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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la elaboracion y caracterizacion de la nanoemulsion del
aceite esencial de Romero Rosmarinus officinalis para asi poder determinar su eficacia a nivel
in vitro e in vivo contra los parasitos monogeneos, que causan grandes pérdidas econdmicas a
los piscicultores, presentes en las branquias de “Paco” Piaractus brachypomus. Para la prueba
in vitro se evalud el efecto de la nanoemulsion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis a
diferentes concentraciones (150, 300, 700, 1000, 1600 y 2300 mg/L) en las branquias
parasitadas y se prosiguidé con el test de tolerancia, sometiendo 50 juveniles de "Paco” a las
concentraciones de 50, 100, 500, 1000, 2000 mg/L. La concentracion no letal (50mg/L) fue
determinada en un tiempo de 50 minutos. Basados en estos resultados con la concentracion y
tiempo ya definidos, se prosiguid con los banos terapéuticos, en donde a los 3 dias presentd un
90% de eficacia y a los 6 dias un 98% en comparacion con 2 grupos control, uno de aguay el
otro de aguattween20. Con estos resultados se puede concluir que, la nanoemulsion de
Rosmarinus officinalis es una opcion que provee una alta eficacia para combatir monogeneos
branquiales y siguiendo los pardmetros establecidos en el estudio, resulta de gran ayuda para

el problema que presenta los monogeneos en Piaractus brachypomus.

Palabras clave: Acuicultura, monogeneos, nanoemulsion, Rosmarinus officinalis, Piaractus

brachypomus.



ABSTRACT

The objective of this research was the development and characterization of nanoemulsion of
Rosemary (Rosmarinus officinalis) essential oil to determine its efficacy against monogenean
parasites, which cause significant economic losses to fish farmers, present in the gills of
"Paco" (Piaractus brachypomus) both in vitro and in vivo. For the in vitro test, the effect of
Rosemary essential oil nanoemulsion at different concentrations (150, 300, 700, 1000, 1600,
and 2300 mg/L) on parasitized gills was evaluated. Tolerance testing was carried out by
exposing 50 juvenile "Paco" to concentrations of 50, 100, 500, 1000, and 2000 mg/L. The
non-lethal concentration (50 mg/L) was determined within 50 minutes. Based on these
results, therapeutic baths were conducted. After 3 days, it showed 90% efficacy, and after 6
days, it exhibited 98% efficacy compared to two control groups, one with water and the other
with water + Tween20. These findings conclude that Rosemary essential oil nanoemulsion is
an effective option for combating gill monogeneans. Following the parameters established in
the study, it proves to be of great assistance in addressing the monogenean problem in

Piaractus brachypomus.

Keywords: Aquaculture, monogeneans, nanoemulsion, Rosmarinus officinalis, Piaractus

brachypomus.



I. INTRODUCCION

Actualmente, la acuicultura contintia creciendo mas que otros sectores productivos y la
acuicultura continental est4 tomando un papel protagdnico, ya que llega a producir 62,5% del
aporte de produccion mundial de pescado, superando asi a la pesca para consumo humano y a
la producida por la acuicultura marina (FAO, 2020).

La acuicultura en el Peri a nivel continental representa un 26% con especies
introducidas de mayor importancia a nivel comercial como la “’Tilapia’ Oreochromis niloticus
y la “Trucha Arco Iris’> Oncorhynchus mykiss cultivadas en localidades altoandinas con fines
de consumo local y exportacion (Mendoza, 2013). Asi mismo, se viene desarrollando a menor
escala el cultivo de peces amazoénicos como “’Sabalo’’ Brycon erythropterum, °’Boquichico’’
Prochilodus nigricans, “’Lisa’” Mugil cephalus, ’Doncella’’ Pseudoplatystoma fasciatum,
“Paiche” Arapaima gigas, “Gamitana ° Colossoma macropomun y “Paco’ Piaractus
brachypomus en regiones como Madre de Dios, Ucayali, San Martin, Amazonas y Loreto.
(DIREPRO, 2010). La region de Madre de Dios destaca por su excepcional diversidad
biologica, resultado de sus condiciones topograficas, climaticas e hidrolégicas propicias, esta
combinacion de factores ambientales ofrece un gran potencial para el desarrollo acuicola,
siendo el “Paco” Piaractus brachypomus la especie mas cultivada en la zona. (Tello, 2002).

El ’Paco’’ Piaractus brachypomus es una especie nativa de la cuenca del amazonas y
del Orinoco, es de régimen alimenticio omnivoro (frutas, insectos, zooplacton y plantas), en el
medio natural puede llegar a pesar 20 kg, medir 80 cm de longitud, puede permanecer
preferentemente en aguas ligeramente acidas con un pH entre 4,5 y 6,8 y puede crecer entre
temperaturas de 23 a 28 °C (FAO, 2010). Es ampliamente reconocida por poseer un alto
potencial productivo y comercial en la piscicultura de aguas calidas continentales en América
tropical, tanto en sistemas extensivos como semi-intensivos € intensivos, esta especie es

altamente resistente al manejo en cautiverio, lo que la hace muy facil de manejar y presenta



una alta docilidad y rusticidad. Ademas, es reconocida por su resistencia a enfermedades y su
capacidad de adaptarse a condiciones limnologicas desfavorables por periodos cortos de tiempo
(Mesa-Granda & Botero-Aguirre, 2007).

No obstante, en centros de cultivo, se han informado mortalidades atribuidas a factores
adversos como la mala calidad del agua, altas densidades de peces, alimentacién desequilibrada
y manipulacién inadecuada; estos factores pueden afectarel sistema inmunoldégico delos peces,
volviéndolos mds susceptibles a agentes patogenos, especialmente a los monogeneos, y
provocar alteraciones patologicas en las branquias, como pérdida de lamelas, hiperplasia del
epitelio interlamelar e inflamacion del arco y filamentos branquiales (Verjan et al., 2001). En
el contexto de la investigacion sobre la parasitologia de P. bachypomus, se ha identificado la
presencia de varios monogeneos, entre ellos Anacanthorus spathulatus, Mymarothecium
viatorum, Notozothecium janauachensis y Anacanthorus penilabiatus (Negreiros & Tavares-
Dias, 2019).

En ese sentido, para contrarrestar estas problematicas los piscicultores hacen uso de
sustancias quimicas sintéticas, que son altamente toxicas, se acumulan en el musculo de los
peces y dejan residuos en los sistemas de aguas abiertas (Hoai, 2020). Para evitarlo, se estan
utilizando plantas medicinales en forma de aceites esenciales las cuales han ganado bastante
notoriedad debido a sus compuestos bioactivos con gran potencial para tratar problemas
parasitarios. El aceite de la planta Lippia sidoides, ha demostrado resultados prometedores en
la lucha contra los parasitos monogeneos, una concentracion de 320 mg/L de aceite esencial
logré una eficacia del 100% contra especies como Anacanthorus spatulatus, Notozothecium
Jjanauachensis 'y Mymarothecium boegeri (Soares et al., 2017), no obstante, se ha observado
que los aceites tienen baja solubilidad en bafios terapéuticos y son altamente volatiles
(Gonzales et al., 2020; Gonzales et al., 2022). Las nanoemulsiones son una forma eficaz de

aplicar los aceites esenciales, gracias a su capacidad para disolverse en agua y proporcionar



proteccion contra la fotoinestabilidad, variacion térmica y volatilizacion, estas emulsiones se
crean mediante métodos de alta y baja energia, lo que les permite ser estables, transparentes y
tener una reologia ajustable, ademas de un tamano de gota pequefio de alrededor de 100 nm
(Bajerski et al., 2016), a diferencia de usar solo concentraciones de los aceites esenciales, las
nanoemulsiones han presentado mejores resultados a nivel in vitro como en el caso de Pterodon
emarginatus que en un lapso corto de tiempo presento eficacia de 100% contra los monogeneos
(Valentim et al., 2017). Resultando asi que la aplicacion de las nanoemulsiones de aceites
esenciales son altamente efectivas ya que sus propiedades permiten la penetracion de
compuestos hidrofobicos en células bacterianas y parasitarias, causando deformidades
celulares y disfunciones organolépticas (Dawood et al., 2021).

