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control. Las diferencias significativas-entredas’dietas se indican con letras diferentes
(P <0.05) ... e 54
Figura 5. Actividad enzimética antioxidante de(A) Glutation peroxidasa (Gpx), (B)
Catalasa (CAT), (C) superéxido dismutasa (SOD) y (B).peroxidasa (PEROX) en larvas
de pejelagarto (A. tropicus) alimentadas con diferentes“caencentraciones de aceite de
salvia y una dieta control. Las diferencias significativas entre'las dietas se indican con

letras diferentes (p <

Figura 6. Expresion genética relativa de (A) muc-2, (B) il-10, (C) zo-1, (D) zo-2, (E)
occ y (F) nod en larvas de A.tropicus alimentadas con dietas suplementadas con
aceite de salvia (S.officinalis) y una dieta control. Las diferencias significativas entre

las dietas se indican con letras diferentes (p < 0.05)........ccooiiiiiiiiin i 56

17



CAPITULO |. PROTOCOLO DE TESIS
1. INTRODUCCION

1.1. Nutricion acuicola

Actualmente; mas de 800 millones de personas padecen hambre y 2,400 millones
tienen un aceeso muy limitado a una alimentacién adecuada, por lo que se han
buscado alternativas que permitan abastecer de alimento a la poblacién mundial,
consolidando la acuicultura como un sector clave en la produccion de estos (FAO,
2022). En este sentido,/para que la acuicultura se convierta en una actividad rentable,
es necesario desarrollar _alimentos balanceados que cubran los requerimientos
nutricionales de las especies, lo que permitira que los peces tengan un 6ptimo
crecimiento y un sistema~inmunitario estimulado para lidiar con patégenos
oportunistas (Manam, 2023). Esteraspecto es fundamental, ya que la intensificacion
de los sistemas de cultivo y la“pfohibicion en el uso de antibidticos ocasiona la
necesidad de investigar alternativas\que promuevan una inmuno-estimulacion en los
peces, que pudieran ser adicionados en el alimento, como en el uso de prebidticos,
probidticos, postbioticos, simbidticos, aditivos funcionales, fitogénicos, entre otros,
gue promuevan una mejor salud en/los organismos y resulten una alternativa con
amplios beneficios para los sistemas' de, cultivo”™ (Rohani et al., 2022; Wang et al.,
2024).

1.2. Aditivos funcionales

Los aditivos funcionales son ingredientes dietéticos) incorporados en las
formulaciones para animales que ademas de cumpliriC.con los requerimientos
nutricionales basicos de los organismos, proporcionan otros heneficios como la
mejora en el crecimiento, las respuestas inmunitarias y la ‘tesistencia a las
enfermedades (Onomu & Okuthe, 2024) y han sido clasificados de aeuerdo con su
uso en prebidticos como la inulina y los fructooligosacaridos que funcionan a nivel del
sistema digestivo (De La Cruz-Marin et al., 2023; Pérez-Jiménez et al;, 2022);
probidticos como Debaryomyces hansenii, Pediococcus acidilactici y Rhoedebacter
sphaeroides, los cuales son microorganismos que se adhieren a las vellosidades
intestinales y evitan la union por competitividad de patdgenos oportunistas, ademas
de liberar metabolitos secundarios que benefician la salud del hospedero (Hernandez-
Lopez et al., 2021; Wuertz et al., 2021); otros aditivos son los postbidticos que son

subproductos bacterianos no viables y componentes celulares de los probiéticos los
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cuales son capaces de provocar efectos fisiologicos similares a los de los probiéticos
y actlian en conjuncion con el microbioma intestinal (Tao et al., 2024); los simbiéticos,
son adiciones de pre y probiéticos que se mezclan en el alimento o el agua a fin de
promoversun cambio en el microbioma de los hospederos y mejorar la calidad del
agua de los/sistemas de cultivo (Yilmaz et al., 2022); otros aditivos funcionales, como
el butirato y prepionato de sodio, los cuales mejoran la palatabilidad y atractabilidad
de los pellets, lo que estimula un mayor consumo de alimento y en consecuencia, un
mayor crecimientos (Atellano-Carrasco et al., 2023; Chen et al., 2023); y por ultimo,
los fitogénicos, que soneompuestos bioactivos obtenidos a partir de plantas, que se
clasifican en hidroalcoh6licos.y aceites esenciales, que son incluidos en los alimentos
en bajas concentraciones, teniendo propiedades promotoras del crecimiento,
antimicrobianas, inmunoestimulantes, antiinflamatorias, sedantes y antioxidantes en

varias especies animales (Firmino‘et al., 2021).

1.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE), también conocidos como esencias, son mezclas
naturales de sustancias volatiles{ lipefilicas\y'odoriferas encontradas comunmente en
las plantas aroméaticas, con un peSo)molecular bajo, solubles en la mayoria de los
disolventes organicos (éter, alcohol;7acetona) e~insolubles en agua, con un gran
potencial terapéutico en varias patologias) incluyendo actividades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antitumorales, antioxidantes, entre otras, por lo que han sido
utilizados como agentes terapéuticos en diversos organismos, incluidos los humanos
(de Sousa et al., 2023).

1.4. Propiedades de la salvia (Salvia officinalis)

Salvia officinalis es parte de las 900 especies de Salvia que existen’gn todo el mundo,
particularmente, esta especie se distribuye en la region mediterranea, donde es
utilizado como aromatizante y en la medicina herbaria tradicional (Hamidpour et al.,
2014). La salvia es rica en esteroides, polifenoles, triterpenoides, diterpenoides y
sesquiterpenoides, ademas, tiene potentes propiedades antibaCterianas,
antifingicas, antioxidantes, anticancerigenas, anticolinesterasicas y antiinflamatorias,
asi como una gran capacidad para mejorar el estado de animo y la funcién cognitiva

(Farruggia et al., 2024).
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Un aspecto que se debe resaltar, es la obtencion del aceite de Salvia, el cual se realiza
por medio de hidrodestilacion, destilacion al vapor, ensilado asistido por enzimas,
extraccién con disolventes organicos convencionales o extraccion casi critica (liquida
o supercritica) utilizando CO2 (Conde-Hernandez et al., 2021; Durling et al., 2007),
de modo que muchas de sus biomoléculas naturales no se alteran durante el proceso
de extraccion 'y al incluirse en los alimentos potencian el sistema inmune por la
activacion de citoquinas e interleucinas como mucina 2 la cual tiene un papel
importante en la proteccion del intestino y el mantenimiento de la homeostasis
intestinal, por lo tanto; los niveles reducidos de muc2 pueden estar relacionados con
diversas enfermedades‘intestinales (Liu et al., 2020). Por otra parte, el gen il10, que
sintetiza una proteina que es clave en la regulaciéon de la respuesta inflamatoria, ya
que al interactuar con diversas células inmunitarias, bloquea su activacion y
capacidad para producir sustancias inflamatorias, que contribuyen a mantener la
homeostasis tisular (Sun et al., 20221); los genes zo-1 y zo-2 que desempefan un
papel importante en la formacion y mantenimiento de las uniones estrechas entre las
células epiteliales, que sellan el€spacio intergelular, formando una barrera que regula
el paso de sustancias entre los tejidos-protegiendo la integridad de los 6rganos (Qiao
et al., 2014), mientras que el gen ocCc que sintetiza una proteina que actia como una
barrera entre las células regulando la“permeabilidad celular, ejerciendo un papel
esencial en el mantenimiento de la homepstasis vascular (Du et al., 2022). Por su
parte, y el gen nod que sintetiza una proteina la cual aytda a detectar la presencia de
sustancias extrafias o dafinas, desencadenando una respuesta de alarma que activa

el sistema inmunitario (Liu et al., 2023).

Otro aspecto altamente importante de los aceites esenciales;#€s la capacidad de
potenciar la capacidad antioxidante de los individuos a través de lasliberacion de
enzimas como glutation peroxidasa (Gpx) que es una selenoenzima’que reduce las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y limita su toxicidad, catalizandozlasreduccion
de perdéxido de hidrégeno o hidroperéxidos organicos a agua o0 aleoholes
correspondientes (Pei et al., 2023); la catalasa (CAT), la cual es una hemoenzima
gue actua como oxidorreductasa, donde la descomposicién del peréxido de hidrdgeno
gue a su vez mitiga el estrés oxidativo, resultante del desequilibrio en los niveles‘de
especies reactivas de oxigeno y antioxidantes (Ali et al., 2022); la enzima superéxido

dismutasa (SOD) que cataliza la dismutacion del anion superoxido en oxigeno y
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peroxido de hidroégeno protegiendo asi a las células del dafio oxidativo causado por
las especies reactivas de oxigeno de manera que la inactivacion de SOD puede
indueir-0_agravar el estrés oxidativo (Wang et al., 2022); y la enzima peroxidasa
(PEROX)¢/lascual cataliza la oxidacion de diversos compuestos al interactuar con
perdxido de'hidrégeno y compuestos afines (de Oliveira et al., 2021).

1.5. Biologia'y eultivo del pejelagarto (Atractosteus tropicus)

El pejelagarto (Atractosteus tropicus, Gill 1863) es un pez de la familia Lepisosteidae
distribuido desde el Sureste de México hasta Centroamérica comprendiendo el litoral
de Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa Rica (Daniels & Maiz-Tome,
2018). El pejelagarto es un pez carnivoro, cuando son juveniles y adultos se alimentan
de peces, crustaceos e insectos de mayor talla, llegando a medir 1.5 m de longitud y
hasta 18 Kg de peso (Maldonado et.al., 2020). Por otra parte, el cultivo del pejelagarto
se divide en cuatro fases prinCipales: reproduccion, larvicultivo, pre-engorda y
engorda; todo esto teniendo en cuenta, cuidados y parametros necesarios para un
cultivo 6ptimo, como es la seleccion adecuada de machos y hembras, la preparacion
de los estanques, un desove Optime, condiciones adecuadas para la incubacién de
los huevos, crianza de larvas y alevinaje por mencionar algunos (Maldonado et al.,
2020; Marquez-Couturier et al., 2015);=por lo. cual una buena alimentacion y una
nutricion adecuada es fundamental parastin buen estado de salud de los organismos
y su capacidad para enfrentar enfermedades /en cautiverio (Arellano-Carrasco et al.,
2023).

