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Resumen

Este estudio determino la viabilidad de aplicaciones sedativas y antimicrobianas del aceite
esencial amazoénico de Ocotea quixos sobre juveniles de Piaractus brachypomus. Se evaluo
mediante frecuencia ventilatoria expresada en movimientos operculares por minuto (mov-
op.min™) y una escala de etapas clinicas el efecto anestésico del aceite esencial (EO) de
Ocotea quixos (EOOQ), considerando control positivo Syzygium aromaticum (EOSA) y
control negativo etanol. 36 individuos fueron expuestos durante 30min a concentraciones de
EOOQ y EOSA 100pl.I"t, 400ul.It y 800pl.I disueltos en etanol para identificar el tiempo
de sedacion y recuperacion de la anestesia, en acuarios controlados a 26°C; pH 7,5; NHa
5mg.I"t; PO4 2mg.I7, Ca 120mg.I"t como dureza. Un ensayo de desafio fue realizado para
infeccion por Saprolegnia sp valorando la curacién con un control positivo de azul de
metileno 0, 5mg.I"%. Los analisis realizados demuestran que la sedacion por EOOQ a 100pl.I-
1 400pl.I* y 800ul.I? alcanzan niveles de anestesia leve, profunda y colapso medular
respectivamente; mientras que el EOSA a 100ul.1" solo consigue una sedacion leve; y, entre
400pl.1"t y 800pul.I™t una anestesia profunda. La frecuencia ventilatoria provocada por EOOQ
a los 10 min del tratamiento fue de 28mov-op.min* siendo siempre inferior al de EOSA con
42mov-op.min’t, en el mismo periodo. La recuperacion de los especimenes se logrd en
intervalos maximos de 12,67 £4,04min en EOOQ y de 15,0 +3,0min en EOSA. El
experimento ante Saprolegnia sp muestra el poder curativo de ambos EOs evaluados con
mayor eficacia en EOOQ. A partir de los resultados obtenidos de EOOQ se estim6 una dosis
letal 50 (DLso) de 597pl.1-* y una dosis segura de 316pl.1* por prueba estadistica Probit con
una seguridad X%z, 9) =0,103; p<0,05.

Palabras claves: Anestesia, Antimicrobiana, Sedacidn, Recuperacion, Frecuencia

ventilatoria.



Abstract

This study determines the viability of sedative and antimicrobial applications of Ocotea
quixos Amazonian essential oil on Piaractus brachypomus juveniles. The anesthetic effect
of the essential oil (EO) of Ocotea quixos (EOOQ) was evaluated by ventilatory frequency
expressed in opercular movements per minute (mov-op.min™) and a clinical stages scale,
considering positive control Syzygium aromaticum (EOSA) and negative control ethanol. 36
individuals were exposed during 30min to concentrations of EOOQ and EOSA 100pul.1%,
400ul.1"t and 800pl.I* dissolved in ethanol to identify sedation time and anesthesia recovery,
in controlled aquariums at 26°C; pH 7.5; NH4 5mg.I'*; POs 2mg.I"t, Ca 120mg.I?t as
hardness. A challenge test was performed for infection by Saprolegnia sp evaluating the cure
with a positive control of methylene blue 10mg.I". Analyses show that EOOQ sedation at
100ul.It, 400ulIt and 800ulIt reach levels of mild, deep and medullary collapse
respectively; while EOSA at 100pl.1t only achieves mild sedation and between 400pl.1" and
800pl.I"t a deep anesthesia. The ventilatory frequency provoked by EOOQ 10 min after
treatment was 28mov-op.min being always lower than EOSA 42mov-op.min‘, in the same
period. Specimen recovery was achieved at maximum intervals of 12,67 £4,04min in EOOQ
and 15,0 £3,0min in EOSA. The experiment against Saprolegnia sp shows the healing power
of both EOs evaluated with greater efficacy in EOOQ. From the results obtained from EOOQ
a lethal dose 50 (DL50) of 597pul.I"t and a safe dose of 316pl.1" per Probit statistical test was
estimated with a safety of X%z, 9) =0,103; p<0,05.

Keywords: Anesthesia, Antimicrobial, Sedation, Recovery, Ventilation frequency.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La cachama blanca, Piaractus brachypomus, es una especie dulceacuicola endémica de gran
importancia economica para el desarrollo del sector piscicola, el cual ha servido como
modelo bioldgico en diversos estudios farmacoldgicos e inmunotoxicologicos (Zapata-
Guerra, Rueda-Gomez, y Rondon-Barragan, 2018). Hoy en dia su cultivo se ha masificado
en todos los paises amazonicos, sin ser Ecuador la excepcion, por lo que se ha atendido a
sistemas mas intensivos de produccion los cuales quieren un mayor nimero de insumos para
un mejor control de la explotacién (MAG, 2016).

Actualmente la piscicultura intensiva se encuentra sometida a un mayor hacinamiento y
procedimientos de manipulacién durante la clasificacion, captura, transporte y
comercializacion in vivo; el manejo implica la introduccion de objetos en el agua que inducen
a un estrés severo, modificando la fisiologia, comportamiento y bienestar de los animales,
reflejados principalmente en lesiones fisicas, crecimiento lento, inmunosupresién e incluso
en altas mortalidades (Vazquez, Castro, Hernandez, Castro, y De Lara, 2013) . Para
contrarrestar el estrés se ha empleado la anestesia, como una valiosa herramienta durante el
manejo de los peces (Perez-Ribeiro, Santos-Costa, Eloy, Vieira, y Solis-Murgas, 2010). La
anestesia puede definirse, como la accién de las sustancias para reducir temporalmente la
sensibilidad y reflejos de los individuos (Vazquez et al., 2013).