El “Romero” Rosmarinus officinalis es una planta aromatica que tiene un gran valor
economico dentro de la familia Lamiaceae, tradicionalmente tiene capacidad contra
enfermedades vinculadas a la inflamacion, presenta propiedades inmunoestimulantes,
antiparasitarias en peces, fumigante contra plagas en agricultura, conservadores naturales de
alimentos e incluso para tratamientos de la caspa, todas estas bondades terapéuticas estan
relacionadas a sus metabolitos secundarios (Borges et al., 2019). El “Romero” Rosmarinus
officinalis se ha consolidado como una importante alternativa en el tratamiento antiparasitario
debido a la alta efectividad de sus metabolitos secundarios, tales como 1,8-Cineole, Camphor,
a-Pinene, Camphene y B-Pinene, demostrando una significativa actividad contra monogeneos
como Dactylogyrus minutus, estas propiedades terapéuticas lo convierten en una opcion natural
y prometedora para combatir las enfermedades parasitarias en peces, destacando su potencial
como alternativa a los tratamientos quimicos convencionales (Zoral et al., 2017), a nivel in
vitro Rosmarinus offinalis ha sido probado con eficacia combatiendo monogeneos, logrando

asi resultados prometedores en Piaractus brachypomus (Gonzales et al., 2022).



Por lo expuesto, el presente estudio pretende evaluar la capacidad antihelmintica de la
nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis en juveniles de

“Paco’’ Piaractus brachypomus.
1.1 Descripcion y formulacion del problema

La parasitosis en la acuicultura es un grave problema que puede limitar su crecimiento
y rentabilidad. La presencia de parasitos en el cultivo de peces puede causar mortalidad, lo que
afecta negativamente la productividad y rentabilidad del negocio. Por lo tanto, es importante
implementar medidas efectivas para el control de parasitos en la acuicultura. (Crespo, 2003).
El parasitismo se ve reflejado como un problema que ataca a los peces desde la incubacion,
siendo en la etapa juvenil donde los casos aumentan ya que causan la muerte entre 1 a 10% de
los peces que van a ser cosechados, este problema se ve reflejado en pérdidas econdmicas que
rondan los 1 050 a 9 580 millones de dolares (Shinn et al., 2015). En consecuencia, el control
de las enfermedades presentes en la acuicultura es esencial siempre y cuando esta sea aplicada
y expuesta a las dosis ideales, para evitar posibles repercusiones medioambientales, evitar
toxicidad en los peces y resistencia de ciertos grupos de parasitos (Sibaja et al., 2019).

Los monogeneos identificados en Piaractus brachypomus son Anacanthorus
spathulatus, Mymarothecium viatorum, Notozothecium janauachensis y Anacanthorus
penilabiatus (Brito & Tavares Dias, 2016). Sin embargo, también estdn presentes
Myxosporidios sp, Piscinoodinium sp, Trichodina sp. e Ichthyophthirius multifiliis; las cuales
en conjunto causan perdidas de lamelas, hiperplasia del epitelio interlamelar, inflamacion del
arco y defilamentos branquiales (Verjan et al., 2001). Investigaciones en especies de la familia
Serrasalmidae indican que cuando la infestacion parasitaria se agrava se puede visualizar la
hiperplasia de las lamelas primarias, necrosis, edemas, desplazamiento del epitelio respiratorio,

etc, comprometiendo la sobrevivencia de los peces (Verjan et al., 2001; Valentim et al., 2018).



Para controlar las infecciones por monogeneos, en la acuicultura se ha venido usando
tratamientos con productos quimicos sintéticos con resultados variables y contraproducentes,
pero al no tener la precaucion necesaria, causan dafios adversos en el pez, dejan residuos y son
perjudiciales para el ser humano (Gomes et al., 2009). Entre los productos quimicos mas usados
para el control de parasitos en la acuicultura se encuentran el cloruro de sodio, permanganato
de potasio, sulfato de cobre, sulfamerazina, tetraciclina, cloramina-T, formalina, peréxido de
hidrégeno, entre otros, estos productos quimicos en su mayoria expuestos a diversos factores
como concentracion y temperatura pueden causar efectos irreversibles en el pez, salud humana
y medio ambiente por ello su uso es controlado debido a su toxicidad (Schalch et al., 2009). En
ese sentido, los aceites esenciales han ganado bastante notoriedad para tratar problemas por
monogeneos (Soares et al., 2017; Gonzales et al., 2022), los aceites esenciales presentan
eficacia contra los monogeneos sobre todoen el nivel in vitro, pero al llegar a la etapa de banos
terapéuticos pierden rendimiento ya que son sustancias de naturaleza hidrofobicas y son
altamente volatiles como en el caso de Cymbopogon citratus (Gonzales et al., 2020). Es por
ello que el presente estudio plantea evaluar el siguiente problema:

(La nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis tiene
capacidad antihelmintica contra parasitos monogeneos de juveniles de “Paco” Piaractus

brachypomus?
1.2 Antecedentes

Soares, et al. (2016), investigaron sobre el efecto antiparasitario del aceite esencial de
Lippia alba sobre ectoparasitos de Colossoma macropomum, siendo aplicadas por medio de
concentraciones, las cuales demostraron que el aceite esencial de Lippia alba tuvo un efecto
antihelmintico del 100% a las concentraciones de 160, 320, 640, 1280 y 2560 mg/L, a lo largo
de las 3 primeras horas de exposicion in vitro, siendo las concentraciones de 1280 y 2560 las

que eliminaron a los ectoparasitos en sus primeros 20 min de accion. Estas concentraciones



proporcionan gran eficacia, pero lamentablemente no son toleradas por los peces, asi que para
el ensayo in vivo se aplico concentraciones de 100 y 150 mg/L por 30 minutos de exposicion,
teniendo resultados de 40,7% y 50,3% contra Ichthyophthirius multifiliis y contra monogeneos
solo una eficacia de 14% en la concentracion de 100 mg/L. Estos resultados indican que se
necesitaron mejores estrategias para poder aprovechar los beneficios del aceite esencial en
tratamientos antiparasitarios; ya que la aplicacion directa de estas concentraciones es toxica
para los huéspedes.

De Oliveira, et al. (2016), experimentaron con el uso del aceite esencial de Lippia
sidoides y Mentha piperita contra monogeneos que afectan a Oreochromis niloticus 'y asi
evaluar el cambio hematologico que producen. En las pruebas in vifro las concentraciones de
160 mg/L para Lippia sidoides y 320 mg/L para Mentha piperita tueron las mas eficientes ya
que en el tiempo de 1 minuto con 58 segundos y 8 minutos con 11 segundos respectivamente
lograron el 100% de mortalidad de los parasitos. Para el test de tolerancia evaluaron el efecto
que tienen en el pez a las concentraciones de aceite esencial, en donde evidenciaron que
dependiendo la concentracion presentaron comportamiento anormal como agitaciéon y nado
erratico, resultando que las concentraciones de 20 y 40 mg/L de L. sidoides y M. piperita
respectivamente son las ideales para ser usadas en los bafios terapéuticos; aunque ambos aceites
esenciales presentaron eficacia contra los monogeneos Cichlidogyrus tilapiae, Cichlidogyrus
thurstonae, Cichlidogyrus halli y Scutogyrus longicornis, recomendaron usar el aceite esencial
de M. piperita ya que no causa alteraciones hematologicas significativas como fue el caso de
L. sidoides.

