y Fatma et al; 2018 indica que el quitosano en concentraciones
de 3y 5 g/kg es efectivo para eliminar bacterias aerobias y anaerobias, por
otro lado el AE de romero tiene propiedades antibacterianas causada
principalmente por alfa-pineno, acetato de bornilo, alcanfor y 1,8-cineol,
antioxidantes e inmunoestimulantes, dentro de su composicion también se
encuentra el timol, es un fenol que tiene actividad lisozima especificamente
sobre la IgM e IgG (7) lo que explicaria el incremento lineal y diferencia
significativa de los linfocitos en el tratamiento con 0.025g/kg de NNP cargadas

de AE de romero.

Este mismo comportamiento pasé con el estudio de Ebrahimi que utilizd
el AE esencial de romero en la alimentacion de los peces a dosis de 0.01,0.1,

1y 2% por kg de alimento, en los grupos con tratamiento de AE de romero el
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recuento de linfocitos fue significativamente mayor a comparacion del grupo
control pero en el grupo con tratamiento al 2% hubo una disminucién
significativa de linfocitos probablemente se debe a que uno de los compuestos
del AE de romero en altas dosis produzca una inhibiciéon o sea téxico como
indicd (8) que usd extracto acuoso de romero y en altas dosis (mas de
20ml/100g) afectd produciendo hepatotoxicidad y nefrotoxicidad en
Oreochromis niloticus, e ahi la importancia del equilibrio de la cantidad de

estos compuestos aplicados.

El recuento de neutrdfilos y eosinofilos en los tratamientos con NNP de
AE de romero presentdé una disminuciéon lineal a comparacion del grupo
control, tal como el estudio que realiz6 Ebrahimi, 2020; que obtuvo el recuento
de neutréfilos y eosindfilos mas bajos a comparacién del grupo control, se
sabe que los neutrofilos y eosindfilos actian contra microorganismos que
afectan el organismo del pez y el AE de romero tiene actividad antiparasitaria
contra monogéneos que afectan a los peces tal como indicé Gonzales et al,
2022, lo que explicaria la disminucién de produccion de eosindfilos y

neutroéfilos en los tratamientos con NNP cargadas de AE de romero.

CONCLUSIONES

Después de la alimentacion con NNP cargadas de AE de romero
(Rosmarinus officinalis), se observdé que a los 30 dias existi6 una
diferencia significativa entre el tratamiento 0.01g/kg y 0.025 g/kg de
NNP cargadas de AE de romero (Rosmarinus officinalis) con el grupo
control, por lo que concluimos que el tratamiento con NNP de AE de
romero (Rosmarinus officinalis) influye en el crecimiento de manera
positiva en el paco (Piaractus brachypomus)

Los parametros hematolégicos evaluados como hematocrito,
hemoglobina, eritrocitos, volumen corpuscular medio, concentracion de
hemoglobina corpuscular media y trombocitos se encuentran dentro del
rango reportado, de paco (Piaractus brachypomus) después de la
alimentacion con NNP cargadas de AE de romero (Rosmarinus
officinalis) la cual este tipo de alimentacidn no afecta las células rojas y

mantiene la homeostasis.
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Los leucocitos totales no presentaron alteracion, pero la produccion de
linfocitos aumentd en el tratamiento con dosis mas alta por lo que
concluimos que la alimentacién con NNP cargadas de AE de romero
(Rosmarinus officinalis) mejora el sistema inmune de paco (Piaractus
brachypomus). Las células leucocitarias se observaron con un nucleo,
citoplasma y organelos sin ninguna alteracion, por lo que las
nanoparticulas de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) no
tienen efecto sobre la formacion y maduracion de las células

sanguineas de paco (Piaractus brachypomus).

SUGERENCIAS

Se sugiere evaluar las muestras de musculos para determinar la capacidad
antioxidante de las NNP de AE de romero (Rosmarinus officinalis) en paco
(Piaractus brachypomus).

La alimentacion a los 30 dias obtuvo un resultado positivo de crecimiento, pero
a los 45 dias no se obtuvo el mismo efecto, se recomienda incrementar el
periodo de alimentacién de 60 a 70 dias y evaluar pardmetros de crecimiento,

hematologia, bioquimica sanguinea, histologia y actividad antiparasitario.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ITEMS
CONCEPTUAL OPERACIONAL
D1 0.01 Gramo/Kilogramo a/kg
Variable Medida expresada | D2  0.025 Gramo/Kilogramo g/kg
Independiente en gramos de
Nanoparticulas Nanoparticulas
cargadas de aceite | para incluir en el
esencial de romero | alimento
(Rosmarinus
officinalis)
Variable D1 Peso Gramos g
Dependiente Biometria del peso | D2 Longitud Centimetros Cm
Parametros corporal, medicion 'p3™ Hematocrito Porcentaje %
hematologlpos de yconteod.ecelglas D4 Hemoglobina Gramos/ decilitros g/dL
paco (Piaractus | de la serie roja y —— — <
brachypomus) serie blanca | P Eritrocitos RBC/microlitros X10%/uL
mediante D6 Volumen corpuscular medio Fentolitros fL
diferentes D7 Concentracion de hemoglobina | Gramos/ decilitros g/dL
meétodos. corpuscular media
D8 Trombocitos Microlitros pL
D9 Leucocitos Totales Microlitros pL
D10 Monocitos, Neutrofilos,
Eosinofilos, Linfocitos, Basodfilos, | Microlitros pL
Leucocito granular positivo
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TITULO: Efecto de la alimentacion suplementada con nanoparticulas cargadas de aceite esencial de