El uso de antibidticos en acuicultura genera la aparicion de bacterias resistentes a los
antibioticos en los entornos acuaticos donde se desarrolla esta actividad, y existen evidencias
epidemioldgicas y moleculares, sefialando que los genes que median esta resistencia pueden
ser transmitidos de bacterias acuaticas a bacterias capaces de producir infecciones en
humanos y en animales terrestres (Cabello, 2004). Esto ha demostrado que los
compartimientos acuaticos y terrestres carecen de fronteras respecto del flujo de genes de
resistencia a antibiéticos, y también que el fendmeno de resistencia es un fenémeno global,
ya que el uso de antibidticos en un ambiente tendra, a lo largo del tiempo, repercusiones en
otros ambientes aparentemente lejanos (Sgrumy L’Abée, 2002).

La acuicultura organica son sistemas de crianza organicos tradicionales dependen de

practicas basadas en ecologia, como por ejemplo el manejo bioldgico de plagas y el no uso



de quimicos sintéticos en la produccién, y ademas de la prohibicién del uso de antibidticos
y hormonas en la produccion de organismos vivos (Chimbor y Lujan, 2007). Asimismo, la
sostenibilidad, la administracion ambiental, y el enfoque holistico a la produccién son el

sello de los sistemas organicos.

1. JUSTIFICACION

La piscicultura extensiva e intensiva es una fuente de ingresos y aprovechamiento de fuentes
hidricas, siendo una alternativa de mejora econémica para los piscicultores; sin embargo, la
integracion de otros insumos locales a esta cadena productiva en la utilizacion de aceites
esenciales amazonicos para el manejo de P. brachypomus, son limitados.

Las consecuencias de los dafios relacionados con el estrés en los peces incluyen, entre otras,
el aumento de la susceptibilidad a enfermedades infecciosas. La disminucion de la movilidad
de los animales, mediante el uso de anestésicos, torna posible minimizar las consecuencias
indeseables. El estrés en los peces influye por: una manipulacion brusca, sobrepoblacion,
temperatura, pH del agua inadecuada, falta de oxigeno disuelto y contaminacion del agua.
Actualmente se utiliza el aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum), para la
sedacién de los peces; el cual se desconoce que otros aceites esenciales tengan las
propiedades para poderles sedar y por primera vez se va utilizar el aceite esencial amazdnico
de Canela (Ocotea quixos).

Este aceite esencial beneficiara a piscicultores a evitar grandes pérdidas econdmicas al
manipular a los animales, también ayudara en la industria farmacéutica para la elaboracion

de productos debido a las propiedades que presenta este aceite esencial.

1.1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Las aplicaciones sedativas y antimicrobianas a través de aceites esenciales amazonicos
aplicados al manejo de P. brachypomus, son escasos; esto ha llevado a un manejo inadecuado

de los animales.
1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Son los aceites esenciales amazénicos una alternativa de aplicacion sedativa y

antimicrobiana en la piscicultura de P. Brachypomus?
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1.3. OBJETIVOS
1.3.1.0BJETIVO GENERAL

Determinar la viabilidad de aplicaciones sedativas y antimicrobianas de aceites esenciales

amazonicos sobre juveniles de Piaractus brachypomus.
1.3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar las propiedades sedativas de aceites esenciales mediante la medicion de sedacion

anestesia y recuperacion de Piaractus brachypomus.

Analizar las propiedades antimicrobianas de aceites esenciales amazonicos mediante

ensayos de aplicacion de inmersion in vivo para Piaractus brachypomus.
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CAPITULO II

2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION
2.1. GENERALIDADES

Cada pais tiene una regulacion particular sobre el uso de farmacos en peces, las normas son
bastante restrictivas y hasta la fecha solo hay 6 principios aprobados como farmacos
piscicolas de consumo por parte de la FDA -Agencia de Administracion de Alimentos y
farmacos de Estados Unidos (Schnick y Meyer, 2011). La regulacién aplicada en cada pais
si bien es restrictiva tiene como ventaja que los encargados de las explotaciones se vean
obligados a vigilar con mayor cuidado los factores de riesgo que desencadenan las
enfermedades, dada la reducida disponibilidad de farmacos cuando se den brotes de las

mismas (Gonzalez, 2010).

2.1.1. LA CACHAMA BLANCA

Popularmente conocida como cachama blanca en Colombia y Venezuela, paco en Per( y
pirapitinga en Brasil, es una especie originaria de la region amazénica que empez0 a
producirse en cautiverio dese 1983 con un aporte significativo en la alimentacién rural
(Abad, Rincon, y Poleo, 2014), es considerada como la especie de mayor potencial
productivo y comercial en la piscicultura extensiva, semiintensiva e intensiva de aguas
calidas continentales de Ameérica tropical ya que presenta alta resistencia a las enfermedades

y es de facil adaptacién a condiciones agrestes (Mesa y Botero, 2006).

2.2.  APLICACIONES ANESTESICAS
2.2.1. ANESTESIA

Es un acto médico controlado en el que se usan farmacos para bloquear la sensibilidad tactil
y dolorosa de un paciente, sea en todo o parte de su cuerpo y sea con o sin compromiso de

conciencia (Rodriguez, Ruiz, Domenech, y Ruiz, 2008).
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2.3. MEDICAMENTOS DE USO COMUN EN
ACUICULTURA

Segln Gonzélez (2010) menciona, el uso de medicamentos o sustancias quimicas en la
acuicultura se realiza de forma intencional los pesticidas y antibidticos se identifican como
compuestos bioactivos, aunque también son Ilamados compuestos inhibitorios y deben

utilizarse segun los cédigos de buenas practicas para evitar efectos secundarios indeseables.