Soares, etal. (2017), evaluaron las alteraciones sanguineas e histologicas de la actividad
antiparasitaria del aceite esencial de Lippia sidoides en Colossoma macropomum en contra de
los monogeneos branquiales Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis y

Mymarothecium boegeri. En el ensayo in vitro la concentracion de 320 mg/L tuvo una eficacia



del 100% contra los monogeneos en 10 minutos de exposicion, las concentraciones de 160 y
80 mg/L lograron la inmovilizacion de los parasitos pasado 1 y 3 horas respectivamente y las
concentraciones mas bajas pasando las 6 horas de exposicion. Los ensayos in vivo usados en el
experimento fueron de 10 y 20 mg/L en banos terapéuticos de 60 y 15 minutos respectivamente,
presentaron un efecto anestésico pero no pudieron ser eficaces en contra de los monogeneos,
resultando que no causaron cambios a nivel plasmatico, glucosa y proteina, pero a nivel
hematologico observaron disminucion de eritrocitos y a nivel histologico presentaron lesiones
branquiales irreversibles como hiperplasia y fusién del epitelio laminar, vasodilatacion,
desprendimiento del epitelio branquial, aneurisma laminar, rotura epitelial con hemorragia,
congestion, edema y necrosis, proliferacion de las células mucosas y de cloruro e hipertrofia
laminar. Por lo tanto, concluyeron que el aceite esencial de L. sidoides presenta a nivel in vitro
una alta eficacia para eliminar los monogeneos presentes en las branquias, pero al ser usado en
bafios terapéuticos presenta efectos toxicos, por lo cual se requieren mas investigaciones de su

potencial bioactivo y una mejor forma de administracion en bafos terapéuticos.

Valentim, et al. (2018), experimentaron in vitro con la nanoemulsion de aceite esencial
de Pterodon emarginatus (Fabaceae) para combatir monogeneos (Anacanthorus spathulatus,
Notozothecium janauachensis 'y Mymarothecium boegeri) presentes en los arcos branquiales
de C. macropomum. La eficacia helmintica del 100% alcanzada en solo dos horas de accion
con la nanoemulsiéon a concentraciones relativamente bajas demuestra su potencial como
alternativa efectiva y natural a los tratamientos quimicos convencionales. Estos resultados
sugieren la necesidad de profundizar en la investigacion y desarrollo de la nanoemulsion de
aceite esencial de Pterodon emarginatus como una opcién viable y sostenible para el control

de monogeneos en la acuicultura.

Valentim, et al. (2018) también investigaron la actividad antiparasitaria de la

nanoemulsion de oleorresina de Copaifera officinalis contra parasitos ubicados en las



branquias de Colossoma macropomum, aplicando concentraciones de 50, 100, 150 200 y 300
mg/L. Los tratamientos in vitro con la nanoemulsion a las concentraciones de 200 y 300 mg/L
tuvieron eficacia del 100% a los 15 min de iniciado el tratamiento; alcanzando el 100% de
efectividad de las demas concentraciones a los 90 minutos de exposicion. Concluyeron que la
nanoemulsion delaceite esencial de Copaifera officinalis tiene una alta actividad antiparasitaria
contra los monogeneos Anacanthorus spathulatus, Notozothecium Janauachensis y

Mymarothecium boegeri ubicados en las branquias de Colossoma macropomum.

Malheiros, et al. (2020) investigaron la capacidad antihelmintica de la oleorresina de
Copaifera reticulata a concentraciones de 200, 400, 600, 800 y 1000 mg/L. en comparaciéon a
la nanoemulsion de la oleorresina a concentraciones de 50, 100, 150, 200 y 250 mg/L contra
monogeneos branquiales de Colossoma macropmum. Los resultados evidenciaron que la
concentraciéon mayor testada (250 mg/L) de nanoemulsion causé 100% de eficacia contra
monogeneos branquiales en apenas 15 minutos de exposicion, en comparacion de la oleorresina
que necesitaron hasta 1000 mg/L para causar 100% de eficacia en 15 minutos de exposicion.
Este estudio in vitro muestra como la nanoformulacion puede mejorar la eficacia y
sostenibilidad de los aceites esenciales para ser usados en tratamientos de parasitosis en peces

de cultivo.

Barriga, et al. (2020) investigaron la efectividad del aceite esencial de Lippia grata
contra monogeneos branquiales de Colossoma macropomum, 1os peces estaban parasitados con
Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium boegeri 'y
Linguadactyloides brinkmanni, para ello evaluaron a través de ensayos in vitro concentraciones
de 100, 250, 350 y 700 mg/L. La concentracion de 700 mg/L. presentd una eficacia de
inmovilizacion del 100% en 30 minutos de exposicion, mientras que la concentracion de 350
mg/L tuvo efecto en 2 horas; durante el test de tolerancia los peces reaccionaron a las

concentraciones con sintomas como agitacion y aceleracion del latido opercular a los 5



minutos, efecto anestésico a 30 minutos de iniciado el test; ya que no hubo mortalidad optaron
por usar la concentracion de 700 mg/L en los bafos terapéuticos, mostrando una eficacia
antiparasitaria del 95.1%; también se produjo una disminuciéon en la hemoglobina y a nivel
histopatoldgico los peces presentaron una hiperplasia laminar de baja a moderada, lo que indica
que es una concentracion segura y eficaz para aplicarse en tratamientos contra monogeneos en

Colossoma macropomum.

Alves, et al. (2021) evaluaron la eficacia in vitro del aceite esencial de Piper callosum,
Piper hispidum y Piper marginatum contra monogeneos branquiales de Colossoma
macropomum. En el ensayo in vitro testaron las concentraciones de 600, 800, 1000 y 2000
mg/L, las cuales tuvieron una eficacia del 100% en 5 minutos de exposicidn contra
Anacanthorus spathulatus, Notozothecium janauachensis, Mymarothecium boegeri 'y
Linguadactyloides brinkmanni. En el caso de P. hispidum se logré el 100% de eficacia in vitro
a concentraciones de 600 y 800 mg/L tras 20 minutos de exposicion y con P. marginatum en
una hora de exposicion las concentraciones de 200, 300 y 400 mg/L alcanzaron el 100% de
eficacia. En el test de tolerancia las concentraciones altas en su totalidad causaron agitacion,
movimiento acelerado del opérculo, nado erratico y letargo y después de una hora causaron la
mortalidad de los peces en su totalidad. Sin embargo, en P. callosum los peces aguantaron la
concentracion de 100 mg/L recuperandose a su totalidad en 20 minutos; en P. hispidum la
concentracion donde no hubo mortalidad fue de 250 mg/L donde la recuperacion total se dio
en 10 minutos y en P. marginatum la concentracion de 100 mg/L permitid a los peces sobrevivir
y recuperarse en 10 minutos; por lo tanto, estas ultimas 3 concentraciones son las ideales para

usarse en bafios terapéuticos.

Gonzales, et al (2022), realizaron un estudio evaluando la eficacia de aceites esenciales
de tres especies de la familia Lamiceae para controlar la carga parasitaria de monogeneos en

las branquias de Piaractus brachypomus. En este estudio, se determinaron las concentraciones
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necesarias para lograr la eliminacion de los parasitos y se observo que el tiempo de exposicion
y la concentracion eran variables. Ademas, se evaluo la tolerancia de los peces a los aceites
esenciales y se encontrd que las concentraciones mas altas eran letales para los peces. Los
resultados sugieren que estos aceites esenciales pueden ser utilizados en bafios terapéuticos
para el control y tratamiento de monogeneos, pero se recomienda el uso de concentraciones y

tiempos de exposicidn menores para evitar efectos negativos en los peces.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

- Evaluar la capacidad antihelmintica de la nanoemulsion del aceite esencial de “Romero”

Rosmarinus officinalis contra monogeneos branquiales de “Paco” Piaractus brachypomus.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Elaborar y caracterizar la nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus
officinalis.

