Uso de nutracéuticos para el
control de la respuesta
inmune e inflamatoria
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Botanicos como sustancias inmunomoduladorasy
antiinflamatorias

o Los botanicos tienen interés como sustancias
inmunomoduladoras y antinflamatorias

o A través de los productos nutraceuticos podemos
modificar la microbiota intestinal e influir positivamente
sobre el proceso inflamatorio

o El test de ORAC (capacidad de absorcion de radicales
libres) determina el potencial antioxidante de sustancias
tales como los nutracéuticos, farmacos y alimentos

Curcuma

ORAC_R2_USDA base de datos realizada por USDA
(fecha 2010). Y AIRO7_ORAC -La base de datos 275
ingredientes.

Nutracedtico 62 posicion con mayor poder
antioxidante 80.300 pmol TE/100g



Conceptos basicos de inmunologia

Sistema inmunoldgico: red compleja de células, moléculas, receptores y vias de
sefalizacion responsables de las respuestas defensivas.

Los peces disponen de inmunidad innata y adaptativa, aunque esta ultima no esta
tan evolucionada como en los vertebrados.

La respuesta innata comienza con las barreras cutaneas. Si el agente extrafio
penetra se genera la respuesta celular de la serie blanca y comenzara la respuesta
humoral, generacién de anticuerpos (inmunoglobulinas).

/
La respuesta inmune adaptativa comenzara tras el reconocimiento del antigeno e
incluye respuestas celulares y humorales.
Las citoquinas son proteinas excretadas por las Células inmunes y actuan como ReSPUESta iImmune
sefializadoras de la respuesta inmune, regulando la intensidad del proceso adaptativa

inflamatorio (citoquinas anti e inflamatorias).




o El estrés oxidativo provoca alteracién del sistema
inmune, lo que conduce a un estado inflamatorio croénico.

o El estrés oxidativo sobrecarga de radicales libres (ROS),
agentes prooxidantes no compensados por los
mecanismos de defensa del organismo.

o Las sustancias reactivas de oxigeno y de nitrégeno
(ROS/NOS) se detoxican en el organismo por las defensas
antioxidantes: enzimas antioxidantes especificas SOD,
CAT, GPx y por sustancias no enzimaticas de bajo peso
molecular.

o La Vitamina E y el selenio actuan como antioxidantes
exdgenos.

Danos del estrés oxidativo:

» Alteracion de los tejidos

> Inflamacion

» Envejecimiento celular

» Puerta de entrada a patologias

Estrés oxidativo y sistema inmune

Produccion constante de radicales libres




INCLUSIC'),N DE UN PRODUCTO
NUTRACEUTICO EN DIETA DE
TILAPIA DEL NILO
(Oreochromis niloticus)

ENSAYOS

Universidad de lllorin. Nigeria
Universidad Baja California. México
Ensayo industrial. Peru
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Activacion de la
Inmunidad innata

Incremento de células
blancas linfocitos

Inmunomodulacion

Los linfocitos son marcadores de inmunidad.

Niveles elevados de linfocitos incrementan la
respuesta inmune innata.

El mayor nivel de linfocitos detectado en los
ensayos se asocia con el efecto inmuno
modulador del nutraceudtico mostrando
potencial para influir en el sistema inmune de
la tilapia.




Universidad de lllorin . Nigeria 2022

Tilapia (Oreochromis niloticus)
CTRL Vs. Nutraceutico
Nutraceutico: 1 gr/ Kg alimento
Duracién: 45 dias

Peces tanque: 21
Peso inicio 13.18+0.03¢g
2mm pellet
Tanques 60 L

Pre desafio 1 Post desafio 2
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Desafio Inyeccion Intraperitoneal 0.1 ml/pez (1.8 x 105 CFU/ml) A. hydrophila



Universidad Baja California
México. 2022 Linfocitos

40

D. control
D. Nutracéutico 0.5 g/Kg alimento
40 peces/tanque
3 réplicas por dieta
Peso inicio: 1.47+0.3 g
Duracién: 87 dias
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Desafio inmersion peréxido de H (30ppm)]) :

Control Nutraceutico

Control Nutracéutico

Linfocitos s (x 10> mm3) 18.90 + 0.19° 35.66 + 0.38" 0.016
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Activacion de enzimas

antioxidantes frente a
estrés oxidativo
CAT, SOD, GPX

Las enzimas antioxidantes tienen Ia
funcion de mantener a las especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno en unos
niveles aceptables, con el objetivo de
proteger a las células contra el dafo
oxidativo.