2.4. VIAS DE APLICACION DE FARMACOS
2.4.1. AGUA

De acuerdo con Gonzélez (2010) menciona, que el medio usado frecuentemente para
vehiculizar farmacos y anestésicos. Algunos de los aspectos que deben analizarse al
considerar el agua como vehiculo de farmacos, son:

e Los peces tienen una epidermis no queratinizada que favorece el ingreso de farmacos
por via cutanea.

e Las branquias por su vascularizacién y ubicacion son otra via importante de ingreso
de farmacos.

e El disolver drogas en el agua determina la necesidad de conocer la vida media del
farmaco en el agua, asi como en el pez. Dentro de los factores que afectan la
permanencia del farmaco en el agua estan el pH, temperatura, intensidad luminica y
dureza del agua.

e Laaplicacion del farmaco en el agua puede tener también efectos ambientales sobre
el sistema acuatico, esta via tiene mayor efectividad en patdgenos que residen en piel

y branquias (parasitos, hongos, bacterias).

2.4.2. VIA PARENTAL

La inyeccion de las drogas tiene la ventaja de suministrar la dosis precisa es la via mas usada
para aplicacion de farmacos mediante inyeccion intramuscular (IM) y la intraperitoneal (1P)
(Brown, 2010).
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2.4.3. VIA ORAL

El suministro de medicamentos en el alimento se hace a través de varias formas o
presentaciones. La primera es alimento medicado producido comercialmente. Otra forma de
suministrar alimento, particularmente si se trata de pequefias cantidades, es preparar dieta

artificial medicada (Brown, 2010).
2.5. MECANISMOS DE SEDACION

La sedacion y anestesia en peces son procedimientos de importancia para favorecer el
transporte, manipulacion, muestreo y procesos quirdrgicos (Navarro, Ramirez, y Villagréan,
2012). La mayoria de compuestos utilizados como anestésicos se utilizan a través de
inmersion en una solucion acuosa; y, en su aplicacion practica se debe disponer de un
contenedor de anestesia y otro de recuperacion (Varela, 2009).

La aplicacion de los anestésicos y otros medicamentos dependen de la velocidad de
absorcion segln sus caracteristicas en términos de su concentracion en relacion al peso del
organismo, liposolubilidad, peso molecular, pKa, pH, temperatura del medio y tiempo de
exposicion —aguda o cronica- entre otras, entrando en contacto directo con piel, mucosas y
agallas del pez (Sneddon, 2012).

Una vez dentro del organismo tiene diferentes vias de interrelacion con el sistema nervioso
central de vertebrados, a nivel de neurotransmisores como el GABA (acido y-aminobutirico)
principal neuro-inhibidor, ademas de respuestas en la modulacion de la sefial de iones calcio
(Ca") o bloqueo de la electro sensibilidad de los canales de iones sodio (Na*) en neuronas,
es decir un efecto GABAGérgico, que es un aumento de la actividad inhibitoria en diversos
circuitos neurales que explicarian las distintas facetas de la sedacién y anestesia (Sneddon,
2012; Vargas, 2017)

Por tal razon se usa como indicadores del efecto de anestesia, ademas de la observacion
visual, los cambios a nivel de electrolitos en agua y glucosa / glucgeno en higado (Lopes et
al., 2018; Souza et al., 2017).

2.5.1. IMPORTANCIA DE LA SEDACION

Uno de los beneficios de la anestesia en los peces es favorecer el transporte, manipulacion,
muestreos y procesos quirurgicos al animal durante una fraccion de tiempo fuera del agua,

minimizando el riesgo que implica el estrés (Hinostroza y Serrano, 2013).
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2.6. USOS ANTIMICROBIANOS EN LA
ACUACULTURA

El uso de antimicrobianos en acuacultura se realiza para el control de microorganismos
patdgenos en los sistemas de cultivo; sin embargo, su abuso ha resultado en el surgimiento
de bacterias resistentes en peces y otros animales acuéticos, asi como en su ambiente
(Romero, Navarrete, y Feijod, 2012). Los impactos en el ambiente y en la salud humana se
han producido por la seleccion de BRA (bacterias resistentes a antimicrobianos) y sus genes
de resistencia (Cabello et al., 2013). Su uso puede disminuir la diversidad bioldgica en el
ambiente con el potencial tedrico de facilitar la floracion de algas tdxicas y la seleccion de
microorganismos patdgenos de origen acuatico potencialmente zoonoOticos para el ser

humano (Hernandez, Ulloa, Vergara, Espejo, y Cabello, 2005).

Hay diferentes tipos de préacticas para el empleo de antimicrobianos desde inyecciones,
aplicaciones alimentarias y bafios inmersion (Holloway y Green, 2003). Consecuentemente
el uso de agentes antimicrobianos en la acuicultura, resulta una amplia aplicacion ambiental

que impacta a una amplia variedad de bacterias (Romero et al., 2012).

2.6.1. EFECTO ANTIMICROBIANO

Los agentes antimicrobianos se usan ampliamente en la acuicultura para tratar infecciones
debidas a una variedad de patdgenos bacterianos en peces (Angulo, 2000). Tienen varias
proveniencias bioquimicas, aunque mayormente compuestos de origen microbiano, matando
o inhibiendo el crecimiento de otros microorganismos, estos pueden ser sintetizados,
creandose gran variedad de compuestos con distintos métodos de accion, especificidad y
toxicidad (Barattini, 2012). Cuando se inhibe el crecimiento bacteriano, el microorganismo
permanece viable, de modo que cuando se suspende el tratamiento, y hay estrés inmunitario,
el agente patdgeno se podria volver a recuperarse y multiplicarse (Pérez, 2018). Para
determinar este efecto se realizan pruebas microbioldgicas como antibiogramas analizando

la susceptibilidad de una bacteria a un grupo de antibioticos (Hazen, 2016).

