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ABSTRACT 

 

Aquaculture growth will unavoidably involve the implementation of innovative 

and sustainable production strategies, whereas functional feeds are among the most 

promising strategies in terms of animal health and welfare management. A broad 

spectrum of phytogenics has been gaining interest in aquafeeds due to their growth-

promoting, antimicrobial, immunostimulant, antioxidant and anti-inflammatory 

properties. Although the impact of phytogenics on fish immunity has been 

extensively evaluated, most studies fail in addressing the mechanisms underlying 

their beneficial effects on the animal. In this context, the set of studies presented in 

this thesis aims to provide insights on the impact of a combination of phytogenic 

additives obtained from two medicinal plants, the sage and the lemon verbena (10% 

ursolic acid; 3% other triterpene compounds; 2% verbascoside; <1% polyphenols), 

and a third one obtained from olive fruit (10% olive bioactive compounds; 8% 

triterpenic compounds; 2% polyphenols), on growth performance, immune 

response, both systemic and local, and resistance to infectious diseases in fish. For 

this purpose, two model aquaculture species were used, the gilthead seabream 

(Sparus aurata), the main Mediterranean farmed species, and the Atlantic salmon 

(Salmo salar), the most important aquaculture species in the world in terms of 

economic value. The overall analysis of the results indicated that dietary 

supplementation of extracts of a mixture of sage and lemon verbena (0.1%) and olive 

fruit (0.15%) promoted both innate and adaptive immunity in gilthead seabream 

and Atlantic salmon. Significant improvements in productive performances such as 

weight gain were observed in gilthead seabream, whereas concerning feed 

conversion ratio, they were observed in both species. In addition, both phytogenics 

protected Atlantic salmon smolts by improving the cumulative survival when fish 

were challenged with Aeromonas salmonicida, the causative agent of furunculosis in 

salmonids. On the other hand, it has also been shown that, in the gilthead seabream, 

the combined administration of sage and lemon verbena promoted intestinal 
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integrity, while at the level of local immunity, both phytogenics proved to be 

beneficial. The overall results presented in this doctoral thesis indicate that both 

phytogenics, the combination of sage and lemon verbena extracts and the olive fruit 

extract, can be used by the aquaculture industry as zootechnical additives with 

immunomodulatory properties, besides being an effective, safe, and 

environmentally eco-friendly tool to be used as a prophylactic strategy against 

infectious diseases and as an alternative to antimicrobial compounds. 

 

Keywords: Feed additives, phytogenics, sage, lemon verbena, olive fruit, 

aquaculture, Sparus aurata, Salmo salar, Salvia officinalis, Lippia citriodora, Olea 

europaea, functional networks, interactome, Aeromonas salmonicida, challenge 
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Introducción 
 

1. Crecimiento y retos del sector acuícola 

 

1.1 Tendencias mundiales de la acuicultura, retos y sostenibilidad 

La creciente demanda mundial de alimentos sanos y nutritivos, como el pescado y 

los mariscos, derivado del crecimiento demográfico mundial, el aumento de renta 

per cápita del consumidor y los cambios en los patrones de consumo, es un reto 

actual y a futuro que depende en gran medida del crecimiento del sector de la 

producción acuícola. Según en el último informe publicado por la Organización de 

las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), la producción 

acuícola mundial en 2019 fue de 120,1 millones de toneladas, un 3,6% más que en el 

año anterior (FAO, 2021). La producción acuática ha crecido continuamente durante 

las últimas tres décadas a una tasa media anual del 2,5%, superando incluso la tasa 

de crecimiento de la población mundial del 1,6% (FAO, 2020). Según esta 

organización, el consumo mundial de productos acuáticos per cápita ha pasado de 

9,9 kg en 1961 a 20,5 kg en 2018, creciendo aproximadamente un 1,5%. Por sexto año 

consecutivo, la producción acuícola en 2018 superó a los productos pesqueros en el 

mercado en 17,1 millones de toneladas. En el contexto del aumento previsto del 

consumo de productos acuáticos, la producción acuícola tendrá que crecer en 

paralelo durante las próximas décadas, al tiempo que se cumplan los Objetivos de 

Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda 2030. Para proporcionar beneficios 

sociales y medioambientales, es aconsejable y necesaria la adopción de nuevos 

sistemas de producción acuícola, así como promover su sostenibilidad. La rápida 

expansión de la acuicultura aumenta su propia vulnerabilidad con muchos desafíos 

que obstaculizan el desarrollo del sector, en algunos casos socavando su capacidad 

para lograr los resultados sostenibles necesarios, y afectando así negativamente a la 

opinión de los consumidores y redundando a la vez sobre la credibilidad del sector 
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(Naylor et al., 2021). Esto viene dado por una serie de factores que terminan 

contribuyendo a esta situación, entre ellos la mayor adopción y aplicación de la 

normativa medioambiental, la disminución de las ganancias de productividad, el 

aumento de los brotes de enfermedades de los animales acuáticos relacionados con 

las prácticas de producción intensiva, y todas las limitaciones asociadas al cambio 

climático (FAO, 2020).  

En este contexto, los expertos consideran que factores como los sistemas de 

producción intensivos y el cambio climático favorecen la aparición de brotes de 

enfermedades donde los animales son más propensos al estrés y a la 

inmunosupresión, lo cual conlleva a la propagación de patógenos más virulentos. 

Esto hace que las enfermedades de los animales acuáticos sean uno de los 

principales riesgos para la industria y uno de los principales factores limitantes para 

el crecimiento y desarrollo sostenible de la acuicultura (Reverter et al., 2020; Naylor 

et al., 2021). Además, los modelos asociados al cambio climático estiman que está 

previsto que patógenos que causan enfermedades nuevas y/o desconocidas, surjan 

y se propaguen rápidamente, causando brotes y grandes pérdidas de producción 

cada tres o cinco años (FAO, 2020). Además, los cambios de temperatura y los 

fenómenos meteorológicos pueden afectar negativamente a la calidad del agua y 

aumentar la transmisión de enfermedades infecciosas, además de contribuir a la 

expansión de su distribución geográfica (Reverter et al., 2020; Naylor et al., 2021). 

Con el fin de prevenir los brotes de enfermedades, el uso profiláctico indiscriminado 

de antibióticos y productos químicos asociados a las prácticas de la acuicultura 

intensiva aún persiste en algunos de los principales países productores de 

acuicultura, si bien es notable mencionar que se ha observado un cierto descenso en 

su uso en los últimos años (Lulijwa et al., 2020; Schar et al., 2020). El problema radica 

que en el uso recurrente de estas terapias trae consigo graves efectos secundarios en 

el sistema acuícola, no sólo por comprometer la inmunidad de los animales, sino 

también por la potenciación a la aparición de bacterias resistentes a los antibióticos, 

así como también efectos negativos relacionados con la seguridad alimentaria y 

salud del consumidor (Reverter et al., 2020). En la Unión Europea (Reglamento  
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1831/2003/CE), la prohibición de los antibióticos como promotores del crecimiento 

en los alimentos para animales debido a las amenazas de resistencia a los 

antibióticos ha obligado a la industria de producción animal a adoptar 

producciones libres de uso de antibióticos (Vincent et al., 2019; Reverter et al., 2020). 

Esto unido al desarrollo de estrategias alternativas y/o complementarias más 

sostenibles para reducir el uso de fármacos quimioterapéuticos en la acuicultura 

(Dawood et al., 2018). 

Este escenario actual en el cual se encuentra el sector acuícola trae consigo una 

responsabilidad hacia la mejora de su sostenibilidad ambiental y económica de esta 

industria. Por lo tanto, para resolver con éxito los grandes retos a los que se enfrenta 

el sector; la investigación y las iniciativas innovadoras deben dirigirse a optimizar 

su eficiencia y productividad, tanto en sistemas pequeños, de medio y de gran 

escala, como así también fuerzas impulsoras que apoyen el crecimiento sostenible 

de esta industria. 

 

2. Aditivos funcionales para piensos como profilácticos 

sostenibles en la acuicultura 

El uso tradicional de quimioterapéuticos en la acuicultura está disminuyendo y 

evolucionando hacia alternativas más sostenibles, pues el uso sostenido en el 

tiempo de agentes antimicrobianos genera la aparición de cepas patógenas 

resistentes, tienen un notable impacto medioambiental y genera residuos de estos 

compuestos en los peces lo que conlleva problemas de seguridad alimentaria 

(Romero et al., 2012; Salin & Ataguba, 2018; Asif et al., 2018). Estas preocupaciones 

han fomentado el desarrollo de métodos fiables, seguros y respetuosos con el medio 

ambiente para prevenir las enfermedades, como por ejemplo son los piensos 

funcionales y las vacunas. Sin embargo, y aunque la vacunación ha demostrado ser 

una excelente herramienta de prevención en algunos sectores de la acuicultura, aún 

es una técnica utilizada en casos específicos para un patógeno en concreto y que a 

su vez requiere de un claro diagnóstico de la enfermedad, presentando una eficacia 
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limitada contra las infecciones por múltiples agentes. Además, el tiempo y los costes 

asociados al desarrollo de vacunas pueden limitar su disponibilidad y aplicación a 

un amplio repertorio de organismos patógenos, lo que hace que en la actualidad no 

existan vacunas eficaces contra varias enfermedades de importancia económica, 

como las infecciones víricas y parasitarias (Miccoli et al., 2021).  

Dado que los brotes de enfermedades están íntimamente relacionados con el estado 

fisiológico e inmunológico del animal, la aplicación de estrategias nutricionales 

funcionales, como el uso de aditivos zootécnicos con propiedades 

inmunoestimulantes como herramientas profilácticas sostenibles para mejorar la 

gestión de la salud de los peces en las piscifactorías, ha ganado una considerable 

atención en la última década (Vallejos-Vidal et al., 2016; Pérez-Sánchez et al., 2018). 

Además de beneficiar el crecimiento de los peces y la eficiencia de la alimentación, 

los alimentos funcionales pueden promover la inmunidad y el bienestar de los 

peces. Estos beneficios se obtienen a partir de la inclusión de ingredientes 

específicos y/o compuestos bioactivos que tienen como objetivo promover 

funciones específicas en el organismo que mejoran la capacidad inmunitaria de los 

peces frente a brotes infecciosos (Dawood et al., 2018). En la actualidad hay un gran 

número de aditivos o suplementos para piensos, como probióticos, prebióticos, 

simbióticos, inmunoestimulantes postbióticos, nucleótidos, fitogénicos y vitaminas 

y minerales, que se pueden incluir en los piensos funcionales (Figura 1). A 

continuación, se describe un breve resumen de sus propiedades y funciones en el 

organismo de las especies acuáticas. 
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Figura 1. En el diseño de los piensos funcionales, se puede utilizar una amplia gama de 
aditivos zootécnicos para mejorar el rendimiento de los peces más allá de los requisitos 
nutricionales de la especie para mejorar el crecimiento y la utilización del alimento. Estos 
piensos funcionales están especialmente diseñados para favorecer la salud y la resistencia 
al estrés de las especies acuáticas de cultivo. Los probióticos, los prebióticos, los simbióticos, 
los inmunoestimulantes postbióticos, los nucleótidos, los fitogénicos y las vitaminas y los 
minerales son algunos de los aditivos funcionales para piensos actualmente disponibles 
para su inclusión en los alimentos acuícolas.   

 

 

En la acuicultura, los probióticos son microorganismos vivos, 

muertos o un componente de los mismos que se administran 

por vía oral a través de la dieta o directamente en el agua de 

cultivo, lo que confiere beneficios para la salud del huésped al 

mejorar la resistencia a las enfermedades, el estado de la salud, el rendimiento 

del crecimiento, la utilización de los alimentos, la respuesta al estrés o el vigor 

general del animal. Estos beneficios para la salud se consiguen, al menos en parte, 

mediante la modificación de las comunidades de la microbiota del huésped y del 

entorno (Simón et al., 2021). La categoría de probióticos puede incluir diferentes 
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bacterias, bacteriófagos, microalgas y levaduras, que se han utilizado 

ampliamente en la acuicultura como soluciones mono o multicepas a través de 

suplementos en la dieta o aplicaciones en el agua. Los probióticos comúnmente 

utilizados en la acuicultura incluyen miembros de los géneros Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, 

Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas, Clostridium y Saccharomyces. Los 

probióticos multiespecies pueden ser más eficaces que los probióticos de una sola 

cepa, ya que las diferentes cepas presentes en los probióticos multiespecies 

aumentan la posibilidad de que sobrevivan en el intestino y por ende ejercer un 

efecto sinérgico más fuerte en el huésped (Butt & Volkoff, 2019).  

Los beneficios para la salud promovidos por los probióticos en la acuicultura han 

sido ampliamente revisados (Hoseinifar et al., 2018; Dawood et al., 2019; 2020). 

La capacidad de los probióticos para promover y/o mejorar la salud está 

relacionada con su capacidad para estimular la respuesta inmunitaria del 

huésped e inhibir el crecimiento de bacterias patógenas. Los probióticos pueden 

interactuar con otras bacterias entéricas o antagonizarlas resistiendo la 

colonización o inhibiendo y reduciendo directamente la incidencia de patógenos 

oportunistas. Se ha sugerido que la exclusión competitiva es el principal modo 

de acción de los probióticos. Mediante la competencia por los sitios de fijación y 

los nutrientes, como el hierro, la ocupación por parte de las cepas probióticas del 

epitelio de la mucosa gastrointestinal y de la mucosidad impide una mayor 

colonización del patógeno (Hoseinifar et al., 2018). Los probióticos pueden 

ejercer también efectos antibacterianos mediante la producción de moléculas con 

actividad bactericida, como bacteriocinas, sideróforos, lisozimas, proteasas y/o 

peróxido de hidrógeno. Además, la alteración del pH intestinal debido a la 

generación de ácidos orgánicos también puede inhibir el crecimiento de bacterias 

patógenas (Dawood et al., 2018).  

Los probióticos también pueden mejorar la salud a través de la modulación 

fisiológica o inmunológica del huésped (Chauhan & Singh, 2019; Simón et al., 

2021). Se ha estudiado que los probióticos pueden afectar a elementos del sistema 
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inmunitario no específico, como el aumento de los leucocitos tras el tratamiento. 

Además, los probióticos mejoran el rendimiento del crecimiento y la utilización 

del alimento en los animales acuáticos a través de la promoción de la actividad 

de las enzimas digestivas, como las alginato liasas, las amilasas y las proteasas 

(Hoseinifar et al., 2018). Los probióticos también proporcionan un entorno más 

favorable para los peces mediante la reducción de la proliferación de bacterias 

patógenas en el agua de cultivo, así como mediante la biorremediación de los 

residuos orgánicos (Dawood et al., 2018). 

Desde principios de la década de 1980 se han utilizado probióticos comerciales 

en la acuicultura, que proceden en su mayoría de fuentes terrestres y no del 

entorno en el que viven los animales acuáticos o del propio huésped. Estudios 

recientes se han centrado en el uso de la microbiota relacionada con el 

hospedador como fuente de probióticos, ya que se establecen de forma natural 

en el sistema de defensa del hospedador y han revelado otros efectos beneficiosos 

(Van Doan et al., 2020). 

 

Los prebióticos son carbohidratos no digeribles que tienen efectos 

beneficiosos en el crecimiento y/o la actividad de la microbiota 

intestinal de los peces, así como en la inmunidad de éstos, 

mejorando así la salud del huésped. La actividad 

inmunomoduladora de los prebióticos está mediada por interacciones directas con 

el sistema inmunitario innato del huésped o por la modulación del crecimiento de 

la microbiota intestinal comensal, ya que se utilizan como fuentes de energía para 

las bacterias entéricas. Para ser considerados como prebióticos, estos ingredientes 

funcionales deben ser resistentes a la digestión, fermentables por las bacterias 

intestinales beneficiosas y capaces de promover el crecimiento y/o la actividad de 

grupos de microbiota relacionados con la salud y el bienestar del huésped. Varios 

productos prebióticos se aplican ampliamente en la acuicultura, como la inulina, el 

fructo-oligosacárido (FOS), el manano-oligosacárido (MOS), el galactooligosacárido 
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(GOS), el arabinoxilano-oligosacárido (AXOS) y el isomaltooligosacárido (IMO) 

(Dawood et al., 2020). 

Se encuentran de forma natural en numerosas plantas, en particular las ricas en 

fructanos, como por ejemplo la cebolla, el ajo, la alcachofa, el kiwi y la soja, además 

de la avena y el trigo, y las plantas ricas en inulina, como la jícama y la raíz de 

achicoria (Amenyogbe et al., 2020). Los prebióticos favorecen el aumento de los 

probióticos en el intestino debido a su capacidad para digerirlos, mientras que los 

patógenos carecen de las enzimas sacrolíticas necesarias (Nawaz et al., 2018). 

Además de beneficiar a la población microbiana del intestino, estas moléculas 

funcionales también afectan a las bacterias responsables de la producción de 

metabolitos intermedios. Estos compuestos, los ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC), son bien conocidos por sus propiedades antiinflamatorias, ayudando a la 

regulación del sistema inmunitario. También mejoran directamente la función de 

barrera epitelial del intestino y su capacidad fagocítica. Por ello, también se les 

denomina inmunosacáridos. Los prebióticos también modulan la respuesta 

inmunitaria al interferir en la unión bacteria-epitelio y, por tanto, impidiendo la 

adhesión de patógenos (Nawaz et al., 2018). 

 

Los simbióticos consisten en una aplicación combinada de 

prebióticos y probióticos. El concepto de simbiótico implica 

conferir el beneficio de los probióticos y los prebióticos a los 

animales acuáticos, principalmente debido a su efecto sinérgico. 

Su uso combinado tiene como objetivo mejorar la supervivencia del organismo 

probiótico y su eficiencia de fermentación, ya que el sustrato específico requerido 

está fácilmente disponible cuando se administra conjuntamente. Por lo tanto, la 

presencia simultánea de probióticos y prebióticos engrandece sus resultados 

beneficiosos sobre el huésped, proporcionando más beneficios para los animales 

acuáticos en comparación con la adición individual de probióticos o prebióticos 

(Pérez-Sánchez et al., 2018; Dawood et al., 2020). 
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Los simbióticos se utilizan desde 2005 en la acuicultura para promover el 

crecimiento y la inmunidad de los animales acuáticos. Como parte de un 

simbiótico, el prebiótico (es decir, FOS, MOS, GOS, AXOS, IMO o inulina) se 

hidroliza a mono o disacáridos, aumentando selectivamente la biomasa 

probiótica y la colonización que se establece por la interacción específica entre las 

bacterias y las células epiteliales intestinales del huésped, mejorando en última 

instancia el bienestar y el rendimiento de éste (Huynh et al., 2017). 

 

Los postbióticos incluyen cualquier sustancia liberada o 

producida a través de la actividad metabólica de los 

microorganismos probióticos que ejercen efectos beneficiosos 

directos o indirectos sobre el huésped. Los probióticos 

inactivados por calor también funcionan como postbióticos, ya que conservan 

importantes estructuras bacterianas con potencial para ejercer una actividad 

biológica en el huésped (Cuevas-González et al., 2020). Como los postbióticos no 

contienen microorganismos vivos, los riesgos medioambientales asociados a su 

administración se reducen al mínimo (Dawood et al., 2019). 

Durante su crecimiento, los microorganismos producen biopolímeros con 

diferentes propiedades químicas que pueden ser liberados fuera de la pared celular 

bacteriana, formando un grupo heterogéneo de sustancias denominadas 

exopolisacáridos (EPS) (Peluzio et al., 2021). Entre la amplia lista de compuestos 

producidos por los microorganismos y reputados como postbióticos, un ejemplo 

popular de EPS son los β-glucanos. Los β-glucanos son polisacáridos complejos que 

se encuentran en las levaduras, los hongos, las algas o los cereales, como la avena y 

la cebada, y que a menudo se mencionan por sus propiedades inmunomoduladoras, 

utilizándose como parte de estrategias tanto profilácticas como terapéuticas. Existe 

una variabilidad estructural entre las moléculas de β-glucano que influye en sus 

propiedades químicas y en su actividad funcional. Los efectos inmunomoduladores 

suelen asociarse a los β-glucanos de mayor peso molecular, aunque la relación 
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directa entre estructura y actividad sigue sin estar clara (Meena et al., 2013). Los 

principales beneficios reportados de los β-glucanos en los peces son la estimulación 

y modulación inmunológica, la mejora de la resistencia al estrés y el aumento del 

crecimiento y la supervivencia. De todos modos, estos resultados pueden variar 

entre los estudios dependiendo de la fuente de glucano, la dosis, la especie de pez 

y la edad (Żółkiewicz et al., 2020; Pogue et al., 2021). 

 

Los nucleótidos (NT) son compuestos intracelulares de bajo peso 

molecular que representan los componentes químicos básicos de 

los ácidos nucleicos y desempeñan un papel clave en casi todos los 

procesos bioquímicos. Los NT se producen a través del reciclaje de 

las células muertas y la degradación del ARN y el ADN; o a través de la síntesis 

directa de novo a partir de aminoácidos precursores, como la glutamina, el formiato, 

la glicina y el ácido aspártico. Sin embargo, debido a su alto requerimiento 

energético, la síntesis de NT puede llegar a ser limitante en condiciones de estrés, 

como una infección o durante periodos de crecimiento y desarrollo rápidos 

(Hossain et al., 2020). 

Además de su posible implicación en la palatabilidad de la dieta, el comportamiento 

alimentario de los peces y las vías biosintéticas, la suplementación dietética de NT 

ha mostrado resultados prometedores en la mejora de la inmunidad y la resistencia 

a las enfermedades en especies relevantes para la acuicultura (Ringø et al., 2012). La 

investigación sobre los NT en la dieta ha demostrado que pueden mejorar el 

crecimiento de las especies acuáticas en las primeras etapas de desarrollo, mejorar 

la calidad de las larvas a través del enriquecimiento de los reproductores, mejorar 

la morfología intestinal, aumentar la tolerancia al estrés, así como modular las 

respuestas inmunes innatas y adaptativas, mostrando una mayor resistencia a las 

infecciones virales, bacterianas y parasitarias. Además, se ha visto que los NT 

reducen los efectos negativos de las proteínas alternativas de origen vegetal, lo que 
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conduce a un aumento de la eficiencia de la alimentación, incrementando el 

crecimiento y la salud de las especies acuícolas (Hossain et al., 2020). 

 

Los animales no pueden sintetizar las vitaminas en cantidades 

suficientes para satisfacer sus necesidades nutricionales y 

fisiológicas, por lo que deben obtenerlas de la dieta. Las vitaminas 

desempeñan un papel esencial en el mantenimiento de las 

funciones metabólicas normales, actuando principalmente como cofactores de las 

enzimas, cuyo suministro inadecuado conduce a una reducción de las actividades 

enzimáticas que da lugar a un crecimiento deficiente, una baja supervivencia y una 

mayor susceptibilidad a las infecciones, entre otros signos y síntomas de deficiencia 

(Oliva-Teles, 2012).  

Se sabe que las vitaminas C y E poseen un efecto antioxidante e inmunomodulador 

importante, que se correlaciona con un mayor rendimiento de los animales 

acuáticos (Rayman, 2000; Hamilton, 2004). La vitamina C, por ejemplo, es un 

antioxidante hidrosoluble capaz de eliminar los radicales libres, incluidos las 

especies de oxígeno reactivo (EOR o ROS del inglés “reactive oxygen species”) y las 

especies reactivas de nitrógeno, evitando los daños celulares provocados por los 

componentes radicales. También se ha propuesto que aumenta la respuesta 

inmunitaria de los peces, promoviendo la actividad bactericida del suero, la 

actividad fagocítica, los niveles de inmunoglobulinas y la actividad de la lisozima 

(Dawood, 2021).  

Los oligoelementos, como el Zn, el Mn, el Cu y Se, se requieren en pequeñas 

cantidades, pero participan en una gran variedad de procesos fisiológicos 

bioquímicos. La función general de los minerales incluye ser componentes de 

enzimas y vitaminas clave, constituyentes estructurales de los tejidos, equilibrio de 

la presión osmótica y transmisión del impulso nervioso y las contracciones 

musculares. Los referidos, han sido particularmente asociados con una mejora de la 
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inmunidad o función que apoya la inmunidad, y la protección antioxidante en 

animales acuáticos cultivados (Dawood, 2021). 