La inclusion del nutracéutico en la dieta
demuestra ser capaz de aumentar la
actividad de las enzimas antioxidantes.
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Universidad lllorin Nigeria
Respuesta enzimatica

Estrés oxidativo

Actividad SOD, Catalasay GPx
Pre y post desafio A Hydrophila

SOD (U/L) CAT (umol/ml/mins) GPx (U/L)
Dieta Pre-desafio Post-desafio Pre-desafio Post-desafio Pre-desafio Post-desafio
Control 56.60+7.35 1.24°+0.17 0.63°+0.06 39.93+1.87 278.33+39.42 26.26°+3.09
Nutracéutico 57.81+0.52 2.412+0.52 6.012+0.05 52.15%+0.40 392.18+27.80 42.20%+2.27
p-value 0.972 0.026* 0.005* 0.012* 0.130 0.016*




Universidad Illorin Nigeria
Respuesta enzimatica
Parametros de estrés

Parametros

Actividad Lisozima

Estallido respiratorio
(U/mg protein)

Alimento Pre-desafio Post-desafio Pre-desafio Post-desafio
Control 4.81+0.48 7.49°+0.26 0.12°+0.01 0.30°+0.02
Nutraceutico | 5.47+0.98 8.20°"+0.16 0.13°+0.01 0.37%:0.01

p-value 0.247 0.038* 0.004* 0.030*
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Proteccion anti
inflamatoria

Biomarcadores
Vv Transaminasas
Vv PCR

La inflamacion: respuesta inespecifica del
sistema inmune

La inflamacidn persistente provoca inflamacién
cronica

Biomarcadores de la respuesta inflamatoria

PCR
TRANSAMINASAS
ALBUMINA
MIELOPEROXIDASA
CITOQUINAS

abkrown =




Universidad lllorin Nigeria
Biomarcadores de inflamacion

Dieta

Control

Nutracéutico 27.44°+1.59

p-value

Pre-desafio

50.17%+2.77

0.010*

ALT (UL

Post-desafio

63.72°1+3.18
66.00°+3.33

0.035*

Pre-desafio

20.34+3.44
12.84+3.78

0.407

Parametros

AST (UL

Post-desafio

101.62+3.65
03.43+7.28

0.156

ALP (U L™
Pre-desafio Post-desafio
49.56+1.68 54.94+1.42
49.68+1.36 56.89+0.14
0.993 0.216

PCR(mg mL™)

Pre-desafio

1.292+0.08
0.89°10.06

0.004*

PD

1.492+0.17
0.89°+0.05

0.046*



Expresion relativa (hsp70/pA ct)
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Universidad Baja California
Expresion proteina shock térmico
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Riesgo de cortisol elevado en el tiempo

« Descenso de leucocitos
 |Inmunodeficiencia
 [nflamaciodn
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Efecto antiestrés

Reduccion de cortisol y La dieta nutracéutica logréo menor liberacion de
glucosa cortisol y glucosa




Ensayo industrial Peru
Tilapia del Nilo

Control y dieta
nutracéutica a dos dosis
19/Kgy 2 g/Kg
90 dias ensayo
16 dias ayuno por riadas

55

CONTROL FITB 1g/Kg FITB 2g/Kg

& Glicemia (mg/dL) m Cortisol (ug/L)

Glucosa y cortisol (valores basales). Influencia sobre el estrés primario



Universidad Baja California
Meéxico. 2022
Glucosa mg dL.1
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Mejora zootécnica

Mejor estado de salud
Control estado inflamatorio
Mejoras en crecimiento y FCR
Mejora en supervivencia