2.7. ENFERMEDAD EN LOS PECES Saprolegnia sp

Saprolegnia parasitica ha sido reconocida como la principal especie patdgena de organismos
relacionados con hongos en peces, actuando principalmente como patdgeno secundario, es

descrita como una micosis superficial que se localiza principalmente en branquias y piel,
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particularmente alrededor de la cabeza, aleta caudal y anal (Carraschi etal., 2018). Los
brotes de saprolegniosis en cultivo de peces generalmente se limitan a casos crénicos, con
pérdidas fijas; sin embargo, la mortalidad en peces puede aumentar rapidamente, causando

pérdidas significativas (Torres y Fajardo, 2011).

2.8. CANELA (Ocotea quixos)

Es una especie amazonica que en los Gltimos afios esta siendo aprovechada, en una
diversidad de usos, ya que tradicionalmente se utiliza la corteza interna de las ramas
obteniendo varios beneficios de ella, como son: medicinas, alimentos, materiales para la
construccién de casas, canoas, colorantes, ingredientes u otros, se encuentra distribuida en
Colombia y Ecuador es utilizada en la industria de alimentos como especia, también se
aprovecha el caliz de la flor deshidratado o ishpink, para la elaboracion de artesanias (Torres,
2014).

2.9. CLAVO DE OLOR (Syzygium aromaticum)

Es un arbol que puede alcanzar los 15 m de altura originario de los climas tropicales, el cual
representa una de las fuentes més ricas de compuestos fenolicos con sus propiedades
antibacteriales, anestésicas, afrodisiacas, analgésicas, antiespasmadicas y estimulantes. Uno
de los compuestos claves para sus capacidades medicinales es el eugenol, un compuesto que
previene la coagulacion de la sangre, por lo que favorece la salud cardiovascular (Diaz,
2016).

2.10. ACEITES ESENCIALES

Son liquidos con escasa solubilidad en agua, solubles en alcoholes y en disolventes
organicos, generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plantas y que son importantes en la industria

cosmética, de alimentos y farmacéutica (Sierra, Barros, GOmez, Mejia, y Suarez, 2018).

2.10.1. ACEITES ESENCIALES COMO
TERAPEUTICO EN PISCICULTURA

El aumento por la demanda del uso de productos anestésicos a costo razonable, faciles de
adquirir y seguros tanto para el manipulador como para el medio ambiente, es una de las

grandes busquedas actuales, siendo los aceite esenciales, derivados de plantas, una fuente

16



que ha demostrado ser una alternativa factible, que cumple con los requisitos sefialados y
han sido usados experimental y cotidianamente en la reduccion del estrés en peces durante
los procedimientos de captura y manejo (Souza, Baldissera, Baldisserotto, y Lopez, 2019;
Vieira, 2017).

Otra aplicacion préactica de los aceites esenciales, es su poder antimicrobiano; asi de acuerdo
a San Martin, Gallardo, Lara, y Medina, (2015) mencionan un conjunto de medidas y

recomendaciones para el uso prudente de antimicrobianos, como:

e Mantener la eficacia de los antimicrobianos

e Proteger la salud y el bienestar de los animales.

e Evitar la seleccion y diseminacion de bacterias resistentes o determinantes de
resistencia antimicrobiana.

e Entregar productos alimenticios de origen animal inocuos para la poblaciéon humana.

El uso de aceites esenciales consiste en la sedacion suave, para reducir el estrés durante la
manipulacion y procedimientos no invasivos como pueden ser: medidas de su longitud, peso
corporal y transporte; en caso de tener poder antimicrobiano es mas pertinente su uso, pues
asi se puede prevenir infecciones. La anestesia, en cambio, permitiria realizar
procedimientos invasivos en un determinado tiempo con su respectiva recuperacion (Millan
etal., 2012).

2.10.2. ACEITE DE CANELA (Ocotea quixos)

Es extraido del tallo y hojas siendo un liquido color marrdn palido, espeso, picante y a la vez
dulce, teniendo un aroma diferente a cualquier canela coman, tiene los niveles mas altos de
humuleno alfa de cualquier aceite esencial y tiene propiedades limpiadoras, su principio
activo es el B-Cariofileno, molécula con propiedades antiinflamatorios y repercusiones

analgésicas (Radice et al., 2017).

2.10.3. ACEITE DE CLAVO DE OLOR (Syzygium

aromaticum)

Es un compuesto fendlico producto de la destilacion de las hojas, tallos y flores de la planta,
siendo un liquido transparente de olor muy intenso, el eugenol es su principio activo cuya

concentracion oscila entre 85 y 95% de su composicion total segun (Ajila, 2019)
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CAPITULO III

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1. LOCALIZACION

El proyecto se realizé en el km 7% de la via Puyo-Arajuno, al este de la ciudad del Puyo,
parroquia Diez de agosto, Provincia de Pastaza, region amazonica ecuatoriana, a una altura
de 596 msnm, temperatura oscila entre los 21°C a 22°C, pluviosidad de 4700 mm anuales y
humedad relativa entre 93 % (CDTER, 2015).

Figura 1. Ubicacion de la parroguia 10 de Agosto, en la provincia de

Pastaza

Fuente: CDTER, (2015).

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de tipo experimental, determindndose la viabilidad de aplicaciones
sedativas y antimicrobianas del aceite esencial amazonico sobre juveniles de Piaractus

brachypomus.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION
3.3.1. ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se selecciond 75 ejemplares juveniles de P. brachypomus con un peso de 300+12 gramos.