2. MARCO TEORICO

2.1. Aceites esenciales

La suplementacién de aceites esenciales mejora la digestion y absoreion de nutrientes
y por consecuente hay un efecto positivo en el crecimiento del organismaoy(Sutili et al.,
2018).

Con relacion a lo anterior, se han identificado diversos aceites esenciales'como el de
pimienta, orégano, canela, menta, y Salvia sp., los cuales han sido utilizados en
humanos y animales con diversos beneficios en la salud (Farouk et al., 2020; Hurtado
et al., 2020; Jeena et al., 2014; Metin et al., 2024; Zhao et al., 2022).
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2.2. Salvia en otras especies

Debido a los amplios beneficios del aceite de Salvia se han probado sus efectos en
muchgs’organismos, como es el caso de un estudio donde se evaluaron los efectos
de la infusion intramamaria de aceite esencial de salvia (Salvia officinalis) sobre el
recuento de‘células somaticas de la leche, los parametros de composicion de la leche,
hematoldgicos‘y bioquimicos séricos seleccionados en ovejas Awassi afectadas con
mastitis subclinica;ydonde las ovejas presentaron una disminucion significativa del
recuento de células’somaticas después del tratamiento, ademas, la grasa lactea y la
lactosa aumentaron en.les animales a los que se les adicioné el aceite esencial de
salvia (Alekish et al., 2017)\

Por otra parte, Luca et al. (2020), estudiaron las propiedades antiproliferativas del
aceite esencial de Salvia offieinalis y las de sus componentes principales en tres
lineas celulares de cancer de olan humano y evaluaron los efectos sobre la
distribucién del ciclo celular, donde se‘observé que el aceite esencial de S. officinalis y
sus tres componentes principales. tienen un efecto antiproliferativo in vitro sobre las

células de cancer de colon.

Asimismo, Alanazi et al. (2023) estudiaron el*efecto de la combinacion del aceite de
salvia y la timoquinona sobre la hiperglueemia, €l estrés oxidativo, la presion arterial
y el perfil lipidico en ratas alimentadas con una dieta rica en grasas, encontrando que
la combinacién de estos exhibié acciones hipoglucémicas, hipolipidémicas vy

antioxidantes, por lo que podria ser una valiosa adicion alfmanejo de la diabetes.

En otro estudio, realizado por Akdag y Bozbay (2024) con pollos de engorde en
condiciones ambientales calidas, se mostro que el aceite de salvia tiene efectos
positivos en la supervivencia y obtuvieron niveles de estrés inferiores de los pollos
con dietas adicionadas con aceite de salvia en comparacién eon. los pollos

alimentados con alimento comercial.

2.3. Utilizacién de Salvia en peces

Debido a las diversas propiedades de la salvia, también se han dirigido diversas
investigaciones para conocer el efecto de esta en algunas especies de peces, €omo
en el caso de la investigacion desarrollada por El-Kholy (2012), donde al aplicar Salvia

en las dietas para hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus)
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encontré altos valores productivos de grasa (%) en los niveles mas bajos del aditivo

y disminuyo al aumentar el nivel de salvia en la dieta.

De igualmodo, en un estudio realizado con trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se
noto un renadimiento de crecimiento favorable y una eficiencia alimenticia en juveniles
gue consumieron dietas que contenian aceites de salvia (Salvia officinalis). Por otro
lado, S6nmez-etal. (2015), en este mismo estudio muestran como el aceite esencial
de salvia tiene un efecto positivo ante el estrés oxidativo, ya que, las actividades

hepaticas de superdxidordismutasa y glutation peroxidasa mejoraron.

Por otro lado, se evalug’elcrecimiento y la respuesta inmune en juveniles de dorada
(Sparus aurata) alimentados con una dieta funcional que contenia un extracto de hoja
de planta medicinal de salvia”(Salvia officinalis, Lamiaceae) y hierba luisa (Lippia
citriodora, Verbenaceae) como aditivo alimenticio, donde los datos obtenidos sugieren
qgue la inclusién de salvia y hierba luisa en dietas con bajos niveles de harina de
pescado no solo promovio el crecimientossomatico y redujo los valores de relacion de
conversion alimenticia (FCR) en dorada, sino que también mejord0 su respuesta

inmune sistémica (Salomoén et al.,»2020).

Del mismo modo, en un estudio realizado porgMetin et al. (2024) con carpa comun
(Cyprinus carpio), vieron que el aceite de salvia“(Salvia officinalis) no afectaba el
rendimiento del crecimiento de los peces jalimentados con este aceite, pero si
recomiendan el uso de aceite de salvia en el cultivo de.carpas para mejorar la salud
intestinal, proporcionar resistencia a las enfermedades contra la infecciébn por A.

hydrophila y aumentar la fertilidad.

Asimismo, Hussein et al. (2023) encontraron que en la lubina europea (Dicentrarchus
labrax) la incorporacion dietética de salvia (2 — 4 g/kg de dieta) mejoro el crecimiento,
la eficacia alimenticia, los indices sanguineos, las respuestas inmunes na.especificas

y mantuvo una flora intestinal mas saludable.

Por lo anterior, se puede indicar que el uso de los aceites esenciales proeporciona
enormes efectos beneficiosos en los organismos acuéticos, ya que mejora el apetito,
el equilibrio microbiano, la respuesta inmune, la capacidad antioxidante y( la
resistencia a las enfermedades, y al mismo tiempo, proporcionan efectos de
promocion del crecimiento y de utilizacion del alimento, lo que mejora la actividad

acuicola (Dawood et al., 2022).
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2.4. Investigaciones en pejelagarto

En este aspecto, se han realizado diversos estudios enfocados en su genética (Arias-
Rodriguez et al., 2009; Del Rio-Portilla et al., 2016; Jesus-De la Cruz et al., 2020;
Palacios .Mejia et al., 2023), uso de aditivos, prebidticos y probidticos (Arellano-
Carrasco et'al,, 2023; De La Cruz-Marin et al., 2023; Hernandez-Lopez et al., 2021,
Maytorena-Verdugo et al., 2022; Pérez-Jiménez et al., 2022), la fisiologia digestiva
(Cigarroa-Ruiz  etral., 2023; Pérez-Jiménez etal., 2024), nutriciobn y uso de
ingredientes (Frias*Quintana et al., 2010., Frias-Quintana et al., 2015., Guerrero-
Zéarate et al., 2024; Sepulveda-Quiroz et al., 2024) . Es asi, que A. tropicus ha sido
estudiado a fin de comprender los procesos metabdlicos, bioquimicos y moleculares
gue permitan potenciar el paquete tecnoldgico para su cultivo en la region sureste de

México.

3. JUSTIFICACION

La acuicultura es un sector vital que.contribuye a la seguridad alimentaria global y el
desarrollo econdémico. En este sectorses muy comun que los peces experimenten
estrés, lo cual tiene repercusionés-en su salud y bienestar, siendo mas susceptibles
a enfermedades y tener un crecimiento lento.ypor consecuente tener un menor valor
en el mercado, de manera que, la suplementacién-de aceites esenciales puede ser
una alternativa para mejorar la digestionfy absorcion de nutrientes, que promueva un
efecto positivo en el crecimiento y fortaleciendo el sistema inmune y la capacidad
antioxidante de los organismos, ademas de disminuir‘los costos del cultivo de los
peces ya que su uso no es de alto costo, como en el caso'dehuso de antibidticos por
ejemplo, que ademas de tener un alto costo genera efectos colaterales negativos
como es la contaminacion y aumento de la resistencia a los mismQs, La salvia (Salvia
officinalis) al ser una fuente natural de flavonoides y compuestos polifenolicos que
poseen fuertes actividades antioxidantes, eliminadoras de radicales y’‘antibacterianas
es una candidata prometedora para desarrollar dietas en peces usandola como
suplemento alimenticio con gran potencial en la acuicultura, como es €l.caso del
pejelagarto (Atractosteus tropicus), el cual es de gran importancia ecologica,
econOmica y cultural en los lugares donde se distribuye. De modo que, con'la
suplementacion de salvia en las dietas para las larvas de pejelagarto se fortalecera-€l
sistema inmune y la capacidad antioxidante de los organismos, su cultivo sera

sustentable y se disminuiran los costos para su cultivo, conservando asi esta especie
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emblematica de nuestro Estado. Por este motivo, la presente investigacion aportara
informacioén importante sobre el efecto de la suplementacion de extracto de S.
officinaliS en las dietas balanceadas para larvas del pejelagarto (A. tropicus) sobre el
crecimiento, supervivencia, eficiencia de consumo de alimento, actividad enzimatica

digestiva y antioxidante y expresion de genes del sistema inmune y antioxidantes.

4. PREGUNTA-DE INVESTIGACION

¢ La suplementacion_de aceite esencial de salvia en dietas para larvas de pejelagarto
(A. tropicus) tendra un _efecto positivo sobre su crecimiento, supervivencia, eficiencia
de consumo de alimentgyactividad enzimatica digestiva y antioxidante, y la expresion

de genes del sistema inmune?

5. HIPOTESIS

La suplementacion de aceite ‘esencial de salvia (Salvia officinalis) mejorara el
crecimiento, supervivencia y eficiencia alimenticia de las larvas de pejelagarto,
ademas de potenciar la actividad enzimatica digestiva, antioxidante, y la expresion

génica del sistema inmune.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion(de aceite”de) Salvia officinalis en las dietas
balanceadas para larvas de pejelagarto (Atractosteus tropicus) sobre el crecimiento,
supervivencia, eficiencia de consumo de alimento, actividad enzimética digestiva y

antioxidante, y expresion de genes del sistema inmune y antioxidantes.