 

Los aditivos fitogénicos, a veces también denominados fitobióticos, 

son un grupo de sustancias naturales de origen vegetal, derivadas 

de hierbas, especias y partes enteras o extractos de plantas. Estas 

sustancias se utilizan como aditivos para piensos en la nutrición 

animal y en la última década han cobrado un interés creciente en el sector de la 

acuicultura (Reverter et al., 2021). Entre otros aditivos como los mencionados 

anteriormente, los fitogénicos son importantes herramientas profilácticas y 

terapéuticas que ejercen un impacto positivo en la salud y el bienestar de los 

animales de granja, sin que se conozcan problemas ambientales y de peligrosidad 

asociados a su administración. En este contexto, los fitogénicos se consideran 

soluciones sostenibles y prometedoras para la nutrición animal convencional, sobre 

todo dentro del contexto de reducción del uso de agentes antimicrobianos en los 

sistemas de producción animal (Reverter et al., 2020; 2021). 

Las propiedades promotoras de la salud de los compuestos fitogénicos han sido 

ampliamente revisadas en diferentes especies acuícolas (Van Hai, 2015; Reverter et 

al., 2021; Elumalai et al., 2021; Firmino et al., 2021a; 2021b). Varios estudios han 

mostrado de que los compuestos fitogénicos mejoran la respuesta inmunitaria no 

específica en peces (Dawood et al., 2018; Reverter et al., 2021). También se ha visto 

que los fitogénicos mejoraban eficazmente el crecimiento de los peces y la 

supervivencia a las enfermedades, independientemente del nivel trófico de las 

especies de peces estudiadas, la duración del tratamiento o el tipo de material 

utilizado (Reverter et al., 2021).  

La funcionalidad de los fitogénicos se debe en gran parte por su contenido en 

metabolitos secundarios de los vegetales de los que se derivan. En particular, los 

metabolitos secundarios de las plantas tienen papeles funcionales independientes 

del crecimiento y el desarrollo de la planta; así, éstos protegen a las plantas de los 
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organismos herbívoros y las plagas, o actúan como quimioatrayentes para los 

polinizadores (Wink, 2018). Estos compuestos bioactivos se encuentran 

ampliamente en los extractos de plantas aromáticas, como los aceites esenciales 

(AE), y suelen estar presentes en forma de mezclas, representadas principalmente 

por compuestos fenólicos y terpenos que se caracterizan químicamente por sus 

anillos aromáticos (Christaki et al., 2020). Por lo tanto, sus beneficios como 

suplementos dietéticos están sujetos a la variabilidad y complejidad de la mezcla de 

compuestos aromáticos, además de su efecto sinérgico, su origen, el nivel de 

inclusión en la dieta y su farmacocinética (Figueiredo et al., 2008). Estos compuestos 

se utilizan por sus reconocidas propiedades promotoras del crecimiento, 

antimicrobianas, inmunoestimulantes, antioxidantes, antiinflamatorias y sedantes. 

En particular, los fitogénicos derivados de la familia Lamiaceae, Verbenaceae y 

Oleaceae se encuentran entre los aditivos de origen vegetal más administrados en 

acuicultura (Elumalai et al., 2021) y ganadería (Franz et al., 2020; Napoli et al., 2020). 

Aunque pueden encontrarse en todo el mundo, algunos representantes de este 

grupo de plantas aromáticas -es decir, la salvia, la hierbaluisa, el olivo, el orégano, 

el tomillo, la albahaca, la menta, el romero, el ajo y la cebolla, entre otros- están 

especialmente presentes y se consumen tradicionalmente en el área mediterránea y 

de Sudamérica, donde son apreciados en términos de nutrición humana (Christaki 

et al., 2012; Grigoriadou et al., 2020). Las combinaciones de diferentes fitogénicos 

son también estrategias prometedoras para la formulación de alimentos funcionales 

debido a sus potenciales efectos sinérgicos. Dentro de la amplia gama de fitogénicos 

que se han probado en los piensos para acuicultura, esta tesis se centra en la 

evaluación de un extracto de dos plantas medicinales como la hierbaluisa y la salvia, 

así también como también en un extracto obtenido de la fruta del olivo. Las 

propiedades y aplicaciones nutricionales de los distintos compuestos fitogénicos se 

describen a continuación. 
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3. Origen botánico de los fitogénicos utilizados en la presente 

tesis 

 

3.1. Consideraciones previas sobre los fitogénicos: normas de calidad en 

su preparación 

Si bien todos los aditivos derivados de extractos de plantas reciben el nombre de 

fitogénicos, es difícil establecer un marco comparativo sobre la funcionalidad de 

estos, ya que todos ellos deben sus propiedades funcionales en base a su origen, 

proceso de producción y su especificación. Según Länger et al. (2018) y la European 

Medicines Agency (EMA), con relación a su proceso de producción, los extractos de 

plantas y por consiguiente los fitogénicos se pueden clasificar en:  

- Extractos estandarizados, los cuales se ajustan a un contenido definido de 

uno o más constituyentes con actividad terapéutica conocida. Esto se consigue 

ajustando el extracto con excipientes inertes o mezclando lotes del extracto. 

- Extractos cuantificados, los cuales se ajustan a uno o más compuestos 

activos, cuyo contenido se controla dentro de un rango limitado y especificado. Los 

ajustes se realizan mezclando distintos lotes del extracto. 

- Otros extractos no se ajustan a un contenido concreto de constituyentes. A 

efectos de control, se utilizan uno o varios constituyentes como marcadores 

analíticos. 

En la presente tesis, ambos extractos, por un lado, el fitogénico obtenido de la 

combinación de dos plantas medicinales, tales como la salvia y la hierbaluisa, y por 

el otro lado, el obtenido del fruto del olivo (la aceituna), integran la categoría de 

extractos cuantificados, donde ciertos compuestos activos son cuantificados, pero a 

su vez no son los únicos compuestos presentes en las plantas, lo cual abre un 

abanico de posibles diferentes efectos en el organismo independientemente de la 

posible similitud en cuanto a compuestos bioactivos entre aditivos, como es en 

nuestro caso, donde ambos aditivos comparten ciertos compuestos bioactivos, como 
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son los triterpenos y polifenoles, sin embargo, no son los únicos presentes en las 

plantas, como hemos mencionado anteriormente (Länger et al., 2018). 

 

3.2. La salvia (Salvia officinalis) 

En la medicina tradicional, la Salvia officinalis conocida 

coloquialmente como salvia, goza desde hace tiempo 

de una gran reputación por sus beneficios para la 

salud y el tratamiento de todo tipo de dolencias. La 

salvia es una planta herbácea común perteneciente a 

la familia Lamiaceae, ampliamente cultivada en diversas partes del mundo, y nativa 

de la región mediterránea. Es sabido que es muy rica en compuestos fenólicos como 

flavonoides, taninos, cumarinas (Ghorbani et al., 2017) y triterpenos, que son un 

grupo muy diverso de componentes naturales que se encuentran ampliamente en 

una variedad de plantas y frutos (Vincken et al., 2007; Babalola & Shode et al., 2013). 

Debido al contenido en compuestos funcionales de la salvia, esta planta ha recibido 

la atención de la industria ganadera y acuícola. Por ejemplo, Simonová et al. (2010) 

han descrito que la suplementación en la dieta con extracto de salvia (10 

μl/animal/día) era eficaz para mejorar el valor energético y la composición de 

aminoácidos de la carne de conejo, además de promover un buen estado de salud 

de los animales. Del mismo modo, Placha et al. (2015) han demostrado que el aceite 

esencial de la salvia incluidos al 0,1 y 0,25 g/kg en la dieta promueve la integridad 

de la pared duodenal en gallinas ponedoras. En cuanto a las especies acuáticas, 

Sönmez et al. (2015) han indicado que el aceite esencial de la salvia con tres 

inclusiones diferentes en la dieta (500, 1,000 y 1,500 mg kg-1) tiene un efecto positivo 

sobre el crecimiento y las actividades de las enzimas antioxidantes en los juveniles 

de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). En este sentido, se han aislado compuestos 

bioactivos de plantas pertenecientes al género Salvia como flavonoides (Lu & Foo et 

al., 2000), y triterpenos pentacíclicos (Masterová et al., 1989), entre otros. Los 

flavonoides, por ejemplo, son uno de los ingredientes más eficaces de las plantas 
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medicinales con conocidas propiedades antiinflamatorias (Hämäläinen et al., 2007). 

Estudios in vitro, han demostrado que los flavonoides de varias fuentes vegetales 

poseen una eficacia respecto a la eliminación de radicales libres y protección contra 

el estrés oxidativo (Vosoughi et al., 2018). También se ha visto que los flavonoides 

tienen actividad antiviral contra virus patógenos de peces in vitro (Kang et al., 2012), 

además de mejorar el crecimiento somático, la respuesta antioxidante e inmunitaria, 

regulando la expresión de los genes relacionados con la inmunidad, aumentando 

así la resistencia a la enfermedad contra Aeromonas hydrophila en los peces cabeza de 

serpiente (Channa argus) (Li et al., 2019). Por otro lado, en cuanto a los ácidos 

triterpénicos nos referimos, el ácido ursólico (Figura 2), el cual es un terpenoide 

pentacíclico, ha mostrado tener propiedades beneficiosas en la salud humana 

(Woźniak et al., 2015) e incluso en teleósteos (Ding et al., 2015; Li et al., 2019). En el 

pez cebra (Danio rerio), se ha visto que el ácido ursólico tiene actividad 

antiinflamatoria (Ding et al., 2015), mientras que en la trucha arco iris se visto que 

tiene una fuerte actividad antiviral tanto in vitro como in vivo (Li et al., 2019).  

 

Figura 2. Estructura química del ácido ursólico. 

 

3.3. La hierbaluisa (Lippia citriodora) 

La Lippia citriodora, conocida coloquialmente 

como hierbaluisa, es una especie vegetal de la 

familia de las Verbenáceas que crece 

principalmente en Sudamérica y se cultiva en el 
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norte de África y el sur de Europa. El extracto de hoja de hierbaluisa contiene 

polifenoles, incluyendo fenilpropanoides como el verbascósido, iridoides como el 

gardósido y flavonoides como la luteolina-7-diglucorónido. Entre ellos, el ácido 

verbascósido (Figura 3) es el compuesto más abundante en las hojas de hierbaluisa, 

por lo que la mayoría de sus efectos beneficiosos se atribuyen a este fitoquímico 

(Sánchez-Marzo et al., 2019). Hace casi dos décadas, Avila et al. (1999) ya reportaron 

en la literatura aspectos sobre la bioactividad y fitoquímica de la hierbaluisa, 

indicando que el ácido verbascósido aislado de la misma y de otras especies del 

género Lippia parecía ejercer una actividad antimicrobiana más potente contra 

bacterias Gram-positivas que contra bacterias Gram-negativas. En este sentido, 

varios estudios han indicado que el ácido verbascósido es responsable de múltiples 

propiedades beneficiosas de la hierbaluisa como, por ejemplo, sus propiedades 

antioxidantes (Mosca et al., 2014; Martino et al., 2016), antiinflamatorias y 

antineoplásicas, además de numerosas propiedades cicatrizantes y 

neuroprotectoras (Funes et al., 2009; Caturla et al., 2011; Alipieva et al., 2014).  

  

Figura 3. Estructura química del ácido verbascósido. 

 

El verbascósido ha sido descrito ampliamente como antioxidante tanto en estudios 

in vitro como in vivo. La actividad antioxidante de los compuestos fenólicos deriva 
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de su capacidad para transferir electrones (Li et al., 2016). La capacidad captadora 

de radicales libres del verbascósido protege a las biomoléculas, como lípidos y 

ADN, del daño oxidativo. Se ha comprobado que el verbascósido presente en un 

extracto de hierbaluisa es capaz de inhibir la peroxidación lipídica mitocondrial.  Se 

ha demostrado que cuando el extracto de la hierbaluisa que contenía un 25% de 

verbascósido en una dosis de 2000 mg/kg administrado por vía oral en ratas se 

obtenía una alta correlación entre la concentración máxima de este compuesto, en 

este caso el verbascósido circulante y la máxima capacidad antioxidante en tejidos, 

sin mostrar toxicidad en los animales (Funes et al., 2009). También se ha visto en un 

estudio in vitro que la adición de extracto de verbascósido de 1 nM en blastocistos, 

utilizado en un modelo de ovejas jóvenes favorece el desarrollo del embrión al 

proteger el ovocito contra el estrés oxidativo (Martino et al., 2016). Además, otro 

estudio demostró que cerdos alimentados con una dieta enriquecida con aceites 

esenciales de verbascósido con 5 mg/kg en la dieta, influyeron positivamente en el 

estado antioxidante como también en una mejora en sus rendimientos de 

crecimiento y eficiencia alimentaria (Pastorelli et al., 2012). A pesar de la literatura 

existente, la información sobre la función de estos compuestos bioactivos derivados 

de la salvia y la hierbaluisa, es todavía escasa en lo que respecta a sus aplicaciones 

en la producción de organismos acuáticos, y especialmente sobre sus efectos 

inmunomoduladores y su potencial uso como aditivo zootécnico para piensos con 

el fin de promover la salud y la resistencia a las enfermedades en los peces. 

 

3.4. El fruto del olivo, la aceituna 

El olivo tal como lo conocemos (Olea europaea L.) 

pertenece al género Olea, de la familia Oleaceae. Se 

asume que es un árbol originario de la región sirio-

palestina, aunque también se ha sugerido que procede 

del cruce de especies próximas: Olea africana, originaria 

de Arabia y Egipto; Olea ferruginosa, procedente del área asiática, y Olea laperrini, de 
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las montañas del sur de Marruecos. Otros autores consideran que procede del 

acebuche (Olea europaea ssp. europaea var. sylvestris), conocido desde el Neolítico 

(Fogher et al., 2010). 

Durante muchos siglos, los extractos de hoja y el fruto del olivo conocido como 

aceituna han sido asociados con beneficios para la salud. En la aceituna, los 

principales compuestos fenólicos presentes son ácidos fenólicos, alcoholes 

fenólicos, flavonoides, lignanos y secoiridoides. El 3,4-dihidroxifeniletanol 

(hidroxitirosol) y el p-hidroxifeniletanol (tirosol) son los alcoholes fenólicos más 

abundantes en las aceitunas (Ghanbari et al., 2012) (Figura 4). El hidroxitirosol es 

uno de los componentes hidroxiaromáticos de los secoiridoides. Es un ortodifenol 

alcohólico muy bioactivo. En varios estudios específicos, se ha demostrado que el 

hidroxitirosol es antioxidante y antimicrobiano (De Leonardis et al., 2007), y que 

tiene efectos beneficiosos en el sistema cardiovascular y en varias enfermedades 

humanas (De Leonardis et al., 2008). Por otro lado, el tirosol, también es conocido 

como uno de los principales representantes de los compuestos fenólicos simples en 

las hojas de olivo y en las aceitunas (Özcan et al., 2017). Se ha demostrado que el 

tirosol es capaz de impedir la generación de especies reactivas de oxígeno por parte 

de los leucocitos, y más importante aún, sin demostrar evidencia de toxicidad 

(Özcan et al., 2017). 

 

Figura 4. Hidroxitirosol y tirosol, los dos alcoholes más abundantes en la aceituna. 

 

Por otro lado, se encuentran los triterpenos pentacíclicos, los cuales son metabolitos 

secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal, que destacan por su gran 

variedad estructural. Los ácidos, ursólico, oleanólico y betulínico, y los alcoholes α-

Hidroxitirosol Tirosol 



 EL USO DE ADITIVOS FITOGÉNICOS PARA PROMOVER EL ESTADO 

 DE LA SALUD Y LA RESISTENCIA A ENFERMEDADES  

EN PECES DE CULTIVO 

 

45 
 

amirina, β-amirina y lupeol, son los triterpenos pentacíclicos con mayor presencia 

en las plantas (Peng et al., 2014). La utilización de plantas conteniendo triterpenos 

ha sido práctica habitual desde tiempos inmemoriales en la medicina popular, 

especialmente la asiática. Se han descrito más de 200 especies vegetales portadoras 

de cantidades relevantes de compuestos triterpénicos (Bianchi et al., 1994), pero 

pocas de ellas representan un cultivo socio-económicamente tan significativo como 

el del olivo.  

Actualmente, los ácidos oleanólico y maslínico, (Figura 5) y sus análogos 

estructurales, se encuentran en el punto de mira de múltiples estudios por su 

actividad biológica multifactorial con efectos favorables en la salud humana, y están 

siendo considerados como productos naturales que pueden sustituir o 

complementar la acción de fármacos convencionales en el tratamiento de muy 

diversas patologías (Blanco-Cabra et al., 2019). 

 

Figura 5. Triterpenos pentacíclicos en la aceituna. 

 

Además, la aceituna y la hoja del olivo han sido largamente conocidos por contener 

una amplia variedad de esteroles y triterpenoides pentacílicos en su epidermis 

(Vázquez-Roncero & Janer, 1969). En partes de la planta, los ácidos triterpénicos se 

encuentran en forma de ácidos libres, mientras que los triterpenoles pentacíclicos 

pueden encontrarse libres o esterificados con ácidos grasos (Pérez-Camino & Cert, 

1999). El análisis de las ceras de la cutícula de la aceituna ha demostrado que los 

triterpenoides de tipo oleanano son, con mucho, los predominantes (Bianchi et al., 

Ácido oleanólico Ácido maslínico 
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1994). El ácido maslínico puede llegar a representar hasta el 80% de las ceras de la 

piel de este fruto (Reyes et al., 2006). 

Resultados recientes han demostrado que extractos del fruto del olivo gozan de 

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antimicrobianas, indicando así que 

los fitogénicos derivados del olivo tienen efectos beneficiosos para la salud humana 

(Caramia et al., 2012; Gorzynik-Debicka et al., 2018; George et al., 2019) y del ganado 

(Morrison et al., 2017; Liehr et al., 2017; Cangiano et al., 2019). Sin embargo, se 

dispone de poca información sobre sus efectos en los peces de crianza (Gisbert et 

al., 2017). En cerdos (Liehr et al., 2017) y peces (Gisbert et al., 2017), un extracto 

bioactivo de aceite de oliva, que contiene una mezcla de ácido triterpénico y 

polifenoles, produciendo así una respuesta antiinflamatoria e inmunomoduladora 

en el intestino, mejorando al mismo tiempo la integridad del epitelio. Además, otro 

estudio reciente demostró que estos compuestos fueron capaces de reducir la 

inflamación sistémica en vacunos recién destetados (Cangiano et al., 2019). A pesar 

de estos resultados, se sabe poco sobre los efectos inmunomoduladores del extracto 

bioactivo de la aceituna en la respuesta inmunitaria y sobre su posible uso como 

aditivo funcional en piensos para promover la salud y resistencia a las 

enfermedades en los peces. Lo cual lo sitúa como un perfecto candidato a ser 

estudiado en son de proveer más información sobre sus posibles propiedades 

inmunomoduladoras para ser utilizado en el sector acuícola. 

 

4. El sistema inmunitario de los teleósteos como objetivo de los 

aditivos funcionales 

Las enfermedades de los peces se consideran una de las principales amenazas 

persistentes para la acuicultura, que representa una pérdida anual estimada de 

US$6 mil millones a nivel mundial. Si bien en los últimos años se ha producido una 

drástica reducción en el uso de antimicrobianos debido a la vacunación y la mejora 

de prácticas de cultivo, el uso de antibióticos sigue siendo una práctica común en 

algunos países para evitar y mitigar las posibles pérdidas productivas y económicas 
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derivadas de enfermedades (Stentiford et al., 2017). Es ahí, donde entran a jugar un 

papel de suma importancia los aditivos funcionales con propiedades 

inmunomodultorias, y dentro de ese abanico de posibilidades, los fitogénicos se 

presentan como herramientas profilácticas sostenibles para mejorar la gestión de la 

salud de los peces en las piscifactorías (Reverter et al., 2020; 2021). 

Los mecanismos de inmunidad existen en múltiples y variadas formas a lo largo de 

la evolución, desde los organismos pluricelulares más primitivos hasta los 

organismos superiores. Las células fagocíticas y algunas moléculas en circulación 

son parte importante de la inmunidad innata que aparece temprano y se conserva 

en especies superiores Los peces no mandibulados presentan sólo inmunidad 

innata. A partir de los teleósteos aparece un nuevo sistema de defensa mucho más 

complicado, la inmunidad adaptativa, que incluye mayor número de células 

participantes y una gran diversidad de ligandos y receptores celulares. La 

inmunidad innata provee la primera línea de defensa y es responsable por la 

eliminación de la mayor parte de microorganismos infectantes. Esta respuesta de 

contención da tiempo a que se desarrolle la inmunidad adaptativa, que a su vez 

aumenta y potencia los mecanismos de inmunidad innata, haciendo más eficiente 

la respuesta inmunológica (Secombes & Ellis, 2012). La hipótesis actual sobre la 

evolución del sistema inmunitario es que los organismos unicelulares primitivos ya 

eran capaces de identificar sustancias tóxicas y otros microorganismos que querían 

invadirlos, además estos organismos primitivos también eran capaces de 

defenderse contra ellos. Actualmente las bacterias y protozoos siguen mostrando 

esta primera línea de defensa que forma la base de la inmunidad innata o 

inespecífica. Este sistema está presente en plantas y animales, y es capaz de 

reconocer partes comunes de los patógenos más frecuentes sin haber estado 

expuesto nunca al patógeno (Castro & Tafalla, 2015).  

El gran cambio en este sistema de defensa tuvo lugar en los peces óseos y 

cartilaginosos, con la aparición de un segundo tipo de inmunidad basado en las 

células blancas o leucocitos (del griego leucos = blanco y citos = células). Estas células 

son capaces de reconocer partes concretas de los patógenos llamados antígenos, 
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activarse en su presencia y formar una memoria inmunológica contra este antígeno 

concreto durante un tiempo más o menos largo. Este sistema es el sistema 

adaptativo o específico (Secombes & Ellis, 2012; Rauta et al., 2012). 

Por lo tanto, en los peces óseos el sistema inmunitario se divide en inmunidad 

innata o inespecífica e inmunidad adaptativa o específica. Cada una de ellas tiene 

dos componentes, la parte humoral y la parte mediada por células. En este apartado 

de la tesis vamos a explicar a continuación las características principales de cada 

una, de manera resumida (Figura 6), así como su vinculación con los trabajos 

desarrollados. 

 

Figura 6. Representación gráfica del desencadenamiento de una respuesta clásica 
inmunitaria en peces en ambos tipos de inmunidad, innata y adaptativa. Fuente: (Toche, 
2012). 

 

4.1. La respuesta inmune innata 

El sistema inmunitario innato es arma fundamental de defensa de los invertebrados 

y un mecanismo de defensa primordial de peces. La inmunidad innata es la primera 
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línea de defensa contra las infecciones en vertebrados. Las células responsables de 

esta respuesta poseen receptores codificados en línea germinal, que no están sujetos 

a recombinación genética, y que reconocen estructuras muy conservadas, 

denominadas patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés pathogen 

associated molecular patterns, PAMP). Este reconocimiento se realiza mediante 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés: pattern 

recognition receptors) que no requieren de exposición previa a los PAMPs para 

interaccionar con ellos y generar una respuesta ante las glicoproteínas bacterianas 

y fúngicas y los lipopolisacáridos, así como los componentes intracelulares 

liberados en caso de lesión o infección. El sistema inmunitario innato se divide en 

barreras físicas, componentes celulares y humorales. Los parámetros humorales 

incluyen inhibidores del crecimiento, varias enzimas líticas y componentes de las 

vías del complemento, aglutininas y precipitinas (opsoninas, principalmente 

lectinas), anticuerpos naturales, citocinas, quimiocinas y péptidos antibacterianos. 

Varios factores externos e internos pueden influir en la actividad de los parámetros 

inmunitarios innatos. Los cambios de temperatura, la manipulación y el estrés por 

hacinamiento pueden tener efectos negativos sobre los parámetros innatos, 

mientras que varios aditivos funcionales pueden potenciar diferentes factores 

innatos (Secombes & Wang, 2012). 

 

4.2. La respuesta inmune adaptativa 

En los peces teleósteos, las respuestas inmunitarias adaptativas están mediadas por 

los linfocitos (células T y células B) y los leucocitos, células que tienen receptores 

especiales en su superficie para detectar moléculas extrañas. Cuando estos 

receptores se unen a su ligando (o antígeno), se desencadena una proliferación de 

las células que sufren una expansión clonal dando lugar a una población más 

grande capaz de luchar contra cualquier posible agente infeccioso. Además, algunas 

de las células permanecen a largo plazo como células de memoria, de modo que un 

contacto posterior con el mismo antígeno puede provocar una respuesta 
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inmunitaria más rápida, específica y eficaz, lo que conduce a la protección. Los 

receptores de antígenos de las células T y B se forman a partir de genes diferentes y 

tienen una estructura distinta, aunque el mecanismo genético que genera la 

diversidad de receptores es similar. Curiosamente, el receptor de antígeno de las 

células T (TCR) en la mayoría de las células T requiere la presentación del antígeno, 

en forma de péptidos procesados de la proteína original, y entregados por las 

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos B, en 

cambio, pueden reconocer antígenos solubles y unirse a ellos directamente a través 

de su receptor de antígenos de células B (BCR). Además, los linfocitos B pueden 

producir una forma soluble de este receptor que se segrega como anticuerpo o 

inmunoglobulina (Ig) que puede actuar directamente contra el patógeno 

(anticuerpo neutralizante) o ayudar a la internalización de un patógeno por un 

fagocito (anticuerpo opsonizante) (Secombes & Belmonte, 2016). 