El material biologico se obtuvo de empresas locales de la Provincia de Pastaza.

19



3.3.2. MANEJO DE INSTALACIONES

Los animales fueron mantenidos en nueve acuarios experimentales, construidos con vidrio
de 10 mm de grosor, y una capacidad de 75 litros, para su aclimatacién y adaptacion.

Cada unidad experimental fue un micro acuario con capacidad de 5 litros (Anexo fig.1),
donde se transfirieron individualmente los peces juveniles para someterlos a los tratamientos
experimentales mediante bafios de inmersion. Luego, los especimenes, fueron trasladados a
acuarios de recuperacion. Las instalaciones estuvieron aireadas mediante piedras difusoras

y monitoreadas siguiendo el método descrito por Lopes et al., (2018).

3.3.3. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron 2 experimentos, uno de accién anestésica y otro de accion antimicrobiana. La
accion anestésica fue determinada mediante tratamientos de control positivo con EOSA,
control negativo con etanol y evaluacion con EOOQ a tres niveles de concentracion con tres
repeticiones (Lopes et al., 2018). La accion antimicrobiana fue determinada con pruebas de
desafio con tres repeticiones de animales infectados por el agente patdgeno Saprolegnia sp
que fueron tratados terapéuticamente mediante tratamientos de control positivo con
ciprofloxacina, control con EOSA, evaluacion con EOOQ y control negativo con etanol
haciendo una adaptacion de Carraschi et al., (2018).
Cada interaccién tratamiento-nivel fue considerada como un experimento, asi el anélisis de
datos considerd un disefio completamente aleatorizado, en el que la unidad de muestreo fue
cada animal sometido a los agentes sedativos y antimicrobianos evaluados.
Para el manejo de los datos y el analisis estadistico se utilizo6 el software por SPSS® version
25, realizandose tres tipos de andlisis estadisticos: a) estadistica descriptiva mediante
gréaficos de cajas y bigotes, b) regresién lineal; y, c) dicotomica de probabilidad PROBIT.
Los ensayos experimentales consistieron en la exposicion de los peces a un periodo de 30
minutos a los agentes descritos para determinar:

- Tiempo de induccidn a la anestesia,

- Tiempo de recuperacion,

- Frecuencia ventilatoria de los animales,

- Evaluacion de la calidad del agua antes de la aplicacién del agente experimental y

de 6 horas posterior a la exposicion del pez.

20



3.3.4. VARIABLES A MEDIR
3.3.4.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Tratamientos quimicos (anestésicos y antimicrobianos):
- Aceite esencial de canela, Ocotea quixos (EOOQ).
- Aceite esencial de clavo, Syzygium aromaticum (EOSA).
- Control positivo con Azul de metileno (para prueba de desafio)
- Control negativo con etanol
- Infeccidn por Saprolegnia sp

3.3.4.2. VARIABLE DEPENDIENTE

- Niveles de sedacion (Tablal)

- Tiempo de recuperacion (Tabla2)

- Frecuencia ventilatoria

- Control de infeccion por Saprolegnia sp
- Mortalidad / Sobrevivencia

Tabla 1. Composicion quimica de los EOs

Composicion (%)

Tratamiento Aceite esencial Agente principal max. min.
TC- Ninguno Ninguno - -
TC+ Aceite de clavo Eugenol 87 49

(Syzygium aromaticum) Acetato de Eugenilo 21 0,5
Caryophyllene 21 4

T1 Aceite de Canela -Caryophyllene 28,2 10,1

(Ocotea quixos) trans-Cinnamaldehyde 16,6 51

trans-Cinnamyl acetate 11,4 10,0

A-Cadienene 3,1 3,1

1,8-Cineole 11,4 11,4

Eremophylene 8,2 8,2

Geranial 5,6 5,6

o-Humulene 14,3 10,1

trans-Methylisoeugenol 11,9 11,9

Methyl cinnamate 19,5 7,0

a-Pinene 9,4 4,3

Sabinene 7,6 4,6

B-Selinene 10,4 50

Fuente: Radice et al., (2017; Sacchetti et al., (2005); Scalvenzi et al., (2019)
Fueron aplicados 3 niveles de 100, 400 y 800 ul/l a cada tratamiento.
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3.4. CONDICIONES DE MANEJO
3.4.1. PARAMETROS DE CALIDAD DE AGUA

Los animales fueron mantenidos en acuarios cuyo ambiente estuvo saturado de oxigeno
mediante difusores, ademas de filtros para eliminar impurezas en cada unidad (Lopes et al.,
2018). Los parametros de calidad del experimento fueron: temperatura 26°C; pH 7,5; NHa4

5mg.I"; POs 2mg.I*, Ca 120mg.I"t como dureza (Anexo fig. 2 y 3).

3.4.2. MANIPULACION DEL CULTIVO
EXPERIMENTAL

Los animales fueron adaptados por un lapso de 15 dias luego de su llegada a las instalaciones
experimentales, en sus respectivos acuarios, previo a la aplicacion de los ensayos
experimentales. Se uso un protocolo previo de sometimiento de ayuno por 24 horas como
preparativo para la aplicacion del experimento de anestesia (EOSA y EOOQ) descritos
anteriormente (Anexo fig. 4). Luego de esta primera evaluacion, se realizo la induccion de
infeccion de Saprolegnia sp (micosis piscicola) mediante manipulacion estresante a 23°C
adaptando la metodologia de Carraschi et al., (2018). La duracion total del mantenimiento

en acuarios fue de 4 semanas.