6.2. Objetivos especificos
1. Conocer el efecto de la suplementacion de aceite de S. afficinalis (0%, 0.5%,
1%, 1.5% y 2%) en dietas de larvas de pejelagarto (A. tropicus) sobre el

crecimiento, supervivencia y eficiencia de consumo de alimentog

2. Determinar el efecto de la inclusion de extracto de S. officinalis (0%, 0.5%,
1%, 1.5% y 2%) en el alimento de larvas de pejelagarto (A. tropicus)‘sabre la
actividad enzimatica digestiva (proteasa alcalina, proteasa acida, tripsina,
quimotripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa y amilasa) y antioxidante
(glutation peroxidasa, catalasa, superoxido dismutasa, peroxidasa).
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3. Analizar la expresion de genes del sistema inmune y antioxidantes (muc 2,
i-10, zo-1, zo-2, occ y nod) en larvas de pejelagarto (A. tropicus) alimentadas
eon dietas suplementadas con aceite de S. officinalis en diferentes

concentraciones del aceite (0.5%, 1%, 1.5% y 2%).
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CAPITULO II. ARTICULO CIENTIFICO

SUPKEMENTACION DE ACEITE ESENCIAL DE SALVIA (Salvia officinalis) EN
DIETAS BALANCEADAS PARA LARVAS DE PEJELAGARTO (Atractosteus
tropicus))SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DIGESTIVA Y ANTIOXIDANTE Y
SISTEMA INMUNE

Jiménez-Ledn, Y.1, Jiménez-Martinez, L.D.?, De La Rosa-Garcia, S.1, Sepulveda-
Quirdz, C.A3 Martinez-Garcia, R.t, Alvarez-Gonzélez, C.A.%, Asencio-Alcudia
G.G.*

!Laboratorio de Fisiologia en Recursos Acuaticos, Division Académica de Ciencias
Bioldgicas, Univergidad Juarez Autonoma de Tabasco (DACBIol-UJAT),
Villahermosa, México.
2Laboratorio de Biologia Molecular. DAMJM-UJAT, Jalpa de Méndez, Tabasco,
México.
3Tecnoldgico Nacional de Méxieo~Campus Villahermosa, Km. 3.5 Carretera

Villahermosa—Frontera, Cd. Industrialy Villahermosa 86010, Tabasco, México.

RESUMEN

El pejelagarto (Atractosteus tropicus) ti€éne. una gran importancia ecoldgica,
econdmica y cultural en el sureste de"México, donde.la acuicultura esta en auge y los
peces se ven expuestos con frecuencia @ situaciones, de estrés. En este sentido, los
aditivos alimentarios como la salvia (Salvia officinalis)yrefuerzan el crecimiento, el
sistema inmunoldgico, las capacidades antioxidantes ydigestivas de los organismos.
Se llevé a cabo un experimento de 30 dias con larvas para.determinar el efecto de
diferentes concentraciones de aceite esencial de salvia (tratamientos con 0 %, 0,5 %,
1%, 15 % y 2 %) aifadido a dietas equilibradas. Se encentraron diferencias
significativas (p < 0,05) entre los tratamientos con suplementos de aceite de salvia al
0,5 % y al 2 % en cuanto al peso medio. Las actividades mas altas de proteasas
acidas y alcalinas, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, amilasa.y Jlipasa se
obtuvieron en los tratamientos suplementados con aceite de salvia. Por el*Contrario,
la tripsina mostro la actividad més alta en el tratamiento con 0 %, seguido de las dietas
con 0,5 % y 2 % de aceite de salvia. En cuanto a la actividad enzimética antioxidante
de GPx, CAT y SOD, la actividad mas alta se obtuvo en la dieta con 1 % de aceite de
salvia, mientras que en PEROX, la actividad mas alta se registro en el tratamiento con

suplementos de 0 %, 1,5 % y 2 % de S. officinalis. Por otro lado, en cuanto a la
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expresion geénica relativa, se observo la mayor expresion en los tratamientos
suplementados con salvia para los genes nod, zo-1, zo-2 y occ, mientras que para il-
10 y'mucC2, se observo la menor expresion en los tratamientos suplementados. Estos
hallazgossSugieren que la incorporacion de aceite esencial de salvia en las dietas de
las larvas de _pejelagarto, principalmente en los tratamientos con 0.5 % y 1 %, tiene
potencial para\mejorar las practicas de acuicultura de esta importante especie; se

necesita mas investigacion para determinar la dosis 6ptima y los efectos a largo plazo.

Palabras clave: pgjelagarto, salvia, aceite esencial, suplementacion, aditivos,

fisiologia, acuicultura, Sistema inmunoldgico.

1. INTRODUCCION

Actualmente, debido al crecimiento demogréfico en el mundo, se han buscado
alternativas que permitan abastecer de alimento de alta calidad a la poblacion
humana, por lo que la acuicultura se_ha consolidado como un sector clave en la
produccion de estos (FAO, 2022). En este sentido, se estan desarrollando alimentos
balanceados utilizando la fisiologia digestiva como elemento fundamental para que
sean de alta digestion y absorcion (Manam, 2023). Adicionalmente, este tipo de
alimentos balanceados para la acuicultura puedan ser adicionados con prebibticos,
probidticos, postbidticos, simbidticos,~aditivos funcionales, y fitogénicos que
promuevan la salud de las especies, lo ‘que.permitird que los organismos acuaticos
tengan un Optimo crecimiento y un sistema inmunitario_estimulado para lidiar con
posibles patégenos oportunistas (Rohani et al., 2022; Manam, 2023; Wang et al.,
2024).

Los aditivos funcionales son ingredientes dietéticos incorporados en las
formulaciones para animales, los cuales ademas de complementar.les requerimientos
nutricionales basicos de los organismos, proporcionan otros beneficioss\como es la
mejora en el crecimiento, las respuestas inmunitarias y la resiStencia a las
enfermedades (Onomu & Okuthe, 2024), por lo que han sido clasificados'de acuerdo
con su uso en prebiéticos, que funcionan a nivel del sistema digestivo (De a/Cruz-
Marin etal., 2023; Pérez-Jiménez etal.,, 2022), probioticos, los cuales/ son
microorganismos que se adhieren a las vellosidades intestinales y evitan la union ‘por
competitividad de patdgenos oportunistas, ademas de liberar metabolitos secundarios

gue benefician la salud del hospedero (Hernandez-Lopez et al., 2021; Wuertz et al.,
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2021), postbioticos, que son subproductos bacterianos no viables y componentes
celulares de los probidticos los cuales son capaces de provocar efectos fisiologicos
similares a los de los probiéticos y actuan en conjuncién con el microbioma intestinal
(Tao et al, 2024), simbidticos, que son adiciones de pre y probidticos que se mezclan
en el alimento o el agua a fin de promover un cambio en el microbioma de los
hospederos y mejorar la calidad del agua de los sistemas de cultivo (Yilmaz et al.,
2022) y los fitogénicos, que son compuestos bioactivos obtenidos a partir de plantas,
los cuales se clasifican en hidroalcohdlicos y aceites esenciales, y que recientemente
han sido incluidos envlos.alimentos balanceados en bajas concentraciones, teniendo
propiedades promotoras” del crecimiento, antimicrobianas, inmunoestimulantes,
antiinflamatorias, sedantes y antioxidantes en varias especies animales (Firmino
et al., 2021).

Con relacion a lo anterior, se han‘identificado diversos aceites esenciales como el de
pimienta, orégano, canela, menta, y\Salvia sp., los cuales han sido utilizados en
humanos y animales con diversos bengficios en la salud (Farouk et al., 2020; Hurtado
et al., 2020; Jeena et al.,, 2014 Metin etall, 2024; Zhao et al., 2022), ademas de
potenciar la capacidad antioxidante ‘en los organismos que los consumen, por lo que
promueven la sintesis y liberacion de enzimas gomo la glutation peroxidasa (Gpx),
gue es una selenoenzima que reduce las@species reactivas de oxigeno (ROS) y limita
su toxicidad, catalizando la reduccion de_peroxido ¢de) hidrogeno o hidroperoxidos
organicos a agua o alcoholes correspondientes (Pei etal.) 2023); la catalasa (CAT),
gue es una hemoenzima que actia como oxidorreductasay’dende la descomposicion
del peroxido de hidrogeno que a su vez mitiga el estrés ‘Oxidativo, resultante del
desequilibrio en los niveles de especies reactivas de oxigenery_.antioxidantes (Ali
et al., 2022); el superéxido dismutasa (SOD), que cataliza la dismutagion del anion
superoxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno protegiendo asi a las €€lulas del dafio
oxidativo causado por las especies reactivas de oxigeno, de manera que la
inactivacion de SOD puede inducir o agravar el estrés oxidativo (Wang etal;2022);
y la peroxidasa (PEROKX), la cual cataliza la oxidacion de diversos compuestas al

interactuar con peroxido de hidrégeno y compuestos afines (de Oliveira et al., 2021).

Por su parte, el aceite esencial de la salvia (Salvia officinalis) es un compuesto rico
en esteroides, polifenoles, triterpenoides, diterpenoides y sesquiterpenoides, ademas,

tiene potentes propiedades antibacterianas, antifingicas, antioxidantes,
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anticancerigenas, anticolinesterasicas y antiinflamatorias, asi como una gran
capacidad para mejorar el estado de animo y la funcion cognitiva (Farruggia et al.,
2024)..Su obtencion se realiza por medio de hidrodestilacion, destilacion al vapor,
ensilado_asistido por enzimas, extraccién con disolventes organicos convencionales
0 extraccion _casi critica (liquida o supercritica) utilizando CO2 (Conde-Hernandez
et al., 2021),Es asi como el aceite esencial contiene biomoléculas naturales que no
se alteran durante™el proceso de extraccion y al incluirse en los alimentos tienen
propiedades bioestimulantes que potencian el sistema inmune por la activacién de
como las mucinas, interleucinas, ocludinas, claudinas y dominio de oligomerizacion
de unién a nucledtidos (Darling et al., 2007). Dentro de las mucinas se encuentra muc-
2, la cual tiene un papel importante en la protecciéon y el mantenimiento de la
homeostasis intestinal;, por 10 tanto, los niveles reducidos de muc2 pueden estar
relacionados con diversas enfermedades intestinales (Liu et al., 2020). Del grupo de
las interleucinas se tiene a il-10, quesSintetiza una proteina clave en la regulacion de
la respuesta inflamatoria, donde al interactuar con diversas células inmunitarias,
bloguea su activacion y capacidad para preducir sustancias inflamatorias, por lo que
contribuyen a mantener la homeestasis tisular (Sun et al., 2021). Del grupo de las
ocludinas se encuentran zo-1y zo-2, las cualessdesempefian un papel importante en
la formacion y mantenimiento de las uniones estrechas entre las células epiteliales,
gue sellan el espacio intercelular, formando unabarrera que regula el paso de
sustancias entre los tejidos protegiendo la integridad”de los 6rganos (Qiao et al.,
2014). Por su parte, las claludinas como la occ que sintétiza una proteina que actta
como una barrera entre las células regulando la permeabilidad celular, ejerciendo un
papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis vascular<(Du et al., 2022);
finalmente, del grupo de moléculas del dominio de oligomerizacion de unién a
nucleotidos se tiene a nod 2, la cual sintetiza una proteina la cual ayuda'a detectar la
presencia de sustancias extrafias o dafiinas, desencadenando una(respuesta de

alarma que activa el sistema inmunitario (Liu et al., 2023).