 

4.3. Diferentes tejidos inmunes como objetivo de los aditivos funcionales 

La carencia de médula ósea y de ganglios linfáticos es una de las principales 

características del sistema inmune en peces teleósteos. Es por ello que resulta difícil 

distinguir una clara diferencia entre órganos hematopoyéticos y órganos linfoides 

primarios y secundarios. En consecuencia, se ha dado la denominación de órganos 

linfo-hemato-poyéticos, siendo cuatro los principales. El timo es un órgano de 

diferenciación y selección de linfocitos T. El riñón anterior o riñón cefálico contiene 

un gran número de macrófagos y de linfocitos B, y debido a su gran capacidad 

hematopoyética se le considera como un análogo de la médula ósea de los 

mamíferos. El bazo tiene funciones semejantes a las del riñón anterior con énfasis 

en la presentación de antígenos y la inducción de la respuesta inmune adaptativa. 

En el riñón cefálico y en el bazo se pueden encontrar también agregados de 

macrófagos, conocidos como centros melanomacrófagos (MMC), que se forman 

debido a lesiones inflamatorias crónicas. El tejido linfoide asociado a mucosas 

(MALT, por sus siglas en inglés: mucosa-associated lymphoid tissue) está conformado 
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por linfocitos de diferente tamaño, células plasmáticas, macrófagos, algunos tipos 

de granulocitos, células positivas al ácido periódico de Schiff (PAS, por sus siglas 

en inglés: periodic acid-Schiff) y eosinófilos. En los teleósteos, las células 

intraepiteliales del intestino son el equivalente a los linfocitos T de los mamíferos, 

mientras que las áreas linfoides en la lámina propia contienen principalmente 

linfocitos B (Figura 7). 

 

Figura 7. Localización de los principales órganos linfoides en los peces teleósteos. (A) Timo; 
(B) riñón cefálico; (C) riñón del tronco; (D) bazo; (E) branquias; (F) intestino; (G) órgano 
olfativo. Fuente: (Bjørgen & Koppang, 2021). 

 

A continuación, se presenta una pequeña revisión más detallada de cada uno de los 

tejidos diana utilizados para la evaluación de los aditivos basados en fitogénicos en 

base a los trabajos realizados dentro de la presente tesis doctoral. Todo esto, 

teniendo en cuenta la funcionalidad del tejido, las características morfológicas 

básicas, el papel desempeñado en la defensa del organismo, y el potencial como 

objetivos de las estrategias nutricionales. 

 

4.3.1. El bazo 

El bazo de los mamíferos es el mayor órgano inmunitario secundario del cuerpo. 

Además de ser el responsable de iniciar las reacciones inmunitarias a los antígenos 

transmitidos por la sangre, de filtrar la sangre de material extraño y de glóbulos 

rojos viejos o dañados. Estas funciones las llevan a cabo los dos compartimentos 
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principales del bazo, la pulpa blanca (incluida la zona marginal) y la pulpa roja, que 

son muy diferentes en su arquitectura, organización vascular y composición celular 

(Cesta, 2006). En los peces, el bazo contiene los mismos elementos que los demás 

vertebrados: vasos sanguíneos, elipsoides, pulpa roja y pulpa blanca. Sin embargo, 

la pulpa roja y blanca en los peces está menos claramente definida que en los 

vertebrados homeotermos. La pulpa ocupa la mayor parte del órgano y consiste en 

una red celular reticular que soporta sinusoides llenos de sangre que albergan 

diversas poblaciones celulares, incluidos macrófagos y linfocitos. La pulpa blanca 

suele estar poco desarrollada y suele tener dos componentes principales: los 

acúmulos de melano-macrófagos y los elipsoides. El bazo de los peces cumple con 

un papel clave en los procesos de presentación de antígenos y activación de 

linfocitos, promoviendo la inmunidad humoral, mediante la coordinación celular 

de las células dendríticas (DC) y con la inducción específica de la proliferación de 

células T (Lugo-Villarino et al., 2010; Neely & Flajnik, 2016). Además, en salmónidos 

como la trucha arco iris, ya se ha descrito que los peces alimentados con dietas 

funcionales fueron capaces de regular el perfil inflamatorio en el bazo, reduciendo 

las posibles respuestas perjudiciales tras una incubación con lipopolisacárido (LPS) 

(Djordjevic et al., 2009). Esto podría deberse a que las células presentadoras de 

antígenos (APC) en el bazo polarizarían las células T hacia fenotipos reguladores, 

que son importantes para controlar las respuestas inmunitarias y en el 

mantenimiento de la homeostasis de los peces (Morales-Lange et al., 2021). A modo 

particular, el efecto de los compuestos fitogénicos sobre la respuesta inmunitaria a 

nivel del bazo ha sido explorada en el Capítulo I de la presente tesis doctoral. 

 

4.3.2. El intestino 

El tracto gastrointestinal de los vertebrados es un órgano multifuncional que 

desempeña muchas funciones fisiológicas importantes y diversas, como la 

digestión, la lubricación del quimo, la absorción de nutrientes, la osmorregulación, 

el metabolismo del nitrógeno, la regulación del apetito y la defensa (Ray & Ringø, 
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2014). El epitelio intestinal de los peces está formado por una sola capa de células 

epiteliales columnares, llamadas enterocitos. La membrana apical de los enterocitos 

se caracteriza por la presencia de microvellosidades, que forman un borde en cepillo 

que contribuye a casi el 90% de la superficie total del intestino, dependiendo de la 

zona del intestino y de la especie de pez. Las células epiteliales también son 

responsables de la actividad enzimática en la membrana del borde en cepillo.  

El tracto gastrointestinal de los peces se enfrenta continuamente a antígenos 

alimentarios, así como también a bacterias, virus, parásitos y toxinas. Por ello, las 

células epiteliales del intestino están en continua renovación, además de estar 

protegidas por una capa de moco que crea una barrera física y química contra las 

amenazas externas. Las células caliciformes son el tipo de célula mucosa dominante 

en el epitelio del intestino de los peces, y son las responsables de la secreción de 

moco. Las principales moléculas que se encuentran en el moco son las mucinas, que 

desempeñan un papel importante en el mantenimiento de la barrera epitelial contra 

los patógenos. La mucosa intestinal también está implicada en la captación de 

nutrientes y la digestión, o incluso en la captación de oxígeno en el caso de los peces 

que respiran aire. Así, la mucosa intestinal es una barrera semipermeable que 

permite la captación de macromoléculas necesarias para la nutrición, pero que actúa 

al mismo tiempo como una barrera eficaz contra las partículas y los 

microorganismos. Además, esta capa de moco actúa como un importante 

mecanismo de defensa innata que mantiene la homeostasis del tejido de la mucosa, 

además de la microbiota comensal (Gomez et al., 2013).  

Entre las diversas funciones del intestino, la defensa es una de las más importantes, 

ya que el intestino es una de las barreras físicas que los patógenos encuentran y 

tienen que superar para invadir el organismo. El tracto gastrointestinal de los peces 

contiene un tejido linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés gut-

associated lymphoid tissue) que tiene la notable capacidad de diferenciar entre el 

material beneficioso y el potencialmente peligroso, promoviendo respuestas 

inmunitarias protectoras contra los microorganismos y toxinas perjudiciales, al 
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mismo tiempo que acepta los antígenos alimentarios y la microbiota comensal 

(Salinas & Parra, 2015).  

Al igual que los vertebrados superiores, el intestino de los peces también se 

caracteriza por tener sistemas neurales y endocrinos. La mayoría de las actividades 

que intervienen en el control fisiológico de la función gastrointestinal durante los 

periodos de alimentación o ayuno están mediadas por sistemas neuroendocrinos, 

que desempeñan un papel importante en la regulación general de la digestión. Las 

hormonas gastrointestinales son sintetizadas y secretadas por células 

enteroendocrinas distribuidas por todo el tracto intestinal. Este sistema 

neuroendocrino también puede interactuar con el sistema inmunitario local, en el 

que los cambios en la secreción de hormonas, como el cortisol, y a su vez podrían 

modular las respuestas inmunitarias del intestino, la motilidad intestinal y su 

microbioma (Webster et al., 2019; Serna-Duque & Esteban, 2020). 

Este MALT es de especial relevancia para la industria de la acuicultura, ya que los 

peces de cultivo se alimentan generalmente con piensos comerciales, lo que permite 

manipular la salud de los peces a través de piensos funcionales (Rombout et al., 

2011; Salinas & Parra, 2015). A pesar de su intrincado sistema inmunitario, el tejido 

intestinal se convirtió en un objetivo atractivo para los alimentos funcionales en la 

acuicultura. Sin embargo, las reglas que rigen la inmunidad local son muy 

diferentes de las que rigen la inmunidad sistémica. Por ello, la aplicación de 

inmunoterapias eficaces las especies acuícolas requiere un conocimiento profundo 

del sistema inmunitario de los peces. En el contexto de la presente tesis doctoral, el 

efecto de los compuestos fitogénicos sobre la respuesta inmunitaria a nivel de 

intestino ha sido explorada en el Capítulo II 

 

4.3.3. El riñón cefálico 

El riñón cefálico, es un órgano análogo a la glándula suprarrenal de los mamíferos, 

un importante órgano endocrino y hematopoyético-linfoide en los peces teleósteos. 
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El riñón cefálico carece de la estructura clara de su homólogo en los mamíferos, ya 

que no se puede distinguir una corteza y una médula zonales. En su lugar, las 

células interrenales productoras de cortisol y las células cromafines productoras de 

catecolamina están incrustadas y rodeadas de tejido hematopoyético productor de 

anticuerpos y citocinas (Geven, 2017). Además de desempeñar un papel central en 

la organización de la respuesta al estrés que implica una estrecha comunicación 

entre los sistemas reguladores. Esto ayuda a explicar por qué el estrés se caracteriza 

por una participación central y periférica de células inmunitarias y neuroendocrinas 

y sus respectivos mensajeros (Tort, 2011). 

En el riñón cefálico se generan las células pluripotenciales a partir de células 

troncales y de ahí, dos líneas principales: la linfoide y la mieloide. De ellas, la gran 

diversidad celular que tiene implicación directa e indirecta con el sistema 

inmunitario. En específico, los leucocitos o células blancas de la sangre desempeñan 

un papel principal en la defensa del hospedero ante infecciones, y su actividad y 

composición cambia drásticamente en respuesta a la infección (Secombes, 2001), y 

por ello, este órgano es considerado un excelente modelo para estudiar los efectos a 

nivel de inmunidad sistémica (Tort, 2011). A modo particular, el efecto de los 

compuestos fitogénicos de la presente tesis sobre la respuesta inmunitaria a nivel 

de riñón cefálico ha sido explorada en los Capítulos III y IV de la presente tesis 

doctoral. 

 

5. Herramientas para evaluar los aditivos funcionales  

Si bien, numerosos estudios in vivo han demostrado una mejora de las respuestas 

inmunitarias de los peces tras la administración de piensos funcionales, la 

información actual sobre los efectos inherentes de los aditivos para piensos en la 

inmunidad es limitada en condiciones in vitro. De hecho, la mayoría de los estudios 

sobre aditivos funcionales para piensos, en particular los fitogénicos, se centran 

exclusivamente en las respuestas fisiológicas o bioquímicas y en los desafíos bajo 



TESIS DOCTORAL PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

DOCTOR EN ACUICULTURA 

RICRDO SALOMÓN 

56 
 

condiciones experimentales controladas. Siendo muy pocos los que realmente 

intentan dilucidar los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a su 

capacidad inmunoestimuladora de un compuesto (Firmino et al., 2021c). 

Sin embargo, en los últimos años se ha dispuesto de una serie de nuevas 

herramientas celulares y moleculares que permiten una comprensión más profunda 

y amplia de esos mecanismos. Estos datos, combinados con los enfoques clásicos, 

como los estudios histológicos, los parámetros inmunitarios humorales y los 

desafíos bióticos o abióticos, pueden proporcionar información útil para 

comprender adecuadamente el modo de acción de los aditivos funcionales para 

piensos, un enfoque que contextualiza las respuestas de los órganos y los tejidos a 

nivel celular y de expresión génica. En este sentido, las herramientas ómicas pueden 

proporcionar respuestas significativas para caracterizar las complejas respuestas 

inmunitarias de los teleósteos a la administración de fitogénicos (Salinas & 

Magadan, 2017; Natnan et al., 2021). Las tecnologías ómicas modernas incluyen la 

genómica, la proteómica, la transcriptómica, y la metabolómica, entre otras. Los 

estudios transcriptómicos en acuicultura han progresado gradualmente desde el 

enfoque tradicional del análisis de la expresión de un solo gen hasta las técnicas más 

recientes de secuenciación de alto rendimiento, incluyendo los microarrays y la 

secuenciación del transcriptoma (RNA-seq) (Martin & Król, 2017). En la actualidad, 

los análisis de redes funcionales basados en el transcriptoma de los peces teleósteos 

alimentados con piensos funcionales han ganado mucha atención, ya que 

proporcionan una mayor comprensión del modo de acción de los aditivos 

zootécnicos con propiedades inmunomoduladoras en el huésped, tal y como han 

puesto de manifiesto distintos trabajos de nuestro grupo (Firmino et al., 2020; 2021a; 

2021b; Reyes-López et al., 2021). Para obtener un mayor conocimiento biológico de 

la regulación transcripcional que podría ser modulada por las dietas funcionales, se 

pueden realizar varios análisis, como: a) determinar el enriquecimiento de 

funciones biológicas conocidas, interacciones o vías; b) identificar la participación 

de los genes en vías o redes agrupando los genes en función de tendencias similares; 

y c) utilizar los cambios globales en la expresión de los genes, como por ejemplo 
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visualizando todos los genes significativamente regulados al alza o a la baja en el 

contexto del escenario experimental. Para ello, en los últimos años se han puesto a 

disposición varias herramientas bioinformáticas para el análisis funcional de los 

datos transcriptómicos de los genes (Shi et al., 2015). 

La nutrigenómica, en particular, no sólo ha mejorado la comprensión de los 

marcadores biológicos de las enfermedades relacionadas con la nutrición, sino que 

también ha mejorado el desarrollo de aditivos alimentarios (Martin & Król, 2017). 

Este útil enfoque permite obtener un conocimiento exhaustivo de los diferentes 

componentes inmunitarios humorales y celulares presentes en los peces, así como 

su regulación tras diferentes estímulos, incluyendo infecciones naturales o 

experimentales, y/o diferentes estresores bióticos o abióticos. En general y en 

ámbito de la acuicultura, las herramientas ómicas funcionales proporcionan 

aplicaciones multifacéticas que van desde la monitorización de la fisiología del 

huésped, hasta la optimización de las formulaciones de los piensos y la evaluación 

a mayor profundidad de los aditivos para la acuicultura (Dawood et al., 2020). En 

esta tesis, se seleccionó el enfoque de microarrays como base central para 

proporcionar información sobre el perfil transcriptómico relacionado con la 

inmunidad local y sistémica de los tejidos de interés (Capítulos II, III y IV). Además 

de ello, se evaluó la respuesta inmunitaria sistémica mediante un ensayo ex vivo, 

donde en la expresión génica de un repertorio de marcadores de genes inmunitarios 

fueron analizados vía PCR cuantitativa (qRT-PCR, por sus siglas en inglés, 

quantitative real time polymerase chain reaction) (Capítulo I). 

Además, la combinación de herramientas ómicas y otros análisis complementarios, 

como la histoquímica, la evaluación de parámetros inmunitarios humorales en 

plasma, la medición de la actividad enzimática, los desafíos con patógenos (retos 

bacterianos in vivo y/o modelos ex vivo), permite contextualizar las respuestas 

fisiológicas e inmunológicas que pueden obtenerse a través de los análisis sobre los 

mecanismos que subyacen a las propiedades inmunomoduladoras de los aditivos 

para piensos que se están desarrollando con fines comerciales. Estas 
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aproximaciones han sido empleadas en los Capítulos I, II, III y IV, con el fin de 

validar y caracterizar el efecto de los compuestos fitogénicos objeto de interés en 

esta tesis doctoral. 
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6. Especies modelo usadas en la presente tesis 

Con el fin de evaluar el potencial efecto promotor de la salud de los compuestos 

fitogénicos objeto de estudio de la presente tesis, éstos han sido evaluados en dos 

especies de peces de crianza de gran importancia económica a escala europea y 

mundial, como son la dorada (Sparus aurata) y el salmón del Atlántico (Salmo salar), 

respectivamente. En este contexto, evaluar aditivos zootécnicos con propiedades 

inmunomodulatorias en especies acuícolas importantes, tanto desde un punto de 

vista de producción como de valor económico, supone una gran ventaja frente a 

otros modelos existentes como el pez cebra, pues posiciona el producto más cerca 

del mercado, facilitando y acelerando la transferencia de los resultados a la 

industria. 

 

6.1. El cultivo de la dorada (Sparus aurata)  

 

6.1.1. Relevancia de la especie 

La dorada (Sparus aurata) (Figura 8) se encuentra comúnmente en todo el mar 

Mediterráneo, aunque es menos frecuente en las regiones del este y sureste del 

Mediterráneo y muy rara en el mar Negro. También está presente en el Océano 

Atlántico desde las islas británicas hasta Cabo Verde y alrededor de las Islas 

Canarias.  

 

Figura 8. Dorada (Sparus aurata). 
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Es un pez bentopelágico que se encuentra de forma natural en entornos costeros, 

habitando en lechos de praderas de fanerógamas marinas, fondos rocosos y en la 

zona de oleaje hasta profundidades de unos 30 m. Los adultos pueden encontrarse 

hasta 150 m de profundidad. La dorada es una especie eurihalina, que suele 

adentrarse en aguas salobres donde se producen los cambios regulares de salinidad. 

Es un pez carnívoro, pero casualmente herbívoro, que puede ser sedentario, 

solitario o formar pequeños grupos. En cuanto a su biología reproductiva, esta 

especie es un hermafrodita protándrico, que madura como machos funcionales en 

los dos primeros años (20-30 cm) y posteriormente se convierten en hembras (33-40 

cm). El desove se produce de forma natural de diciembre a abril, cuando la 

temperatura del agua es de 13-17 ºC (Basurco et al., 2011). 

La dorada es una especie relevante para la acuicultura, representando una de las 

principales especies cultivadas en el área del Mediterráneo, tanto a nivel de 

volumen de producción como en valor económico. Se cría principalmente de forma 

intensiva en jaulas marinas, y ocasionalmente en estanques en tierra en casi todos 

los países mediterráneos. Los principales países productores de dorada en Europa 

son Turquía, con 85.000 toneladas (que representan el 33,7% de la producción total), 

Grecia, con 65.300 toneladas (25,9%), Egipto, con 36.000 toneladas (14,3%), Túnez, 

con 16.000 toneladas (6,3%), y España, con 13.521 toneladas (5,4%). También se 

cultiva en Italia, Chipre y Croacia. (Figura 9). El periodo de cultivo varía en función 

de la ubicación y la temperatura del agua, pero normalmente se necesitan entre 18 

y 24 meses para que un ejemplar alcance los 400 g a partir de las larvas nacidas. El 

tamaño comercial puede variar desde 250 g hasta más de 2,0 kg, dependiendo del 

mercado de destino y de las preferencias de los consumidores (APROMAR, 2020). 
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Figura 9. Distribución de la producción de dorada (Sparus aurata) de acuicultura en el área 
mediterránea en 2019 en volumen (toneladas) y valor (millones de euros). Adaptado de la 
FAO, 2020 (APROMAR, 2020). 

 

6.1.2. Enfermedades predominantes que afectan a la dorada de 

piscifactoría 

Según un estudio reciente realizado por Muniesa et al. (2020) en el que se realizó 

una encuesta en la que participaron un total de 50 unidades de producción (31 con 

criadero, 16 con hatchery o vivero y tres con plantas de procesado) de 27 empresas, 

situadas en 10 países mediterráneos (Croacia, Chipre, Egipto, Francia, Grecia, Italia, 

Portugal, España, Túnez y Turquía), las enfermedades más importantes que afectan 

al sector acuícola dedicado al cultivo de la dorada son:  

- Una de las principales enfermedades que afecta la dorada durante su fase de 

engorde es la causada por el ectoparásito monogéneo de las branquias, Sparicotyle 

chrysophrii, causando mortalidades de hasta el 30% y con la mayor prevalencia 

ocurriendo a finales de la primavera y el verano. Los expertos han calificado la 

esparicotilosis como la enfermedad más importante que afecta específicamente a la 

dorada. La infección por S. chrysophrii provoca el letargo de los peces debido a la 

hipoxia y la anemia grave (Sitjà-Bobadilla et al., 2006). En los peces infectados por 
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S. chrysophrii también es frecuente encontrar infecciones secundarias por otros 

parásitos y bacterias (Padrós et al., 1995). En consecuencia, la esparicotilosis puede 

llegar a reducir la tasa de crecimiento, aumentar el factor de conversión alimenticia 

total (FCA), incrementando la necesidad de alimento para > 50.000 toneladas en la 

producción mediterránea (Rigos et al., 2016). La enfermedad también hace que los 

peces sean más vulnerables a la manipulación y a los factores de estrés ambiental, y 

puede ser la causa de las mortalidades notificadas en los registros estadísticos en la 

categoría "otras causas". 

- El "Síndrome de Invierno" o "Enfermedad de Invierno" es otra de las enfermedades 

frecuentemente reportadas en esta etapa de producción, afectando asiduamente a 

la dorada durante el periodo de bajas temperaturas del agua, periodo comprendido 

entre enero y mayo (Muniesa et al., 2020). Además de estas enfermedades, también 

se encuentra el patógeno Pseudomonas anguilliseptica, que es uno de los principales 

agentes responsables de los brotes infecciosos asociados a la "Enfermedad de 

Invierno", siendo considerado un patógeno más oportunista, cuyas infecciones 

suelen producirse cuando los peces están bajo estrés ambiental e inmunosupresión 

(Ibarz, et al., 2010),  pudiendo alcanzar unas tasas de mortalidad entre el 10-15% en 

diferentes explotaciones de la Península Ibérica (con un pico del 30%) entre enero 

(12 °C) y abril (18-20 °C) (Cascarano et al., 2021). 

- En cuanto a las primeras etapas de desarrollo, las infecciones bacterianas asociadas 

principalmente a las bacterias Gram negativas del género Vibrio spp. y la infección 

por betanodavirus son las más comunes, afectando larvas, alevines y juveniles de 

dorada, llegando a porcentajes de un 40% de mortalidad (Savoca et al., 2021). 

- Por otro lado, otra enfermedad que cabe destacar en esta especie, y ésta siendo una 

de las más importantes que afectan al cultivo de dorada, es la conocida como 

pasteurelosis. Está ocasionada por la bacteria Photobacterium damselae subespecie 

piscicida (anteriormente clasificada como Pasteurella piscicida, de ahí el nombre de la 

enfermedad) (Magariños et al., 1994). Se produce con temperaturas del agua 

superiores a 18 ºC, y puede cursar como enfermedad aguda, con una mortalidad de 
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hasta un 40% (Cascarano et al., 2021), o como una enfermedad crónica con una 

mortalidad en goteo. Externamente no presenta síntomas diferenciales, y a nivel 

interno sólo se puede observar una inflamación del bazo, que a veces muestra 

gránulos blanquecinos. Así se diagnostica mediante aislamiento de la bacteria.  

 

6.2. El cultivo del salmón del Atlántico (Salmo salar)  

 

6.2.1. Relevancia de la especie 

El salmón del Atlántico (Figura 10) es una especie carnívora, eurihalina anádroma, 

que se distribuye por el norte del océano Atlántico, tanto en la costa este de 

Norteamérica como en la costa de Europa, así como por el océano Ártico, el mar 

Báltico, el mar Mediterráneo y el mar Negro. Se le puede encontrar de forma natural 

en muchos de los países que baña el norte del océano Atlántico y todas las costas 

europeas, además de que ha sido introducido por el hombre en la República Checa, 

Suiza, Argentina, Australia, Chile y Nueva Zelanda.  

 

Figura 10. Adulto de salmón del Atlántico (Salmo salar). Fuente: Norwegian Seafood Council. 