romero (Rosmarinus officinalis) sobre los parametros hematoldgicos de paco (Piaractus brachypomus)

en Madre de Dios
NOMBRE DEL TESISTA: Marian Antonia Paredes Salas

PROBLEMA | OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
INDICADORES

General General General Variable Enfoque

A pesar de | Evaluar el efecto | Las NNP | Independiente Cuantitativo

haber de la | cargadas de | Nanoparticulas Disefio

muchos alimentacion AE de romero | cargadas de | Experimental

estudios suplementada (Rosmarinus aceite esencial de | Nivel

usando AE | con NNP | officinalis) romero Basico

como cargadas de AE | mejora los | Dimensiones Tipo

suplementos | de romero sobre | parametros 0.01g/kg Aplicada

en peces y | los parametros | hematoldgicos | 0.025g/kg Métodos

otros hematolégicos del paco | Indicadores Microhematocrito

mamiferos, de paco (Piaractus g/kg Cianometahemoglo

no se han | Especificos brachypomus) | Variable bina

realizado Evaluar el | en MDD Dependiente Frotis  sanguineo

ensayos crecimiento Justificaciéon | Medicién para el recuento de

acerca de | corporal de paco | La corporal leucocitos

los efectos | (Piaractus nanotecnologi | Peso Técnicas Instrumentales

beneficios brachypomus) a es un nuevo | Longitud de muestreo

de las | después de la | método que | Serie roja: | Protocolos

nanoparticul | alimentacion envuelve el | Hematocrito Fichas bibliograficas

as cargadas | suplementada nacleo Hemoglobina De recoleccidon de datos

de AE de | con mediante una | Eritrocitos Ficha de registros

romero nanoparticulas barrera celular | VCM De procesamiento datos

(Rosmarinus | cargadas de | para evitar | CHCM Microsoft Excel

officinalis) y | aceite esencial | reacciones Leucocitos totales | De analisis

su influencia | de romero | fisicas y | Trombocitos ANOVA

sobre los | (Rosmarinus guimicas, Serie blanca: Poblacién

parametros | officinalis). manteniendo Monocitos, 135 pacos (Piaractus

hematologic | Analizar las | asi sus | Neutrofilos, brachypomus)

0s en peces | células de la | funciones Eosinofilos, Muestra

amazoénicos | serie roja de | biolégicas vy | Linfocitos, 90 pacos (Piaractus

como el | paco (Piaractus | fisicoquimicas | Basofilos, brachypomus)

paco brachypomus) intactas, se | Leucocito

(Piaractus después de la | esta poniendo | granular Procedimiento

brachypomu | alimentacion en practica en | Dimensiones Obtencién y

s) en Madre | suplementada la  aplicacion g aclimatacién de los

de Dios. con de AE cm peces.
nanoparticulas obteniendo Inclusion de las
cargadas de | grandes % nanoparticulas del
aceite  esencial | beneficios, gldL aceite esencial de
de _romero | como optimizar RBC/uL romero en el
(Rosmarinus el _ fL alimento de los
officinalis). aprovechamie g/dL peces. Distribucion
Egamar el Efefatl(s) B:gducto del X108/l y alimentacion de

. - ' % los peces en las
nanoparticulas evitar la WBC/uL unidades
de aceite | polucion, H ;
) ] experimentales

esencial de | degradacién HL
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romero
(Rosmarinus
officinalis) sobre
las células de la
serie blanca y
diferenciacion
leucocitaria en la
sangre de paco
(Piaractus
brachypomus)
en Madre de
Dios

del AE
oxidacion,
disminuir la
contaminacion
del ambiente
en el que
desarrollan los
peces,
liberacion
controlada del
AE, mejora el
consumo,
aprovechamie
nto y
biodisponibilid
ad, obteniendo
resultados
beneficiosos
en la salud de

los peces
mejorando la
calidad de

vida.