Con base en lo anterior, se ha estudiado los beneficios que el aceite de Salvia en
diversas especies, como es el caso de un estudio realizado por Alanazi et al. (2023)
donde estudiaron el efecto de la combinacion del aceite de salvia y la timoquinona
sobre la hiperglucemia, el estrés oxidativo, la presion arterial y el perfil lipidico en ratas

alimentadas con una dieta rica en grasas, donde resaltan que la combinacion de estos
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compuestos exhibié acciones hipoglucémicas, hipolipidémicas y antioxidantes, por lo
gue podria ser una valiosa adicion al manejo de la diabetes. Asimismo, se han
realizado_ investigaciones para conocer el efecto del aceite de Salvia en algunas
especiessde peces, tales como hibridos de tilapia (Oreochromis niloticus x
Oreochromis__aureus), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), dorada (Sparus
aurata), lubinaveuropea (Dicentrarchus labrax) y carpa comun (Cyprinus carpio),
donde encontraromque la adicion del aceite mejora los valores productivos de grasa
al disminuirla, aumeénta el crecimiento somatico y la eficiencia alimenticia, causa un
efecto positivo ante el'estrés oxidativo, mejora de la respuesta inmune sistémica y los
indices sanguineos, equilibra. el microbioma intestinal y aumenta la fertilidad en los
reproductores (EI-Kholy, 2012; S6nmez et al.,2015; Salomén et al., 2020; Hussein et
al., 2023; Metin et al., 2024).

Por otro parte, el pejelagarto (Atractesteus tropicus, Gill 1863) es un pez de la familia
Lepisosteidae distribuido desde ‘el sureste de México hasta Centroamérica
comprendiendo el litoral de Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Costa
Rica (Daniels & Maiz-Tome, 2018);-el cultivo/del pejelagarto se divide en cuatro fases
principales: reproduccion, larvicultivo, pre-engorda y engorda (Maldonado et al., 2020;
Marquez-Couturier et al., 2015), donde*una adeeuada alimentacion y nutricion son
fundamentales para lograr un buen estado de salud.de los organismos y su capacidad
para enfrentar enfermedades en cautiverio (Arellano-Carrasco, et al., 2023).

En este contexto, se han realizado diversos estudios en pejelagarto (Atractosteus
tropicus) enfocados en su genética (Arias-Rodriguez et al,2009; Del Ri6-Portilla
et al., 2016; Jiménez-Martinez et al., 2018; Jesus-De la Cruzsetal., 2020; Jiménez
Martinez et al., 2021; Martinez-Burguete et al., 2021; Palacios Mejiajet al., 2023), uso
de aditivos, prebidticos y probioticos (Arellano-Carrasco, et al., 2023;:De La Cruz-
Marin et al., 2023; Hernandez-Lopez et al., 2021; Maytorena-Verduge.et al., 2022;
Pérez-Jiménez et al., 2022), fisiologia digestiva (Cigarroa-Ruiz et al., 2023; Pérez-
Jiménez et al., 2024) y nutricion y uso de ingredientes (Frias-Quintana etfaly; 2010;
Frias-Quintana et al., 2015; Guerrero-Zarate et al., 2024; Sepulveda-Quiroz. et.al.,
2024). De esta manera, A. tropicus ha sido estudiado a fin de comprender A0s
procesos metabdlicos, bioquimicos y moleculares que permitan potenciar el paquete
tecnologico para su cultivo en la region sureste de México. Por lo que resulta

relevante, evaluar el efecto de la suplementacion de aceite esencial de Salvia
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officinalis en dietas balanceadas para larvas de pejelagarto (Atractosteus tropicus)
sobre_el crecimiento, supervivencia, actividad enzimatica digestiva y antioxidante, y

expresién de genes del sistema inmune y antioxidantes.

2. MATERIALES Y METODOS

El aceite esencial de Salvia officinalis utilizado en este estudio fue adquirido en la
Perfumeria Roxana, un establecimiento local ubicado en Avenida José Maria Pino
Suarez 702, Colania Arboledas, Centro, Villahermosa, Tabasco, México; para lo cual
se caracteriz6 a travésr de un analisis cromatografico y por medio de pruebas

antimicrobianas.

2.1. Caracterizacion cromatografica

Para conocer los principales ‘compuestos volatiles presentes en el aceite esencial de
salvia (Salvia officinalis) se realizaron los andlisis pertinentes en el Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C.
(CIATEJ), donde los compuestos fueron identificados mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS) y posteriormente cuantificados por
cromatografia de gases con deteccion de, ionizacion de flama (GC-FID) bajo
condiciones analiticas traducidas."La identifieacion tentativa de los compuestos de
mayor abundancia separados en lalmuestra §e realizO por comparacién de los
espectros de masa de los picos cromatograficos en el'cromatograma de iones totales
(TIC), con los de la base espectral NIST14, asi ‘como por comparacion de IR

disponibles en la literatura.

2.2. Actividad antimicrobiana

Se evaluo la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Salvia efficinalis utilizando
los métodos de difusion en pozo de agar y difusion en disco ‘contra un panel de
microorganismos patdgenos para los peces. Las cepas bacteriapas. analizadas
fueron: Aeromonas hydrophila (NCIBM 11343), Aeromonas dhakensis{(CAIM 1873),
Aeromonas ichthiosmia (CAIM 1876), Staphylococcus arlettae (CAIM 658 y UJAT
002), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Vibrio harveyi (CAIM 1622), Nibrio
campbellii (CIBGEN 001), Vibrio diabolicus (CIBGEN 002) y Photobacterium
damselae (CAIM 1910). Los organismos de prueba se cultivaron en caldo tripticasa-
soja (TSB) a 28 °C durante 24 h. A continuacion, las suspensiones bacterianas se

ajustaron a 1 x 108 UFC/mL utilizando un estandar de 0.5 McFarland. Para cada
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ensayo, se homogeneizaron 3.5 mL de la suspension bacteriana ajustada en 31.5 mL
de agar Mueller-Hinton fundido (enfriado a 45-50 °C) y la mezcla se vertio
inmediatamente en placas Petri cuadradas estériles (10 x 10 cm) previamente
equipadas cen 12 cilindros de acero inoxidable (6 mm de diametro). Cada pozo se
llend con 100 pL de aceite esencial de S. officinalis en tres concentraciones: sin diluir,
al 50 % y al'25 % (v/iv en DMSO). Se utilizo6 DMSO estéril:agua (50:50, v/v) como
control negativo, §,amikacina (100 pg/mL) como control positivo. Las placas se
incubaron a 28 °Gs/durante 24 h, tras lo cual se midio el diametro de las zonas de
inhibiciéon en milimetres.eon un calibrador digital. Para el ensayo de difusion en disco,
se impregnaron discos de‘papel estériles (6 mm de diametro) con 10 pL de las mismas
concentraciones de aceite esencial (sin diluir, al 50 % y al 25 %) y se colocaron sobre
la superficie del agar inoculado. kas placas se incubaron en las mismas condiciones
y las zonas de inhibicion se midieron después de 24 h. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado para cada cepa y concentracion. La actividad antimicrobiana
se expres6 como el didmetro (mm) dedas zonas de inhibicion, incluyendo el diametro

del pozo o del disco.

2.3. Muestreo y larvicultura

Los eleuteroembriones de A. tropicus; (2000 individuos) se obtuvieron de un lote de
reproductores del Laboratorio de Fisiologia en Recursos Acuaticos (LAFIRA) de la
Division Académica de Ciencias Bioldgicas en la Universidad Juarez Autbnoma de
Tabasco, donde se indujo el desove de una hembra«#(3.4 kg, 91 cm) mediante la
aplicacion intramuscular de la hormona LHRHa (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Alemania) (30 pg/Kg pez). Posteriormente, la hembra y los‘tres machos (1.6 kg, 35
cm, sin induccion hormonal) se colocaron en un tanque circulas(2000 L) con hilo de
rafia para simular el sitio natural de desove. Los eleuteroembriones, de 1 dia de
nacidos (0.1 + 0.06 g) se colocaron en un sistema de recirculacion que consta de 18
tanques circulares de 70 L, alimentado por una bomba de agua de 0.5;HP+AJacuzzi,
JWPA5D-230A, Delavan, WI, EE. UU.) y un reservorio de 1000 L para depgsicion de
soélidos y un filtro biolégico. Una vez que se absorbio el vitelo (3 dias despues de la
eclosion, DDE), se inicio el bioensayo, el cual tuvo una duracion de 30 dias (periodo
larvario a juvenil), donde se realizaron biometrias cada 15 dias para monitorear-el
crecimiento. El protocolo de alimentacion inicié a partir del suministro con nauplios de
Artemia (5 nauplios/mL) desde la absorcion de vitelo (3 DDE) y hasta los 30 DDE. A
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partir de los 7 DDE se inici6 el proceso de co-alimentacion mezclando los nauplios de
Artemia con los alimentos balanceados experimentales y a partir de los 10 DDE se
suministraron exclusivamente los alimentos experimentales considerando un 5% en
funcion de la biomasa total y ajustandolo periédicamente a medida que los peces
crecieron cinco veces al dia (08:00, 10:30, 13:00, 16:00 y 18:00 h).