 

En el medio natural, este pez anádromo desova en agua dulce, donde los alevines 

(~ 2 cm) emergen de los huevos, subsistiendo del saco vitelino adherido hasta que 

llegan a la etapa juvenil. Los juveniles, conocidos como “parr” permanecen en agua 

dulce de 2 a 5 años. Los salmones “parr” presentan 8 a 11 franjas pigmentadas a cada 
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lado del cuerpo que se alternan con una hilera única de manchas rojas a lo largo de 

la línea lateral. Antes de migrar al agua salada, los salmones sufren varios cambios 

fisiológicos y de comportamiento, en un proceso conocido como “esmoltificación” 

que los prepara para su vida en el mar. En la etapa “smolt”, el color del cuerpo se 

vuelve plateado y negro con tintes verdes, azules y cafés. Ya en el mar, el salmón 

del Atlántico prefiere temperaturas de 4 a 12°C, aunque puede permanecer periodos 

breves a temperaturas más bajas o altas de -0.7 y 27.8°C, respectivamente (Bergheim 

& Fivelstad, 2014). 

A nivel industrial, la salmonicultura se desarrolló en la década de 1980 en Noruega, 

con el uso de las jaulas marinas, lo que incitó el desarrollo del cultivo en Escocia y, 

posteriormente, en Irlanda, Canadá, la costa noreste de los EEUU, Chile y Australia 

(Tasmania), donde las bajas temperaturas del agua propician su cultivo. La 

industria acuícola del salmón ha crecido sustancialmente en los últimos 40 años a 

nivel mundial, debido al intenso avance en las investigaciones en acuicultura y a la 

fuerte disminución de las pesquerías naturales. Hoy en día aproximadamente el 

80% de la producción salmonera del mundo es cultivada. Los principales países 

productores a nivel mundial de salmón del Atlántico se dividen en cinco países, 

siendo Noruega el más importante, con una cuota de producción anual de 1.3 

millones de toneladas (representando el 55,3% del total de producción), junto con 

Escocia con 204,000 toneladas (7,6%) y las Islas Feroe con 73,000 toneladas (3,3%) en 

Europa. El segundo país productor, Chile con 701,000 toneladas anuales (25,4%), 

está en Sudamérica, y Canadá con 118,00 toneladas (6%) en Norteamérica (Iversen 

et al., 2020; FAO, 2021) (Figura 11). 
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Figura 11. Distribución de la producción del salmón del Atlántico (Salmo salar) de 
acuicultura alrededor del mundo en volumen (toneladas) y porcentaje. Adaptado de la 
FAO, 2021 (Iversen et al., 2020). 

 

Con respecto al cultivo de esta especie, el salmón del Atlántico tiene una etapa 

inicial en agua dulce (parr) que se realiza en instalaciones en tierra. Cuando tienen 

entre 1 año y 18 meses, y alcanzan un peso de 50-90 g, se les traslada a jaulas en el 

mar. Allí se crían durante 12 a 18 meses, hasta alcanzar un peso en cosecha de 4 a 5 

kg. Además, la cría de salmón también requiere una cierta cantidad de corriente 

para permitir el flujo de agua a través de la granja. Sin embargo, la corriente debe 

estar por debajo de un determinado nivel para que los peces puedan moverse 

libremente por los lugares. Estas condiciones suelen darse en aguas protegidas por 

archipiélagos y fiordos, lo que excluye muchas costas. Sin embargo, la cría en alta 

mar es un enfoque emergente. Las granjas en alta mar se sitúan en aguas más 

profundas y menos protegidas, donde las corrientes oceánicas son más fuertes que 

en la costa, por lo que requieren jaulas más robustas (Bergheim & Fivelstad, 2014; 

Iversen et al., 2020). 
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6.2.2. Enfermedades predominantes que afectan al salmón del Atlántico de 

piscifactoría 

Siempre existe la preocupación por los posibles efectos de las enfermedades a lo 

largo del ciclo de producción. Aunque muchos de los mismos patógenos son 

preocupantes independientemente de la etapa de vida, algunas enfermedades son 

más frecuentes en las primeras etapas. Por ejemplo, en Noruega, las infecciones 

fúngicas (principalmente ocasionadas por Saprolegnia spp.) en los huevos y los 

alevines son la principal preocupación en las primeras fases de cultivo. En el caso 

de Canadá, las principales patologías asociadas al cultivo de esta especie se centran 

en el virus de la septicemia hemorrágica viral, la enfermedad entérica de la boca 

roja causada por Yersinia ruckeri y Saprolegnia spp., enfermedades que afectan 

directamente la producción de alevines (Noga, 2010). 

Entre otras enfermedades importantes y recurrentes, se encuentra la enfermedad 

pancreática, ésta es una enfermedad de importancia económica en la acuicultura 

europea de salmónidos que afecta particularmente al salmón del Atlántico en las 

jaulas en el mar de Irlanda, Noruega y Escocia. Es causada por un virus 

perteneciente al género Alphavirus dentro de la familia Togaviridae (Reid et al., 2017), 

donde las tasas de mortalidad registradas acerca de esta enfermedad alcanzan hasta 

un 48% (McLoughlin & Graham, 2007). A nivel de parásitos en el salmón, se 

describen a una serie de crustáceos maxilópodos llamados copépodos 

pertenecientes a la familia Caligidae, comúnmente llamados piojos de mar y son los 

ectoparásitos más reportados en las especies de salmones silvestres y cultivables. La 

especie Caligus royercresseyi, fue descripta por primera vez en 1997 por su capacidad 

de infestar salmónidos, especialmente truchas y salmón del Atlántico 

comercialmente cultivados en Chile (Dresdner et al., 2019). Por otro lado, y también 

perteneciente a la familia Caligidae, se encuentra el Lepeophtheirus salmonis, 

igualmente perteneciente a la familia Caligidae, se encuentra el Lepeophtheirus 

salmonis, igualmente conocido como piojo de mar, la especie calígida predominante 

en el hemisferio norte (Torrissen et al., 2013). Ambos tienen una distribución amplia, 

estando presente en el Océano Pacífico y Atlántico, afectando tanto a especies 
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silvestres como al salmón de cultivo (Torrissen et al., 2013; Dresdner et al., 2019). 

Con el crecimiento mundial del cultivo intensivo de salmónidos durante la última 

década, el control del piojo de mar, ha llegado a ser una de las principales 

preocupaciones en la industria, debido a las elevadas pérdidas económicas y efectos 

medio ambientales que genera (Costello, 2009; Núñez-Acuña et al., 2015).  

Finalmente, la bacteria Gram-negativa Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida es 

el agente causante de la furunculosis, una enfermedad sistémica de los peces de la 

familia de los salmónidos. La furunculosis es una enfermedad omnipresente que 

afecta a las explotaciones acuícolas de todo el mundo y se caracteriza por una 

elevada mortalidad y morbilidad, alcanzando tasas de mortalidad de hasta el 50% 

(Dallaire-Dufresne et al., 2014; Taranger et al., 2015). La furunculosis debe su 

nombre a los forúnculos que aparecen en la piel y la musculatura de los peces 

afectados por la forma subaguda o crónica de la enfermedad. Esta enfermedad 

infecciosa se ve exacerbada por el estrés, los bajos niveles de oxígeno y las altas 

densidades. Los brotes se producen con mayor frecuencia a temperaturas 

superiores a 10 °C, la enfermedad es altamente infecciosa y puede causar infecciones 

agudas con una rápida aparición de la mortalidad (Vincent et al., 2019). La 

desinfección de los huevos fecundados es la intervención más importante contra la 

furunculosis en los criaderos, siendo este tratamiento obligatorio en Noruega. Hoy 

en día existen vacunas eficaces para prevenir esta enfermedad, no obstante, la 

vacunación implica una fuerte manipulación de los peces y un alto coste, por lo 

tanto, el uso de antibióticos era, y sigue siendo, el método preferido para tratar la 

furunculosis. Sin embargo, cada vez aparecen más casos de cepas de A. salmonicida 

subsp. salmonicida resistentes o incluso multirresistentes a los antibióticos (Vincent 

et al., 2014; Trudel et al., 2016; Bartkova et al., 2017). Por ende, está claro que se 

necesitan alternativas eficaces a los antibióticos para controlar esta enfermedad. 

En resumen y con el afán de evaluar los dos aditivos funcionales probados durante 

los años de realización de esta tesis, podríamos contextualizarla de la siguiente 

manera, 1) la competencia inmunitaria de los esplenocitos expuestos a un PAMP, 

como el LPS, validación realizada mediante un ensayo ex vivo y la evaluación de la 
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expresión génica de un repertorio de marcadores de genes inmunitarios analizados 

vía PCR cuantitativa en doradas con una dieta funcional suplementada con un extracto de 

hojas de plantas medicinales de salvia y hierbaluisa (Capítulo I), 2) además,  

indicadores claves de rendimiento, como son el crecimiento somático, la 

supervivencia y el FCA, han sido también evaluados en la dorada alimentadas con 

el aditivo obtenido de la salvia y la hierbaluisa (Capítulo I, II y III); 3) un análisis 

transcriptómico basado en microarrays del intestino y el riñón cefálico en dorada 

(Capítulo II) y salmón del Atlántico (Capítulo III) alimentados con el extracto de 

salvia y hierbaluisa; 4) el mismo análisis transcriptómico basado en microarrays en 

salmones alimentados con una dieta suplementada con un extracto bioactivo 

procedente de la aceituna, además del crecimiento somático y la supervivencia 

(Capítulo IV); 5) un análisis de enriquecimiento funcional para identificar clases de 

genes sobrerrepresentados que pudieran tener una asociación con respuestas 

biológicas concretas; y 6) la aplicación de metodología complementaria para apoyar 

y validar el estudio molecular (Capítulos II, III y IV). En cuanto a las metodologías 

complementarias utilizadas, éstas variaron en función del tejido a ser evaluado. Por 

ejemplo, posibles propiedades inmunomoduladoras fueron evaluados en diferentes 

parámetros inmunitarios humorales en el plasma al final del estudio nutricional 

(Capítulo I). En segundo lugar, evaluamos las propiedades histoquímicas de las 

mucinas almacenadas en las células caliciformes del intestino de la dorada (Capítulo 

II). Por último, se llevó a cabo una prueba de validación mediante un reto bacteriano 

con un patógeno habitual de la especie evaluada, en este caso, en el salmón del 

Atlántico con A. salmonicida subsp. salmonicida (Capítulos III y IV).
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Hipótesis de trabajo 

La hipótesis sobre la que se articula la presente tesis doctoral es que mediante el uso 

de fitogénicos es posible modular la respuesta inmunológica de los peces de crianza 

y mejorar su respuesta frente a estresores bióticos como bacterias patogénicas, y, 

por lo tanto, promover la resistencia frente a enfermedades a través de una mejor 

respuesta inmunológica del animal. 

 

OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

 Estudiar y caracterizar los efectos de una combinación de aditivos 

fitogénicos para piensos obtenido de un extracto de dos plantas medicinales 

(salvia y hierbaluisa), y la de un fitogénico obtenido de la fruta del olivo 

(aceituna) a nivel local y sistémico - bazo, intestino y riñón cefálico – en la 

dorada y el salmón del Atlántico, así como su eficacia contra patógenos 

comunes, mediante enfoques de análisis complementarios de validación. 

 

Objetivos específicos 

 

 Evaluar el potencial en los indicadores clave de rendimiento (KPI, por sus 

siglas en inglés, key performance indicator), entre ellos el crecimiento e índice 

de conversión alimenticia de los aditivos alimentarios probados, en este caso 

con ambos fitogénicos en la dorada y el salmón. 

 

 Evaluar los marcadores inmunes humorales y la capacidad inmunitaria 

celular, mediante un ensayo ex vivo con cultivo de células primarias de 

esplenocitos de dorada con el fitogénico obtenido de la salvia y la 

hierbaluisa. 
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 Describir la respuesta inmunitaria transcripcional del intestino de la dorada 

a la administración de una dieta suplementada con fitogénicos obtenidos de 

la salvia y la hierbaluisa; 

 

 Describir las alteraciones histoquímicas del intestino a nivel celular 

promovidas por el aditivo funcional probado. 

 

 Evaluar los posibles efectos inmunomoduladores en la respuesta 

transcripcional del riñón cefálico del salmón, mediante el análisis de 

microarray y los respectivos marcadores inmunes humorales con ambos 

fitogénicos; 

 

 Validar en salmón sobre el potencial de protección de ambos fitogénicos 

probados contra la infección bacteriana, en este caso con el patógeno 

Aeromonas salmonicida.  
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DISCUSIÓN 

 
Los fitogénicos como estrategia sostenible para prevenir 

los brotes de enfermedades en acuicultura 

En los últimos 20 años, los consumidores de los países de ingresos bajos y altos se 

han beneficiado de la disponibilidad y el acceso a los alimentos acuáticos durante 

todo el año gracias al continuo crecimiento de la acuicultura y su posicionamiento 

y relevancia en el abastecimiento de los mercados (Naylor et al., 2021). Para 

abastecer la creciente demanda de pescado y marisco derivada de un crecimiento 

demográfico constante y de los cambios en los patrones de consumo de proteína de 

origen acuático por parte de la población mundial, la acuicultura seguirá siendo la 

fuerza motriz del crecimiento de la producción mundial de pescado, prolongando 

una tendencia de décadas. Por lo tanto, se espera que la producción acuícola 

mundial aumente de 179 millones de toneladas en 2018 a 204 millones de toneladas 

en 2030 (un 15% más que en 2018) (FAO, 2020).  

Sin embargo, la rápida expansión de la acuicultura aumenta su propia 

vulnerabilidad frente a muchos desafíos importantes que obstaculizan el desarrollo 

del sector. En algunos casos, socavando su capacidad para alcanzar los resultados 

sostenibles necesarios y afectando negativamente a la opinión de los consumidores 

y a la credibilidad del sector. De hecho, se prevé que la tasa media de crecimiento 

anual de la acuicultura se reduzca del 4,6% en 2007-2018 al 2,3% en 2019-2030. Se 

espera que una serie de factores contribuyan a esta desaceleración, incluyendo la 

adopción y aplicación más amplia de las regulaciones en favor del cuidado 

medioambiental, la disminución de la disponibilidad de agua y lugares de 

producción adecuados, la disminución de las ganancias de productividad, el 

aumento de los brotes de enfermedades de los animales acuáticos relacionados con 

las prácticas de producción intensiva, y las limitaciones asociadas al cambio 

climático (FAO, 2020). 
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La intensificación de los sistemas de producción y el cambio climático facilitan la 

aparición de brotes de enfermedades ya que pueden favorecer la presencia de 

animales estresados e inmunocomprometidos, y la evolución y propagación de 

patógenos cada vez más virulentos. Esto hace que las enfermedades de los animales 

acuáticos sean uno de los principales factores limitantes del desarrollo sostenible de 

la acuicultura (Reverter et al., 2020). A pesar de los esfuerzos desplegados en la 

mejora de la vigilancia y la gestión de las enfermedades en acuicultura, distintos 

estudios estiman que en las próximas décadas surgirán y se propagarán 

rápidamente patógenos, hasta ahora desconocidos, que causarán enfermedades 

nuevas, causando importantes pérdidas de producción aproximadamente cada tres 

a cinco años (FAO, 2020). Para prevenir y mitigar estas pérdidas económicas, en 

algunos de los principales países productores se sigue observando el uso 

profiláctico indiscriminado de antibióticos y productos químicos asociados a las 

prácticas acuícolas intensivas (Lulijwa et al., 2020; Schar et al., 2020). Sin embargo, 

el uso recurrente de tales terapéuticos tiene graves efectos secundarios en el sistema 

acuícola, no sólo por la inmunosupresión de los animales, sino también por la 

selección y aparición de cepas más virulentas y bacterias resistentes a los 

antibióticos (Reverter et al., 2020). Además, el uso indiscriminado de antibióticos 

supone un grave problema de salud pública (Adegoke et al., 2018). En la Unión 

Europea (Reglamento 1831/2003/CE), las amenazas de resistencia a los antibióticos 

y la prohibición de los antibióticos como promotores del crecimiento en los 

alimentos para animales de granja han promovido a la industria ganadera y 

acuícola la adopción de sistemas de producción libres de antibióticos (Vincent et al., 

2019; Reverter et al., 2020), así como el desarrollo de tratamientos alternativos más 

sostenibles y respetuosos con el medio ambiente (Dawood et al., 2018). Con el fin 

de garantizar los beneficios sociales y medioambientales de los que la acuicultura 

se enorgullece, es obligatorio aplicar prácticas de producción acuícola sostenibles. 

En este contexto y con el objetivo de prevenir brotes de enfermedades y reducir el 

uso de fármacos quimioterapéuticos en la acuicultura, se han propuesto estrategias 

alternativas/complementarias, como la vacunación y la administración de 
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suplementos alimenticios funcionales (Miccoli et al., 2021; Reverter et al., 2021), 

entre otras (Barrett et al., 2020). 

Sin embargo, aunque la vacunación haya sido demostrada como una excelente 

herramienta de prevención de enfermedades en acuicultura, todavía es una técnica 

utilizada en casos específicos para un patógeno en concreto, presentando una 

eficacia limitada contra las infecciones por múltiples agentes. Además, el tiempo y 

los costes asociados al desarrollo de vacunas pueden limitar su disponibilidad y 

aplicación frente a un amplio repertorio de organismos patógenos, lo que hace que 

en la actualidad no existan vacunas eficaces contra varias enfermedades de 

importancia económica, como las infecciones víricas y parasitarias (Miccoli et al., 

2021). Por otro lado, dado que las enfermedades están íntimamente relacionadas 

con el estado fisiológico e inmunológico de los peces, el uso de piensos funcionales 

que aporten beneficios para la salud más allá de su valor nutricional ha recibido una 

importante atención en la última década como estrategias preventivas en cuanto a 

la gestión sanitaria de las instalaciones acuícolas (Dawood et al., 2018; Waagbø y 

Remø, 2020).  

En este escenario, entre los diferentes aditivos funcionales de tipo zootécnico para 

piensos que pueden utilizarse en acuicultura, los fitogénicos se definen como 

combinaciones estandarizadas, específicas y basadas en la ciencia de compuestos 

bioactivos que se encuentran en plantas con eficacia comprobada e impacto 

sostenible en animales, personas y/o en medio ambiente. Los fitogénicos suelen ser 

extractos de plantas aromáticas y aceites esenciales caracterizados por su riqueza en 

compuestos biológicamente activos (Suphoronski et al., 2019; Christaki et al., 2020). 

En peces de cultivo, se están estudiado cada vez más un amplio espectro de aditivos 

fitogénicos debido principalmente a sus propiedades promotoras del crecimiento, 

antimicrobianas, inmunoestimulantes, antioxidantes, antiinflamatorias y sedantes 

(Franz et al., 2020). Por este amplio espectro de acción, los fitogénicos representan 

una prometedora herramienta profiláctica eficaz y sostenible para ser 

implementada en la gestión sanitaria en instalaciones acuícolas frente a infecciones 

ya sean de tipo bacteriano, vírico, parasitario y/o fúngico (Reverter et al., 2021). 
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En el contexto de esta tesis doctoral, se han estudiado dos aditivos zootécnicos de 

tipo fitogénico con propiedades inmunomoduladoras, compuestos que han sido 

analizados teniendo en cuenta los resultados de indicadores clave del rendimiento 

productivo (crecimiento y uso del alimento) y resultados asociados a la respuesta 

inmunitaria transcripcional de tres tejidos asociados a la inmunidad local (intestino) 

y a la inmunidad sistémica (bazo y riñón cefálico). Estos estudios se han realizado 

en dos especies de peces de relevancia acuícola, la primera de ellas y de ámbito local 

es la dorada (Sparus aurata), siendo una de las especies de peces marinos más 

importantes que se cultivan en el Mediterráneo, mientras que la segunda especie 

considerada en esta tesis has sido el salmón del Atlántico (Salmo salar), principal 

especie acuícola a nivel mundial, tanto por su valor económico como por su 

volumen de negocio internacional. Estas dos especies acuícolas fueron alimentadas 

con dos aditivos diferentes y que son objeto de la presente tesis doctoral, (1) una 

combinación de extractos de dos plantas medicinales como son la salvia y la 

hierbaluisa (MPLE, por sus siglas en inglés: medicinal plant leaf extract; nomenclatura 

utilizada en los Capítulos I, II y III [Salomón et al., 2020; 2021a; 2022]); y (2), un 

aditivo obtenido del extracto de la aceituna (AQUOLIVE®) (nomenclatura utilizada 

en el Capítulo IV; [Salomón et al., 2021b]). A continuación, se presenta la discusión 

general de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, tanto a nivel de variables 

relacionados con el rendimiento productivo de los animales, como a nivel de su 

respuesta inmunitaria. 

 

Efectos de los fitogénicos y sus compuestos bioactivos 

obtenidos de extractos de la salvia, la hierbaluisa y la 

aceituna en el rendimiento productivo de los peces 

En términos productivos y de retorno económico, el crecimiento (aumento de la 

biomasa) se ha considerado tradicionalmente como uno de los principales puntos 

finales e indicador clave de rendimiento a la hora de evaluar diferentes 

formulaciones de piensos. En base a la literatura consultada, los efectos sobre el 
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rendimiento productivo en diferentes especies de peces con respecto a fitogénicos 

derivados de la salvia, la hierbaluisa y la aceituna se encuentran resumidos en el 

Apéndice 1. Es importante destacar que la mayoría de estos trabajos han sido 

publicados en los últimos años, lo que demuestra el creciente interés actual por la 

investigación de los fitogénicos y su aplicación en producción animal. En este 

contexto, los extractos de salvia, la hierbaluisa y la aceituna han demostrado actuar 

como promotores del crecimiento en varias especies de peces, como son la tilapia 

del Nilo (Oreochromis niloticus) (El Kholy et al., 2012; Mahmoud et al., 2014), la trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss) (Sönmez et al., 2015; Hoseinifar et al., 2020b), la carpa 

común (Cyprinus carpio) (Gholipourkanani et al., 2017; Sokooti et al., 2021), la dorada 

(Gisbert et al., 2017) y el esturión siberiano (Acipenser baerii) (Adel et al., 2021). En 

algunos de estos trabajos donde se observa un mayor crecimiento somático, también 

se traducen en diferencias significativas en ciertos indicadores claves de 

rendimiento como un menor factor de conversión alimenticia (FCA) o una mayor 

tasa de crecimiento (SGR, por sus siglas en inglés: specific growth rate) como ha sido 

en el caso de la tilapia del Nilo (El Kholy et al., 2012; Mahmoud, 2014), trucha 

arcoíris (Sönmez et al., 2015; Hoseinifar et al., 2020a), carpa común (Karimi Pashaki 

et al., 2018; Sokooti et al., 2021) y esturión siberiano (Adel et al., 2021).  

Con respecto a los efectos en el rendimiento productivo en peces alimentados con 

dietas suplementadas con los fitogénicos derivados de las dos plantas medicinales 

(salvia y hierbaluisa) utilizadas en esta tesis, ejemplos en base a la literatura son 

expuestos y desarrollados a continuación. Por ejemplo, se ha visto que dietas 

suplementadas con 0,15% de un polvo de hojas de salvia durante 90 días en tilapias 

hibridas (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus), promovieron tanto el 

crecimiento somático, como la tasa específica de crecimiento, además de reducir 

significativamente el FCA (El-Kholy et al., 2012) (Apéndice 1). Asimismo, Mahmoud 

et al. (2014) han indicado que el crecimiento somático, el FCA y la tasa específica de 

crecimiento se vieron positivamente afectados en tilapias del Nilo alimentadas 

durante 84 días con una combinación de fitogénicos (aceite esencial en 0,05%) que 

contenía laurel (Laurus nobilis), hinojo (Foeniculum vulgare) y salvia (Apéndice I). 