3.5. INDUCCION Y RECUPERACION DE ANESTESIA

La evaluacion del tiempo de induccion y recuperacion de la anestesia se realizo en seis
acuarios de 5L de agua, aireados continuamente (Anexo fig. 5). Los animales fueron
expuestos a concentraciones de 100; 400; 800ul/I del EOOQ), previamente diluido en etanol
(1:10). Se realizo experimentos control positivo con EOSA diluido en etanol (1:10) en el
mismo nivel de concentracion del tratamiento experimental; ademas de un control negativo
solo con alcohol.

El tiempo méaximo de exposicion al aceite fue de 30 minutos y sélo se utilizé un pez por
acuario, y cada animal fue utilizado sélo una vez.

Se monitoreo la etapa de induccion de anestesia con sus respectivos niveles segun una matriz

de observacion cronometrada (Tabla2) de P. brachypomus, adaptado de Vargas, (2017)
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Tabla 2. Etapa de anestesia utilizada para verificar el efecto sedativo con

sus niveles de P. brachypomus.

Estado Criterio de evaluacion
clinico Movimiento  Reflejos Equilibrio Tono Respiracion
muscular
0 Normal Nado activo  Adecuado Normal Normal Normal
1.1 Normal Respuesta Normal Normal Normal
S leve disminuida
1.2 -j-E profunda  Disminucion Leve Alteracion  Disminucion  Disminucién
@ respuesta leve leve leve
2.1 Con cambios Leve Perdidade  Disminucién Puede
2 leve de posicién repuesta equilibrio moderada aumentar
2.2 g Ausente Estimulos Ausente Disminucién  Disminucion
< profunda vibratorios moderada moderada
3.1 leve Ausente Respuesta Ausente Disminucion  Disminucion
-g al dolor moderada moderada
3.2 g Ausente Analgesia Ausente Disminucion  Disminucion
< profunda moderada moderada
4 Colapso Ausente Ausente Ausente Ausente Disminuida
medular (muerte)

Fuente: Vargas, (2017).

Después de la induccidn, los juveniles fueron transferidos a acuarios libres de anestesia, para

la observacion del tiempo de recuperacion (Anexo fig. 1),

el cual serd inverso a la induccién de la anestesia:

Tabla 3. Estados de recuperacion

Estado

Caracteristica

Inmovilidad, pero movimiento opercular

Movimientos corporales incoordinados y movimiento opercular

Movimiento normal

Fuente: (Vargas, 2017).
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3.6. EVALUACION DE LA FRECUENCIA
VENTILATORIA

La frecuencia ventilatoria se cuantificO mediante identificacion visual de 20 movimientos

operculares sucesivos y su tiempo de ejecucion a través de un cronémetro.

3.7. PRUEBA DE DESAFIO PARA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

El ensayo de desafio se realizd para evaluar el control de la infeccidn por Saprolegnia sp. La
micosis fue generada por manipulacion de los animales a baja temperatura, identificando la
formacion de micelios visibles sobre el tejido tegumentario de los individuos
experimentales. Se valoro el control de la curacidn contrastando las observaciones con un
control positivo de Azul de metileno 0,5 mg.It, un control de EOSA vy el agente a evaluar

EOOQ en la misma dosificacion del ensayo anestésico.

3.8. DETERMINACION DE DOSIS SEGURA

Se realizé mediante el calculo de la DLso (dosis letal 50). Se utilizo la estimacion del modelo
Probit, que a través de andlisis de probabilidad dicotdmica (sobrevivencia / mortalidad)
permitid la identificacion de las concentraciones en las cuales EOOQ puede causar riesgo de

mortalidad en sus aplicaciones.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto anestésico de EOOQ se demuestra mediante la respuesta de los animales sometidos
a su aplicacion; asi, los juveniles de Piaractus brachypomus tuvieron una respuesta gradual

segun la concentracion de aceite esencial aplicado, expuestos en la Figura 2.

Figura 2. Evaluacion de estados clinicos de los EOs.
Los tiempos registrados con diferentes concentraciones segtn la Tabla 4 muestra diferencias
significativas obteniendo a EOSA con una dosis de 400 pl. It la induccion y recuperacion
mas rapida.
Tabla 4. Eventos conductuales de induccion y recuperacion a la anestesia en

juveniles de P. brachypomus.

Concentracion EOSA EOOQ
Lty e tiempo (minutos) - - - - - -
Induccion Recuperacion Induccidon Recuperacion
100 n.a 0,3+0,012 13,33 £1,53¢ 11,0 +£2,0%¢
400 4,0 £2,65% 8,0 +£5,29° 6,0 £0,5% 12,67 +4,04"
800 2,67 +0,58% 15,0 £3,0° n.a n.a

Nota: superindices muestran grupos con diferencia significativa por ANDEVA con

discriminacion a posteriori de Duncan con p<0,05. / n.a = no aplica
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Los animales de este ensayo se evaluaron segln la Tabla 2 mencionada por Vargas, (2017),
asi en la Figura 2 se observa que los 36 individuos fueron expuestos durante 30 minutos a
concentraciones de EOOQ y EOSA con dosis de: 100pl.1"t 400ul.1™t y 800ul.1* disueltos en
etanol. Dosis de 100pl.I"t con EOOQ producen un estado de anestesia profunda (valor 3.2) a
los 13,33+1,53min, con menor ritmo opercular a diferencia de EOSA que llega solo al estado

de sedacion leve (valor 1.1) en la que se mantiene durante los 30 minutos de exposicion.