2.4. Disefo experimental

El bioensayo consistio en cinco tratamientos (dosis de suplementacion de aceite de
Salvia officinalis) en-.el alimento: 0%, 0.5%, 1%, 1.5% y 2% con tres réplicas por
tratamiento, para lo cual se mantuvieron 100 larvas por tanque, con una capacidad
de 70 L, bajo un sistema“de recirculacion. Los parametros de calidad del agua se
controlaron diariamente, con gna temperatura de 26 + 1 °C, con oxigeno disuelto de
4.5+0.1 mg L™t un pH de 7.3 0.2 y un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad.

2.5. Preparacion de los alimentos microparticulados

Para la preparacion de los alimentos‘experimentales, se tamizaron las harinas y se
utilizo el protocolo de acuerdo eon el procedimiento de Sepulveda-Quirdz et al. (2024)
(Tabla 1). Para verificar los niveleés«de-proteina, lipidos, ceniza y fibra de las dietas,
se realizaron los analisis quimico-preximales en la Facultad de Ciencias Marinas de

la Universidad Autbnoma de Baja California, Méxieo,.de acuerdo con la AOAC. (2000).

Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales con diferentes congentraciones de aceite esencial de Salvia
officinalis.

Ingredientes Concentracion del aceite esencial de Salvia officinalis (%)
g/kg 0 0.5 1 1.5 2
Harina de 431 431 431 431 431
pescado
Harina de ave 150 150 150 150 150
Harina de 150 150 150 150 150
cerdo
Almidon de 159 154 149 144 189
malz
Aceite de 0 5 10 15 20
Salvia sp.
Aceite de 40 40 40 40 40
pescado
Lecitina de 40 40 40 40 40
soya
Grenetina 20 20 20 20 20
Vit. Min 5 5 5 5 5
premix
Vitamina C 5 5 5 5 5
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Composicién quimica (g/100 g materia seca)

Energia 17.69 17.70 17.67 17.71 17.68
(Kj/9)
Proteina (%0) 43.69 4457 43.33 42.99 43.14
Extipcto de 15.05 14.77 14.93 15.16 15.08
éter(%0)

Fibra' (%) 1.03 1.13 1.19 0.99 1.13
Ceniza (%) 15.06 14.92 14.16 15.26 14.38
NFE (%) 25.27 24.68 26.43 25.68 26. 25

2.6. Muestreo de\lospeces

Al finalizar el bioensayoylas larvas (5 individuos por tina, N=15 por tratamiento) fueron
sacrificadas por medio'de una sobredosis de anestésico (aceite de clavo, 0.1 mL/L de
agua). Cada individuo se-disecto para extraer el paquete visceral, para después ser
homogeneizados en pull porréplica biolégica con un disruptor de tejidos Ultraturax en
5 volimenes (p/v) de agua destilada fria (4 °C) y se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 15 minutos a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y se almacend a -80 °C hasta

su analisis.

2.7. Andlisis de enzimas digestivas

Para la determinacion de las actividades/ enzimaticas digestivas, previamente se
calculo la proteina soluble de cada extracto multienzimatico con la técnica de Bradford
(1976). A partir de estos extractos se.determing_la actividad de proteasa alcalina,

proteasa acida, tripsina, quimotripsina, leucina aminopeptidasa, lipasa y amilasa.

La actividad tipo proteasa alcalina se estimé por el métedo de Walter (1984) con
caseina al 0.25% como sustrato el tampdn Tris/HCI 50 mMsa pH 9. La proteasa acida
(actividad pepsina) se midi6é con la técnica de Anson (1938); en que la hemoglobina
al 0.25% en tampon Glicina/HCI 0.1mM, pH 2 fue el sustrato. Las mezclas se
incubaron a 37°C, la reaccion se detuvo mediante la adicion de-0.5 mL de TCA al
10%; la absorbancia de los productos de reaccion se midié a 280" nm en un
espectrofotometro de luz. La unidad de actividad enzimatica se definié‘come 1 ug de
tirosina liberada por minuto, esto con base en el coeficiente de extincion melar, (0.005
mL pgt cm?). La actividad de tripsina se midié conforme a lo descrito por Erlanger et
al. (1961), a 37°Cy con BAPNA (N-a-benzoyl-DL-arginine pnitroanilide) como sustrato
en el tampén Tris-HCI 50 mM a pH 8.2 (con CaCl: 10 mM). La actividad \de
guimotripsina se identifico con el método de DelMar et al. (1979) a 37°C con SAAPNA
(N-succinyl-ala-ala-pro-phe p-nitroanilide) como sustrato en DMSO 10 mM y Tris/HCI
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100 mM (con CaCl2 10 mM) a pH 7.8. La actividad Leucina-aminopeptidasa se
determind en Leucina p-Nitroanilida en DMSO 0.1 mM, usando el tampén fosfato
sédico50 mM, pH 7.2 a 37°C (Maroux etal., 1973). En las técnicas descritas
anteriormente las reacciones se detuvieron con 4cido acético al 30%; mientras que la
actividad enzimatica se definié como 1 ug de nitroanilida liberada por minuto, usando
el coeficiente_de_extincion molar de tripsina (8.8), de quimotripsina y de leucina-
aminopeptidasa (8:2 mL ug* cm). La actividad de amilasa se determin6 de acuerdo
con Robyt y Whelan (1967) usando almiddén al 2% como sustrato en tampon citrato-
fosfato 100 mM + NaCl 50 mM, pH 7,5; el producto de reaccion se midi6 a 600 nm.
La actividad de lipasa sé determiné de acuerdo con la técnica de Versaw et al. (1989)
usando acetato de B-naftilo 100 mM como sustrato en tampon Tris-HCL 50 mM (pH
7,5) con colato de sodio 100 mM; la reaccion se midioé a 540 nm.

La actividad especifica de los extractos se expresé usando las siguientes ecuaciones:
1) Unidades por ml = (Aabs x volumen-final de reaccion (mL) / (MEC x tiempo (min) X
volumen del extracto (mL)) y 2) Unidades por mg de proteina = Unidades por ml / mg
de proteina soluble, donde el Aabs representa el incremento de absorbancia a una
determinada amplitud de onda y*MEC representa el coeficiente de extincion molar
para el producto de la reaccién (mL_ug? cm™)..Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

2.8. Andlisis de enzimas antioxidantes

Para la evaluacion de las enzimas antioxidantes,#’se utilizaron los extractos
previamente obtenidos y se realizaron las mediciones de las.siguientes enzimas: los
niveles de glutatién peroxidasa (GPx) se determiné cinéticamente utilizando el kit de
ensayo de la actividad celular del glutation peroxidasa (Cat. CGRZ, Sigma-Aldrich, M,
EE. UU.). La actividad enzimatica de catalasa (CAT) se determino utilizando el kit
cinético especifico (Cat. 707002, Cayman Chem., Ann Arbor, MI, EEZUU). Se utilizd
el kit de ensayo de superéxido dismutasa (SOD) (Cat. 19160, Sigma-Aldrich Corp.,
MI, EE. UU.) para examinar las actividades en las larvas. Para determinar fa aetividad
de la peroxidasa (PEROx) se utilizé el kit de ensayo (Cat. T5525, 3,3,5,5'-
Tetramethylbenzidine, Sigma-Aldrich, MI, EE. UU.). Las actividades de las enzimas
antioxidantes se normalizaron con respecto al contenido de proteinas solubles

mediante la técnica de Bradford (1976) antes mencionada. Las actividades SOD,
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GPx, PEROx (U/mg de proteina) y CAT (nm/min/mg de proteina) se calcularon de

acuerdo con las instrucciones del proveedor.

2.9. Analisis de la expresion de genes del sistema inmune

El ARN total, de los tejidos se extrajo utilizando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién y pureza del
ARN se determiné, por espectrofotometria (NanoDrop2000, Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Espana); midiendo la absorbancia a A = 260 y 280 nm. La integridad del ARN
extraido se verifico ¢onla visualizacion de las bandas de ARN ribosémico 28S 'y 18S
mediante separacion electroforética en un gel de agarosa al 1.2%. Para la sintesis de
ADNCc, el ARN se transcribié inversamente en 20 yL por volumen de reaccion con 2
pg de ARN total utilizando SuperScript™ First Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen, Waltham, EE. UUs)"con. oligo (dT) (0.5 ug yL?), cebadores hexameros
aleatorios (50 ng uL*) y mezcla de.dNTP de 10 mmol L%, 10 x tamp6n RT [200 mmol
L-1 Tris-HCI (pH = 8. 4), 500 mmol L% KCI], 25 mmol Lt MgClz, 0,1 mol L* DTT,
RNaseOUT (40 U pL?) y SuperScript™ Il RT, seguido de tratamiento con ARNasa H.
El ADNc resultante se diluyd 1:20, en agua tratada con DEPC, y las diluciones

preparadas se utilizaron para el andélisis de la expresion génica.

Las reacciones gqPCR se realizaron per triplicado para los seis individuos por
tratamiento en un CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Madrid, Espafia). Cada reaccion (20 uL) contenia 10 pL.de SsoAdvanced™ Universal
SYBR ® Green Supermix (Life Technologies, Carlsbad, Galifornia, EE. UU.), 0.50 pL
de primer sentido, 0.50 pL del primer antisentido, 2 yL de muestra de ADNcy 7 yL de
agua libre de RNasa/DNasa. El protocolo de gPCR en tiempo seal comenzé a 95 °C
durante 3 min, seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C seguidos de"30.S a la temperatura
de recocido especifica para cada par de primers, seguidos de 30 s a 72 °C con un
paso final de curva de fusion para establecer la curva estandar de cada.amplicon. La
expresion relativa se calculd utilizando el software CFX Manager 3.0 (Bio-Rad,
Madrid, Espafa), con el factor de elongacién 1 alfa (EF1a) como control endégeno,
mientras que las muestras basales (control) y los grupos de salvia se utilizaren para
normalizar la cuantificacion relativa dentro de cada grupo de dieta experimentak
Todas las muestras se realizaron por triplicado con un control negativo (sin enzima
RT) incluido para confirmar la ausencia de contaminacion por ADN gendémico y un

control negativo adicional en cada placa que no contenia ADNc. Los primers utilizados
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en este estudio fueron previamente disefiados a partir del transcriptoma de larvas de
A. tropicus BioProject PRINA395289 y publicado por Martinez-Burguete et al. (2021).