- Determinar la eficacia in vitro de la nanoemulsion del aceite esencial de “Romero”
Rosmarinus officinalis contra monogeneos presentes en las branquias de “Paco” Piaractus
brachyomus.

- Evaluar la capacidad antihelmintica in vivo después de bafios prolongados de “Paco”

Piaractus brachypomus con la nanoemulsion de aceite esencial de “Romero” Rosmarinus

officinalis.
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1.4 Justificacion

El control de monogeneos en la piscicultura es un tema de gran importancia econémica
y ambiental, ya que las pérdidas suelen ser significativas, sin embargo, el uso indiscriminado
de productos quimicos sintéticos para su control puede tener efectos adversos en el medio
ambiente y en la salud humana (Shah & Mraz, 2020), por lo tanto este proyecto tiene como
objetivo presentar una alternativa natural para el control de monogeneos en la piscicultura, a
través deluso de los metabolitos secundarios del “Romero” Rosmarinus officinalis ,una planta
aromatica de gran valor econdmico y terapéutico. En la busqueda de soluciones mas amigables,
diversas investigaciones vienen usando plantas medicinales como Minthostachys mollis,
Origanum vulgare, Salvia rosmarinus, Mentha piperita, Copaifera reticulata, Cymbopogom
citratus, Ficus insipida, Lippia grata, Lippia alba, Lippia organoides, Alpinia zerumbet, Piper
callosum, Piper hispidum, Piper marginatum, etc (Malheiros etal., 2020; Gonzales et al., 2019;
Gonzales et al., 2020; Barriga et al., 2020; Gonzales et al., 2022; Alves et al., 2021); en forma
de latex, aceites esenciales, oleorresinas, extractos, entre otros, debido a la capacidad
antihelmintica de sus metabolitos secundarios presentes, las cuales demostraron buena eficacia
en bafios terapéuticos (Gonzales et al., 2019; Gonzales et al., 2020, 2022; Malheiros et al.,
2020).

Los aceites esenciales, son alcoholes complejos volatiles que estdn compuestos por
sustancias quimicas, que posiblemente actuan sinérgicamente para causar mortalidades de
pardsitos en peces, aceites esenciales como Mithostachys mollis, Origanum vulgare y Salvia
rosmarinus a nivel in vitro poseen la capacidad de eliminar los parasitos monogeneos a
diferentes concentraciones (Gonzales et al., 2022), de igual forma el aceite esencial de
Cymbopogon citratus el cual como los anteriores posee la eficacia para combatir los
monogeneos pero poseen poco rendimiento debido a su escasa solubilidad y sostenibilidad

cuando son usados en banos terapéuticos (Gonzales et al., 2020), por lo que surge el interés
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recientemente de mejorar este subproducto haciendo uso de la Nanotecnologia. La cual
permitiria aprovechar de manera Optima sus propiedades, uso de menor cantidad de producto,
a su vez permitiria solucionar el problema de la alta volatilidad, descomposicién y oxidacion
(Dawood et al., 2021). La nanoemulsion de la oleorresina de Copaifera reticulata tue usado
para tratar parasitos monogeneos en gamitana Colossoma macropomum, 'y al ser comparado
con la oleorresina sin nanoformulacion presenté mayor eficacia cuando fue usado en apenas
250 mg/L de nanoemulsion (Malheiros et al., 2020). Asi mismo, fueron usadas las
nanoemulsiones del aceite esencial de Pterodon emarginatus y de la oleorreisna Copaifera
officinalis contra monogeneos de Colossoma macropomumen donde obtuvieron resultados
prometedores y que facilmente podria ser considerado para usar en bafios terapéuticos
(Valentim 2018).

La planta Rosmarinus officinalis posee gran capacidad nutricional y propiedades
terapéuticas, su aplicacion en la acuicultura para tratar monogeneos es a través de su aceite
esencial ya que entre los metabolitos secundarios que posee podemos encontrar a a-pineno, [3-
pineno y 1,8-cineol los cuales poseen actividad bilogica antiparasitarias en peces (Flores-Villa
et al., 2020), Por lo tanto, seria un buen candidato para ser usado a través de nanomulsiones

como una alternativa al uso desmedido de productos quimicos sintéticos.

1.5 Hipotesis

La nanoemulsién del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis presenta

capacidad antihelmintica contra monogeneos branquiales de “Paco” Piaractus brachypomus.
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1. MARCO TEORICO
2.1 Bases teoricas sobre el tema de investigacion

Piaractus brachypomus

Comunmente conocido en la Amazonia peruana como “Paco”, es un pez omnivoro que
en su medio natural puede alcanzar 70 cm de longitud y 14 kg de peso, presenta un cuerpo alto
y posee dientes grandes molariformes con los cuales tritura su alimento, preferentemente
semillas e insectos; naturalmente vive en lagunas y areas inundadas, cuando es época de
vaciante se moviliza arios tributarios (FAO, 2010). Es de color plateado en toda la longitud de
su cuerpo y tiene el pecho y aletas ventrales de color rojos, siendo de caracter docil; es
reproducido por induccion hormonal, ay que no se reproduce directamente en estanques; es
considerado una especie rustica de crecimiento rapido ya que llega a su madurez sexual a los
5 afios, es consumido en su mayoria localmente y es una especie que posee gran potencial
productivo y comercial, su tasa de conversion alimenticia es de 1.8 a 1 (PRODUCE, 2014). El
“Paco” Piaractus brachypomus cuenta con caracteristicas que la hacen altamente valorada en
la piscicultura de aguas calidas continentales en América tropical, gracias a su elevado
potencial productivo y comercial en sistemas extensivos, semi-intensivos € intensivos, su
resistencia al manejo en cautiverio, asi como su docilidad y rusticidad, facilitan su manejo y
adicionalmente su capacidad de adaptarse a condiciones limnoldgicas desfavorables por cortos
periodos de tiempo, y su reconocida resistencia a enfermedades, son ventajas significativas que
favorecen su cultivo (Mesa-Granda & Botero-Aguirre, 2007).

Clasificacion taxonomica de Piaractus brachypomus segun Cuvier, 1818:

Clase: Actinopterygii

Orden: Characiformes

Familia: Characidae

Sub-familia: Serrasalmidae



Género: Piaractus

Especie: brachypomus

Paradasitos monogeneos en Piaractus brachypomus
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Los parasitos identificados en Piaractus brachypomus tanto en branquias, aletas y

cuerpo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Especies de parasitos identificados en Piaractus brachypomus

Parasitos Especies Autores Aio
Kritsky, Thatcher & Kayton 1979
Anacanthorus spathulatus Oliveira & Tavares-Dias 2016
Negreiros & Tavares-Dias 2019
Boeger, Piasecki & Sobecka 2002
Oliveira & Tavares-Dias 2016
Monogenea Mymarothecium viatorum
Negreiros & Tavares-Dias 2019
Anshary et al. 2022
Notozothecium BelmontJégu, Domingues & Martins 2004
Janauachensis Oliveira & Tavares-Dias 2016
Anacanthorus penilabiatus Negreiros & Tavares-Dias 2019
Rudolphi 1819
Clinostomum marginatum Braun 1899
Digenea Oliveira & Tavares-Dias 2016
Diesing 1850
Dadaytrema oxycephalum
Vaz 1932
Nematoda Rondonia rondoni Cuadros et al. 2021