TESIS DOCTORAL PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

DOCTOR EN ACUICULTURA 

RICRDO SALOMÓN 

154 
 

Igualmente, Sönmez et al. (2015) han demostrado que el aceite esencial de salvia con 

una inclusión de 500 mg kg-1 en la dieta tiene un efecto positivo en el incremento de 

peso y la tasa de crecimiento (Apéndice I). Por otro lado, y con respecto a la 

hierbaluisa, Gholipourkanani et al. (2017) han informado de un efecto positivo en 

cuanto al peso final en carpas comunes alimentadas con una dieta suplementada 

con un aceite esencial de hierbaluisa en 0,15 mL kg-1 durante 30 días. Además, en 

esturiones siberianos alimentados con una dieta suplementada con un extracto 

crudo de hierbaluisa en 5 mg kg-1 durante 56 días mostraron rendimientos positivos 

en cuanto al incremento de peso, el FCA y la tasa de crecimiento (Adel et al., 2021) 

(Apéndice I). Estos resultados están de acuerdo con nuestros trabajos, donde la 

inclusión en la dieta del aditivo obtenido de la combinación de extractos de dos 

plantas medicinales (salvia y hierbaluisa), MPLE, afectó positivamente el 

crecimiento de la dorada, así como la eficiencia alimentaria y la tasa específica de 

crecimiento (Capítulo I [Salomón et al., 2020]). Igualmente, cuando este aditivo fue 

incluido en la dieta basal utilizando el mismo porcentaje de inclusión (0,1%) en 

salmón del Atlántico también afectó de manera significativa el crecimiento somático 

de los animales y el FCA (Capítulo III [Salomón et al., 2022]). Es importante tener 

en cuenta que la dieta basal utilizada en gran parte de esta tesis doctoral ha sido 

formulada con un bajo porcentaje de harina de pescado (7% los estudios de dorada 

y 17,5% en los trabajos en salmón del Atlántico), apoyando de esta manera el cambio 

de paradigma de la industria hacia la formulación de dietas menos dependientes de 

materias primas derivadas de la pesca como la harina de pescado (Froehlich et al., 

2018). Los resultados de la presente tesis doctoral, en donde las dos especies objeto 

de estudio han demostrado una mejora significativa en términos de crecimiento, en 

el caso de la dorada, que ha crecido un 8,5% más en cuanto a los peces alimentados 

con la dieta control (Salomón et al., 2020), y en el caso del salmón en el que se ha 

observado un 11,5% de aumento respecto a los salmones alimentados con la dieta 

control (Salomón et al., 2022). Estos resultados están en concordancia con resultados 

previos similares observados en vertebrados superiores (Pastorelli et al., 2012; 

Casamassima et al., 2013), así como también en otras especies de peces 
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dulceacuícolas alimentadas con dietas funcionales que contienen fitogénicos 

derivados de la salvia y/o hierbaluisa. Si bien en los trabajos anteriormente citados 

no se menciona cuál es su composición en compuestos potencialmente bioactivos, 

estos resultados promotores del crecimiento podrían atribuirse al contenido de 

dichos aditivos caracterizados en compuestos triterpenoides, como el ácido ursólico 

(Wang et al., 1999; Lu y Foo, 2000). En particular, se ha visto que el ácido ursólico 

tiene efectos sobre la capacidad promotora del crecimiento muscular mediante la 

hipertrofia de las fibras musculares, resultados que se han demostrado tanto en 

ratones (Kunkel et al., 2012) como en la trucha arcoíris (Fernández-Navarro et al., 

2006). En el caso de la hierbaluisa, uno de sus compuestos más abundantes es el 

ácido verbascósido (Sánchez-Marzo et al., 2019); compuesto que tiene también 

efectos promotores sobre el crecimiento (Pastorelli et al., 2012; Casamassima et al., 

2013). El mecanismo promotor del crecimiento del ácido verbascósido parece ser 

distinto al reportado por la salvia, siendo éste atribuible probablemente a la función 

protectora de la hierbaluisa a nivel intestinal, al promover la digestión y absorción 

de nutrientes y por consiguiente promover la disponibilidad de nutrientes para el 

organismo e indirectamente el crecimiento del animal (Adel et al., 2021). Así, por 

ejemplo, Pastorelli et al. (2012) pusieron de manifiesto en ganado porcino que una 

dieta enriquecida con ácido verbascósido (10 mg kg-1) durante 56 días supuso una 

mejora en el crecimiento de los animales en comparación con la dieta control. Por 

otra parte, en corderos alimentados con dos dosis diferentes (2,5 mg y 5 mg por 

animal por día) con un suplemento a base de ácido verbascósido (extracto de hojas) 

durante 42 días, mostraron una diferencia significativa de ganancia de peso respecto 

a los corderos alimentados con la dieta control (Casamassima et al., 2013). Estos 

resultados están en línea con los obtenidos en la presente tesis, tanto en dorada 

como en salmón del Atlántico, si bien la aproximación analítica llevada a cabo no 

nos permite esclarecer los mecanismos de acción de dichos fitogénicos sobre los 

animales. No obstante, podemos hipotetizar que no deben ser distintos a los 

reportados en vertebrados superiores.  
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Por el contrario, otros estudios sobre la salvia y la hierbaluisa no han informado de 

efectos positivos sobre el crecimiento y la tasa específica de crecimiento en especies 

de peces como la tilapia del Nilo (Aydin et al., 2018), la trucha arcoíris (Hoseinifar 

et al., 2020a), y el esturión beluga (Huso huso) (Dadras et al., 2020), y/o la eficiencia 

alimentaria en la carpa común (Gholipourkanani et al., 2017). Pese a ello, no es fácil 

esclarecer por qué algunos fitogénicos pueden tener propiedades positivas sobre el 

crecimiento y eficiencia alimentaria de los animales, pues las razones pueden ser 

muy diversas. Por ejemplo, bajo condiciones experimentales óptimas y formulación 

de dietas con altos niveles de harina de pescado, los efectos positivos de 

determinados aditivos pueden verse potencialmente enmascarados al no darse las 

condiciones nutricionales necesarias para visualizar los efectos positivos esperados 

del uso de dichos compuestos. A su vez, la composición variable y no estandarizada 

de los distintos extractos de plantas, así como su origen y método de extracción, 

también pueden repercutir en su composición a nivel de compuestos funcionales, y 

por lo tanto influenciar de forma diferente en los organismos (Länger et al., 2018; 

Firmino et al., 2021c). Por estos factores, no siempre es fácil y/o posible extraer 

conclusiones derivadas de la comparación de distintos estudios, pues tal y como se 

ha mencionado, no siempre los autores de dichos trabajos se aproximan de forma 

similar, tanto conceptual como experimentalmente, a dar respuesta a una misma 

pregunta, pues el estudio de cómo afectan estos fitogénicos al rendimiento 

productivo de los animales no acostumbra a ser el objetivo final de dichos estudios, 

sino que éstos están enfocados a evaluar cómo dichos fitogénicos promueven la 

condición general del animal a partir de sus propiedades funcionales. 

 Por otro lado, con respecto a estudios basados en dietas funcionales con 

compuestos bioactivos derivados de la aceituna también se han visto resultados 

positivos en cuanto al rendimiento productivo. Dichos estudios y sus 

correspondientes resultados se encuentran resumidos en el Apéndice 1. A título de 

ejemplo, doradas alimentadas con una dieta que contenía un extracto bioactivo de 

aceite de oliva (0,17%), rico en compuestos fenólicos como hidroxitirosol y tirosol 

durante 90 días, mostraron una mejora significativa en cuanto a su peso final 
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(Gisbert et al., 2017). Igualmente, Hoseinifar et al. (2020b) encontraron un 

incremento significativo en el peso final de truchas arcoíris alimentadas con una 

inclusión de 0,5 g kg-1 en la dieta de extractos de aceituna ricos en polifenoles y 

vitamina E durante 42 días. Asimismo, carpas alimentadas con 200 mg kg-1 de 

extractos de hoja de olivo, ricos en compuestos bioactivos, tales como la oleuropeína 

y sus derivados como el hidroxitirosol durante 75 días, mostraron una diferencia 

significativa de ganancia de peso respecto a los peces alimentados con la dieta 

control (Sokooti et al., 2021). Estos resultados no están en acuerdo con los obtenidos 

en los salmones del Atlántico alimentados con la dieta con una inclusión del 0,15% 

de AQUOLIVE®, donde no se registraron diferencias a nivel de peso final (Capítulo 

IV; Salomón et al., 2021b). Nuestros resultados están en línea con los publicados por 

Baba et al. (2018) donde truchas arcoíris alimentadas con un porcentaje de inclusión 

de 0,1% de compuestos fitogénicos derivados del extracto de hoja de olivo no 

registraron diferencias en cuanto al crecimiento. Asimismo, Karimi Pashaki et al. 

(2018) han indicado que carpas alimentadas con una dieta que incluía extracto de 

hoja de olivo (1 g kg-1) durante 8 semanas no afectó al crecimiento de los animales. 

Igualmente, no se registraron diferencias significativas en cuanto a rendimiento 

productivo (peso final, FCA y tasa de crecimiento) en carpas alimentadas con 0,1% 

de extractos de hoja de olivo durante 8 semanas (Rajabiesterabadi et al., 2020a). Esta 

disparidad de resultados podría venir explicado por distintos factores, tales como: 

1) el origen variable y poco estandarizado de los fitogénicos (es decir, materias 

primas obtenidas en los mercados locales), 2) la utilización de diferentes formas de 

suplementación (formato polvo, aceite esencial, extractos, etc.) y su dosis de 

inclusión, 3) los diferentes periodos de administración y formulaciones de las dietas, 

entre otros (Vallejos-Vidal et al., 2016). Asimismo, otra posible respuesta, no solo a 

nivel de diferencias bibliográficas, sino más bien tratando de explicar estas 

diferencias respecto al aditivo MPLE, el cual sí afectó de forma positiva el 

rendimiento productivo tanto en dorada como en salmón del Atlántico, pueden 

verse reflejadas con la ausencia de un desafío nutricional, como la inclusión del 

aditivo en una dieta baja en harina de pescado, que posiblemente podría revelar el 
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potencial promotor del crecimiento de los fitogénicos. Asimismo, con el efecto a 

nivel del músculo por parte de la salvia y de una mayor absorción y digestión de 

nutrientes en el intestino por parte de la hierbaluisa como hemos mencionado 

anteriormente, podrían darnos pistas claras de las diferencias entre aditivos en 

cuanto al rendimiento productivo. Igualmente, la ausencia de un proceso 

estandarizado para llevar a cabo estos estudios entre distintos grupos de 

investigación, tanto a nivel de la caracterización de los fitogénicos, composición de 

la dieta basal como en lo relativo a las condiciones experimentales del estudio, limita 

la interpretación y comparación entre ellos. Independientemente de estos factores, 

los fitogénicos probados en esta tesis no fueron elegidos por su potencial efecto 

positivo sobre el crecimiento somático, eficiencia alimentaria o tasa específica de 

crecimiento, sino por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, 

antiinflamatorias e inmunoestimulantes, entre otras (Dawood et al., 2021), y por 

consiguiente, sobre su potencial efecto sobre la salud del animal y protector efecto 

sobre agentes patógenos, efectos que discutirán con mayor detalle en los siguientes 

apartados de la presente tesis doctoral. 

 

Propiedades inmunomoduladoras del fitogénico obtenido 

del extracto de la salvia y hierbaluisa (MPLE) 

Con respecto al MPLE, la tesis se centró en descifrar los posibles efectos 

inmunomoduladores de la salvia y la hierbaluisa en las especies objeto de estudio 

de la presente tesis, que son bien conocidas por sus propiedades, entre ellas, 

antiinflamatorias, antioxidantes, inmunoestimulantes y relajantes, entre otras. Los 

beneficios de estas plantas medicinales se encuentran bien caracterizados en 

vertebrados superiores (Funes et al., 2009; Caturla et al., 2011; Funes et al., 2010; 

Walch et al., 2011; Martins et al., 2015; Ben Khedher et al., 2018; Rasouli et al., 2020), 

pero el conocimiento de sus efectos en peces es más bien limitado (Abdellatief et al., 

2018; Hoseinifar et al., 2020a; Adel et al., 2021). En este contexto, los resultados 

obtenidos de la respuesta inmune local a nivel del intestino (Capítulo II, [Salomón 
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et al., 2021a]), como también a nivel sistémico, a nivel del bazo (Capítulo I, [Salomón 

et al., 2020]) y del riñón cefálico (Capítulo III, [Salomón et al., 2022]), en las dos 

especies acuícolas modelo incluidas en esta tesis doctoral se discuten a 

continuación.  

Las propiedades inmunomoduladoras del aditivo MPLE en cada uno de los tejidos 

diana de las dos diferentes especies utilizadas en la presente tesis fueron 

determinadas mediante: 1) un análisis transcriptómico basado en microarrays en el 

riñón cefálico  y el intestino, con un posterior análisis asociado a un enriquecimiento 

funcional para identificar aquellos genes expresados diferencialmente que pueden 

tener una asociación con respuestas biológicas particulares; y 2) la aplicación de 

metodologías complementarias para apoyar y/o validar los estudios moleculares. 

En cuanto a las metodologías complementarias utilizadas, se realizó un ensayo ex 

vivo con esplenocitos de doradas alimentadas previamente con las dietas 

experimentales durante 92 días, los cuales se incubaron con un patrón molecular 

asociado a un patógeno (del inglés pathogen associated molecular patterns, PAMP) 

como es el lipopolisacárido (LPS), con el fin de evaluar la respuesta inmunológica 

de dichas células a varios procesos inmunitarios (respuesta inmunitaria humoral, 

citoquinas pro y antiinflamatorias, marcadores de superficie celular y enzimas 

antioxidantes) (Capítulo I, [Salomón et al., 2020]). Por otro lado, y en el caso del 

salmón del Atlántico, al final del ensayo nutricional se realizó un reto bacteriano de 

tipo in vivo con el fin de validar las posibles propiedades inmunomoduladoras del 

aditivo, este ensayo se basó en un reto bacteriano, donde los peces fueron infectados 

(inyección intraperitoneal) con el patógeno Aeromonas salmonicida responsable de la 

furunculosis (Capítulos III y IV [Salomón et al., 2021b; 2022]). Ambas metodologías 

complementarias fueron herramientas eficaces para poder validar los posibles 

efectos inmunomoduladores por parte de los fitogénicos probados en la presente 

tesis.  

Los análisis transcriptómicos realizados en riñón cefálico e intestino mostraron que 

estos dos tejidos respondieron positivamente a la administración de ambos 

fitogénicos, con algunas variaciones en las respuestas transcripcionales entre los 
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diferentes tejidos. Uno de los compuestos bioactivos más abundantes en la salvia es 

el triterpeno conocido como ácido ursólico (Hussain et al., 2017), mientras que en la 

hierbaluisa es el ácido verbascósido (Sánchez-Marzo et al., 2019). Se ha demostrado 

que el ácido ursólico afecta a las funciones inmunitarias en diferentes modelos 

animales experimentales. Raphael y Kuttan (2003) informaron de que el ácido 

ursólico (dosis: 50 µmoles kg-1 de peso corporal/dosis/animal, tiempo de 

administración: 5 días, método de aplicación: intraperitoneal) aumentaba la 

respuesta inmunitaria a nivel celular en ratón, tal y como se puso de manifiesto con 

el incremento en el número de glóbulos blancos totales de células positivas α-

esterasa y de células formadoras de placas en el bazo. Asimismo, en este mismo 

estudio en oveja se observó un aumento significativo de la producción de 

anticuerpos específicos tras la administración de un antígeno, confirmando su 

efecto positivo sobre la respuesta inmunitaria (Raphael y Kuttan, 2003). Estos 

resultados estarían de acuerdo con los resultados observados en la presente tesis 

(ensayo ex vivo con esplenocitos de dorada; Capítulo I), confirmando el efecto 

inmunoestimulante a nivel celular del ácido ursólico (Salomón et al., 2020). Además, 

Xu et al. (2015) estudiaron el efecto del ácido ursólico (dosis: 20 y 100 mg-1 kg-1 día-

1, método de aplicación: intraperitoneal) sobre las funciones inmunitarias en un 

modelo experimental de miastenia gravis (Xu et al., 2015), enfermedad autoinmune 

mediada por células B y dependiente de células T que se caracteriza por una 

debilidad muscular fatigable (Zuckerman et al., 2010). En el citado estudio, el ácido 

ursólico indujo la apoptosis en las células mononucleares de los ganglios linfáticos, 

aumentando también los niveles de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) y 

disminuyendo los de IL-17A en las células de ganglios linfáticos, promoviendo así 

una respuesta inmunitaria de tipo celular. La dosis alta, 100 mg-1 kg-1 día-1, aumentó 

el número de células T CD4+ y redujo los niveles de anticuerpos (inmunoglobulina 

G) en el suero (Xu et al., 2015). Estos resultados no hacen más que apoyar la idea de 

que el MPLE es capaz de promover una respuesta inmune del tipo celular frente un 

potencial agente infeccioso (Salomón et al., 2020), tal y como se ha demostrado en 

doradas alimentadas con el aditivo MPLE. Los datos obtenidos de la 
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transcriptómica por PCR cuantitativa de los esplenocitos estimulados con un PAMP 

(LPS) al final del ensayo nutricional proporcionaron los conocimientos y respuestas 

básicas para lograr descifrar el papel inmunomodulador del aditivo probado, 

donde se ha visto un patrón de expresión de los genes implicados en la respuesta 

inmunitaria inespecífica (lisozima [lys] e inmunoglobulina M [IgM]), así como de las 

citoquinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral [tnf-α] e interleucina 1 beta 

[il-1β]) y antiinflamatorias (factor de crecimiento transformante beta 1 [tgf-β1] e 

interleucina 10 [il-10]), y del marcador de superficie de las células T (cd4). En 

particular, nuestro estudio reveló un aumento en los niveles de il-10, al igual que lo 

informado por Xu et al. (2015). IL-10 es una citoquina antiinflamatoria reconocida 

por su papel en suprimir las respuestas inmunitarias (Zou y Secombes, 2016). 

Además, antecedentes anteriores en peces teleósteos han propuesto un papel 

importante para esta citoquina en el control del proceso proinflamatorio y la 

resolución de procesos infecciosos (Reyes-Cerpa et al., 2014; Reyes-López et al., 

2015). Esto es de suma importancia ya que, al evaluar la condición inmune, la 

evaluación de los genes asociados a la respuesta antiinflamatoria es importante 

porque regulan y reducen la expresión de citoquinas proinflamatorias (Reyes-Cerpa 

et al., 2013) cuando es necesario, para prevenir daños colaterales en los tejidos del 

huésped y evitar el desperdicio de recursos bioenergéticos (Moore et al., 2001). 

Además, tal y como se ha mencionado anteriormente, en un experimento con ratas, 

donde se estudió el efecto del ácido ursólico (dosis: 20 y 100 mg-1 kg-1 día-1) sobre 

las funciones inmunitarias en un modelo experimental sobre una enfermedad 

autoinmune, se reportó un aumentó en el número de células T CD4+ y una 

reducción de los niveles de anticuerpos (Ig G) en el suero con la dosis alta, 100 mg-

1 kg-1 día-1 (Xu et al., 2015). Esto es importante ya que el CD4+ es una glicoproteína 

transmembrana perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas que se 

expresa en la superficie de las células T, siendo éstas últimas las principales 

protagonistas del sistema inmunitario adaptativo de cualquier vertebrado y 

esenciales para la inmunidad mediada por células (Laing et al., 2006; Castro et al., 

2011). Además, estos leucocitos CD4+ se denominan también como linfocitos T 
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"ayudantes" porque ayudan a regular/activar la respuesta de las células CD8+ 

(linfocitos T "asesinos naturales") mediante la secreción de citoquinas (Laing et al., 

2006; Castro et al., 2011). En particular, nuestro estudio ex vivo reveló una regulación 

al alza del cd4+ en las células del bazo de los peces alimentados con el aditivo cuando 

fueran expuestas a un PAMP de tipo bacteriano, sugiriendo así el MPLE podría 

estar involucrado en la regulación de la actividad de los linfocitos, lo que sugiere la 

estimulación de la inmunidad sistémica a través de un estricto control de la 

respuesta inmunitaria íntimamente regulada por mecanismos tanto pro- y 

antiinflamatorios, además de la activación de poblaciones de células inmunitarias 

CD4+, lo que permitiría al organismo combatir una posible infección bacteriana. 

Otro claro ejemplo de las propiedades inmunomoduladoras del ácido ursólico fue 

el informado por Jang et al. (2009), donde este compuesto (dosis: 0,05%, tiempo de 

administración: 4 semanas, método de aplicación: intraperitoneal) activó las células 

T aumentando significativamente la producción de IL-2 e IFN-γ en estas células.  

Por otra parte, las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés: 

reactive oxygen species), componen un importante mecanismo de defensa implicado 

en la activación de la respuesta inmune, incluyendo la activación de las células T 

(Chen et al., 2018). En condiciones fisiológicas normales, las ROS participan en 

varias funciones, como la defensa del huésped (es decir, la defensa contra 

microorganismos patógenos), la regulación del ciclo celular y muchas vías de 

señalización celular (Hoseinifar et al., 2021). En concentraciones bajas o moderadas, 

las ROS no causan daños, pero en concentraciones altas, inducen modificaciones 

negativas de los componentes celulares como los lípidos, las proteínas y el ADN 

(Hoseinifar et al., 2021). Para evitar los efectos negativos de la producción natural 

de ROS, los organismos vivos desarrollaron un sistema de defensa antioxidante 

enzimático que incluye diferentes enzimas como la superóxido dismutasa (SOD) y 

la catalasa (CAT) (Mishra et al., 2015). Estos elementos del sistema de defensa 

antioxidante son capaces de proporcionar el equilibrio entre la producción y la 

eliminación de ROS en condiciones fisiológicas normales (Hoseinifar et al., 2021). 

Sin embargo, la falta de equilibrio entre la formación de ROS y la capacidad de los 
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organismos para hacer frente a las ROS puede causar estrés oxidativo (Chen et al., 

2018; Hoseinifar et al., 2021). Además, se ha visto que, durante la respuesta inicial a 

un patógeno invasor, la activación de la respuesta inmunitaria innata también está 

acompañada por la generación de ROS dentro de las células fagocíticas, como los 

macrófagos y los neutrófilos, siendo un acontecimiento crítico para el inicio de la 

fagocitosis y la posterior destrucción de estos microorganismos (Seifried et al., 

2007). Asimismo, en ratas se ha descubierto que las ROS derivadas de los 

macrófagos tienen una función de señalización inmunitaria al influir en la selección, 

maduración y diferenciación de las células T (Bartosz, 2009). Debido a esto, varios 

mecanismos celulares de autoprotección deben estar estrechamente regulados 

durante una respuesta inmune para evitar daños colaterales sobre el organismo 

(Hoseinifar et al., 2021). De este modo, y como hemos mencionado anteriormente, 

la SOD y la CAT son dos enzimas implicadas en la defensa celular contra procesos 

oxidativos, catalizando la reducción de radicales superóxidos y H2O2 (Otto y Moon, 

1996). Para minimizar los efectos dañinos del ROS, estas dos enzimas antioxidantes 

tienen funciones relacionadas y se consideran la primera línea de defensa contra la 

toxicidad del oxígeno debido a sus efectos inhibidores sobre la formación de 

radicales libres (Li et al., 2009; Pandey et al., 2003). Además, la literatura nos indica 

que, para evitar el desequilibrio en la producción de ROS, los organismos aeróbicos 

podrían reducir la formación de ésta mediante la ayuda de componentes 

antioxidantes, producidos por la célula (como la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial y las oxidasas NAD(P)H) u obtenidos a través de la dieta (vitaminas 

C, E y otros nutrientes y/o aditivos con propiedades antioxidantes) (Wang et al. 

2013; Franco y Martínez-Pinilla 2017). Por lo que, nos abre la posibilidad de 

hipotetizar de que estos resultados que van en línea con los encontrados en el 

Capítulo I de la presente tesis (Salomón et al., 2020), donde esplenocitos de doradas 

alimentadas con la dieta suplementada con el fitogénico MPLE y expuestos al LPS 

mostraron una regulación al alza significativa y controlada en cuanto a genes 

implicados con enzimas de estrés antioxidativo (mn-sod, cat), pudo haber sido a 

través del efecto del aditivo en la dieta  relacionada a la presencia de compuestos 
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triterpénicos (Rufino-Palomares et al., 2011) y polifenólicos (Sönmez et al., 2015) 

derivados del aditivo MPLE, otorgando así al pez una protección contra las especies 

reactivas del oxígeno y estimulando las defensas antioxidantes del organismo (John 

et al., 2001). 

Varios son los trabajos en los que analizan parámetros inmunológicos en plasma 

para determinar los efectos de los aditivos alimentarios en la salud de los peces 

(Parrino et al., 2018; Fazio, 2019). A nivel plasmático, diferentes autores han 

indicado de las potenciales propiedades inmunomoduladoras de la salvia y la 

hierbaluisa. En un experimento con el esturión beluga, Dadras et al. (2020) han 

demostrado que, cuando juveniles de dicha especie fueron alimentados con una que 

contenía un extracto etanólico de salvia (120 ml kg-1) durante 42 días, registraron un 

aumento en los niveles de lisozima y de la actividad de complemento (ACH50) en 

comparación con el grupo control, poniendo así en evidencia sus efectos 

beneficiosos sobre la respuesta inmunitaria humoral del animal. Esto es de 

importancia ya que, la actividad de la lisozima es un componente importante del 

sistema inmunitario innato de los peces con fluctuación en respuesta a factores de 

estrés e infecciones. En particular, la lisozima en peces se ha visto que funciona 

como una opsonina y activador del sistema de complemento y la fagocitosis siendo 

un mediador en la protección contra la invasión microbiana (Saurabh y Sahoo 2008). 