Tabla 27°Disefio de oligonucleétidos para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) de genes

del sistema.inmune y antioxidante de larvas de A. tropicus.

Tamario del

Nombre del gen  Simbolo Secuencia de cebadores (5'-3) L Referencia
amplicon (pb)
Factor de o1 ~#FW: ACGCTGAAGGCCGGCATGGTG ] gﬁﬁg'z"gfgl
elongacién 1 RV GGATGTCCTTCACCGACACGTTC 2020) "
Mucina 2 muc-2 PGACC TCCTCAAGAGCACGGTG 100 (Rl\cl)lc(ia:gez_ez et al
RV:TCITGCACGCTGGAGCACTCAATG 2018)9 N
Interleucina-10 i1-10 FW: TTATAAAGCCATGGGGGAGCTG 91 (Perez-Jiménez et
RV: CTGCACAGTCTGCCTCTAGT al., 2024)
Zonula 201 FW: TGTGCEFCAGATCACTCCAC 123 (Perez-Jiménez et
occludens 1 RV: AAAGGCAGAGGGTTGGCTTC al., 2022)
Zonula 10-2 FW: TACCCATGGAAAATGTGCCTCA 88 (Perez-Jiménez et
occludens 2 RW: CGGGGTCTCTTCACGGTAAT al., 2022)
Ocludina e PW: TGACGAATACCACAGACTGAAG 193 g‘jﬁg'z"eetdgl
RW: CGATCATAGICGCTGACCATC 2020) v
O"gg”l]ﬁir(',)znag'on odp FW: GTAGTGAACAAGGAGECGGAC 295 gjﬁglzveetd;
s RV: TGAGCTCATCCAGGCCATECG v
nucledtidos 2020)

2.10. Andlisis estadistico

Para evaluar el crecimiento, se realizaron pruebas de®pormalidad (Kolmogorov-

Smirnov) y homocedasticidad (Levene), respectivamente. Posteriormente se realizo

un analisis de varianza de una via para determinar la existencia de-diferencias entre

tratamientos para cada criterio de calidad y la prueba post hoc de Tukey. Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa Graph Pad Prism 10 (La Jolla, CA, EE.

UU.) utilizando un valor de significancia de 0.05.

3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion cromatografica

Mediante la caracterizacion cromatogréafica se identificaron los compuestos volatiles

predominantes presentes en el aceite de S. officinalis, caracteristicos por sus
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propiedades bioactivas, entre los que destacan el alcanfor, 1,8-Cineol, a-Pineno, D-

Limoneno y el acetato de linalilo.

Tabla 37 Principales componentes volatiles cuantificados en el aceite esencial de salvia analizado mediante
GC/FID.

Nombre del Compuesto % Area
Camphor 27.368
1,8-Cineole 18.514
a-Pinene 11.547
D<Limonene 8.582
Linalyl acetate 5.981
Camphene 4.641
Borneol 4.014
Bornyl acetate 2.978
B-Pinene 2.886
a-Terpineal 1.815
Linalool 1.672
B-Myrcene 1.368
a-Terpinyl acetate 1.272
trans-Sabinylacetate 1.072
Sabinene 0.774
B-Caryophylene 0.636
p-Cymene 0.591
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.558
4-Terpineol 0.412
y-Terpinene 0321
a-Humulene 0.187
Tricyclene 0.185
Geranyl propionate 0.184
a-Terpinolene 0.165
Spathulenol 0.142
Geranyl acetate 0.141
a-Thujene 0.114
Bicyclogermacrene 0.089
Viridiflorol 0.083
B-Caryophyllene oxide 0.071
trans-B-Ocimene 0.067
cis-Sabinene hydrate 0.063
cis-p-Ocimene 0.053
&-Cadinene 0.052
a-Phellandrene 0.05
Bornyl propionate 0.046
Myrtenol 0.045
a-Terpinene 0.041
Neryl acetate 0.039
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a-Campholenal 0.038

Isoborneol 0.033
Pinocarvone 0.033
cis-Linalool oxide 0.031
p-Cymen-8-ol 0.031
a-Gurjunene 0.03

a-Muurolene 0.029
&-Terpinyl acetate 0.028
trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 0.026
y-Cadinene 0.024
Longifolene 0.023
Eenchol 0.022
B<Elemene 0.021
Thujone 0.02

Shyohunel 0.019
tau.-Cadinol 0.017
6-3-carene 0.015
Carvacrol 0.015
Alloaromadendréne 0.013
Aromandendrene 0.011
a-Cadinol 0.01

3.2. Actividad antimicrobiana del aceite eseneial de S. officinalis

Se evaluo la actividad antimicrobiana/del aceitegesencial de S. officinalis contra diez
bacterias patdogenas para los peces mediante ensayos de difusion en pozo de agary
difusién en disco a tres concentraciones:‘sin diluir,(al .50 % y al 25 %. En ambos
ensayos se observd un efecto dependiente de la ‘dosis, con una disminucién
progresiva del diametro de la zona de inhibicibn a medida que disminuia la
concentracion del aceite esencial (Tabla 4). En el ensayo de difusion en pozo, el aceite
mostrd una actividad de amplio espectro, inhibiendo el crecimientode todas las cepas
bacterianas analizadas, independientemente de la concentracion aplicada. EI mayor
efecto antimicrobiano se registré contra las bacterias Gram-negativas, en particular
las del género Aeromonas. A la concentracion mas alta, se observaron“zonas de
inhibicion de 20.11 mm, 19.95 mm y 19.66 mm para A. hydrophila, A. dhakensis y A.
ichthiosmia, respectivamente (Fig. 1). También se observé una inhibicion maderada
contra V. harveyi, V. parahaemolyticum y V. campbellii, con halos que oscilaban ‘entre
18.71 mmy 13.61 mm, dependiendo de la dilucion. La zona de inhibicién mas grande
se registro para Vibrio diabolicus, con un diametro de 22.43 mm. Por el contrario, las

cepas Gram-positivas de Staphylococcus arlettae (CAIM 658 y UJAT 002) mostraron
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la menor sensibilidad, con zonas de inhibicion que oscilaron entre 16.68 mm y 12.51

mm.

Tabla\4. Zonas de inhibicion (mm) del aceite esencial de Salvia officinalis contra bacterias patégenas de peces,

evaluadas

mediante ensayos de pozo de agar y difusiéon en disco a tres concentraciones.

Aceite esencial de Salvia officinalis (%0)

y . . Difusion en pozo (mm) Difusion en disco (mm)
No. Coleccién Microorganismo
100 50 25 100 50 25
NCIBM 11343 Aeromonas hydrophila 20.11 15.95 12.76 15.04 12.48 9.92
CAIM 1873 Aeromonas dhakensis 19.95 16.12 13.17 12.64 10.72 7.52
CAIM 1876 Aeromonas ichthiosmia 19.66 15.11 13.61 8.16 7.36 7.52
CAIM 658 Staphylococcus arlettae 16.68 14.35 12.69 NA NA NA
UJAT 002 Staphylococcus arlettae 15.94 13.83 12,51 NA NA NA
ATCC 17802 Vibrio parahaemolitycum 19.80 17.50 13.91 13.60 11.41 9.14
CAIM 1622 Vibrio harveyi 18.71 15.90 13.61 NA NA NA
CIBGEN 001 Vibrio campbellii 19.35 16.47 14.00 9.80 NA NA
CIBGEN 002 Vibrio diabolicus 22.43 18.98 16.05 9.74 9.43 7.52
CAIM 1910 Photobacterium damselae 17.97 16.12 14.42 14.45 12.60 11.17

Aeromonas hydrophila NCIBM 1134  Aeromonas dhakensis CAIM 1873 Aeromonas ichthyosis CAIM 1876 Vibrio diabolicus CIBGEN 002
- - T, | —————— W g ——

- - 'S ~ ~ =

o (e

&

Photobacterium damselae CAIM 1910  Vibrio parahaemolyticus ATTC 17802 cus arlettae CAIM 658 Staphylococcus arlettae UJAT 2
-_— e ——m—— _——

O @ il ® @16

Figura 1. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Salvia officinalis/contra

patégenos de peces. Se muestran las zonas de inhibicion para el ensayo de difusion

en pozo de agar (1, 2y 3 corresponden al 100 %, 50 % y 25 %) y el ensayo de difusion
en disco (4, 5y 6 corresponden al 100 %, 50 % y 25 %).
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3.3. Crecimiento y supervivencia

Con relacién al peso promedio (Fig. 2A) de las larvas alimentadas con aceite de salvia
(S. offieinalis) se encontraron diferencias significativas (p<0.05), siendo los mayores
estadisticamente las alimentadas con 0.5% y 2%, seguidos de las alimentadas con
1% y 1.5%'y_finalmente, las alimentadas con la dieta control. Por otro lado, con
respecto a la“ongitud total (Fig. 2B) no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (p>Q0:05) entre las larvas alimentadas con aceite de salvia y las
alimentadas con la dieta control. En el caso de la supervivencia (Fig. 3) no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) con relacion a los tratamientos donde

se incluyé el aceite de salvia.en las dietas de las larvas.

=]
=]
1

Wet weight (g)
e
.
1

Figura 2. Crecimiento en (A) peso (g) y (B) talla (cm) de larvas de pejelagarto (A.
tropicus) alimentadas con dietas suplementadas con diferentes concentraciones (0.5,
1, 1.5y 2 %) de aceite de salvia (S. officinalis) y una dieta control. Las diferencias
significativas entre las dietas se indican con letras diferentes (p < 0.05).
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Figura 3. Supervivencia (%) de larvas de pejelagarto (A. tropicus) alimentadas con

dietas con diferentes concentraciones de aceite de salvia.