Indicadores
Porcentaje
Gramos/decilitros
RBC/ microlitros
Fentolitros
Gramos/decilitros
Porcentaje
WBC/microlitros
Microlitros
Gramos
Centimetros

Andlisis
hematologicos
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FICHA N2 1: REGISTRO BIOMETRICO (PESO Y LONGITUD) DE JUVENILES DE

Fecha: 02/01/2023

PACO

tratamiento: T2

repeticion: R1

NuUmero de Longitud total
peces Peso (g) (cm)

1 33 11
2 18 9.2
3 24 10.5
4 34 11.1
5 32 11
6 29 10.9
7 35 11.2
8 27 10.5
9 24 10

10 25 10

11 34 11.2

12 27 10.5

13 25 10

14 24 9.9

15 27 10.4

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Observaciones:



FICHA N°2: REGISTRO DE PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA EN LOS TANQUES

a7

FECHA: 23/12/2022

TURNO MANANA TARDE 1 vezporsemana | 1 vezporsemana

Oxigeno Temperatura Oxigeno Temperatura

TRATAMIENTO | Disudto pH ?C°) Disudlto pH ?C°) Amonio Nitrito
(ppm) (ppm)

T1R1 5.59 6.49 26.69 4.58 6.46 27.34

T1R2 5.92 6.25 26.58 6.00 6.65 27.31

T1R3 6.49 6.56 26.68 5.99 6.64 27.34 2.00 0.05

T2R1 5.99 6.51 26.71 6.10 6.55 27.30

T2R2 5.71 6.43 26.69 5.87 6.38 27.28

T2R3 5.55 6.42 26.71 5.43 6.56 27.41 2.00 0.05

T3R1 6.47 6.62 26.76 5.35 6.66 27.44

T3R2 6.15 6.52 26.71 6.49 6.41 27.35

T3R3 5.91 6.51 26.68 5.97 6.57 27.25 1.50 0.05

FECHA: 06/01/2023

TURNO MANANA TARDE 1 vez porsemana |1 vez por semana

Oxigeno Temperatura Oxigeno Temperatura

TRATAMIENTO | Disudlto pH ber Disuelto pH ber Amonio Nitrito

(C%) (C%)

(ppm) (ppm)

T1R1 5.60 6.41 22.55 6.10 6.17 24.35

T1R2 6.00 6.48 23.55 5.90 6.33 24.60

T1R3 6.20 6.42 23.69 6.10 6.39 24.55

T2R1 7.01 6.48 22.71 6.00 6.35 24.23

T2R2 5.78 6.23 23.53 5.97 6.16 24.50

T2R3 5.94 6.24 23.68 5.55 6.20 24.60

T3R1 7.00 6.67 22.41 5.98 6.34 24.39

T3R2 6.00 6.22 23.68 6.00 6.12 24.52

T3R3 7.00 6.25 23.73 7.00 6.26 24.45
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FICHA N°3: CONTEO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS Y TROMBOCITOS EN LA EXTENSION SANGUINEA

FECHA: 28/02/2023 TRATAMIENTO: T3 REPETICION: R1

PEZ N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Eritrocitos 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
Leucocitos T. 28 31 35 41 42 36 42 29 38 48
Trombocitos 43 43 52 37 36 26 47 16 30 55
Linfocitos 160 192 194 193 188 189 189 188 193 192
Monocitos 7 4 3 5 2 7 4 7 3 5
Neutrofilos 27 2 3 1 4 4 2 4 3 3
Eosinofilos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Basofilos 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LG- PAS 4 2 0 1 6 0 5 1 1 0

Total (%) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200




FICHA N°4: FICHA DE ANALISIS DE HEMOGLOBINA

EXPERIMENTO TRATAMIENTO REPETICION
NANOPARTICULAS T1 R1
Numero de pez M1 M2 M3 PROM
1 0.63
2 0.48
3 0.56
4 0.55
5 0.63
6 0.61
7 0.64
8 0.66
9 0.62
10 0.65

RESPONSABLE DEL MUESTREO

MARIAN

FECHA DEL MUESTREO

16/01/2023




FICHA N°5: FICHA DE ANALISIS DE CONTEQO DE ERITROCITOS

50

EXPERIMENTO TRATAMIENTO REPETICION
NANOPARTICULAS T3 R3
Numero de pez C1 C2 C3 C4 C5 PROM
1 31 37 25 29 23 29
2 36 32 32 30 39 33.8
3 25 30 37 23 30 29
4 31 36 30 34 25 31.2
5 33 22 35 34 28 30.4
6 27 36 33 28 30 30.8
7 32 33 25 27 23 28
8 29 22 27 34 28 28
9 20 35 36 33 33 314
10 24 27 27 19 32 25.8

RESPONSABLE DEL MUESTREO

MARIAN

FECHA DEL MUESTREO

16/01/2023




FICHA N°6: FICHA DE ANALISIS DE HEMATOCRITO

EXPERIMENTO TRATAMIENTO REPETICION
NANOPARTICULAS T1 R2
Numero de pez M1 M2 PROM
1 31 30 30.5
2 33 34 335
3 32 32 32
4 31 31 31
5 31 32 315
6 30 29 295
7 30 29 295
8 32 33 32.5
9 30 30 30
10 33 33 33

RESPONSABLE DEL MUESTREO

MARIAN

FECHA DEL MUESTREO

16/01/2023
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