15

Spectatus spectatus Travassos 1923
larvas de Contracaecum sp. Railliet & Henry 1912
Argulus carteri Cunnington 1931
von Nordmann 1832

Crustéceos Ergasilus sp.
Oliveira y Tavares-Dias 2016
Lernaea pirapitingae Thatcher 2000
Henneguya brachypomus Capodifoglio et al. 2020
Heneguya tapariensis Capodifoglio et al. 2020

Mixobolidos

Myxobolus pirapitingae Capodifoglio et al. 2020
Myxobolus arapaiuns Capodifoglio et al. 2020

Fuente: Elaboracion propia

Rosmarinus officinalis

Es una planta que destaca por sus propiedades aromaticas que desde la antigiiedad el

ser humano la ha empleado culinariamente y también aplicado para prevencion y tratamientos

de enfermedades, ya que biologicamente posee propiedades antinflamatorias, antimicrobianas,

antioxidantes, antiparasitarias e incluso cancerigenas. (Flores-Villa et al., 2020). Teniendo

como precedente estas caracteristicas, el “Romero” Rosmarinus officinalis ha sido aplicado en

forma de extracto como tratamiento antiparasitario, siendo altamente efectivoen la eliminacion

de monogeneos, convirtiéndolo asi en una alternativa natural y prometedora para combatir

enfermedades parasitarias en peces (Zoral et al., 2017).

Clasificacion taxonomica del “Romero” Rosmarinus officinalis segin Schleid., 1852

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatophyta



Division: magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus L.

Especie: officinalis

16
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales son Extractos altamente concentrados de origen natural los
cuales con extraidos por métodos como la destilacion al vapor, enfleurage, extraccion con
solventes volatiles y fluidos super criticos, pudiendo asi aprovechar de una manera mas optima
los beneficios de sus metabolitos secundario (Martinez, 2003), ya que sus compuestos
bioactivos les permiten amplificar sus propiedades medicinales, aromaticas antisépticas,
antibacterianas, antiparasitarias, entre otras; debido a ello pueden inhibir el crecimiento
bacteriano ya que alteran su morfologia (Nazzaro et al., 2013). Con el fin de aprovechar al
maximo las propiedades antiparasitarias que tienen los aceites esenciales, en la acuicultura son
aplicados en forma de concentraciones y recientemente en nanoemulsiones; al ser aplicadas en
forma de concentraciones con alcohol, teniendo alta eficacia in vifro, pero en algunos casos en
el ensayo in vivo pueden llegar a tener efectos toxicos provocando dafios irreversibles en el
pez, es por ello que se busca otras formas de aplicacion (Soares et al., 2016). Los aceites
esenciales también han sido ampliamente aplicados en el d&mbito acuicola como el uso del
aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis para investigar ambitos inmunologicos en
huso huso (Ebrahimi et al., 2020), asi mismo este aceite esencial también ha sido aplicado en

forma de extracto para combatir con monogeneos en evaluaciones in vifro obteniendo una

eficacia del 100% (Gonzales et al., 2022).

Polisorbato 20

Sunombre es polyoxyethylene monolaurate sorbitan (20) cominmente llamado Tween
20, el cual tiene como foérmula molecular C sgH 114 S 26, estd compuesto de sorbitol, 6xido de
etileno y acido laurico, se caracteriza por ser de un color amarillo palido y de contextura

viscosa. Es considerado un tensoactivo ya que funciona como un emulsionante y estabilizador
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para aceites al poseer un equilibrio hidréfilo-lipofilico (HLB) de 16.7, actuando como un
solubilizador penetrante (GoldAgent, s. f.).

Nanoemulsion usado en la acuicultura

Es un sistema isotrdpico termodinamicamente estable con un tamafio de particula que
va desde 0,1 a 100 nm, permite la union de dos liquidos inmiscibles, la cual es posible gracias
a un tensoactivo que posibilita su fusion, es un medio por el cual permite la administracion de
agentes bioactivos; siendo formada por dos métodos, uno de alta energia que son aplicados en
la industria cosmética y farmacéutica, y los métodos de baja energia que son mas accesibles de
obtener (Bajerski et al., 2016).

En la acuicultura se ha venido usando productos quimicos como la formalina para
combatir los problemas parasitarios por monogeneos, los cuales traen consigo efectos
negativos que son perjudiciales para la especie, el ser humano y el medio ambiente (Hoai,
2020). En busca deemplear soluciones naturales, biodegradables y que a su vez posean eficacia
antihelmintica se estd empleando estudios con la nanoemulsion de aceites esenciales y
oleorresinas las cuales a sus resultados positivos estdn tomando relevancia como una
alternativa para tratar los problemas con parasitos monogeneos, ya que la biodisponibilidad
que ofrecen permite suministrar con efectividad las concentraciones requeridas; teniendo
resultados exitosos y prometedores para ser aplicados en bafios terapéuticos (Valentim et al.,

2018; Malheiros et al., 2020).
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III. METODO

3.1. Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental, en la cual se evaluo el efecto de la
nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis como antihelmintico

para combatir monogeneos presentes en branquias de “Paco” Piaractus brachypomus.
3.2. Ambito temporal espacial

La investigacion fue realizada en el laboratorio de Biologia de Organismos Acudticos
y en el Laboratorio de Reproduccion de peces Amazonicos del Instituto de Investigacion de la
Amazonia Peruana (ITAP), sede Madre de dios, Region Sur, Pert, ubicada en las coordenadas

12°39'02.8"S 69°19'16.8"W.

Figura 1. Laboratorio de Biologia de Organismos Acuaticos
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3.3. Variables
3.3.1. Independientes
e Concentraciones de la nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus
officinalis (mg/L).

e Tiempo de exposicion (minutos).

3.3.2. Dependientes
e Eficacia (%)
e Indices parasitarios
- Abundancia media: Numero total de parasitos dividido por el nimero total de
peces examinados.
- Prevalencia (%): Es el numero de hospederos infectados con uno o mas

individuos de una especie particular de parasito (o grupo taxonomico) dividido

por el nimero de hospederos examinados.

3.4. Poblacion y muestra

3.4.1. Poblacion

La poblacion correspondiente al estudio fue de un lote de 3000 juveniles de la especie
“Paco” Piaractus brachypomus mantenidos en un estanque de tierra de 1000 m? que fueron
obtenidos por reproduccion inducida en el Laboratorio de Reproduccion del Instituto de

Investigaciones de la Amazonia Peruana (ITAP).

3.4.2. Muestra

La muestra fue de 132 juveniles de “’Paco’ Piaractus brachypomus que fueron

obtenidos del lote de peces mantenidos en el estanque de tierra.



21

3.5. Instrumentos
3.5.1. Equipos
- Estereomicroscopio binocular modelo Stemi 305 EDU
- Microscopio modelo Primostar 3-Fix K
- Balanza Analitica de capacidad de 220 g

- Multiparametro de calidad de agua marca HANNA

- Analizador de potencial Zeta modelo Zetasizer Nano ZS

3.5.2. Material biologico

- 132 juveniles de Piaractus brachypomus

3.5.3. Materiales de oficina
- Papel bond
- Cuaderno de apuntes
- Lapiz portaminas
- Marcador indeleble punta fina
- Etiquetas
- Papel cansu de 80g
- Tablero A4

- Regla de metal de 30cm

3.5.4. Materiales de laboratorio
- Laminas portaobjetos
- Léaminas cubreobjetos
- Guantes quirtrgicos
- Placas Petri medianas

- Placas Petri pequenias
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- Alcohol absoluto (70°)
- Algodoén
- Gotero

- Kit de diseccidon

3.5.5. Otros
- Camara digital
- Productos de aseo y limpieza

- Reactivos quimicos

3.6. Procedimientos

3.6.1. Obtencion y caracterizacion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus

officinalis

El aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis fue extraido por destilacion al
vapor usando un destilador semi industrial por la empresa “Q’api”, la cual es un proveedor
certificado con registro sanitario para comercializar. Posteriormente, para conocer los
compuestos quimicos presente en el aceite esencial, una muestra fue sometida a analisis

cualitativo y semicuantitativo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(GC-MS).