3.4. Enzimas digestivas

Con respecto a la actividad enzimatica“digestiva/se encontré que la actividad de
proteasas acidas (Fig. 4A) y proteasas alcalinas (Fig: 4B) de las larvas alimentadas
con la dieta de 1.5% de aceite de salvia tienen valores.eStadisticos significativamente
mayores (p<0.05) con respecto a las larvas alimentadas con las otras dietas
experimentales. En cuanto a la actividad de quimotripsina (Fig. 4D), leucina
aminopeptidasa (Fig. 4E) y amilasa (Fig. 4G) de las larvas alimentadas con la dieta
suplementada con 1% de aceite de salvia tiene valores estadisticamente mayores
(p<0.05) en comparacion con el resto de los tratamientos. En el caso de la actividad
lipasa (Fig. 4F), las larvas alimentadas con las dietas que contenian 0.5%,1 %y 1.5%
de aceite de salvia muestran los valores mas altos estadisticamente (p<0.05) en
comparacion con las larvas alimentadas con 2% de aceite de salvia y las de la dieta
control. Por otro lado, la actividad enzimatica de tripsina (Fig. 4C) es estadisticamente
mayor en las larvas alimentadas con la dieta control (p<0.05) en comparacion condas

larvas alimentadas con las dietas suplementadas con aceite de salvia.
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Figura 4. Actividad enzimatica digestiva de (A) proteasas acidas, (B) ptoteasas
alcalinas, (C) tripsina, (D) quimotripsina, (E) leucina aminopeptidasa (LAR)\y (F)
lipasas en larvas de pejelagarto (A. tropicus) alimentadas con dietas suplementadas
con aceite de salvia en diferentes concentraciones (0.5, 1, 1.5y 2 %) y una dieta
control. Las diferencias significativas entre las dietas se indican con letras diferentes
(p < 0.05).
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3.5. Enzimas oxidativas

Se detectaron diferencias significativas (p<0.05) en la actividad de Glutation
peroxidasa (Gpx, Fig. 5A), catalasa (CAT, Fig.5B) y superéxido dismutasa (SOD, Fig.
5C), donde las larvas alimentadas con 1% de aceite de salvia presentaron mayor
actividad con respecto al resto de las larvas alimentadas con los otros tratamientos.
En el caso(de la actividad peroxidasa (PEROx, Fig. 5D), los valores fueron
estadisticos mas altos (p<0.05) en las larvas suplementadas con 1.5%, 2% de aceite

de salvia y las alimentadas con la dieta control.
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Figura 5. Actividad enzimatica antioxidante de (A) Glutation peroxidasa (Gpx), (B)
Catalasa (CAT), (C) superoxido dismutasa (SOD) y (D) peroxidasa (PEROX) en larvas
de pejelagarto (A. tropicus) alimentadas con diferentes coneentraciones de aceite de
salvia y una dieta control. Las diferencias significativas entre las dietas se indican con

letras diferentes (p < 0.05).

3.6. Expresion de genes del sistema inmune

Con relacion a la expresion de mucinas-2 (muc2, Fig. 6A) se detect¢”unma mayor
expresion (p<0.05) en las larvas alimentadas con la dieta control y*lasslarvas
alimentadas con 0.5%, 1% y 2% de aceite de salvia en comparacion con las larvas
alimentadas con la dieta suplementada con 1.5% de aceite de salvia. En el caso de
la expresion de interleucina 10 (il10, Fig. 6B) se mostré una sobreexpresion en ‘las
larvas alimentadas con dieta control y las alimentadas con 0.5% de aceite de salvia,

la cual fue estadisticamente diferente (p<0.05) con relacion a las larvas alimentadas

55



con los otros tratamientos. Por otro lado, la expresion de ocludinas 1 (zo-1, Fig. 6C) y
ocludipas 2 (zo-2, Fig. 6D) muestra una sobreexpresion en las larvas alimentadas con
la dieta’Suplementada con 2% aceite de salvia, la cual es estadisticamente diferente
(p<0.05) .en «comparaciéon con las larvas alimentadas con la dieta control y las
alimentadas con las otras dietas suplementadas con el aceite de salvia. En el caso de
la expresion desocc (Fig. 6E), se detectdé una mayor expresion en la dieta con 2% de
aceite salvia. Finalmente, la expresion de nod (Fig. 6F), presentd una mayor expresion
en las larvas alimentadas con dietas que contenian 0.5%, 1% y 1.5% de aceite de
salvia, siendo significativamente diferentes a la dieta control y la dieta con 2% de

aceite de salvia.
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Figura 6. Expresidén genética relativa de (A) muc-2, (B) il-10, (C) zo-1, (D) zo%2, (E)
occ y (F) nod en larvas de A. tropicus alimentadas con dietas suplementadas con
aceite de salvia (S. officinalis) y una dieta control. Las diferencias significativas entre

las dietas se indican con letras diferentes (p < 0.05).
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4. DISCUSION

Segundos resultados obtenidos mediante la caracterizacion cromatografica, el aceite
esencial” de Salvia officinalis presentd una composicion rica en compuestos
bioactivas; entre los que destacan el alcanfor, 1,8-cineol, a-pineno, D-limoneno y
acetato de linalilo. Estos compuestos han sido ampliamente reportados en la literatura
como constituyentes principales de aceites esenciales de plantas como Cinnamomum
camphora, Alpiniayuraiensis, Rosmarinus officinalis, Eucalyptus globulus, Pinus
sylvestris y Citrus_aurantifolia y se les atribuyen propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antiinflamatorias (lli¢ et al., 2023; Lee et al., 2022; Chen et al., 2025;
Tadtong et al., 2015).

Por otro lado, a partir del anélisis antimicrobiano, se determino que el aceite de salvia
(Salvia officinalis) ejerce un€efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento
bacteriano, especificamente de _Aeromonas hydrophila, Aeromonas dhakensis,
Aeromonas ichthiosmia, Staphylococcus arlettae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
harveyi, Vibrio campbellii, Vibrio diabolicus y Photobacterium damselae. Esto puede
explicarse por la accion ~ gn.,conjuntd de sus compuestos bioactivos,
principalmente monoterpenos oxigenados como 1,8-cineol, a-tujona, B-
tujona y alcanfor, los cuales han demostrada una- alta capacidad para alterar la
integridad de las membranas celulares bacterianas*(Zielinska-Btajet & Feder-Kubis,
2020; Zhumaliyeva et al., 2023). Estos compuestos”lipofilicos penetran la bicapa
lipidica, provocando fuga de metabolitos esenciales, despalarizacion de la membrana
y colapso metabdlico, ademas, se ha observado., que inducen estrés
oxidativo mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que
dafia el ADN, proteinas y lipidos celulares, afectando la viabilidad bacteriana
(Assaggaf et al., 2022). En estudios recientes, el aceite de salvia mostré zonas de
inhibicion significativas frente a bacterias Gram positivas como Staphylococcus sp. y
Gram negativas como Yersinia enterocolitica y Listeria monocytogeness” o que

sugiere un amplio espectro de accion antimicrobiana (Zdolec et al., 2024):

Ademés de sus propiedades antimicrobianas, el aceite de salvia (S. officinalis)
también mostré beneficios directos en el rendimiento productivo, como el crecimiento
y la actividad enzimatica, asi como en la expresion de genes del sistema inmune y
antioxidante, ya que este posee diversos compuestos bioactivos como los esteroides,

polifenoles, triterpenoides, diterpenoides y sesquiterpenoides que estimulan una
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buena salud de los organismos que la consumen (Farruggia etal., 2024).
Particularmente, los peces alimentados con las dietas suplementadas con 0.5% y 2%
de aceite de salvia mostraron un mayor crecimiento en peso respecto a la dieta control
la cual ne contiene aceite de S. officinalis, lo que puede estar relacionado a los
compuestogs polifendlicos del aceite, ya que han sido reportados como promotores del
crecimiento ‘en/ acuicultura (Garcia Beltran y Esteban., 2022), ademas, se ha
demostrado que, el &cido ursolico (triterpenoide) estimula el crecimiento muscular

mediante la hipertrofia.de las fibras del musculo esquelético (Kunkel et al., 2012).

Por su parte, la actividad enzimética digestiva de las proteasas acidas, proteasas
alcalinas, quimotripsina,.leticina aminopeptidasa (LAP), lipasa y amilasa de los
organismos alimentados con-las dietas suplementadas con 0.5%, 1% y 1.5% fue
mayor con respecto a la dieta control (0% de S. officinalis), lo cual puede estar influido
por la accién de los compuestos delaceite de salvia. En el caso del 1,8 cineol estimula
la secrecion géastrica y podria estimular la secrecidén pancreatica, creando un entorno
favorable para la activacion de estas‘enzimas proteoliticas (Mirghaed et al., 2018;
Hoch et al., 2023) influyendo en-la actividad de las proteasas acidas, proteasas
alcalinas y quimotripsina; los diterpenos fendlicos como lo es el &cido carndsico y
carnosol tienen propiedades antioxidantesque ‘estabilizan las enzimas y protegen sus
estructuras frente al estrés oxidativo, prolongande”su actividad (Loussouarn et al.,
2017; Li et al., 2019) favoreciendo la actividad de LAP yjlipasas; el acido rosmarinico
modula la inflamacion intestinal y mejora la biodisponibilidad de nutrientes (Li et al.,
2023; Gonfa et al., 2023), lo que favorece la accion de €nzimas que actian en el
intestino delgado como la amilasa y lipasas; y, en el caso de'los terpenos como lo es
el a y B pineno, linalol y salveno los cuales tienen efectos coleréticas y la produccién
de colagogos, por lo que estimula la produccion de bilis y facilitando la digestion de
grasas y carbohidratos (Salehi et al., 2019; Amenotie et al., 2025), ihfluyendo en la
actividad enzimatica de las enzimas digestivas antes mencionadas. En;Contraste, la
actividad de tripsina fue mayor en el tratamiento control que en los tratamientos
adicionados con el aceite de salvia, lo cual podria deberse a que, durante las primeras
etapas del desarrollo larvario, la quimotripsina puede activarse mas rapido o alcanzar
niveles mas altos como parte de un mecanismo compensatorio para asegurar una
digestion eficiente de proteinas (Fu et al., 2021), lo cual concuerda con resultados

obtenidos en investigaciones anteriores de ontogenia con larvas de A. tropicus (Frias-
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Quintana et al., 2015) y Cynoscion nebulosus (Arenas-Pardo et al., 2024), donde

encontraron que la quimotripsina exhibe una mayor actividad que tripsina.

