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Resumen

La acuicultura es el sector de produccidon animal para alimentacidon con mayor
crecimiento a nivel mundial, el cual ha incrementado durante las Ultimas décadas y esta
previsto que siga aumentando, aportando casi dos tercios de pescado para alimentacion
a nivel mundial en el afo 2030, compensando asi el estancamiento sufrido por la
actividad pesquera desde la década de 1980. Sin embargo, esta gran actividad que tiene
lugar en las piscifactorias también conlleva algunos problemas, entre los que se
encuentran una gran cantidad de peces por jaula, el empeoramiento de la calidad del
agua, el continuo manejo de los peces y la aparicion de heridas, lo que implica la
aparicion de estrés y efectos negativos sobre el sistema inmunitario, provocando
inmunosupresién y la aparicion de infecciones que pueden provocar la muerte de los
peces y, por lo tanto, causar grandes pérdidas econdmicas. Por ello, los peces son
vacunados y los antibidticos han sido usados hasta hace unos afos con el objetivo de
mejorar su sistema inmunoldgico para tratar o prevenir enfermedades o infecciones y
disminuir su mortalidad, aunque ambos tratamientos pueden tener efectos negativos.
En este sentido, la vacunacion, aunque es el método mas efectivo, no tiene éxito frente
a patdégenos intracelulares, es patdgeno-especifica, muy cara, estresante para los peces
debido a que tienen que ser manipulados manualmente uno a uno y hay muy pocas
vacunas comerciales disponibles. Por su parte, los antibidticos, que han sido usados
como profilacticos, promotores del crecimiento y terapéuticamente, han sido afadidos
al pienso de los peces, administrados disueltos en el agua o por inyeccién. Sin embargo,
el uso de antibidticos también presenta un gran nimero de efectos negativos para los
peces, para los humanos que los consuman y para el medio ambiente. En primer lugar,
los antibidticos se acumulan en los tejidos de los peces y pueden ser transmitidos a los
humanos a través de la cadena alimentaria. En segundo lugar, las heces de los peces
contienen trazas de antibidticos, por lo que las bacterias marinas estan mucho tiempo
en contacto con concentraciones no letales de antibidticos, lo que favorece el desarrollo
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de bacterias multi-resistentes que acaban causando dafio en los animales y en los
humanos. Por lo tanto, debido a los problemas derivados del uso de los antibidticos, uno
de los pilares fundamentales de la FAO es el desarrollo sostenible econdmico, social y
ambiental de la acuicultura, para lo que se buscan posibles sustitutos de los antibidticos,
como, por ejemplo, compuestos inmunoestimulantes naturales que puedan ser usados
como medidas profilacticas para fortalecer el sistema inmunitario de los peces.

En este sentido, la fitoterapia o uso de plantas medicinales para la prevencion o
tratamiento de una gran variedad de enfermedades e infecciones, y para mantener el
buen estado de salud, se ha convertido en una muy buena e interesante alternativa al
uso de antibidticos, ya que debido a la gran variedad de compuestos bioldgicos activos
presentes en las plantas (fitoquimicos), pueden reemplazarlos como agentes
inmunoprofilacticos para estimular el sistema inmunitario y ademas no tienen impacto
negativo ni sobre los animales ni sobre los humanos o el medioambiente y son de bajo
costo. Estas plantas medicinales se han utilizado durante miles de afos en la medicina
tradicional de todo el mundo para tratar muchas enfermedades e infecciones, e incluso
a dia de hoy, casi el 80% de la poblacion mundial, especialmente la de paises en vias de
desarrollo o subdesarrollados, sigue usando plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades. Ademas, debido al contenido de hidratos de carbono, proteinas, acidos
grasos, amino-acidos, minerales, vitaminas y fibras que poseen las plantas medicinales,
éstas tienen también un importantisimo valor nutricional, pudiendo tener efectos
positivos tales como la estimulacion del crecimiento o la maduracién temprana. Por
Ultimo, estas plantas medicinales pueden ser administradas oralmente a través de su
adiccién al pienso de los peces, lo que permite tratar a un elevado nimero de peces en
muy poco tiempo sin provocarles estrés.

Teniendo en cuenta todos estos conocimientos, el objetivo general de esta Tesis Doctoral
fue determinar la posibilidad del uso de plantas, o algunos compuestos presentes en
ellas, para la aplicacidon directa en la acuicultura de peces, y en particular de dorada
(Sparus aurata L.), debido a que es una especie cultivada en toda el area mediterranea
y se trata de la quincuagésimo novena especie mas cultivada a nivel mundial y la tercera
en la UE, donde Espafia es el cuarto principal productor y la region de Murcia la segunda
comunidad auténoma con mayor produccidn. Para ello, se plantearon los siguientes
objetivos especificos:

1. Evaluar los efectos in vitro de diferentes extractos de plantas en las actividades
de los leucocitos de rifion cefalico de dorada y evaluar su actividad citotdxica,
bactericida y antioxidante.