MEJORAS ZOOTECNICAS

ILLORIN NIGERIA

Parametros Control Nutracéutico 1 g/Kg  p-value
Peso inicio (g) 13.21+0.03 13.17+0.03 0.859
Peso final (g) 18.16°+0.35 20.40°+0.80 0.021
Ganancia(g) 4.92+0.35 7.21%+0.85 0.025
SGR (%/day) 0.70£0.04 0.97%°+0.09 0.024
FCR 2.56%+0.15 1.87°+0.12 0.038
‘ - . : INDUSTRIAL PERU
Control 1 42661 56 3040 2379 1669 1,82 0,629
90 4048
Nut. 1g/Kg 1 44782 68 3060 3044 2519 1,61 0,692
90 5563
Nut. 2g/Kg 1 46479 46 4460 2141 2907 1,53 0,981
90 5048
UB CALIFORNIA MEXICO
Control 1,47 112 110,5 4,98 95,83
Nutracéutico 0,5 g/kg 1,47 132,9 131,48 5,17 95




Supervivencia tras desafio con A. Hydrophila lorin University Nigera

Supervivencia tras desafio con A. Hydrophila

120 L La tasa de supervivencia tras desafio de
Fitobiotico . . .
100 Aeromonas hydrophila registrada a los tres dias post
CTRL infeccidon mostré mayor supervivencia en los peces
80 alimentados con dieta con nutracéutico (96%) que
en los peces control.
60
40 La elevada supervivencia en el lote de peces con
fitobidtico tras el desafio de Aeromona hydrophila
20 podria asociarse con el efecto antioxidante y la
0 respuesta inmune que induce el producto.

La respuesta inmune de los peces alimentados con
dieta nutracéutica puede aumentar la proteccién
frente a enfermedades bacterianas.

Inyeccién Intraperitoneal 0.1 ml/pez (1.8 x 10° CFU/ml) A. hydrophila



Aplicaciones

» Mejora de salud y efecto antiestrés
uso continuo: 500 g-1 Kg/Tm
Alimento

« Vacunacion: 30 dias antesy
después 1kg/Tm alimento. Mejora
respuesta inmune

« Transporte: 15 dias antes 1 kg/Tm
alimento. Mejor adaptaciony
supervivencia

* Recuperacién peces tras
enfermedad/ debilidad: 45 dias 1 kg
/tm alimento

» Mejora pigmentacion: uso
continuo 1 kg/Tm alimento



Inmunomodulacion y efecto
antinflamatorio.

Uso de un nutracéutico en
camaron (Litopenaeus
vannamei)




Dieta nutracéutica camaron

Dosificacion nutracéutica 0,5-1 g/alimento on top

1.- Parametros
zootécnicos

Mejora significativa
respect a dieta control

2. Salud &
inmunidad

- Mejor status de salud
(menor recuento Vibrio in HP
e intestino)

- Mejor Sistema inmune
(Mejora significativa
actividad fenolaxidasa y
hemocitos

- Mayor nivel de
proteina en hemolinfa

- Mejor reserva lipidica

3.- Pigmentacion

4.- Vibrio desafio

hervido supervivencia
- Efecto antioxidante del

nutraceutico preservando
los pigmentos

25



Evaluacion parametros zootécnicos sin desafio

Crecimiento Periodo control Nutrceut.. P-value SGR (%/d) 2sem 2.86P 3.372 0.004
Produccion (g/acuario)  Osem. 52.3 52.2 0.938 dsem. 3.26b 3.502 0.05
2sem 76.10 8292 <0.001
4sem. 123.9b 134.52 0.013 6sem. 3.04°b 3.172 0.016
6sem. 172.3" 186.52 0.002 8sem. 2.90b 3.032 0.001
8sem. 235.1b 261.32 0.001
Numero (ind./tanque) ~ Osem.  25.00 25.00 Consumo alimento (g/ind) 2sem. 1.64 2 1.61b 0.023
Peso (g/ind.) Osem. 2.09b 2.09 0.938 X X
2sem. 3.12b 3.34a 0.008 4sem. 4.202 4.14 0.025
4sem.  5.21° 5.562 0.015 6sem.  7.053 6.87¢ 0.007
6sem. 7.49b 7.902 0.014
8sem. 10.59b 11.372 0.014 8sem. 11.232 10.85 0.005
Ganancia (g/ind.) 2sem. 1.03b 1.262 0.001 Feed conversion ratio 2sem. 1.602 1.28 <0.001
4sem. 3.11b 3.472 0.014
4 . 1.352 1.20°" .01
6sem. 5.40° 5.822 0.005 © sem 35 0 0.016
8sem. 8.50° 9.28 2 0.006 6sem. 1.312 1.18 0.001
Ganancia dia (g/ind/d) 2sem. 0.07° 0.092 0.001
. 1.32 1.17b .
4sem.  0.11b 0122  0.014 o 8sem 3 X 0.001
6sem. 0.13b 0.142 0.005 Supervivencia (%) 8week 88.80 92.00 2 0.004