Por otre™lado, la actividad de las enzimas antioxidantes como lo es glutation
peroxidasa’(GPx), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD) aument6 en los
peces alimentados con la dieta suplementada con 1% de aceite esencial de salvia,
mientras que la.aetividad de peroxidasa (PEROXx) fue mayor en la dieta control y con
las dietas con 1.5% y+2% del aceite de salvia; por su parte el aceite esencial de S.
officinalis contiene compuestos bioactivos como terpenoides, flavonoides y fenoles,
gue tienen propiedadessantioxidantes, los cuales pueden inducir la actividad de
enzimas antioxidantes endégenas como GPx, CAT y SOD, que forman parte del
sistema de defensa celular frente al estrés oxidativo, lo cual concuerda con estudios
realizados con Oncorhynchussmykiss, Sparus aurata y Cyprinus carpio (S6nmez et
al., 2015; Salomon et al., 2020; Metin et al., 2024). Por otro lado, PEROXx al ser una
enzima exogena inespecifica esta‘compitiendo directamente con los compuestos
fendlicos y terpenoides del aceite, de ‘salvia, como el acido rosmarinico, a-tuyona y
1,8-cineol, por lo que estos pueden Interferir directamente con la reaccion de
oxidacién de la PEROx ya que se reduce elintermediario oxidante (como el peréxido
de hidrogeno), uniéndose a la enzima peroxidasa e inactivandola (Sharopov et al.,
2015; Baccouri & Rajhi., 2021).

Con respecto a la expresion de genes blanco del sistema inmune y antioxidante
encontramos una sobre expresion de zo-1, zo-2, occ y nad en los peces alimentados
con los tratamientos suplementados con S. officinalis,(le’ cual podria deberse
principalmente a la activacion de la via antioxidante Keap1/Nrf2"(Rroteina 1 asociada
a ECH tipo Kelch / Factor nuclear relacionado con el factor eritroide)2) y la inhibicion
de la inflamacion mediada por NF-kB (Factor nuclear potenciador de la.¢adena ligera
kappa de las células B activadas) y el inflamasoma NLRP3 (dominie. pirina 3 del
receptor tipo NOD). Un estudio en modelo de colitis inducida por DSS (sulfatode sodio
de dextrano) en ratones (Yang et al., 2017), demostro que el acido carndsico. bloquea
la interaccion Keapl—Cullin3, estabilizando Nrf2, lo que lleva a la induccion de-genes
antioxidante como lo es hemo oxigenasa-1, glutation peroxidasa 2 y superoxido
dismutasa 2 (HO-1, GPX 2, SOD 2). Estas acciones se acompafiaron de una
preservacion del epitelio, disminucién de citocinas proinflamatorias y reduccién de la

activacion de caspasa-1/NLRP3. Como resultado, se observé un aumento en la
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expresion de proteinas de uniones estrechas (como zo-1 y occ) que subyace a la
mejorarde la integridad epitelial. En consecuencia, se plantea que podria observarse
un cemportamiento similar en zo-2 y nod 1/nod 2, pese a que estos no fueron

evaluados directamente en el estudio.

Por otro lado,.con respecto a los genes muc-2 e il10 no se encontraron diferencias
significativas entre el tratamiento control (0O % salvia) y las dietas suplementadas con
aceite de salvia, 'esta, ausencia de efecto puede explicarse por el hecho de que todos
los tratamientos se mantuvieron en condiciones fisioldgicas normales, sin exposicion
a factores estresantes, inflamacion intestinal ni desafios inmunolégicos, los cuales
son estimulos clasicos para’la sobreexpresion de estos genes. Estudios previos han
demostrado que compuestas”eomo el acido carnésico y el carnosol no estimulan
directamente la expresion de»genes antiinflamatorios como il10, sino que actlan
previniendo la activacion de rutasproinflamatorias (como NF-kB y NLRP3), que en
condiciones experimentales basalesvno se encuentran activadas (Habtemariam,
2023; Lin et al., 2023). Por tanto, la funcion del aceite de salvia puede considerarse
mas preventiva que estimulantemodulandg la respuesta inmune solo en presencia
de un estimulo inflamatorio. Esta‘\hipotesis se ve reforzada por investigaciones
anteriores que muestran efectos mas notorios de compuestos fitogénicos sobre genes
inmunes y de mucosa intestinal cuandosse aplican”junto con desafios infecciosos o
condiciones de estrés oxidativo (Vieira et/ al., 2020} Firmino et al., 2021). En
consecuencia, los niveles similares de muc 2 e il10 entre grupos podrian reflejar un
estado de homeostasis intestinal compartido, en el cual la mueosa no requiere ajustes

adicionales ni del sistema inmune ni de su barrera protectora.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son consistentes €ohn investigaciones
previas realizadas con diversos organismos acuaticos donde encontraron que el
aceite de salvia (S. officinalis) tiene efectos positivos sobre el crecimientoy el sistema
inmunoldgico y las capacidades antioxidantes de los organismos que la"consumen
(ElI-Kholy, 2012; S6nmez et al.,2015; Salomon et al., 2020; Hussein et al., 2023; Metin
et al., 2024).

Por otro lado, consideramos que la aplicacion de aceites esenciales (AEs) se'ha
consolidado como una estrategia prometedora y factible en la acuicultura moderna,
tanto por su eficiencia productiva como por sus beneficios para la salud animal y la

60



sostenibilidad del sistema. Mdultiples estudios recientes han demostrado que
compuestos bioactivos presentes en aceites de plantas como Origanum vulgare,
Salvia.efficinalis, Thymus vulgaris o Rosmarinus officinalis promueven el crecimiento,
mejoran_la conversion alimenticia y reducen la mortalidad en especies comerciales
como tilapia, carpa comun, trucha arcoiris y bagre africano (Abdel-Latif et al., 2020;
Soénmez et al,,2015; Karatas et al., 2020). Estos efectos positivos estan relacionados
con la estimulacion, de enzimas digestivas (proteasas, lipasas, amilasas) gracias a
componentes coma elcineol, timol o acido carndsico, asi como con la modulacién de
la microbiota intestinal. vy, la integridad de las uniones estrechas (zo-1, occ), que
favorecen una mayor absorcion de nutrientes (Karatas et al., 2020; Abdel-Tawwab et
al.,, 2023; Ma et al., 2023). Ademas, los AEs actian como inmunoestimulantes
naturales, induciendo la expresiéon de genes relacionados con la respuesta inmune
innata (NOD, IL-1B8, TNF-a), “y»“presentan propiedades antimicrobianas contra
patdgenos acuaticos como Aeromonas hydrophila, Vibrio spp. y Streptococcus iniae,
reduciendo la necesidad de antibiétices=(Yildirim & Turker, 2018; Terrazas-Pineda et
al., 2025). Estos efectos permiten reducir=significativamente el uso de antibidticos,
contribuyendo asi al control de lasTesistencia“antimicrobiana, un problema critico en
la acuicultura intensiva. Tecnologicamente, la encapsulacion y emulsificacion de AEs
ha permitido mejorar su estabilidad durante el proeesamiento del alimento, asi como
su liberacién controlada en el tracto” digestivoys”aumentando su eficacia sin
comprometer la palatabilidad del alimento (Reis et“ak, 2022). No obstante, su
aplicacién 6ptima depende de factores como la especie, Ja dosis, la duracién del
tratamiento y la sinergia con otros ingredientes funcionales._ Por ello, se recomienda
el desarrollo de protocolos especificos por especie y etapa de Jeultivo. Por lo que
consideramos que los aceites esenciales ofrecen una solucion integral que no solo
mejora el rendimiento productivo, sino que también contribuye a la sestenibilidad y

bioseguridad en la acuicultura del siglo XXI.

5. CONCLUSION

En conclusion, este estudio indicé que las dietas suplementadas con 0.5 y,1% del
aceite esencial de salvia (S. officinalis) para larvas de pejelagarto (A. tropicus)(tiene
efectos multibenéficos en el crecimiento en peso, actividad enzimatica digestiva-y
antioxidante, asi como en la expresiéon de genes del sistema inmune y antioxidante,

gue se pueden atribuir a la sinergia de los compuestos bioactivos del aceite como los
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terpenos y polifenoles, que actian como promotores del crecimiento asi como
también agente preventivo y moduladores de la salud intestinal y enzimatica, por lo
gue ‘consideramos que la suplementacién podria fortalecer la barrera intestinal y la
capacidad de defensa del organismo ante futuros desafios patogénicos o de estrés,
contribuyendo. a una acuicultura mas sostenible al reducir la dependencia de
antibidticos ylotros aditivos. Sin embargo, es necesario seguir investigando el impacto
en otros mecanismas de accion_para determinar la dosis éptima y conocer los efectos

a largo plazo.
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Resumen de la Tesis:

El pejelagarto (Atractosteus tropicus) tiene unal
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para determinars el efecto de diferentes
concentraciones de/‘aceite esencial de salvia
(tratamientos con 0 %{ 0,59, 1 %, 1,5 % y 2 %)
afiadido a dietas equilibradas. Se encontraron
diferencias significativas (p </0,05) entre los
tratamientos con suplementos de-aceite de salvia
al 0,5 % y al 2 % en cuanto al ‘pese medio. Las
actividades mas altas de proteasas) acidas Yy
alcalinas, quimotripsina, leucina aminopeptidasa,
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0,5 % y 2 % de aceite de salvia. En cuanto a la|
actividad enzimética antioxidante de GPx, CAT V|
SOD, la actividad mas alta se obtuvo en la dieta]
con 1 % de aceite de salvia, mientras que en
PEROX, la actividad mas alta se registré en el
tratamiento con suplementos de 0 %, 1,5% y 2 %
de S. officinalis. Por otro lado, en cuanto a la
expresion génica relativa, se observd la mayor
expresion en los tratamientos suplementados con
salvia para los genes nod, zo-1, zo-2 y occ,
mientras que para il-10 y muc2, se observo la
menor  expresion  en los tratamientos
suplementados. Estos hallazgos sugieren que la|
incorporacién de aceite esencial de salvia en las
dietas de las larvas de pejelagarto, principalmente
en los tratamientos con 0.5 % y 1 %, tiene potencial
para mejorar las practicas de acuicultura de esta
importante especie; se necesita mas investigacion
para_determinar la dosis Optima y los efectos &
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