3.6.2. Elaboracion de la nanoemulsion de aceite esencial de “Romero” Rosmarinus

officinalis

Lananoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis fue elaborado
en el Laboratorio de Nano Biomateriales de la Universidad Federal de Sao Paulo (UNIFESP).
La nanoemulsion se prepar6 utilizando el método de baja energia, compuesta 5% por aceite
esencial de “Romero” Rosmarinus officinalis, 5% del Tensoactivo Tween-20 y 90% de agua

destilada para la fase acuosa. Inicialmente, se peso el aceite esencial y el tensoactivo para asi
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poder mezclarlos en el agitador de vortice (Even, VX-38, Brasil) durante aproximadamente
cinco minutos a 3000 RPM. La mezcla resultante presentd un color blanquecino homogéneo y
se procedio a agregar el 90% de agua destilada gradualmente mientras se continuaba con el

proceso de agitacion por cinco minutos mas. (Malheiros et al., 2020).

3.6.3. Caracterizacion de la nanoemulsion de aceite esencial de “Romero” Rosmarinus

officinalis

Para caracterizar la nanoemulsion se realizd mediciones de potencial zeta en la
distribucion del tamafio de particula utilizando un Zetasizer Nano ZS (Malvern, Reino Unido)
equipado con un laser "rojo" de 10 mW (k = 632,8 nm), y las muestras fueron medidas por
tamafio con un angulo de deteccion de dispersion de 90°. La nanoemulsion se diluyd en agua
desionizada (1:10 g) y los andlisis del tamafio de la gota y del indice de polidispersidad se
realizaron por triplicado y se expresaron como media + desviacion estandar. Los datos se

procesaron con el software Zetasizer 6.20®, Malvern Instruments (Malheiros et al., 2020).

3.6.4. Obtencion y aclimatacion de los peces

Para el desarrollo de la investigacion los peces fueron obtenidos por reproduccion
inducida en el Laboratorio de Reproduccion de Peces Amazdnicos del IIAP- Sede Madre de
Dios. Los peces en estadio larval fueron mantenidos en un estanque de tierra para su
crecimiento. Cuando los peces alcanzaron el tamafio considerado juvenil fueron aclimatados
por un periodo de siete dias en un tanque de concreto revestido de mayolica de capacidad de
1000 L, con flujo de agua constante y se alimentaron con una dieta comercial al 36% de
proteina cruda con frecuencia de 2 veces al dia (08:00 y 16:00 horas). Una vez aclimatados, los

peces fueron usados para los ensayos correspondientes.



24

3.6.5. Medicion de parametros fisicos y quimicos del agua
Durante los dias de aclimatacion y experimentacion se midieron los siguientes
pardmetros de calidad de agua: temperatura, oxigeno disuelto y pH, usando un medidor

multiparametrico portatil modelo HI98196, Hanna Instruments, USA (Tabla 1).

Tabla 1

Parametros fisicos y quimicos del agua durante los seis dias de experimento

Controles Tratamiento
Parametros Tanque Agua Agua + NNMS 50 mg/L
1000L Tween 20
Temperatura (°C) 255408 26.7+0.0 27.0+0.4 27.0+0.6
Oxigeno Disuelto 53+05 5704 55+04 50+0.2
(ppm)
pH 44+£0.1 6700 68+0.0 6.8+0.0

Los valores se presentan como promedio = Desviacion estandar (DS). Los valores en la misma fila con
diferentes superindices son significativamente diferentes (P < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia

3.6.6. Ensayo in vitro

Los peces que estaban infectados naturalmente por monogeneos fueron sacrificados a
la altura dela region cefalica usando un estilete de punta fina. Posteriormente, sus branquias
fueron individualizadas y distribuidas en placas Petri (5 cm) arazon de una branquia por placa,
expuestas a siete diferentes concentraciones de nanoemulsion de aceite esencial de “Romero”
Rosmarinus officinalis (150, 300, 700, 1000, 1600, 2000 y 2300 mg/L) y dos grupos control,
los cuales fueron: agua del tanque de cultivo + Tween-20 y agua del tanque de cultivo libre de
nanoemulsion, cada tratamiento presentaba tres repeticiones. Seguidamente, el niimero de
monogeneos vivos y muertos fueron observados cada cinco minutos usando
estereomicroscopio y se visualizaron con un campo de vision que contuvo al menos 20
monogeneos por branquia. Se consideraron parasitos muertos a aquellos que se desprendieron
del tejido branquial y los que estaban anclados a las branquias, pero sin movimiento (Soares et

al., 2016). La eficacia de cada tratamiento se calculd utilizando los métodos descritos y
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modificados en Zhang et al. (2014), que consisti6 en calcular AE/EE =[C-T] x 100%/C, donde
AE es la eficacia del aceite esencial, EE es la eficacia de la nanoemulsion, C es el nimero de
pardsitos vivos en el grupo control y T es el nimero de pardsitos vivos en el grupo de

tratamiento.
3.6.7. Test de tolerancia

Este proceso fue realizado tomando como precedente las nanoemulsiones que
presentaron una mejor eficacia con relacion a su concentracion y tiempo de exposicion en el
ensayo in vitro. En este proceso se evalu6 la tolerancia de los peces a las concentraciones de
nanoemulsion para posteriormente ser usado en los bafios terapéuticos. Se distribuyeron 10
peces por tanque de 60 litros, empleando las concentraciones de 50, 100, 500, 1000 y 2000
mg/L durante 50 minutos, donde se observo el cambio de comportamiento en los peces como
capacidad anestésica de la nanoemulsion, natacion errdtica, aceleracion del movimiento

opercular y mortalidad.
3.6.8. Baiios terapéuticos (ensayo in vivo)

Para los bafios terapéuticos, un total de 72 juveniles de “Paco” Piaractus brachypomus
infectados naturalmente por monogeneos fueron distribuidos en 9 cajas de agua con capacidad
de 60 L, a razon de 8 peces por caja. Se evaluaron tres tratamientos: uno conteniendo la
concentracion de 50 mg/L de nanoemulsion del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus
officinalis y dos tratamientos considerados grupos controles: uno conteniendo solo agua del
estanque y otro conteniendo agua del estanque + Tween-20, con tres repeticiones cadauno. La

duracion de los bafios terapéuticos fue de 50 minutos por 6 dias consecutivos.
3.6.9. Evaluacion de la eficacia antiparasitaria

Después de tres dias de que el experimento fue iniciado se seccionaron las branquias

de tres peces por repeticion y al finalizar los 6 dias se seccionaron las branquias de 5 peces
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mas, obteniendo asi 24 peces que fueron analizados por cada tratamiento. Las branquias que se
seccionaron fueron fijadas en formalina al 5% para la cuantificacion e identificacion
taxonomica de los monogeneos (Eiras et al., 2006), se calcularon los indices parasitarios como
prevalencia, abundancia y abundancia media (Bush et al., 1997) y se determino la eficacia de

los bafios terapéuticos utilizando los calculos descritos en Zhang et al, (2014).
a. Prevalencia