2. Evaluar los efectos in vivo de distintas plantas como aditivos alimentarios para
dorada.

3. Evaluar la actividad bactericida y el efecto /n vitro sobre la actividad inmunitaria
de leucocitos de rifdn cefalico de dorada de compuestos idénticos a los naturales
(NICs), y su efecto /in vivo como aditivos alimentarios para dorada.

Para lograr nuestro objetivo dividimos esta Tesis Doctoral en tres partes o capitulos:

En la primera parte (Capitulo 1) estudiamos el efecto in vitro de diferentes
concentraciones (0,001 - 1 mg/mL) de extractos acuosos y etandlicos de cuatro plantas
diferentes (orégano, semillas de palmera datilera, verdolaga y moringa) en varios tipos
de células de peces y contra bacterias, asi como su actividad antioxidante. Se evalud la
toxicidad y la capacidad inmunoestimulante de los extractos de plantas en leucocitos de
rifidn cefdlico y una linea celular de fibroblastos (SAF-1), ambas de dorada, mostrando
que concentraciones adecuadas demostraron capacidad inmunoestimulante vy
promovieron la divisién celular. Posteriormente, demostramos que los extractos de
plantas pueden inhibir el crecimiento de células tumorales, como lo indica el efecto
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citotoxico contra una linea celular de hepato-carcinoma de pescado (PLHC-1), asi como
su fuerte actividad antibacteriana contra tres bacterias patdgenas de peces (Vibrio
harveyi, V. anguillarum y Photobacterium damselae subsp. piscicida). Finalmente,
también se estudid la actividad antioxidante de los extractos de plantas, que fue muy
alta en algunas de las muestras estudiadas.

Capitulo 1

[ o ‘

V. harveyi
V. anguillarum

\ j (JJIHM'/JC subsp. piscicida

En la segunda parte (Capitulo 2) estudiamos el efecto in vivo de algunas plantas
(orégano, semillas de palmera datilera y cascara de limén) incluidas como aditivos en la
dieta de dorada. Primero evaluamos el efecto sobre el crecimiento, y ninguna de las
dietas suplementadas con plantas logré promover la mejora del crecimiento de la dorada,
e incluso la dieta con cascara de limén lo disminuyd. Después evaluamos el efecto de la
adicion de plantas a la dieta sobre el sistema inmunitario innato y adaptativo de la
dorada, incluyendo parametros humorales (inmunoglobulina M [IgM] y actividad
hemolitica natural del complemento, lisozima, bactericida, proteasa, antiproteasa y
peroxidasa en suero y moco de la piel) y celulares (actividad fagocitica, explosion
respiratoria y peroxidasa de leucocitos de rifion cefalico). A su vez, también se estudio
el efecto de las plantas sobre la actividad de enzimas antioxidantes del higado (glutation
reductasa, superoxido dismutasa y catalasa) y la actividad antioxidante total presente
en el suero y el moco de la piel. Finalmente, también se estudié la expresién de
numerosos genes relacionados con la inmunidad en rindn cefalico y genes antioxidantes
en higado. En general, se obtuvieron resultados positivos tanto en la respuesta inmune
humoral y celular como en la expresidon génica, asi como una tendencia a mejorar el
estado antioxidante de los peces. Finalmente, también se considerd el efecto de la piel
de limon sobre el metabolismo de los peces y se observd que su adicion tenia algun
efecto negativo o perjudicial en el metabolismo.

En la tercera parte (Capitulo 3) estudiamos los efectos in vitro e in vivo de compuestos
idénticos a los naturales (NICs) ("fitoquimicos artificiales"). En primer lugar, los
fitoquimicos mostraron /n vitro una actividad antibacteriana muy fuerte contra V. harveyi
y V. anguillarum, pero no mostraron efectos adversos sobre la viabilidad y la respuesta
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inmune de los leucocitos de rifidn cefalico de dorada. En segundo lugar, probamos los
efectos de la adicion de diversas concentraciones de una mezcla de NICs a la dieta de
dorada sobre el crecimiento y el estado inmunitario y oxidativo de los peces después de
desafiarlos con una infeccion bacteriana o no, mejorando la mezcla de NICs el
crecimiento y los parametros inmunitarios de la dorada.

Capitulo 2
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