Por otro lado, la actividad de complemento desempeña un papel esencial a la hora 

de alertar al huésped de la presencia de posibles patógenos, así como en su 

eliminación. Además, la activación del sistema del complemento contribuye 

significativamente a la orquestación y desarrollo de una respuesta inmunitaria 

adquirida (Boshra et al., 2006). En relación con estos parámetros, Terzioğlu y Diler 

(2016) han indicado un incremento significativo de los niveles de lisozima en 

plasma en truchas arcoíris alimentadas con una dieta suplementada con 0,1% de 

inclusión de salvia en polvo. Por otro lado, Adel et al. (2021) han descrito que 

esturiones alimentados con extractos de hierbaluisa (20 mg kg-1) durante 56 días 

mostraron índices hematológicos relacionados con la inmunidad, tales como el 

estallido respiratorio, lisozima, inmunoglobulinas (Ig) totales y la actividad ACH50, 
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incrementados de manera significativa, revelando que el uso del extracto de 

hierbaluisa podría mejorar la respuesta inmunitaria del esturión siberiano. Por su 

parte, Adeli et al. (2021) demostraron también un aumento significativo de lisozima 

e IgM en plasma en truchas arcoíris alimentadas con una dosis de inclusión de 7 g 

kg-1 de extracto de hierbaluisa en el alimento durante 42 días. La IgM en los peces 

teleósteos es una de las tres clases o tipos de Ig conocidos hasta la fecha (IgM, IgD e 

IgT) en comparación con las cinco clases de los mamíferos (Secombes y Ellis, 2012). 

En peces, la IgM puede tener un papel de opsonización en ciertas especies, ya sea 

de forma directa o a través de receptores para la IgM, o indirecta, a través de 

receptores para la actividad del complemento (Secombes y Ellis, 2012). La IgM es la 

inmunoglobulina más común en el plasma y mucosas como actor clave en la 

orquestación de las respuestas de memoria inmunitaria en los peces teleósteos 

(Parra et al., 2015). Sin embargo, dichos resultados están en desacuerdo con los 

obtenidos en nuestras doradas alimentadas con una dieta suplementada con un 

extracto de salvia y hierbaluisa, donde no se registraron diferencias significativas 

en los parámetros humorales no específicos, pero sí se observó una respuesta 

inmunitaria de tipo celular cuando las células del bazo fueron expuestas a LPS 

(Capítulo I; resultados del ensayo ex vivo [Salomón et al., 2020]). Por lo tanto, estos 

resultados podrían estar respaldados por la hipótesis de que el uso de aditivos no 

siempre tiene la respuesta inmunológica esperada si los peces no están expuestos a 

un agente estresor como pudiera ser un organismo patogénico (Álvarez-Rodríguez 

et al., 2018).  

El efecto inmunomodulador de los fitogénicos derivados de la salvia y la hierbaluisa 

también se han demostrado mediante su evaluación in vivo al mejorar 

significativamente la supervivencia de los peces frente a desafíos patogénicos 

(Terzioğlu y Diler, 2016; Abdellatief et al., 2018; Metin et al., 2020; 2021; Adel et al., 

2021). Por ejemplo, en tilapias del Nilo se llevó a cabo un reto bacteriano donde los 

peces fueron infectados vía inyección intraperitoneal con 0,2 mL de 107 unidad 

formadora de colonias (UFC) ml-1 del patógeno Pseudomonas aeruginosa, mostrando 

menores tasas de mortalidad (25% vs. 75%) en los peces alimentados con la dieta 
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que incluía 7,5 g kg-1 de salvia en polvo durante 28 días (Abdellatief et al., 2018). Así 

también, se ha visto que en esturiones alimentados durante 56 días con un extracto 

de hierbaluisa (20 mg kg-1) y sometidos a un reto bacteriano, en este caso infectados 

vía inyección intraperitoneal con 0,1 mL de 106 UFC ml-1 del patógeno Aeromonas 

hydrophila, han demostrado diferencias significativas en cuanto a la tasa de 

supervivencia respecto de los peces alimentados con la dieta control (40% vs. 20%) 

(Adel et al., 2021). Los estudios referidos están en concordancia con los resultados 

presentados en esta tesis y que están descritos en el Capítulo III (Salomón et al., 

2022), donde en particular, los salmones alimentados con la dieta suplementada con 

MPLE durante 133 días mostraron mayores tasas de supervivencia (90,6 ± 6,4%) en 

comparación con sus congéneres alimentados con la dieta control (60,7 ± 13,5%) 

cuando fueron infectados con A. salmonicida (0,2 mL de 107 UFC mL-1). Los 

resultados obtenidos en la presente tesis son de especial relevancia ya que, se 

sugiere que la suplementación dietética del aditivo MPLE al 0,1% es capaz de 

modular la respuesta inmunitaria, mejorando la robustez frente enfermedades de 

tipo bacteriano y reduciendo así la mortalidad acumulada por una infección de A. 

salmonicida. Además, con respecto al compuesto bioactivo más abundante de la 

hierbaluisa, el ácido verbascósido, Avila et al. (1999) ya reportaron en la literatura 

aspectos sobre la bioactividad de la hierbaluisa, indicando que el ácido verbascósido 

aislado de la misma y de otras especies del género Lippia ejerce una actividad 

antimicrobiana (Kubica et al., 2020). Además, en el caso de especies relevantes para 

la acuicultura, algunos de los pocos estudios encontrados en peces han informado 

de una mejora en la inmunidad, a través de la expresión de genes relacionados con 

la respuesta innata humoral (lys) y citoquinas proinflamatorias (tnf-α, il-1β, e 

interleucina 8 [il-8]) mediante la suplementación con salvia o hierbaluisa en dietas 

destinadas a la tilapia del Nilo, truchas arcoíris y esturión siberiano (Abdellatief et 

al., 2018; Hoseinifar et al., 2020a; Adel et al., 2021). Estos resultados indican que el 

fitogénico utilizado en el presente estudio puede considerarse como una alternativa 

a los agentes antimicrobianos convencionales y usarse, así como herramienta 

profiláctica frente a enfermedades infecciosas de tipo bacteriano.  
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En cuanto al salmón del Atlántico alimentado con la dieta suplementada con 0,1% 

de MPLE y al estudio de la respuesta transcriptómica a nivel del riñón cefálico, uno 

de los principales órganos linfoides del pez (Tort, 2011), el análisis transcriptómico 

mostró un total de 1.178 genes expresados diferencialmente (DEGs, por sus siglas 

en inglés: differential expressed genes), de los cuales la mayoría de ellos muestran una 

regulación al alza (802 regulados al alza, y 376 a la baja) (Tabla suplementaria en el 

Capítulo IV; Salomón et al., 2022). A partir de los genes obtenidos de un análisis de 

expresión diferencial, se procedió a realizar una interpretación biológica de dichos 

genes basada en definiciones de ontología génica (GO, por sus siglas inglés: gene 

ontology) mediante un análisis de enriquecimiento. Dichas anotaciones GO 

revelaron un total de 185 procesos biológicos modulados de manera significativa en 

el riñón cefálico de los salmones del Atlántico alimentados con la dieta 

suplementada con MPLE (Figura 1). A partir de dicho análisis, se destaca la 

identificación de una serie de procesos biológicos relacionados con la inmunidad, 

como son por ejemplo el proceso biológico denominado “procesamiento de 

antígenos y presentación de antígeno peptídico vía CMH clase II (GO:0002495)” y 

el “interferón-gamma (IFN-γ) (GO:0060333)”, entre otros. Estos resultados son de 

suma importancia, ya que el procesamiento y la presentación de antígenos son 

esenciales para desencadenar respuestas inmunitarias celulares y humorales, 

respuestas que están mediadas por linfocitos T y B (Vyas et al., 2008), siendo 

fundamentales para el inicio de la respuesta inmunitaria específica de antígeno 

(Yagamuchi y Dijkstra, 2019). Además, se ha demostrado que, en infecciones 

bacterianas, la señalización por parte del IFN-γ es capaz de influir en el 

procesamiento y presentación de antígenos a partir del complejo mayor de 

histocompatibilidad de clase II; contribuyendo así a la inmunidad a través de la 

mejora de las respuestas de células T específicas de patógenos, como son las CD8+ 

y CD4+ (Decker et al., 2005). Por lo tanto, los datos de nuestra tesis (Capítulo III 

[Salomón et al., 2022]), sugirieron que el aditivo MPLE podría estar involucrado en 

la regulación de la actividad de los linfocitos, lo que sugiere la estimulación de las 

respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Estos resultados también 
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vendrían apoyados por los obtenidos y mencionados anteriormente en dorada con 

el mismo aditivo y la misma inclusión (0,1%), y que fueron obtenidos a partir de 

células del bazo estimuladas con LPS, tal y como indicaron los resultados de 

expresión del marcador cd4 (Capítulo I [Salomón et al., 2020]).  

 Otro proceso biológico que fue modulado por el fitogénico probado fue el de la 

"autofagia (GO:0006914)”, que también a su vez se encuentra modulado por el IFN-

γ (Pereiro et al., 2019). La autofagia es una vía altamente conservada que juega un 

papel importante en la fisiología celular, las respuestas adaptativas al estrés y la 

respuesta inmune (Kuballa et al., 2012). De acuerdo con la literatura existente, 

diversos estudios han informado que la autofagia, así como el IFN-γ, cumplen un 

rol específico contra patógenos oportunistas como Aeromonas spp. en peces de 

cultivo (Pereiro et al., 2016; Yin et al., 2021); abriendo así la posibilidad de 

comprender y relacionar nuestros resultados relacionados con la mortalidad 

diferencial observada entre ambos grupos experimentales (Capítulo III [Salomón et 

al., 2022]). IFN-γ es probablemente una de las citoquinas más relevantes que 

orquestan la respuesta inmunitaria en los vertebrados (Pereiro et al., 2019). Este 

interferón es conocido por ser un potente activador de los macrófagos. Como hemos 

mencionado anteriormente, existe evidencia en peces que el IFN-γ puede inducir la 

autofagia. Los efectos de esta citoquina en el proceso de autofagia están mediados 

principalmente por dos vías independientes: la cascada de señalización Jak1-

2/Stat1 y la vía PI3K/AKT/mTOR, aunque se ha descrito una tercera vía mediada 

por JAK1/2 y p38 MAPK (Pereiro et al., 2016; Yin et al., 2021). La evidencia 

acumulada sugiere que la autofagia es un mecanismo de defensa evolutivamente 

conservado para deshacerse de las bacterias a través del lisosoma en los huéspedes 

(Yin et al., 2021). Por ejemplo, Pereiro et al. (2016) informaron de una reducción de 

la mortalidad en el rodaballo (Scophthalmus maximus) cuando se les inyectó vía 

intraperitoneal con 50 µl de 5,5 x 105 UFC mL-1 del patógeno A. salmonicida. Estos 

resultados se atribuyeron al efecto del IFN-γ en las infecciones bacterianas, y a la 

participación de esta proteína en la respuesta inflamatoria (Pereiro et al., 2016). Por 

otro lado, Yin et al. (2021) pudieron demostrar el papel de la autofagia en los 
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macrófagos de la carpa herbívora (Ctenopharyngodon idella), lo que llevó a promover 

la defensa innata contra A. hydrophila. Siguiendo con los resultados presentados en 

el Capítulo III, también se ha visto una modulación del proceso biológico de 

“regulación de la señalización de I-kappaB quinasa/NF-kappaB (GO:0043122)”. 

Estos resultados son de suma importancia ya que el NF-κB es un factor importante 

para el mantenimiento de la homeostasis inmune, al modular la transcripción de un 

grupo diverso de genes implicados en muchos procesos biológicos como el 

desarrollo, la inmunidad, la apoptosis y la diferenciación celular en diferentes tipos 

celulares como las células B y T, los monocitos, las quimiocinas y las citoquinas, 

entre otros (Dorrington y Fraser, 2019). Esta modulación va acorde a los resultados 

presentados en el Capítulo IV (Salomón et al., 2021b) de la presente tesis, en el que 

se ha demostrado que el fitógenico AQUOLIVE® con propiedades bioquímicas y 

funcionales similares al MPLE, también fue capaz de modular procesos biológicos 

asociados a la “regulación de la señalización de I-kappaB quinasa/NF-kappaB”.   

Por último, una respuesta inmunitaria satisfactoria implica el control de un amplio 

repertorio de procesos como el de las células mediadoras de los leucocitos, tales 

como granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, basófilos), mastocitos, macrófagos, 

células dendríticas y células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés natural 

killer), entre otros (Rieger y Barreda, 2011). La activación de los leucocitos está 

mediada por varias vías de señalización que interactúan para producir cambios en 

la afinidad de las proteínas de unión en la superficie de los neutrófilos que a su vez 

movilizan el citoesqueleto para la quimiotaxis y la fagocitosis, desencadenando 

finalmente un estallido respiratorio y la degranulación (Rieger y Barreda, 2011). En 

este contexto, en nuestro estudio se observó la modulación de procesos biológicos 

conocidos como la “activación leucocitaria implicada en la respuesta inmune 

(GO:0002366)”, “inmunidad mediada por neutrófilos (GO:0002446)” y la 

“activación de linfocitos implicada en la respuesta inmunitaria (GO:0002285)". Esto 

es relevante ya que los neutrófilos, macrófagos, células dendríticas y células B son 

reconocidos como un componente crítico de la inmunidad innata y adaptativa 

contra los patógenos a través de procesos que contribuyen en la eliminación de 
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neutrófilos de la circulación. Esto es de suma importancia ya que, el mantenimiento 

de los neutrófilos circulantes y funcionales y su reclutamiento en los tejidos en 

respuesta a una lesión y/o infección microbiana son fundamentales para la defensa 

del huésped. Sin embargo, la eliminación homeostática de neutrófilos de la 

circulación está mediada por macrófagos in situ, aunque también en pequeña 

medida por las células dendríticas (Bratton y Henson, 2011). Ya que, si no se 

eliminan los neutrófilos moribundos, estos se desintegran y pueden contribuir aún 

más a la inflamación continua y la destrucción de tejidos (Bratton y Henson, 2011). 

Por lo tanto, la modulación de procesos biológicos implicados como los 

mencionados anteriormente, están relacionados con las funciones celulares clave de 

los efectores de la inmunidad innata de los vertebrados (Havixbeck et al., 2016), 

sugiriendo un aumento de la capacidad inmunológica sistémica específica 

promovida por el aditivo alimentario fitogénico probado y presentado en el 

Capítulo III de la presente tesis (Salomón et al., 2022). 

Por el otro lado, y siguiendo la línea de los datos transcripcionales, los resultados 

obtenidos a nivel del intestino en doradas alimentadas con MPLE, han revelado un 

total de 506 DEGs (285 regulados al alza y 221 a la baja) al comparar el perfil 

transcriptómico del intestino de los peces alimentados con la dieta control (Capítulo 

II; Salomón et al., 2021a). El análisis de enriquecimiento realizado reveló un total de 

161 procesos biológicos en el intestino de las doradas alimentadas con MPLE (Figura 

1). Estos resultados mostraron que este aditivo fue capaz de promover la respuesta 

inmunitaria de tipo innato y adaptativo, especialmente a través de la modulación 

de los procesos implicados en la activación, diferenciación y selección de las células 

T. Además, como se ha mencionado anteriormente las células T son uno de los 

principales actores de la respuesta inmune adaptativa, siendo el intestino de los 

teleósteos un lugar importante de producción de células T (Scapigliati et al., 2018). 

En particular, las células T representan la principal población de leucocitos en el 

intestino de los teleósteos (Rombout et al., 2011) con una actividad citotóxica 

relevante (Fischer et al., 2006), además de desempeñar un papel importante en el 

reconocimiento de antígenos extraños y en la homeostasis intestinal (Salinas y Parra, 
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2015). Resultados en vertebrados superiores han mostrado que gallinas alimentadas 

con extracto de salvia (8,2 g kg-1) durante 21 días y desafiadas vía oral con Salmonella 

enteritidis (0,2 mL de 108 ml-1 UFC) presentaron un mayor número de leucocitos y 

linfocitos a nivel intestinal, poniendo de manifiesto la actividad antimicrobiana de 

la salvia (Spišáková et al., 2013). Esto estaría de acuerdo con nuestros resultados 

descritos en el Capítulo II (Salomón et al., 2021a), donde en el intestino medio-

anterior de doradas alimentadas con el MPLE, se ha observado una modulación de 

procesos biológicos asociados a la "activación de linfocitos (GO:0046649)” seguido 

por la "diferenciación de leucocitos (GO:0002521)”, la “diferenciación de células T 

(GO:0030217)” y la “activación de las células T (GO:0042110)”. Resultados que 

apoyan la idea de que el MPLE podría mejorar la condición y respuesta inmunitaria 

del intestino, y por lo tanto, la respuesta inmunitaria a nivel local. 

Además, dicho fitogénico promovió los procesos relacionados con la integridad 

intestinal, a través de e una regulación diferencial de los genes implicados en 

uniones adherentes y uniones estrechas entre enterocitos. En este contexto es 

importante tener presente que el tracto gastrointestinal está recubierto por una 

gruesa capa de moco que forma la primera línea de defensa innata del huésped, y 

que ese moco a su vez está formado por glicoproteínas, las cuales son sintetizadas 

y secretadas por las células caliciformes, cuya función principal es la de lubricar el 

epitelio y protegerlo de los daños causados por sustancias nocivas (Cornick et al., 

2015). En la presente tesis, el estudio de histoquímica del epitelio intestinal de los 

peces alimentados con la dieta suplementada con el fitogénico MPLE indicó que la 

administración del aditivo promovió un aumento del número de las células 

caliciformes intestinales, modificando así la composición de las glicoproteínas de 

las mucinas que componen el moco (aumento de la intensidad de tinción de las 

mucinas neutras, así como de las mucinas ricas en glicoconjugados carboxilados y 

débilmente sulfatados, en particular los ricos en residuos de ácido siálico), lo que 

sugiere un mecanismo de defensa del intestino a través de la modulación de las 

secreciones de mucinas promovidos por el aditivo. Las principales moléculas que 

se encuentran en el moco son las mucinas, que desempeñan un papel importante en 
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el mantenimiento de la barrera epitelial contra los patógenos (Johansson y Hansson, 

2016). Las mucinas, tanto las secretadas como las unidas a la membrana, son 

glicoproteínas multifuncionales que contribuyen a la capa del moco protector. 

Algunas mucinas participan en vías de señalización que conducen a respuestas 

celulares coordinadas, como la proliferación, diferenciación y adhesión celular, la 

respuesta inmunitaria, la apoptosis, la adhesión/inhibición bacteriana y la secreción 

de productos celulares especializados (Pérez-Sánchez et al., 2013). Los resultados 

encontrados en la presente tesis están de acuerdo con la hipótesis de que los 

fitogénicos derivados de la salvia y la hierbaluisa podrían mejorar la condición y 

respuesta inmunitaria en el intestino (Capítulo II [Salomón et al., 2021a]), ya que la 

secreción continua de mucinas por parte de las células caliciformes promueva la 

microbiota comensal, conduce a la eliminación física de patógenos o toxinas 

adheridas (McGuckin et al., 2011). Otros estudios llevados a cabo tanto en peces, 

como en cerdos, ratas y gallinas han reportado un efecto protector en el intestino de 

los animales. Estos beneficios a nivel de la mucosa intestinal se han visto a través de 

la reducción de las lesiones histopatológicas inducidas por tóxicos (Hoseini et al., 

2021) o desafíos bacterianos (Ngamkala et al., 2020), al estimular y replicar el 

crecimiento de las bacterias beneficiosas en el intestino, defendiéndolo del ataque 

microbiano, como también al estimular la proliferación y el crecimiento de 

enterocitos; aumentando la producción de enzimas digestivas y/o la capacidad 

antioxidante del intestino (Marcin et al., 2006; Čapkovičová et al., 2014; Mahmoud, 

2014; Placha et al., 2015; Rasouli et al., 2020; Mashayekhi-sardoo et al., 2020; Jedidi 

et al., 2021; Adel et al., 2021). Además, en un modelo experimental de inflamación 

intestinal inducido por el sulfato de dextrano, que se asemeja a la enfermedad 

inflamatoria intestinal mediada por el sistema inmunitario en los seres humanos, la 

administración sistémica de verbascósido mejoró sustancialmente los patrones 

histológicos y los síntomas clínicos de la colitis, reduciendo así la secreción 

proinflamatoria de IFN-γ e inhibiendo la acción oxidativa relacionada con la 

NADPH-oxidasa (efecto antioxidante indirecto) en los macrófagos intestinales 

(Hausmann et al, 2007; Lenoir et al., 2011). Por lo tanto, la estimulación de la 
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inmunidad local a nivel intestinal por parte del aditivo MPLE se ve reflejado en el 

mantenimiento de la salud intestinal, con un aumento de la integridad del epitelio 

y las células calciformes, lo que sugiere que este fitogénico puede considerarse como 

un prometedor aditivo funcional sostenible para alimentos acuícolas que podrían 

mejorar la condición intestinal y la salud del tracto gastrointestinal (Capítulo II 

[Salomón et al., 2021a]). 

Además de sus potenciales propiedades inmunomoduladoras ya mencionadas, 

algunos estudios han informado de resultados ventajosos sobre el estrés oxidativo 

asociado a la administración de fitogénicos como la salvia y la hierbaluisa en peces 

y otras especies animales (Pastore et al., 2012, Quirantes-Piné et al., 2013; Sönmez et 

al., 2015; Hoseinifar et al., 2020a; Adeli et al., 2021). Por ejemplo, en el caso de ratas, 

el verbascósido fue capaz de mejorar significativamente la actividad de las 

principales enzimas antioxidantes (catalasa, glutatión peroxidasa y glutatión 

reductasa), suprimiendo a la vez la mieloperoxidasa prooxidante relacionada con la 

inflamación en los linfocitos, eritrocitos y neutrófilos circulantes (Quirantes-Piné et 

al., 2013). En el caso de peces, y siguiendo la línea de posibles propiedades 

antioxidantes por parte de ambas plantas, Sönmez et al. (2015) han demostrado que 

el aceite esencial de la salvia con una inclusión de 500 mg kg-1 en la dieta durante 60 

días tiene un efecto positivo plasmado en un aumento sobre la actividad de las 

enzimas antioxidantes en juveniles de truchas arcoíris. Por otro lado, truchas 

arcoíris alimentadas con un extracto en polvo de hierbaluisa (1%), han mostrado un 

aumento en la actividad de diversas enzimas antioxidantes (SOD, glutatión S-

transferasa y glutatión peroxidasa) (Hoseinifar et al., 2020a). También por su parte, 

Adeli et al. (2021) han demostrado en truchas arcoíris alimentadas con extracto de 

hierbaluisa (7 g kg-1) durante 42días un aumento significativo en términos de 

enzimas antioxidantes como es la SOD. La SOD es una metaloenzima que 

desempeña un papel importante en la protección de las células contra el daño 

oxidativo (Hoseinifar et al., 2021), atribuyendo una mejora en cuanto al efecto 

antioxidante por parte del extracto de hierbaluisa. Teniendo en cuenta dicha 

capacidad antioxidante descrita por los compuestos fenólicos en la salvia y la 
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hierbaluisa (Funes et al., 2009; Bulfon et al., 2014), los resultados descritos en el 

Capítulo I están en acuerdo con los mencionados anteriormente ya que los cambios 

en los niveles de expresión de mn-sod y cat en el cultivo primario celular de 

esplenocitos de dorada expuestos a LPS se produjeron como respuesta por parte de 

los peces alimentados con la dieta con la inclusión de 0,1% de MPLE (Salomón et 

al., 2020). Por lo tanto, estos datos sugieren que doradas alimentadas con 0,1% de 

MPLE tienen una mayor capacidad antioxidante que la dieta control, lo que puede 

estar relacionada a la presencia de compuestos triterpénicos (Rufino-Palomares et 

al., 2011) y polifenólicos (Sönmez et al., 2015). Por otra parte, resultados obtenidos 

en uno de nuestros estudios, doradas alimentadas con MPLE resultaron en una 

ligera pero significativa reducción de los niveles de peroxidación lipídica de las 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARs, por sus siglas en inglés: 

thiobarbituric acid reactive substances) en el filete de dorada, resultados que podrían 

venir asociados a las propiedades antioxidantes de dichos compuestos fenólicos 

(Funes et al., 2009; Bulfon et al., 2014). La prueba del TBARs se ha utilizado en 

anteriores estudios sobre la calidad de la carne del pescado al medir los niveles de 

peroxidación lipídica del filete (Menoyo et al. 2002; Mansour et al. 2006). En este 

sentido, la reducción de los niveles de TBARs fue acompañada de niveles 

significativos más bajos de CAT, GR, GST y GPx (Tabla 1; datos no publicados) en 

los filetes de las doradas alimentadas con la dieta suplementada con MPLE. Esto es 

de relevancia ya que por ejemplo la CAT y la GPx actúan juntas cuando los niveles 

de peroxidación lipídica son altos en la célula (estrés oxidativo), haciendo que estas 

dos enzimas tomen el peróxido de hidrógeno (H2O2), consecuentemente 

degradándolo y dividiéndolo en agua (H2O) y oxígeno (O2) (Hoseinifar et al., 2021). 
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Tabla 1. Niveles de peroxidación lipídica (TBARs) y actividad de las enzimas catalasa (CAT), 
glutatión reductasa (GR), glutatión S-transferasa (GST) y glutatión peroxidasa (GPX) en el 
filete de doradas alimentadas con las dietas experimentales. Distintas letras indican diferencias 
significativas entre grupos experimentales (P < 0,05). (Datos no publicados). 