La prevalencia fue determinada por el numero de peces parasitados entre el nimero de

peces analizados, usando la férmula propuesta por Bush et al. (1997):

P= (=) x 100

Donde:
. P: Prevalencia parasitaria
. NPP: Numero de peces parasitados
= NPA: Numero de peces analizados

b. Abundancia media

= La abundancia media fue determinada por la division entre el numero de

parasitos y el nimero de peces analizados segiin Bush et al. (1997)

AM= N2
NPA

Donde:

. AM: Abundancia media
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. NP: Numero de parasitos
. NPA: Numero de peces analizados
c¢. Eficacia
. Para la eficacia fue necesaria la media total de parasitos del control

Agua, la media total de parasitos del control que se desea determinar, usando la formula

descrita por Zhang et al. (2014)

= (B—T)x100
B
Donde:
. E: Eficacia de la nanoemulsion
. B: Media de monogeneos totales del control
. T: Media de monogeneos totales del tratamiento

3.7. Analisis de datos
Los resultados se expresaron en promedio y desviacion estdndar. Se utilizo el
analisis de varianza (ANOVA), cuando existi¢ diferencias significativas entre los
grupos se utilizo el test de Dunnett para comparar cada tratamiento con el control

usando el software estadistico “Sigma Plot 11”.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion quimica del aceite esencial de Rosmarinus officinalis y
caracteristicas de la nanoemulsion
El aceite esencial de romero es de color transparente ligeramente amarillo. Los
componentes que presentaron mayor area relativa en el aceite esencial de “Romero”
Rosmarinus officinalis son a-Pineno, Eucaliptol y Canfeno, los demas compuestos se muestran
en la tabla 2. La nanoemulsion de romero presenta una caracteristica liquida de color
blanquecino, manteniendo el olor predominante propio del aceite esencial de romero. Se ha
observado que el tamafio medio de gota fue de 210.1 £ 4.4 nm y el potencial zeta fue de 25.5

+ 7.9 mV respectivamente.

Tabla 2

Composicion quimica del aceite esencial de “Romero” Rosmarinus officianalis

‘ o . Formula
Componente Area (%) RT (Min) Molecular
a-Pineno 25.53 10.425 C10H16
Eucaliptol 24.17 21.499 C10H180
Canfeno 7.12 11.380 CI10H16
Alcanfor 6.41 38.799 C10H160
Mirceno 3.92 16.153 CI10H16
B-Pineno 3.30 13.920 C10H16
3-Octano 3.13 15.655 C8H160
Borneol 3.07 40.731 C10H180

Fuente: Elaboracion propia.

4.2.Eficacia antiparasitaria in vitro
Todas las concentraciones testeadas en el ensayo in vitro dieron como resultado la
mortalidad del 100% de los monogeneos, en donde la concentracion mas alta de 2300 mg/L en

un tiempo de acciéon de 10 minutos alcanzé su 100% de eficacia, en contraste con la
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concentracion mas baja que fue de 150 mg/L, que recién en 150 minutos de exposicion, logro

la eficacia deseada (Figura 2).

0150 mg/L 0300 mg/L B700 mg/L 01000 mg/L
B 1600 mg/L E2000 mg/L W 2300 mg/L

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Eficacia (%)

SRR

10min 15 min 25 min 30 min 35 min 50 min 65 min 120 min

Tiempo de exposicion (%)

Figura 2. Eficacia antiparasitaria in vitro de diferentes concentraciones de nanoemulsion del aceite esencial
de Rosmarinus officianalis.

Fuente: Elaboracion propia.

4.3.Test de tolerancia
Enel test de tolerancia se evaluo la resistencia de los peces a cinco concentraciones 50,
100, 500, 1000 y 2000 mg/L, tomando como base los resultados del ensayo in vitro, resultando
asi que la concentracion de 50 mg/L no presento mortalidad en los peces en los 50 minutos de
bafios realizado, en comparacion con las demds concentraciones que en el transcurso del test
mostraron mortalidad, debido a la poca resistencia del pez al tratamiento. Durante los test de
tolerancia los peces presentaron principalmente caracteristicas como: agitacion, natacion de

costado, letargo y muerte (Tabla 3).



30

Tabla 3

Mortalidad y Comportamiento de los peces sometidos a diferentes concentraciones
por un intervalo de tiempo

Concentraciones Mortalidad Tiempo Cambios de comportamientos de los peces
(mg/L) (%) (min)

Inicio de experimento (Todos los peces con

0 Oh comportamiento normal)
0 Smin  Natacion de costado, evitan nadar en cardumen
50 0 10min  Respiracion acelerada
0 20min  Dilatacion de boca
0 30min  Agitacion, aceleracion opercular
0 50 min  Fin de experimento
0 Oh Inicio de experimento
0 Smin  Natacion de costado, separacion del cardumen
100 0 10min  Natacién de costado, agitacion opercular
0 20min  Letargo, pero responde a estimulo
10 30min  Letargo, pero responde a estimulo, muerte
30 50min  Letargo y muerte (Fin de experimento)
0 Oh Inicio de experimento
0 Smin  Movimiento acelerado
0 10min  Agitacion opercular
500 0 20min Agitacion opercular, peces en superficie para
captar oxigeno
40 30min Agitacion operlcular, saltos, peces en superficie
para captar oxigeno, muerte
100 50 min  Letargo y muerte (Fin de experimento)
0 Oh Inicio de experimento
0 Smin  Movimiento acelerado
1000 0 10min  Agitacion opercular
10 20min  Agitacion opercular, saltos, letargo
70 30min  Letargo, muerte
100 50 min  Letargo, muerte
2000 0 Oh Inicio de experimento

0 S5min  Movimiento acelerado
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0 10min  Agitacion opercular

10 20min  Agitacion opercular, saltos, letargo, muerte
90 30min  Letargo, muerte
100 50 min  Letargo, muerte

Fuente: Elaboracion propia.

4.4.Indices antiparasitarios y eficacia antihelmintica después de 3 y 6 dias de bafios

terapéuticos con la nanoemulsion del aceite esencial de R. officinalis

Después detres dias consecutivos de bafios terapéuticos con la nanoemulsion del aceite

esencial de R. officinalis a la concentracion de 50 mg/L la abundancia media de 4. spathulatus

y A penilabiatus disminuy6 significativamente (P <0.05) en comparacion a los grupos controles

agua y agua+ Tween 20 (Tabla 4). La prevalencia se mantuvo en un 100% para A. spathulatus

en todos los tratamientos. La nanoemulsién a la concentracion de 50 mg /L disminuy6

significativamente (P <0.05) la abundancia media de A. spathulatus y A. penilabiatus en

comparacion a los grupos controles después de seis dias consecutivos de banos (Tabla 5), pero

el monogeneo M. viatorum fue el menos abundante y prevalente en las branquias de P.

brachypomus (Tabla 5). La eficacia del tratamiento con nanoemulsion a 50 mg/L después de

tres dias fue de 90% y después de seis dias de bafios consecutivos fue del 98%.
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Tabla 4.

Prevalencia (P) y Abundancia media (AM) de monogeneos presentes en branquias de
P. brachypomus después de 3 dias de barios terapéuticos con nanoemulsion (NNMS)

del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

TRATAMIENTOS AGUA AGUA + TWEEN 20 NANOEMULSION
ESPECIES DE PARASITOS P (%) MA P (%) MA P (%) MA

A. spathulathus 100 359.5 +90.3a 100 140.6 + 38.8c 100 34.3+7.37b
A. pennilabiathus 88.9 52+4.9 100 18.5+12.4a 88.9 28+ 17b
M. viatorum 88.9 5.2 +4.9a 0 0.0 £ 0.0b 0 0.0+ 0.0b

Los valores se presentan como promedio + Desviacion estandar (DS). Los valores en la misma fila con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5.