8sem. 0.15° 0.172 0.006 ©

Mejoras significativas en crecimiento, peso, ganancia peso, ganancia diaria SGR y FCR.
Mejoras no significativas en mortalidad en ausencia de desafio.



Salud e inmunidad

Periodos
Recuento de hemocitos (X105 cell/ml) 8wks
Proteina(g/dL) hemolinfa 8wks
Actividad fenolaxidasa (unit/min/mg Proteina) 8wks
Lisozima (unit/ml) 8wks
SOD (unit/ml) 8wks
Glutation (nMole/ml) 8wks
Glucégeno(mg/g tissue) 8wks
Lipidos hepatopancreas (%) 8wks
Total recuento Vibrio en hemolinfa (Log cfu/ml) 8wks
Total recuento Vibrio hepatopancreas (Log cfu/ml) 8wks
Total, recuento Vibrio intestino (Log cfu/ml) 8wks

CTRL
42.404
3.85P

46.13b

169.00
73.62
31.90

2.44
1.045b

0.00
3.702
3.892

Nutracéutico
50.002
4202

82.36 @

139.00
69.32
32.62

2.83
1.892

0.00
2.60°b
3.01°

0.734
0.114
0.232

<0.001

Mejoras significativas: actividad fenolaxidasa y reduccion vibrios en hepatopancreas e

intestino.

Mejoras no significativas en recuento hemocitos, proteina hemolinfa, glucégeno y lipidos en

hepatopancreas



Desafio V. Parahemoliticus

Tasa de supervivencia tras desafio por inmersién Vibrio parahemoliticus
3.2X106 cfu/ml durante 10 dias

Supervivencia Desafio CTRL Nutrc. P-value
Dia 0 V.para 100.00 100.00

Dia 1 V.para 100.00 100.00
Dia 2 V.para 96.67 100.00 0.441
Dia 3 V.para 93.33 100.00 0.219
Dia 4 V.para 86.67 96.67 0.095
Dia 5 V.para 86.67 96.67 0.119
Dia 6 V.para 83.33 90.00 0.219
Dia 7 V.para 76.67 90.00 0.052
Dia8 V.para 70.00 86.67 0.071
Dia 9 V.para 63.33 80.00 0.007
Dia 10 V.para 60.00 P 76.67 2 0.080

Mejora significativa mortalidad

28



PIGMENTACION

Periods CONTROL Nutraceutico P-value

Shrimp color

L 8sem. 64.24 60.07 0.296
a 8sem. 8.33 14.93 <0.001
b 8sem- 17.04° 21.342 0.044
SalmoFan 8sem. 21.0 22.0 0.220

CTRL Diferencias en intensidad de color tras coccion Nutraceutico

Mejora significativa coloracion debido a un mejor estado sanitario, menor estrés
oxidativo y mejor estado sistema inmune

L = Ligero brillante

a*= Por encima de color rojo

B*= por encima de color Amarillo con

Tendencia a rojizo 29



HISTOLOGIA HP E INTESTINO

» Células R principal lugar para el almacén lipidico. Marcador de
salud

« Células B principal lugar de sintesis de enzimas digestivas y
antioxidantes

» Células F responsable de la sintesis proteica y almacén
mineral

» Células E localizadas en parte distal de los tubulos del HP

« Histologia Intestinal: Ibooster mostré mayor densidad y
longitud de vellosidades en comparacién con el lote control.




Gracias por su
atencion

Alvaro Rodriguez Sanchez-Arévalo
D.V.M Liptosa. Espaina

ara@liptosa.com
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