Dosis de EOOQ y EOSA a 400pl.I"t generan un estado de anestesia profunda (valor 3.2) a
los 6,0 £0,5min con EOOQ mientras que EOSA a 4,0 +2,65min. En la dosis 800pl.I* la
aplicacion de EOOQ provoca colapso medular (valor 4), es decir la muerte de los individuos,
en tan s6lo un minuto de exposicion, mientras EOSA logra anestesia profunda (valor 3.2) a
los 2,67+0,58min. Ademas se debe mencionar que los animales sometidos a etanol como
control negativo no evidenciaron cambios en su comportamiento o algin estado anestésico
0 toxico, similares a los reportados por Marin-Mendez, Torres-Cortes, Naranjo-Suarez,

Chacon-Novoa, y Rondon-Barragan, (2012) y Lopes et al., (2018).

Segun Ross, Ross, y Ross, (2008), un anestésico eficiente es aquel que puede tener un efecto
en bajas dosis, en un tiempo minimo y su recuperacion es rapida; al comparar los datos
obtenidos con Roubach, Gomes, Ledo Fonseca, y Val, (2005), se observa que el tiempo de
induccion y recuperacion en juveniles de 57,6 +7,72g a una dosis de 100mg.I* es de 2,28
+0,47min y 9,25 £3,81min respectivamente, datos que estan cercanos a los obtenidos en el
presente experimento, considerando que los animales empleados fueron de un peso
significativamente superior. Otros resultados orientan a que si bien no se puede llegar a la
sedacion profunda, este efecto podria ser narcético para facilitar el manejo y transporte con
dosis variadas de diversos aceites esenciales como ha sido la aplicacion de EOSA (Souza et

al., 2019), por otro lado no se reporta usos de EOOQ en la literatura a disposicion.
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La recuperacion de los individuos se realizé observando y midiendo el tiempo de traspaso
de un estado de recuperacion a otro segun la Tabla 3 citado por Vargas,(2017).

Con el fin de lograr el efecto de recuperacion, los juveniles fueron transferidos a acuarios
libres de anestesia. Asi, tal como se puede apreciar en la Figura 3, los tiempos registrados,

muestran que los peces a concentraciones mas altas necesitan mayor tiempo de recuperacion.

Figura 3. Evaluacion del estado de recuperacion.

Asimismo, se observa que entre los 8 a 15min los animales estan totalmente recuperados, a
pesar que este periodo es heterogéneo, siendo diferente para cada aceite y cada nivel de
concentracion (ver Tabla 4) aunque es mas rapida en EOSA que en EOOQ. Estas diferencias
se podrian explicar segin Ross et al., (2008) por la variabilidad fisiol6gica individual.

Se debe poner especial atencion a que los tiempos de recuperacion, obtenidos en este estudio
son mas lentos, comparados con otros agentes anestésicos, como 2-fenoxietanol, benzocaina,
quinaldina y metasulfonato de tricaina probados por Velasco-Santamaria, Palacios-Ruiz, y
Cruz-Casallas, (2008).

Otras aplicaciones de Eugenol mencionadas por Perez-Ribeiro etal., (2010) con P.
brachypomus con el doble del tamafio del presente estudio (716,18+89,41g) a dosis de 120ul.

I muestran tiempos de recuperacion mas rapidos de aproximadamente 2,30min.
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La frecuencia ventilatoria fue expresada como movimientos operculares por minuto (mov-
op.min™) realizada cada 10 minutos durante la exposicion a los agentes anestésicos y en los
cambios de estado de recuperacion, la Figura 4 muestra que los movimientos operculares

tienen un descenso al inducir la anestesia.

Figura 4. Frecuencia opercular en anestesia y recuperacion de EOOQ.

Asi, la regresion lineal en el grafico de dispersion de la figura 4, refleja un comportamiento
ventilatorio que se acerca a un modelo matematico polindbmico cuadratico con coeficientes
de regresion R? de 0,860 para 100ul.I’t; y 0,772 para 400ul.l’t, ambos casos significativos
(p>0,05), es decir hay un periodo previsible de induccién y recuperacién a las dosis
mencionadas, mientras para 800ul.I no hay respuesta debido a colapso medular y

mortalidad ocasionada a esta concentracion.
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La Figura 5 sigue el patrén anteriormente observado en la Figura 4, con un descenso en el
movimiento opercular menos pronunciado y coeficientes de regresion R?, con 0,137 para
400ul.I'y 0,590 para 800ul.I"t ambos sin una correlacion claramente determinada. Ademas,

en el caso de la dosis de 100ul.I't, no hubo una induccidn a anestesia profunda.

Figura 5. Frecuencia opercular en anestesia y recuperacion de EOSA.

Lopes et al., (2018) reportan que en el bagre Rhamdia quelen de 17,88 + 3,42g inducido a
anestesia con una dosis de 100pl.1 de aceite esencial de Citrus x aurantium; presento valores
iniciales de 28,5+0,6 mov-op.min?, y después de 30 minutos de tratamiento una leve
disminucion a 27,3+1,3 mov-op.min™?, estimaciones sumamente bajos comparados a los
obtenidos en el actual experimento, pues se tiene valores iniciales en torno a los 95 mov-
op.min* | descensos pronunciados con EOOQ cercanos a los 10 mov-op.min y descensos
leves con EOSA minimos de 35 mov-op.min y valores de recuperacion muy similares a los
iniciales. La discrepancia numérica con Lopes et al., (2018), se podria deber a que los valores
aqui expuestos fueron transformados de manera estandar en cantidad de movimientos
operculares por minutos, mientras ellos destacan el registro cronométrico en segundos de 20
movimientos operculares sin transformacion aparente alguna; lo cual es corroborado por los
datos de Velasco-Santamaria etal., (2008), quienes reportan intervalos de frecuencia

opercular en una escala similar de valores que los obtenidos en esta investigacion.
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La prueba de desafio demostré en la figura 6 el poder curativo de ambos EOs ante
Saprolegnia sp con mayor eficacia de EOOQ en la dosis de 400ul.I'* con un tiempo de
72horas animal totalmente recuperado, a comparacion con EOSA en 400ul.I"* no se curé por
completo en el mismo tiempo mencionado anteriormente.