  DIETA CONTROL DIETA MPLE 

TBARs 
1,120 ± 0,05 b 0,879 ± 0,11 a 

(mmol MDA/100 g) 

CAT 
1,99 ± 0,21 b 1,58 ± 0,21 a 

(nmol/ min/mg prot) 

GR 
1,71 ± 0,08 b 1,01 ± 0,21 a 

(nmol/ min/mg prot) 

GST 
450,1 ± 11,2 b 341,8 ± 19,8 a 

(nmol/ min/mg prot) 

GPX 
3,84 ± 0,43 b 2,11 ± 0,22 a 

(nmol/ min/mg prot) 

 

 

Propiedades inmunomoduladoras del fitogénico 

AQUOLIVE® 

Los compuestos bioactivos más abundantes de la aceituna se dividen en dos grupos, 

por un lado están los alcoholes fenólicos, conocidos como hidroxitirosol y tirosol 

(Ghanbari et al., 2012), y por el otro, los triterpenos pentacíclicos, los ácidos 

oleanólico y maslínico (Blanco-Cabra et al., 2019). Resultados recientes han 

demostrado que extractos de la aceituna presentan propiedades antiinflamatorias, 

antioxidantes y antimicrobianas, indicando así que los fitogénicos derivados del 

olivo tienen efectos beneficiosos para la salud humana (Caramia et al., 2012; 

Gorzynik-Debicka et al., 2018; George et al., 2019) y del ganado (Morrison et al., 

2017; Liehr et al., 2017; Cangiano et al., 2019).  

A nivel plasmático, las inmunoglobulinas, la actividad ACH50 y la lisozima son 

algunos de los elementos claves de los parámetros inmunitarios humorales no 

específicos que se miden con frecuencia para evaluar el estado de salud de los peces 

tratados con dietas suplementadas con fitogénicos (Parrino et al., 2018; Dawood et 
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al., 2018; Fazio, 2019; Dawood et al., 2021). En este contexto, se ha visto que en un 

experimento donde carpas comunes alimentadas con una inclusión de 1 g kg-1 de 

un extracto de aceituna rico en compuestos bioactivos como la oleuropeína durante 

60 días e inducidas a un estrés químico al ser expuestas por 3 horas a 0,5 mg L-1 de 

amoníaco no ionizado (NH3), han demostrado un aumento significativo en 

parámetros inmunes humorales (Ig totales, lisozima y la actividad ACH50), en 

comparación a los peces control, sugiriendo que estas mejoras en las respuestas 

inmunitarias humorales serían beneficiosas en caso de toxicidad por amonio 

(Rajabiesterabadi et al. (2020b). En otro ejemplo se observó un aumento significativo 

respecto a los peces alimentados con la dieta control en los niveles de lisozima y la 

actividad de estallido respiratorio en carpas alimentadas con 200 mg kg-1 de 

extractos de hoja de olivo, ricos en compuestos bioactivos tales como la oleuropeína 

y sus derivados, como el hidroxitirosol durante 75 días (Sokooti et al., 2021). Por 

otra parte, se llevó a cabo un experimento donde truchas arcoíris han sido 

alimentadas con tres inclusiones diferentes (0,5 2,5 y 5 g kg-1 en la dieta) de extractos 

de aceituna, especialmente relacionados con compuestos bioactivos como 

polifenoles y vitamina E durante 42 días para evaluar la respuesta humoral no 

específica (niveles de lisozima, actividad ACH50 e Ig totales). Los resultados 

mostraron que sólo hubo un aumento significativo de los niveles de lisozima en los 

peces alimentados con la inclusión de 5 g kg-1 de extracto de aceituna respecto a los 

peces alimentados con la dieta control (Hoseinifar et al., 2020a). Estos últimos 

resultados están en concordancia con los observados y descritos en el Capítulo IV 

de la presente tesis (Salomón et al., 2021b), donde se evaluaron diferentes 

parámetros inmunitarios humorales en el plasma al final del ensayo nutricional 

(peroxidasa, proteasa, antiproteasa, lisozima y actividad bactericida), y en el cual 

no se ha revelado ningún efecto inmunoestimulante significativo a nivel humoral 

del aditivo alimentario AQUOLIVE®. Estos resultados podrían apoyarse en la 

hipótesis ya mencionada anteriormente y vista en el Capítulo I de esta tesis 

(Salomón et al., 2020), donde algunos autores han demostrado que el uso de aditivos 

no siempre tiene la respuesta inmunológica esperada cuando no se enfrenta a un 
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estrés biótico o abiótico. En concordancia con lo anterior, incluso algunos autores 

han mostrado que la administración de aditivos naturales puede resultar 

contraproducente (situación de distrés) debido al coste bioenergético de las 

respuestas inmunes prolongadas y potenciadas (Álvarez-Rodríguez et al., 2018). En 

los resultados de esta tesis, no hubo inhibición de la respuesta humoral, por lo que 

no hay evidencia de una situación de distrés en los peces alimentados con este 

aditivo. Debido a esto, se puede presumir que la dieta suplementada con un 0,15% 

de AQUOLIVE® no tuvo ningún efecto negativo sobre la inmunidad humoral en 

ausencia de un reto bacteriano, lo que podría indicar que el efecto 

inmunomodulador de este aditivo se ve potenciado solamente en presencia de un 

estímulo externo (Salomón et al., 2021b). 

Además de sus efectos ya mencionados a nivel plasmático, algunos estudios han 

informado de los resultados ventajosos de la administración en la dieta de extractos 

de la aceituna. Uno de los escasos ejemplos de esta evaluación en peces son los 

resultados proporcionados por Gisbert et al. (2017), donde doradas alimentadas con 

una dieta que contenía un extracto bioactivo de aceite de oliva (0,17%), rico en 

compuestos fenólicos como hidroxitirosol y tirosol durante 90 días, ha conseguido 

una mejora en la función inmunitaria innata intestinal, además de una mejora de la 

integridad del epitelio (Gisbert et al., 2017). Además, en un estudio realizado por 

Martínez et al. (2019) han reportado la capacidad del hidroxitirosol de inhibir la 

expresión de citoquinas proinflamatorias, como tnf-α e il-1β, reduciendo así la 

inflamación y el dolor en pacientes tratados con hidroxitirosol, atribuyendo este 

efecto a las propiedades antiinflamatorias del mismo. Asimismo, se ha visto que 

este compuesto administrado vía inyecciones subcutáneas diarias de 100 µg de 

hidroxitirosol durante 5 días en ratas, fue capaz de disminuir los niveles de proteína 

de las citoquinas proinflamatorias IL-6 y TNF-α (Ramírez-Expósito y Martínez-

Martos, 2018). Siguiendo la línea de los posibles efectos inmunomoduladores de los 

principales componentes bioactivos de la aceituna encontrados en la literatura; en 

un estudio reciente, se ha visto que en muestras de riñón cefálico del siluro rayado 

(Pangasianodon hypophthalmus) estimulados con 10 μg mL-1 de extractos de Psidium 



TESIS DOCTORAL PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

DOCTOR EN ACUICULTURA 

RICRDO SALOMÓN 

178 
 

guajava, una especie de pequeño árbol, rico en ambos polifenoles como el oleanólico 

y el maslínico, fue capaz de aumentar significativamente parámetros inmunes 

indicadores de la respuesta innata como el estallido respiratorio, óxido nítrico 

sintasa y lisozima (Nhu et al. 2020), sugiriendo una mejora de la misma en los peces 

estimulados con ambos polifenoles. Estos resultados están en concordancia con los 

presentados en el Capítulo IV (Salomón et al., 2021b) donde también se sugiere una 

respuesta inmunitaria innata en muestras de riñón cefálico promovida por el aditivo 

evaluado. En algunos casos, estos efectos beneficiosos se han asociado a la 

modulación al alza de ciertos genes implicados en la inmunidad de los peces como 

son las citoquinas proinflamatorias como tnf-α, il1-β e il-8, con una mejora 

significativa frente a retos bacterianos con patógenos en cuanto al estado de la salud 

de los peces alimentados con extractos de hoja de oliva (Baba et al., 2018; Zemheri-

Navruz et al., 2019). A título de ejemplo, Zemheri-Navruz et al. (2019) han 

informado que la carpa común alimentada con una inclusión del 0,1% de extractos 

de hoja de olivo ricos en compuestos bioactivos tales como la oleuropeína, 

hidroxitirosol y verbascositis durante 60 días, mostró una respuesta inmunitaria 

mejorada en cuanto a tasas de supervivencia cuando los peces fueron infectados vía 

intraperitoneal con 0,1 mL de 108 UFC mL-1 del patógeno Edwardsiella tarda. Del 

mismo modo, en la trucha arcoíris alimentada con el mismo porcentaje de inclusión 

(0,1%) de compuestos fitogénicos derivados del extracto de hoja de olivo se ha 

observado un aumento en la expresión de citoquinas proinflamatorias como tnfα, 

il1-β e il-8 relacionados con la inmunidad innata, así como una reducción 

significativa en la mortalidad producida por el patógeno Yersinia ruckeri (0,1 mL de 

108 UFC mL-1) (Baba et al., 2018). Los resultados mencionados están de acuerdo con 

los obtenidos en nuestro estudio descrito en el Capítulo IV (Salomón et al., 2021b) 

de esta tesis, cuando salmones del Atlántico han sido infectados vía intraperitoneal 

con 0,2 mL de 107 UFC mL-1 de patógeno A. salmonicida en un reto bacteriano donde 

los peces alimentados con la dieta suplementada con AQUOLIVE® mostraron una 

supervivencia acumulada mayor (96,9 ± 6,4%) que en los peces del grupo control 

(60,7 ± 13,5%). Esto es de especial relevancia, ya que para lograr una respuesta 
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inmunitaria adecuada suelen intervenir un amplio repertorio de procesos biológicos 

a nivel celular y molecular, como se describe a continuación. De este modo, cuando 

los salmones han sido alimentados con la dieta AQUOLIVE® se ha puesto en 

evidencia un perfil de expresión que favorecía principalmente procesos biológicos 

relacionados con la inmunidad. En particular, la suplementación en la dieta con 

AQUOLIVE® fue capaz de modular en el riñón cefálico del salmón del Atlántico 

diferentes procesos biológicos relacionados con factores de transcripción como 

“transducción de señales por mediador de clase p53 (GO:0072331)”, “señalización 

de la quinasa I-kappaB/NF-kappaB (GO:0007249)”, entre otros. Diferentes estudios 

han evidenciado que existe una conexión transcripcional entre el factor nuclear κB 

(NF-κB) y p53 (Webster y Perkins, 1999; Carrà et al., 2020). En particular, NF-κB 

puede considerarse como un regulador transcripcional de p53 y viceversa. De 

hecho, se descubrió que NF-κB podía reconocer sitios κB en el promotor p53 y, por 

lo tanto, activar su expresión (Carrà et al., 2020). El p53 forma parte del sistema 

inmunológico innato y adaptativo, además de detectar daño, reparación y 

recombinación del ADN, además de desempeñar un papel importante en 

enfermedades infecciosas, matando y limitando la replicación viral y bacteriana 

(Levine, 2020). Por otro lado, a nivel de respuesta celular, nuestros resultados 

mostraron que el aditivo probado reguló varios procesos biológicos en el riñón 

cefálico relacionados con funciones celulares claves de la inmunidad innata de los 

vertebrados (Havixbeck et al., 2016), tales como la “activación de los leucocitos 

(GO:1901135)”, seguido por la “activación de granulocitos GO:0036230”, la 

“degranulación de neutrófilos (GO:0043312)”, “exocitosis (GO:0006887)”, 

“transporte mediado por vesículas (GO:0016192), entre otros. En ese contexto, los 

granulocitos son las principales células fagocíticas en el riñón cefálico participando 

en la inmunidad innata como células presentadoras de antígenos (Cuesta et al., 

2006). Además, los neutrófilos son uno de los tres tipos de granulocitos identificados 

en los peces (Zapata et al., 1996). Dado que su función principal es llegar primero al 

lugar de la infección y desempeñar un papel central en la protección de los tejidos 

del hospedador matando a los microorganismos patógenos y estimulando los 
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linfocitos y otras células inmunitarias, los neutrófilos son una parte esencial del 

sistema inmunitario innato (Secombes y Wang, 2012). Como se mencionó 

anteriormente, la "exocitosis" y el "transporte mediado por vesículas" también 

fueron modulados por AQUOLIVE®; esto es especialmente relevante ya que la 

exocitosis es reconocida por su importante papel en la respuesta inmune 

participando en la función de los neutrófilos (Faurschou y Borregaard, 2003).  La 

exocitosis, también conocida como degranulación en los neutrófilos, es la liberación 

de mediadores preformados desde los gránulos. Los neutrófilos cumplen su función 

destacada de liberar compuestos proinflamatorios, como citoquinas, quimioquinas 

y enzimas digestivas, las cuales se almacenan en compartimentos intracelulares a 

través de la exocitosis (Sheshachalam et al., 2014). Además, macrófagos utilizan la 

exocitosis mediada por células para la producción de radicales superóxidos y la 

posterior eliminación de patógenos mediante la actividad del estallido respiratorio 

(Logan et al., 2003). De las evidencias anteriores, esto es de suma importancia, ya 

que se ha demostrado que los individuos con una degranulación de neutrófilos 

disminuida o ausente tienen una mayor incidencia de infecciones bacterianas y 

fúngicas (Segal, 2005). Por lo tanto, un aumento de la degranulación de los 

neutrófilos podría conducir a una mayor resistencia a la enfermedad y a una 

reducción de las tasas de mortalidad en los peces (Palić et al., 2006), tal y como 

ocurrió en nuestro desafío bacteriano. Por lo tanto, resultados obtenidos en el 

Capítulo IV (Salomón et al., 2021b) de la presente tesis, nos permite destacar los 

principales procesos biológicos inducidos por el aditivo AQUOLIVE®, que podrían 

ser responsables del efecto inmunomodulador sobre el organismo, como lo 

demuestran las tasas de mortalidad más bajas en los peces alimentados con este 

fitogénico frente a una infección ocasionada por A. salmonicida. 
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Análisis de representación de la relación de los procesos 

biológicos en diferentes tejidos y en diferentes especies 

Desde un punto de vista global, y con el fin de identificar procesos biológicos 

similares entre los diferentes aditivos utilizados a lo largo de la tesis y su potencial 

funcionalidad entre ellos, se ha realizado un diagrama de Venn para representar la 

relación de los procesos biológicos (GOs). Para ello, se han relacionado los 

diferentes tejidos (riñón cefálico e intestino) en las diferentes especies utilizadas en 

la presente tesis, como es el caso la dorada y el salmón del Atlántico, alimentados 

con los diferentes fitogénicos (MPLE y AQUOLIVE®) (Figura 1).  

Tal como se observa en la figura, se obtuvieron 185 procesos biológicos únicos en 

los salmones del Atlántico alimentados con el 0,1% de inclusión del aditivo MPLE, 

de los cuales comparte un total de 22 procesos biológicos con el intestino de las 

doradas alimentadas con el mismo fitogénico y otros 14 procesos biológicos se 

modularon también en el riñón cefálico de salmones del Atlántico, pero alimentados 

con una inclusión de 0,15% del aditivo AQUOLIVE® (Figura 1). En el intestino de 

las doradas alimentadas con 0,1% de inclusión del MPLE se obtuvieron un total de 

161 procesos biológicos únicos, de los cuales 22 procesos biológicos fueron 

compartidos con el riñón cefálico de los salmones del Atlántico alimentados con la 

misma inclusión y el mismo aditivo (MPLE), y 3 procesos biológicos fueron 

modulados también en el riñón cefálico de los salmones del Atlántico alimentados 

con 0,15% de AQUOLIVE® (Figura 1). En cuanto al análisis del riñón cefálico de los 

salmones del Atlántico alimentados con 0,15% de inclusión del aditivo 

AQUOLIVE®, se obtuvieron un total de 21 procesos biológicos únicos, 14 de ellos 

compartidos con el mismo tejido (riñón cefálico) y con la misma especie (salmón del 

Atlántico), pero alimentados con el aditivo MPLE, y 3 procesos biológicos 

compartidos con el intestino de las doradas alimentadas con MPLE (Figura 1). 

Sorprendentemente, sólo 3 procesos biológicos fueron compartidos entre los tres 

tejidos analizados (Figura 1), evidenciando divergencias dependientes del tejido y 
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sus respectivas respuestas inmunes, ya sean a nivel local (intestino) o sistémico 

(riñón cefálico) con respecto a la administración de los diferentes fitogénicos 

utilizados en la presente tesis. No obstante, los estudios incluidos en esta tesis han 

contribuido activamente a ampliar la información del transcriptoma de la dorada y 

del salmón del Atlántico, además de proporcionar un conocimiento más profundo 

de las respuestas específicas de los tejidos analizados por medio de estímulos 

dietéticos, tal y como se comenta a lo largo de la presente tesis. 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de Venn para representar la relación de los procesos biológicos 
(GOs) en diferentes tejidos (riñón cefálico e intestino) y en diferentes especies, en 
este caso la dorada (Sparus aurata) y el salmón del Atlántico (Salmo salar) 
alimentados con diferentes fitogénicos (MPLE y AQUOLIVE®) con el fin de 
identificar potenciales funciones similares entre ambos aditivos. 

 

En este contexto, la cantidad de GOs en el intestino (161 procesos biológicos únicos) 

no fue sustancialmente diferente de la observada en el riñón cefálico de los salmones 

alimentados con el mismo fitogénico (MPLE) (185 procesos biológicos únicos) 
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(Figura 1), a diferencia del riñón cefálico de los salmones del Atlántico alimentados 

con el aditivo AQUOLIVE®, donde sólo se obtuvieron 21 procesos biológicos únicos 

modulados (Figura 1). Esta diferencia en la susceptibilidad de los tejidos puede ser 

consecuencia de la combinación de varios factores, como la funcionalidad particular 

del riñón cefálico y el modo de acción de los compuestos bioactivos de los 

fitogénicos, en especial del aditivo MPLE, si bien también hay que tener en cuenta 

de que el intestino está constantemente expuesto a una gran variedad de antígenos 

extraños presentes en los alimentos y la microbiota intestinal (Satitsuksanoa et al., 

2018). Los tejidos linfoides asociados al intestino desempeñan un papel importante 

en la limitación de las respuestas inflamatorias a las bacterias residentes y proteínas 

alimentarias (Chinthrajah et al., 2016). Para mantener la tolerancia los tejidos 

linfoides asociados al intestino deben de discriminar los antígenos propios de los 

ajenos, reconociendo a los patógenos que pueden causar inflamación de los tejidos 

o enfermedades intestinales. La interrupción de este proceso se produce cuando los 

tejidos linfoides asociados al intestino no cumplen sus funciones. Los posibles 

mecanismos de tolerancia pueden implicar el reconocimiento de antígenos 

alimentarios por parte de las células dendríticas, la inducción robusta de células T 

reguladoras, así como de células B reguladoras. La tolerancia a los alimentos la 

adquieren principalmente las células dendríticas, las células epiteliales del intestino 

y el microbioma intestinal. Un subconjunto de células dendríticas CD103+ son 

capaces de inducir células reguladoras T que expresan citoquinas antiinflamatorias. 

Las células T anérgicas también contribuyen a la tolerancia, al reducir el número de 

células efectoras. Al igual que las células T reguladoras, las células B reguladoras 

suprimen las células T efectoras y contribuyen a la tolerancia inmunitaria a los 

alérgenos alimentarios. Por lo tanto, el sistema inmunitario de la mucosa intestinal 

ha desarrollado mecanismos no sólo para detectar y eliminar patógenos, sino 

esencialmente para evitar una respuesta inmunitaria perjudicial exacerbada a los 

antígenos alimentarios y microbiota (Satitsuksanoa et al., 2018), lo que puede 

explicar la respuesta moderada en comparación con el riñón cefálico. Además, dado 

que la metodología transcriptómica aplicada en nuestros estudios (es decir, el 
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transcripteractoma) no se utiliza habitualmente en la evaluación de los aditivos 

alimentarios, existe un vacío en la literatura disponible que limita la exploración y 

discusión de los resultados actuales con los de otros estudios. Por otro lado, en un 

trabajo reciente de nuestro grupo de investigación, Firmino et al. (2021c), propuso 

la posibilidad de que compuestos bioactivos de fitogénicos derivados de la familia 

Lamiaceae como son los polifenoles y los terpenos desplieguen una actividad 

inmunomoduladora a través de la activación de los canales iónicos de potencial 

receptor transitorio (TRP, por sus siglas en inglés: transient receptor potential). En los 

vertebrados superiores, los canales TRP se expresan ampliamente en varios tipos 

celulares que incluyen la mayoría de los componentes de tejidos linfoides como de 

mucosa. Mediante el mantenimiento de la homeostasis del calcio intracelular, se 

sabe que estos canales regulan varias funciones celulares, como la percepción de 

estímulos, la producción y secreción de moléculas inflamatorias, la migración e 

incluso la fagocitosis (Feske et al., 2015; Khalil et al., 2018; Clement et al., 2020). Esto 

es de especial interés ya que, en la presente tesis, ambos aditivos comparten ciertos 

compuestos bioactivos, como son los terpenos y polifenoles, y en particular, el 

aditivo MPLE que contiene extractos de salvia, el cual pertenece a la familia 

Lamiaceae. Además, existen pruebas de que tanto el ácido ursólico, compuesto 

bioactivo de la salvia, como el ácido oleanólico, compuesto bioactivo de la aceituna, 

desempeñan un papel en el sistema quimiosensorial a través de la activación de los 

canales iónicos TRP (Rodrigues et al., 2012; Soares et al., 2019). Por ejemplo, 

Rodrigues et al. (2012) confirmó los efectos antinociceptivos y antiinflamatorios de 

la salvia mediante la modulación de la activación de los TRP, en particular sobre los 

receptores TRPV1 y TRPA1, además de la inhibición de la liberación de mediadores 

inflamatorios en ratas. Por otro lado, en peces cebra (Danio rerio), Soares et al. (2019) 

han demostrado que el ácido oleanólico puede interactuar como inhibidor de la 

nocicepción orofacial mediada por el TRPV1. Además, en los peces, junto con los 

receptores tipo Toll (TLR), se ha demostrado que la activación de los canales TRP 

modulan los procesos inflamatorios mediante la activación de la vía de señalización 

TRP/Ca2+/TAK1/NF-kB (Galindo-Villegas et al., 2016), lo que podría sugerir 
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también en nuestro caso que la activación celular mediada por los canales TRP 

puede ser la base de las propiedades inmunomoduladoras de los aditivos probados 

en la presente tesis. Sin embargo, esta hipótesis necesita más investigación para 

poder realmente esclarecer el modo exacto de acción promovidos por los fitogénicos 

probados en la presente tesis, el cual podría ser uno de los siguientes pasos a dar 

respecto a futuras perspectivas tanto académicas como industriales. 

En consecuencia, como hemos señalado anteriormente, el riñón cefálico de los 

salmones del Atlántico alimentados con la dieta enriquecida con el aditivo MPLE 

comparte un total de 22 procesos biológicos con el intestino de las doradas 

alimentadas con el mismo fitogénico (Figura 1). De los 22 GOs compartidos, aquellos 

que están particularmente relacionados con la inmunidad, son los siguientes: 

GO:0016192, transporte mediado por vesículas; GO:0006887, exocitosis; 

GO:0045055, regulación de los procesos de exocitosis; GO:0002366, activación de los 

leucocitos que participan en la respuesta inmunitaria; y el GO:0045321, activación 

de leucocitos. Dichos procesos biológicos compartidos son de suma importancia en 

términos de posibles propiedades inmunológicas por parte del aditivo probado, ya 

que a través de la literatura existente encontramos que la exocitosis es reconocida 

por su importante papel en la respuesta inmune participando en la función de los 

leucocitos (Faurschou y Borregaard, 2003), siendo la exocitosis mediada por 

macrófagos para la producción de radicales superóxidos y la posterior eliminación 

de patógenos mediante la actividad del estallido respiratorio (Logan et al., 2003). 