Prevalencia (P) y Abundancia media (AM) de monogeneos presentes en branquias de
P. brachypomus después de 6 dias de barios terapéuticos con nanoemulsion (NNMS)
del aceite esencial de Rosmarinus officinalis

TRATAMIENTOS AGUA AGUA + TWEEN 20 NANOEMULSION
ESPECIES DE PARASITOS P (%) MA P (%) MA P (%) MA

A. spathulathus 100 376.4 + 120.4a 100 111.5 £16.7c 100 6.0+ 2.12b
A. pennilabiathus 93.3333333 6.2 £5.5b 100 13.6 + 5.4a 80 1.93 +1.48b
M. viatorum 100 3.5+2.7a 26.6666667 0.8 +£1.5b 26.6666667 0.4+0.7b

Los valores se presentan como promedio = Desviacion estandar (DS). Los valores en la misma fila con diferentes
superindices son significativamente diferentes (P < 0.05).

Fuente: Elaboracion propia
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Las plantas arométicas tienen la propiedad de generar aceites esenciales, en la presente
investigacion se trabajo con Rosmarinus officinalis la cual presentdé como compuestos
mayoritarios o-Pineno, Eucaliptol, Canfeno y Alcanfor, difiriendo de los resultados obtenidos
por Leporini et al. (2020) quien trabajo con el aceite esencial extraido de una region de Italia

presentando como compuestos mayoritarios 1,8-Cineole, Alcanfor, a-Pinene y B-Pinene.

En lo que respecta a la eficacia antiparasitaria in vitro de la nanoemulsion del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis, el estudio se centrd en medir la eficacia en funcion del
tiempo de exposicion, siguiendo una metodologia similar a la empleada por Soares et al.
0(2016). En este estudio se encontrd algunas similitudes notables con Gonzales et. al (2022)
quienes trabajaron con la concentracion de 1000 mg/L, ya que la eficacia de 100% la consiguen
en 20 minutos de exposicion, mientras que en el trabajo presente se logra en 30 minutos. Es
importante destacar que la diferencia clave radica en que nuestro estudio utilizé nanoemulsion,
mientras que Gonzales trabajé con concentraciones del mismo aceite esencial en su forma no
emulsionada. Estas discrepancias en los resultados pueden atribuirse a la influencia de la
nanoemulsion en la velocidad de liberacion y la biodisponibilidad del aceite esencial, lo que
subraya la importancia de la formulacion en la optimizacién de su accion antimonogenea

(Valentim et. al, 2018)

Los resultados del test de tolerancia, que involucraron un tiempo de exposicion de 50
minutos a la nanoemulsion de Rosmarinus officinalis en Piaractus brachypomus, presentan
una variacion notable en comparacion con el estudio de Malheiros et. Al (2020), quienes
trabajaron con Colossoma macropomum utilizando la nanoemulsion de la oleorresina de
Copaifera reticulata, ambas especies pertenecientes a la subfamilia Serralmisidae. En

particular, Malheiros y su equipo no registraron ninguna muerte en sus individuos en ninguna
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de las concentraciones probadas, mientras que en nuestro estudio la mortalidad comenzé a

manifestarse a partir de una concentracion de 100 mg/L.

En los bafos terapéuticos con nanoemulsion de Rosmarinus officinalis, se observd una
eficacia del 98% en tan solo 6 dias, lo que indica que este tratamiento resulta altamente efectivo
en el control de los monogéneos, especificamente de las especies A. spathulatus, A.
penilabiatus 'y M. viatorum. Estos resultados coinciden con los hallazgos previamente
reportados por Negreiros y Tavares-Dias (2019) en Piaractus brachypomus. Estas similitudes
en los resultados respaldan la efectividad consistente de la nanoemulsion de Rosmarinus
officinalis como un agente terapéutico prometedor en el control de monogéneos en peces, lo
que tiene implicaciones significativas para la salud y la gestion de poblaciones de peces en

entornos acuaticos.

Es importante destacarel uso de los aceites esenciales nanoemulsionados en acuicultura
proveen de mejores resultados que su uso puro, como en Gonzales et al. (2022) con el uso de
Rosmarinus officinalis. Asi mismo su uso permite trabajar con concentraciones terapéuticas
mas bajas, a la par que los metabolitos secundarios ejercen mejor sus propiedades

antibacterianos, antihelminticos, antiparasitarios (Anwer et al., 2014)
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VI. CONCLUSIONES
6.1. En el presente estudio los andlisis in vitro demostraron que a todas las

concentraciones de aceite esencial de Rosmarinus officinalis nanoemulsionadas lograron un

100% de eficacia (Y) en funcion a diferentes tiempos de exposicion (X).

6.2. Con respecto al Test de tolerancia se lleg6 a la conclusion que la Optima
concentracion y tiempo de exposicion es de 50 mg/L a 50 minutos, ya que al mismo tiempo las
otras concentraciones provocaban letargo y muerte en Piaractus brachypomus, lo cual no era

el objetivo de este estudio.

6.3. En tultima instancia los resultados obtenidos en los bafios terapéuticos nos dan la
certeza de afirmar que la nanoemulsion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis es una
opcién viable para combatir los monogeneos en Piaractus brachypomus en su etapa juvenil,
debidoa que en 3 dias debafios se obtuvo un 90% de eficacia y en los 6 dias expuestos se logro

un 98% de eficacia contra los monogeneos branquiales.

6.4. Los resultados de este estudio respaldan la eficacia de la forma nanoemulsionada
del aceite esencial de Rosmarinus officinalis en potenciar las propiedades antiparasitarias de
sus metabolitos secundarios, permitiendo su uso a concentraciones mas bajas y su dilucion en
agua para el tratamiento. Esto representa una alternativa sostenible frente a los productos
quimicos tradicionales, que han causado dafios significativos en el ecosistema acuatico. La
nanoemulsion de aceite esencial de "romero se posiciona como una estrategia efectiva para el
control de parasitos en la acuicultura, promoviendo soluciones amigables con el medio

ambiente.
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VII. RECOMENDACIONES
7.1. Enfocar futuras investigaciones en el desarrollo y aplicacion de nanoemulsiones,

ya que estas ofrecen un potencial significativo para aprovechar de manera mas efectiva los

metabolitos esenciales presentes en las plantas aromaticas.

7.2. Utilizar diversos tipos de aceites esenciales que posean capacidad antihelmintica

contra monogeneos en Piaractus brachypomus.

7.3. Se recomienda encarecidamente el uso de nanoemulsiones como una forma
altamente efectiva de diluir y aplicar aceites esenciales en medios acuaticos para combatir

monogeneos.

7.4. Se recomienda la continua investigacion y aplicacion de las nuevas tecnologias
emergentes en el campo acuicola nacional. Esto permitird promover practicas innovadoras y
mejorar la gestion de enfermedades parasitarias en la acuicultura, contribuyendo asi al

desarrollo sostenible de la industria.
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IX. ANEXOS

ANEXO A. Recepcion y aclimatacion de “Pacos” Piaractus brachypomus en la
estacion del ITAP — Madre de Dios




ANEXO B.
officinalis

Elaboracion de la nanoemulsion de “Romero” Rosmarinus
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ANEXO C.

Baiios terapéuticos con nanoemulsion de Rosmarinus officinalis
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ANEXO D.

Diseccion y separacion de branquias para parasitologia
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ANEXOE.
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Conteo parasitario en branquias de “paco” Piaractus brachypomus




ANEXOF. Equipo de investigacion de organismos acuaticos del IIAP —
Madre de Dios
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