Eugenol 800ul Eugenol 400ul Eugenol 100ul Control positivo ...
5!

) ﬁ$$$?$ _&ﬁé

0 quixos 800ul 0 quixos 400ul 0 quixos 100ul Control negativo
5 | -— -— -— -
47 é
31
| & a
17 -

Infec 24h 48h 72h Infec 24h 48h 7zh Infec 24h 48h 7Zh Infec 24h 48h 72h

Grado de severidad por Saprolegnia sp

Tiempo de desarrollo de la Infeccién

Figura 6. Grado de severidad por Saprolegnia sp

Segln Torres y Fajardo, (2011) la saprolegniosis se manifiesta mediante la formacién de un
revestimiento de hifas que Saprolegnia sp causa a peces generando mortalidad rapidamente
y causando pérdidas econOmicas significativas. Ademds, es un organismo saprofito
oportunista que suele aparecer cuando los animales se someten a descensos de temperatura
y manipulacion (Carraschi et al., 2018); por tanto la infeccién que se puede reproducir con
cierta facilidad para la realizacion de pruebas de control.

De acuerdo con Millan et al., (2012); y Souza et al., (2019), los aceites esenciales tienen un
poder antimicrobiano, demostrando ser una alternativa viable para reducir el estrés durante
la manipulacién y procedimientos no invasivos. Los resultados aqui expuestos en la figura
6, demuestran un sensible descenso de la infeccién por Saprolegnia sp, tanto con EOSA
como EOOQ. Coherente con la actividad antimicotica in vitro reportada para EOOQ por
Noriegay Dacarro, (2008); y Scalvenzi, Yaguache-Camacho, Cabrera-Martinez, y Guerrini,
(2016), y antimicrobiana para EOSA por (Diaz, 2016); siendo esta investigacién la primera

aplicacion in vivo para peces nativos de cultivo como P. brachypomus.
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A partir de los resultados obtenidos de EOOQ se estimé una dosis letal 50 (DLsg) de 597ul.1I°
'y una dosis segura de 316pl.1"%, con la prueba estadistica Probit con una confianza del 95%
(X%, 9 =0,103; p<0,05), (Figura 7).

Figura 7. Andlisis Probit

Al respecto Marin-Mendez et al., (2012), reportan la aplicacién de Eugenol a diferentes dosis
exponiendo alevines de P. brachypomus (3,5+0,5g) durante 96 horas segun el protocolo de
la OECD (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos), estimando una
dosis letal 50 (DLso) de 18pl.It, mientras no hay reportes de estimaciones con EOOQ. Asi,
los valores mencionados, se contrastan con la DLso de EOOQ estimada en 597pl.1" (p<0,05),
la cual es muy superior considerando dosis altas en exposiciones agudas de maximo 30

minutos, ya que el objetivo fue determinar la aplicacidn segura para la acuicultura.

La actividad anestésica identificada de EOOQ se la atribuye a uno de sus componentes
principales llamado B-Cariofileno, molécula con propiedades antiinflamatorios sin ser de
naturaleza esteroidal mencionado por Scalvenzi et al., (2016). Las acciones

antiinflamatorias, tienen repercusiones analgésicas, antipiréticas e inhibidoras de plaquetas;
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blogueando la sintesis de prostaglandinas como es el sistema GABA de acuerdo a Brown,
(2010); Ryan, Griffin, y Connor, (2011).

En cuanto a la actividad antimicrobiana, esta puede ser el resultado de una compleja
interaccion en la mezcla de lo aceites esenciales de O. quixos segun el estudio de Noriega y
Dacarro, (2008), como son los derivados del acido cinamico y sus variantes como como el
cineole también conocido como eucalipto y de uso antiséptico como enjuague bucal (Diaz,
2016).
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales Ocotea quixos y Syzygium aromaticum son efectivos bajo
distintas dosis logrando induccion anestésica de juveniles de P. brachypomus, asi
como el tiempo de recuperacion depende de la dosis de exposicion.

Ocotea quixos tiene propiedades anestésicas que pueden ser atribuibles a su
contenido de B-cariofileno; mientras que su poder curativo ante la Saprolegniosis se
atribuye al cineole y derivados del acido cinamico.

Dosis de 800ul.I"t de Ocotea quixos alcanza un nivel de actividad muy alta lo que
determina colapso medular y por tanto la muerte de los animales expuestos. Este
fendmeno contribuyd para establecer el calculo de DLsg y la dosis segura de 316ul.I
! (confianza del 95%) y con esto aplicaciones sedativas y antimicrobianas en P.

brachypomus.

6. RECOMENDACIONES

Investigar otras alternativas de anestésicos para tener mas herramientas disponibles
gue nos ayuden a mejorar el proceso de manipulacion de los peces.

Utilizar dosis de hasta 300ul.1"t de EOOQ, que asegura, segin los datos presentados,
tanto poder anestésico como antimicrobiano en peces de la especie P. brachypomus.
Profundizar los estudios de toxicidad en peces de aceites esenciales amazdnicos

como un modelo bioldgico que identifica riesgos en su utilizacién practica.
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CAPITULO VII

8. ANEXOS
8.1. REGISTROS FOTOGRAFICOS

Figura 1. Unidad experimental

Figura 2. Test profesional analisis de agua
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Figura 3. Muestreo de agua

Figura 4. Colocacion del anestésico

38



Figura 5. Pez en fase de sedacion

Figura 6. Pez en fase de anestesia
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Figura 7. Pez en recuperacion

Figura 8. Aceites esenciales
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