Además, los datos del análisis tanto de las muestras de riñón cefálico como de 

intestino indicaron que este aditivo alimentario mejora la respuesta inmunitaria 

sistémica del huésped a través de la regulación transcripcional de procesos de 

inmunidad innata como la activación de los leucocitos, lo que sugiere un efecto 

inmunomodulador por parte del aditivo MPLE a nivel tanto sistémico (riñón 

cefálico) y local (intestino), tal y como fue desarrollado a lo largo de la presente tesis, 

en particular en los Capítulos II y III (Salomón et al., 2021a; Salomón et al., 2022). 

Estos resultados apoyan la hipótesis central sobre la que se articuló la presente tesis 

doctoral, que mediante el uso de fitogénicos sería posible modular la respuesta 
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inmunológica de los peces de crianza, tales como la dorada y el salmón del 

Atlántico.  

Siguiendo con los restantes GOs compartidos entre el riñón cefálico de los salmones 

del Atlántico y el intestino de las doradas alimentadas con el mismo aditivo (MPLE), 

los siguientes procesos biológicos están relacionados principalmente con procesos 

metabólicos. Entre ellos, el GO:0043170, proceso metabólico de las macromoléculas; 

GO:0016043, organización de los componentes celulares; GO:0006725, proceso 

metabólico celular de los compuestos aromáticos; GO:0006139, proceso metabólico 

de compuestos que contienen nucleobases; GO:0006996,  organización de los 

orgánulos; GO:0051246, regulación del proceso metabólico de las proteínas; 

GO:0044248, proceso catabólico celular; GO:1901575, proceso catabólico de 

sustancias orgánicas; GO:0030163, proceso catabólico de las proteínas, GO:0043933, 

organización del complejo proteico; GO:0009057, proceso catabólico de 

macromoléculas; GO:1901135, proceso metabólico derivado de carbohidratos; y el 

GO:0006511, proceso catabólico de proteínas dependiente de la ubiquitina. 

Considerando la estrecha relación entre la dieta y el estado del intestino y las 

consecuencias sobre el organismo y la salud en general, la evaluación de las 

interacciones entre los ingredientes de la dieta y el intestino es de especial relevancia 

debido a la amplia gama de funciones que se han asociado al tracto gastrointestinal 

(Calduch-Giner et al., 2016), ya que es el tejido principal que interactúa en primera 

persona con los compuestos bioactivos y los antígenos exógenos presentes en la 

dieta. En el riñón cefálico esta interacción con los compuestos bioactivos fitogénicos 

puede producirse a un nivel diferente debido al metabolismo de los compuestos y 

a su posible alteración a lo largo del organismo; por lo tanto, cabría esperar que la 

respuesta transcripcional fuera en consecuencia procesos biológicos relacionados 

con el metabolismo de proteínas. Sorprendentemente, la cantidad de GOs respecto 

al aditivo MPLE en el intestino no fue sustancialmente diferente de la observada en 

el riñón cefálico (de salmones alimentados con la misma inclusión y el mismo 

aditivo) a pesar de su distancia del sitio de absorción del fitogénico administrado a 

través de la dieta (Figura 1). Por lo tanto, esta regulación de los procesos biológicos 
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mencionados podría sugerir un intestino metabólicamente más activo, debido a una 

mayor síntesis de proteínas y con una mejor condición tisular, capaz de promover 

la respuesta inmunitaria de tipo innato y adaptativo, permitiendo al animal 

combatir eficientemente una agresión externa o tolerar mejor un proceso infeccioso, 

a través especialmente de la modulación de los procesos implicados en la activación, 

diferenciación y selección de las células T como se ha podido comprobar en el 

análisis del perfil transcriptómico en el Capítulo II  (Salomón et al., 2021a) y III 

(Salomón et al., 2022) de la presente tesis doctoral. 

Por otro lado, al comparar el mismo tejido (riñón cefálico) entre peces de la misma 

especie (salmón del Atlántico), pero alimentados con diferentes aditivos (MPLE vs. 

AQUOLIVE®) se observa que se comparten un total de 14 procesos biológicos 

(Figura 1). De los 14 GOs compartidos, 11 de ellos están particularmente 

relacionados con la inmunidad, como por ejemplo son, GO:0035556, transducción 

de señales intracelulares; GO:0016192, transporte mediado por vesículas; 

GO:0006887, exocitosis; GO:0002366, activación de los leucocitos que participan en 

la respuesta inmunitaria; GO:0002274, activación de leucocitos mieloides; 

GO:0002275, activación de células mieloides implicadas  en la respuesta 

inmunitaria; GO:0002444, inmunidad mediada por leucocitos mieloides; 

GO:0043299, degranulación de leucocitos; GO:0007249, señalización de la quinasa I-

kappaB/NF-kappaB; GO:0043122, regulación de la señalización de I-kappaB 

quinasa/NF-kappaB; GO:0072331, transducción de señales por el mediador de clase 

p53. Considerando esta comparación entre ambos tejidos de los salmones del 

Atlántico y el aditivo obtenido de extractos de la aceituna (AQUOLIVE®), la 

literatura existente nos indica que los compuestos fenólicos de la aceituna regulan 

los procesos vesiculares y de exocitosis (Giacometti et al., 2020). Al mismo tiempo, 

son compartidos procesos biológicos relacionados con factores de transcripción 

como la señalización de quinasa I-kappaB/NF-kappaB, la regulación de la 

señalización de I-kappaB quinasa/NF-kappaB y la transducción de señales por el 

mediador de clase p53. Siendo esto es de relevancia ya que diferentes estudios han 

evidenciado que p53 forma parte del sistema inmunológico innato y adaptativo 
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como hemos mencionado anteriormente (Levine, 2020). Además, y no menos 

importante, existe una conexión transcripcional entre el NF-κB y p53 (Webster y 

Perkins, 1999; Carrà et al., 2020), mediante el reconocimiento de sitios κB en el 

promotor p53 y, por lo tanto, activar su expresión (Carrà et al., 2020). Asimismo, 

con procesos biológicos relacionados con las funciones de las células efectoras de la 

inmunidad innata de los vertebrados (Havixbeck et al., 2016), como son la activación 

de los leucocitos que participan en la respuesta inmunitaria, la activación de 

leucocitos mieloides, la degranulación de leucocitos, entre otros. Por lo tanto, 

hipotetizando de que la maquinaria implicada y sus respectivos efectos en la 

activación de los procesos biológicos observados por ambos fitogénicos se 

comparten en ambas especies, dando por resultado la efectividad de ambos aditivos 

en cuanto a potenciales propiedades inmunomoduladoras como hemos visto en el 

Capítulo III (Salomón et al., 2022) y el Capítulo IV (Salomón et al., 2021b) de la 

presente tesis doctoral con respecto a ambos aditivos (MPLE y AQUOLIVE®) en el 

salmón del Atlántico.  

Por último, los resultados en cuanto al riñón cefálico de los salmones alimentados 

con el aditivo AQUOLIVE® mostraron tan solo un total de 21 procesos biológicos 

únicos. Sorprendentemente, sólo 3 procesos biológicos son compartidos con los 

resultados de los intestinos de las doradas alimentadas con MPLE (Figura 1), siendo 

estos 3 procesos biológicos, los mismos 3 GOs compartidos entre los 3 tratamientos 

(Figura 1). Los 3 procesos biológicos compartidos son GO:0016192, transporte 

mediado por vesículas; GO:0002366, activación de los leucocitos que participan en 

la respuesta inmunitaria; y GO:0006887, exocitosis. A pesar del bajo número de 

procesos biológicos compartidos, dichos procesos están estrictamente involucrados 

con la inmunidad (Faurschou y Borregaard, 2003; Rieger y Barreda, 2011). La 

exocitosis el proceso por el que las células trasladan materiales del interior de la 

célula al líquido extracelular. Por ejemplo, cuando un macrófago engulle un 

patógeno, ciertas partes del patógeno ya no son necesarias y por consecuente el 

material es desechado a través de la exocitosis (Logan et al., 2003), lo que atribuiría 
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una vez más a las potenciales propiedades inmunomoduladoras de ambos 

fitogénicos probados a lo largo de la tesis presentada. 

 

Futuras perspectivas de investigación académica e 

industrial  

Los resultados de este trabajo de tesis apoyan la hipótesis planteada inicialmente 

que apunta a la capacidad de los fitogénicos sobre la modulación de la respuesta 

inmunológica del animal cuando son administrados en la dieta. En las dos especies 

de peces evaluadas, la dorada y el salmón del Atlántico, hemos registrado un 

amplio espectro inmunomodulador de los dos fitogénicos analizados. Los 

resultados obtenidos en esta tesis y el conocimiento añadido respecto al mecanismo 

de respuesta en el huésped brindan un nuevo impulso en el desarrollo y 

consolidación de nuevas herramientas nutricionales amigables con el 

medioambiente, como es el uso de fitogénicos, que representen actualmente una 

prometedora herramienta profiláctica eficaz y sostenible para ser implementada en 

la gestión sanitaria en instalaciones acuícolas frente a infecciones (Reverter et al., 

2021). Aunado a esto, el uso de fitogénicos en la dieta puede ser utilizado en el 

manejo de brotes de enfermedades relacionadas con el aumento de los sistemas de 

producción intensivo a nivel mundial, mitigando el impacto negativo que trae 

consigo dichos eventos en una producción. En este contexto, otro aspecto para el 

desarrollo y su posterior aplicación de los aditivos probados en el sector de la 

acuicultura es la necesidad de evaluarlos en otras especies de peces relevantes para 

la acuicultura y bajo retos microbianos específicos para cada especie. Considerando 

los resultados positivos obtenidos en la presente tesis doctoral en condiciones 

controladas de laboratorio con ambas especies y aditivos, sería de vital importancia 

poder validar dichos resultados en entornos de cultivo reales para un posible futuro 

establecimiento del producto final en la cadena de valor de la acuicultura. 

Otra línea de investigación fascinante que podría dar respuesta a las posibles 

preguntas derivadas de este estudio sobre la funcionalidad de los aditivos probados 
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es el estudio en profundidad de las interacciones compuestos-huésped-microbiota. 

Tales interacciones en otros tejidos caracterizados por cooperar con los 

microorganismos, como la piel y las branquias, son de igual importancia y, por lo 

tanto, la evaluación de esas interacciones que pueden ser moduladas por las 

estrategias dietéticas son bastante relevantes. En este contexto, la exploración de 

enfoques holísticos en los que se incluyan todos los órganos y sistemas diferentes, 

incluida la microbiota de distintas regiones del cuerpo, así como la combinación de 

herramientas in vitro o ex vivo, puede ser valiosa para proporcionar información 

sobre el complejo modo de acción de los compuestos bioactivos de los aditivos 

probados. 

Además, aunque la composición de ambos aditivos ensayados, tanto nivel de 

inclusión y el periodo de administración se establecieron de acuerdo con la 

literatura existente y el know-how industrial, se requieren estudios adicionales que 

evalúen formulaciones optimizadas y protocolos de suplementación (es decir, 

periodo mínimo de administración para garantizar su efectividad, ajustes a las 

estaciones del año, formulación de la dieta basal, etc.) de acuerdo con diferentes 

escenarios de cultivo.  

Considerando que la acuicultura suministrará la mayor parte de la proteína 

dietética acuática para el año 2050 (Stentiford et al., 2020), desempeñando un papel 

relevante en la seguridad y el suministro de alimentos y en la mitigación de la 

pobreza (Béné et al., 2016). El crecimiento sostenido de la acuicultura depende en 

gran medida de la intensificación de la producción (Little et al., 2018), de la 

formulación sostenible de los piensos (Ghamkhar y Hicks, 2020) y de la generación 

de condiciones de cultivo que favorezcan la salud y el bienestar de los peces 

(Stentiford et al., 2017). Por la tanto, el aporte de la presente tesis actual respecto a 

los resultados logrados y las posibilidades de desarrollo y mejora de ambos 

fitógénicos en la industria acuícola nos abre un abanico de líneas de investigación 

que hagan del sector de la acuicultura un sector cada vez más seguro para el 

consumidor y a su vez, sostenible y respetuoso con el medioambiente. 
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CONCLUSIONS 

 
1. The inclusion of a medicinal plant leaf extract (MPLE), rich in ursolic and 

verbascoside acid obtained from sage and lemon verbena at 0.1% in diets, 

promoted somatic growth and reduced feed conversion ratio (FCR) values in 

gilthead seabream (Sparus aurata) and Atlantic salmon (Salmo salar). 

 

2. The administration of a feed additive at 0.1% MPLE in on-growing gilthead 

seabream enhanced their systemic immune response as indicated by changes 

in gene expression of a repertoire of markers in an ex vivo trial using 

splenocytes primary cell culture exposed to lipopolysaccharide (LPS). 

 

3. The administration of a feed additive at 0.1% MPLE in on-growing gilthead 

seabream promoted local immunity in the intestine as indicated by the 

transcriptomic results through the modulation of those processes involved in 

T cell activation, differentiation and selection. 

 

4. Data from the microarray analysis of the head kidney samples indicated that 

the MPLE enhanced systemic immunity in Atlantic salmon smolts through 

the transcriptional regulation of innate immunity processes like leukocytes’ 

activation, and other pathways such as interferon-gamma-mediated 

signaling pathway, antigen processing and presentation of peptide antigen 

via MHC class II, autophagy, and regulation of i-kappaB kinase/NF- kappaB. 

 

5. Results indicated that the tested feed additive, MPLE, protects Atlantic 

salmon smolts against furunculosis caused by Aeromonas salmonicida, 

reducing fish mortality when exposed to the bacterial pathogen. 
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6. The administration of AQUOLIVE® at 0.15%, a feed additive rich in 

triterpenic and polyphenolic compounds from Olea europaea did not promote 

somatic growth; however, significantly reduced FCR values in Atlantic 

salmon smolts. 

 

7. Analysis of the head kidney transcriptomic profiling response to a diet 

supplemented with 0.15% of AQUOLIVE® revealed a gene expression profile 

that favored biological processes particularly related to systemic immunity 

in Atlantic salmon smolts.  

 

8. Results indicated that the tested feed additive AQUOLIVE® protects Atlantic 

salmon smolts against A. salmonicida. 

 

9. The combination of sage and lemon verbena extracts and the olive fruit 

extract can be used by the aquaculture industry as zootechnical additives 

with immunomodulatory properties, besides being an effective, safe, and 

environmentally eco-friendly tool to be used as a prophylactic strategy 

against infectious diseases and as an alternative to antimicrobial compounds. 
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CONCLUSIONES 

 
1. La inclusión de un extracto de hojas de plantas medicinales (MPLE), rico en 

ácido ursólico y verbascósido obtenido de la salvia y la hierbaluisa al 0,1% en 

las dietas, promovió el crecimiento somático y redujo los valores del índice 

de conversión alimenticia (FCA) en la dorada (Sparus aurata) y el salmón del 

Atlántico (Salmo salar). 

 

2. La administración del aditivo para piensos MPLE al 0,1% en doradas mejoró 

su respuesta inmunitaria sistémica, tal y como indicaron los cambios en la 

expresión génica de un repertorio de marcadores en un ensayo ex vivo en el 

que se utilizaron esplenocitos de un cultivo celular primario expuestos al 

lipopolisacárido (LPS). 

 

3. La administración de un aditivo para piensos al 0,1% de MPLE en la dorada 

promovió la inmunidad local en el intestino, tal y como indican los resultados 

transcriptómicos, a través de la modulación de los procesos implicados en la 

activación, diferenciación y selección de las células T. 

 

4. Los datos del análisis de microarrays de las muestras de riñón cefálico 

indicaron que el fitogénico MPLE mejoró la inmunidad sistémica de los 

salmones del Atlántico a través de la regulación transcripcional de los 

procesos relacionados a la inmunidad innata, como la activación de los 

leucocitos, y de otras vías como la vía de señalización mediada por el 

interferón-gamma, el procesamiento de antígenos y la presentación de 

antígenos peptídicos a través del MHC de clase II, la autofagia y la regulación 

de la quinasa i-kappaB/NF- kappaB. 
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5. Los resultados indicaron que el aditivo para piensos probado, MPLE, protege 

a los salmones del Atlántico contra la furunculosis enfermedad causada por 

Aeromonas salmonicida, reduciendo la mortalidad de los peces cuando son 

expuestos al patógeno bacteriano. 

 

6. La administración de AQUOLIVE® al 0,15%, un aditivo para piensos rico en 

compuestos triterpénicos y polifenólicos de Olea europaea, no promovió el 

crecimiento somático; sin embargo, redujo significativamente los valores de 

FCA en los salmones del Atlántico. 

 

7. El análisis de la respuesta del perfil transcriptómico del riñón cefálico a una 

dieta suplementada con 0,15% de AQUOLIVE® reveló un perfil de expresión 

génica que favorecía los procesos biológicos particularmente relacionados 

con la inmunidad sistémica en salmones del Atlántico. 

 

8. Los resultados indicaron que el aditivo para piensos probado, AQUOLIVE®, 

protege a los salmones del Atlántico contra A. salmonicida. 

 

9. La combinación de los extractos de salvia y hierbaluisa y el extracto de 

aceituna pueden ser utilizados por la industria acuícola como aditivos 

zootécnicos con propiedades inmunomoduladoras, además de ser una 

herramienta eficaz, segura y respetuosa con el medio ambiente para utilizada 

como estrategia profiláctica contra las enfermedades infecciosas y como 

alternativa a los compuestos antimicrobianos. 
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APÉNDICE 1 

 

Apéndice 1. Resumen ampliado de la bibliografía utilizada en la presente tesis doctoral sobre los efectos nutricionales de los 
fitogénicos derivados de la salvia (Salvia officinalis), la hierbaluisa (Lippia citriodora) y la aceituna (Olea europaea) en el rendimiento 
productivo de diferentes especies de peces. 

Origen del 
fitogénico 

Forma de 
suplementación 

Forma de 
administración 

Dosis de 
inclusión 

Nivel 
harina 

de 
pescado 

(%) 

Periodo de 
administración 

Principales 
compuestos 
bioactivos 

Especie de 
pez 

Rendimiento Ámbito Referencia 

Salvia* 

 

Polvo de hojas Pellet /oral 

 

23% 90 días N/I 

Tilapia híbrida 
(Oreochromis 
niloticus x 
Oreochromis 
aureus) 

↑ Peso final 

Dulceacuícola 
El Kholy et al. 
(2012) 

 0,15% ↑ SGR 

 0,30% 
↑ Incremento 
de peso 

 0,60% ↓ FCA 

    
↑ Consumo 
de alimento 

  

Aceite esencial Pellet /oral 

500 mg kg-1 

N/I 60 días N/I 

Trucha 
arcoíris 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

↑ SGR 

Dulceacuícola 
Sönmez et al. 
(2015) 

 1000 mg kg-1 
↑ Incremento 
de peso 

  1500 mg kg-1 ↓ FCA 

  



TESIS DOCTORAL PARA OPTAR AL TÍTULO DE 

DOCTOR EN ACUICULTURA 

RICRDO SALOMÓN 

228 
 

  

Aceite esencial Pellet /oral 

 

N/I 30 días  N/I 
Tilpia del Nilo 
(Oreochromis 
niloticus) 

↓ Peso final 

Dulceacuícola 
Aydin et al. 
(2018) 

 0,25% 
↓ Incremento 
de peso 

 0,50% ↓ SGR 

 1% 
↓ Consumo 
de alimento 

    ↑ FCA 

  
Extracto 
etanólico 

Pellet /oral 

30 mL kg-1 

N/I 42 días N/I 
Esturión 
beluga (Huso 
huso)  

Sin efecto Dulceacuícola 
Dadras et al. 
(2020) 

 60 mL kg-1 

  120 mL kg-1 

Hierbaluisa** 

 Aceite esencial Pellet /oral 

0,15 mL kg-1 

N/I 30 días N/I 
Carpa común 
(Cyprinus 
carpio) 

↑ Peso final Dulceacuícola 
Gholipourkanani 
et al. (2017) 0,30 mL kg-1 

  Polvo de hojas Pellet /oral 

0,5% 

N/I 42 días N/I 

Trucha 
arcoíris 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

Sin efecto Dulceacuícola 
Hoseinifar et al. 
(2020a) 1% 

2% 

  Extracto crudo Pellet /oral 

5 mg kg-1 

N/I 56 días N/I 

Esturión 
siberiano 
(Acipenser 
baerii) 

↑ SGR 

Dulceacuícola Adel et al. (2021) 10 mg kg-1 
↑ Incremento 
de peso 

20 mg kg-1 ↓ FCA 
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Aceituna*** 

 

Extracto de 
aceite 

Pellet /oral 

0,08% 

39% 90 días 

9% de ácidos 
triterpénicos 

Dorada 
(Sparus aurata) 

↑ Peso final Marina 
Gisbert et al. 
(2017) 

 0,17% 
2% de 
polifenoles 

 0,42% 
2% de 
alcoholes 
grasos 

  0,73%   

 

Extracto de hoja Pellet /oral 

1 g kg-1 

N/I 56 días N/I 
Carpa común 
(Cyprinus 
carpio) 

Sin efecto Dulceacuícola 
Karimi Pashaki 
et al. (2018)   5 g kg-1 

 

Extracto de hoja Pellet /oral 

0,1% 

47% 60 días N/I 

Trucha 
arcoíris 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

Sin efecto Dulceacuícola Baba et al. (2018) 
 0,25% 

 0,5% 

  1% 

 

Extracto de hoja Pellet /oral 

0,1% 

16% 56 días N/I 
Carpa común 
(Cyprinus 
carpio) 

Sin efecto Dulceacuícola 
Rajabiesterabadi  
et al. (2020a) 

 0,5% 

  1% 

 

Extracto de 
aceituna 

Pellet /oral 

  

N/I 42 días 

Vitaminas E 
(α- tocoferol, 
β-tocoferol, 
α-tocotrienol) 

Trucha 
arcoíris 
(Oncorhynchus 
mykiss) 

↑ Peso final 

Dulceacuícola 
Hoseinifar et al. 
(2020b) 

 0,5 g kg-1  ↑ SGR 

 2,5 g kg-1 
5 g kg-1  

↑ Incremento 
de peso 

    ↓ FCA 
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Extracto de hoja Pellet /oral 

 

23% 75 días  N/I 
Carpa común 
(Cyprinus 
carpio) 

↑ Peso final 

Dulceacuícola 
Sokooti et al. 
(2021) 

 200 mg kg-1 ↑ SGR 

 400 mg kg-1 
↑ Incremento 
de peso 

   ↓ FCA 

 

Extracto de 
aceituna 

Pellet /oral 0,15% 17,5% 133 días 

10% 
compuestos 
bioactivos de 
la oliva 

Salmón del 
Atlántico 
(Salmo salar) 

↓ FCA Marina 
Capítulo IV 
(Salomón et al., 
2021b)  

8% 
compuestos 
triterpénicos 

  
2% 
polifenoles 

Combinaciones fitogénicas 

Laurel 
(Laurus 
nobilis) 

Aceite esencial Pellet /oral 

 

18,0% 84 días N/I 
Tilpia del Nilo 
(Oreochromis 
niloticus) 

↑ Peso final 

Dulceacuícola 
Mahmoud et al. 
(2014) 

Hinojo 
(Foeniculum 
vulgare) 

 
 
 
0,05% 
0,1% 

↑ SGR 

Salvia 
(Salvia 
officinalis) 

 

↑ Incremento 
de peso 

  ↓ FCA 

    

↑ Consumo 
de alimento 
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Salvia 
(Salvia 
officinalis) 

Extracto de hojas Pellet /oral 0,1% 7% 92 días 

10% ácido 
ursólico 

Dorada 
(Sparus aurata) 

↑ Peso final 

Marina 
Capítulo I 
(Salomón et al. 
2020) 

Hierbaluisa 
(Lippia 
citriodora) 

3% otros 
compuestos 
triterpénicos 

↓ FCA 

 2% 
verbascósido 

 

  
<1% 
polifenoles 

  

Salvia 
(Salvia 
officinalis) 

Extracto de hojas Pellet /oral 0,1% 17,5% 133 días 

10% ácido 
ursólico 

Salmón del 
Atlántico 
(Salmo salar) 

↑ Peso final 

Marina 
Capítulo III 
(Salomón et al. 
2022) 

Hierbaluisa 
(Lippia 
citriodora) 

3% otros 
compuestos 
triterpénicos 

↓ FCA 

 2% 
verbascósido 

 

  
<1% 
polifenoles 

  

*Salvia (Salvia officinalis)          

**Hierbaluisa (Lippia citriodora)          

***Aceituna (Olea europaea)          
N/I: no identificado o no evaluado          
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