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Abstract

Although still unexploited, it is worldwide recognized that terrestrial animals’ byproducts represent a safe source of animal protein
and lipid available for the aquafeed industry (Hernandez et al., 2010). In addition to its use as a protein source, blood byproducts have
also been recommended in animal diets as an immune support due to their high levels of immunoglobulins (Campbell et al., 2016).
In this study, the inclusion of porcine spray-dried plasma and porcine hydrolyzed protein (APPETEIN® and PEPTEIVA®, APC
Europe, SA) was used in low FM diets (7%) to substitute 5% fishmeal (FM) for on-growing gilthead seabream (Sparus aurata)
juveniles. A significant increase in growth was observed in fish fed both additives. The additive did not affect the non-specific immune
parameters in serum. However, by means of an ex vivo challenge with LPS using spleen cells, the results demonstrated a significant
over-expression in genes associated with the innate humoral response (immunoglobulin M), pro-inflammatory (il-1f) and anti-
inflammatory cytokines (il-10, tgfp1), cell surface marker cd4 and the antioxidant enzyme superoxide dismutase of manganese (mn-
sod), at different times of incubation with LPS. These results indicate that the substitution of 5% of FM of the diet with either
APPETEIN® or PEPTEIVA® improves the growth performance and the immune response in the presence of LPS.

Resumen

Aunque poco explotado, es reconocido mundialmente que los subproductos de animales terrestres representan una fuente segura de
proteinas y lipidos animales disponibles para la industria de alimentos acuicolas (Hernandez et al., 2010). Ademas de su uso como
fuente proteica, los subproductos de la sangre también han sido recomendados en dietas para animales como un apoyo inmunologico
debido a sus altos niveles de inmunoglobulinas (Campbell et al., 2016). En este estudio, la inclusién de plasma porcino y proteina
hidrolizada de porcino (APPETEIN® y PEPTEIVA®; APC Europe, SA) se utilizo para sustituir el 5 % de harina de pescado (HP) en
dietas bajas en HP (7 %), en dorada (Sparus aurata) en fase de engorde. Se observo un aumento significativo del crecimiento en peces
alimentados con ambos aditivos. Los parametros inmunes no especificos en suero no se vieron afectados por el aditivo. Sin embargo,
mediante un desafio ex vivo con LPS con un tejido con funcion linfoide secundaria, como el bazo, los resultados demuestran una
marcada sobre-expresion en genes asociados a la respuesta innata humoral (inmunoglobulina M), de las citoquinas pro-inflamatoria
(il-1p) y antiinflamatorias (i/-10, tgffi1), del marcador de superficie celular cd4, y de la enzima antioxidante superoxido dismutasa de
manganeso (mn-sod) a los distintos tiempos de incubacion con LPS. Estos resultados indican que la sustitucion del 5 % de HP en la
dieta tanto con APPETEIN® como con PEPTEIVA® mejora el rendimiento del crecimiento y la respuesta inmune en presencia de
LPS.

Justificacion

Con el presente estudio se pretende evaluar el efecto de la sustitucion del 5 % de HP con plasma de cerdo
(APPETEIN®) y proteina hidrolizada de porcino (PEPTEIVA®) en una dieta con bajo contenido de HP
sobre el rendimiento del crecimiento de los peces y su estado inmunologico.

Material y métodos

Juveniles de dorada se mantuvieron en tanques de 450 L conectados a un sistema de recirculacion
(IRTAmar ™) a una densidad inicial de 2 kg/m* en condiciones ambientales de fotoperiodo y temperatura
del agua (22-27 °C). Se establecieron tres dietas experimentales: D1, dieta control (sin aditivos; 7 % HP);
D2, dieta con 5 % de plasma de cerdo (APPETEIN®, APC Europe, SA; 2 % HP); y D3, dieta con 5 % de
proteina hidrolizada de porcino (PEPTEIVA®, APC Europe, SA; 2 % HP). El ensayo nutricional tuvo
duracion de 92 dias. Al final del ensayo se pesaron los peces, se colectaron muestras de sangre y de tejidos.
Se evaluaron los parametros inmunes serologicos standard en peces, tales como los niveles totales de
inmunoglobulina M (IgM), la actividad del complemento hemolitico natural y la actividad bactericida
contra un patégeno marino oportunista, Vibrio anguillarum. Cultivos celulares primarios de esplenocitos
de dorada tratados con PBS y LPS se analizaron mediante qRT-PCR para evaluar la expresion de genes
relacionados con el sistema inmunitario. La seleccion de genes incluy6 el analisis de respuesta innata
humoral (lisozima [lys], inmunoglobulina M [igM)), citoquinas pro- (il-1f, tnfa) y anti-inflamatorias (i/-10,
tgfpl), el marcador de células de superficie cd4, y enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa de
manganeso [mn-sod) y catalasa [cat]). La f-actina se incluyd como gen de referencia para el analisis de
expresion. Todas las reacciones se realizaron por duplicado utilizando el sistema de deteccion de PCR en
tiempo real CFX384 Touch (Bio-Rad Laboratories). La cuantificacion se realizoé de acuerdo con el método
de Pfaffl corregido para la eficiencia de cada conjunto de cebadores obtenido. Los resultados se expresaron
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como valores medios + desviacion estandar de expresion obtenidos a las 0, 4, 12 y 24 horas de incubacion
con PBS o LPS (n=6 peces por dieta, condicion experimental y tiempo evaluado).

Resultados y discusion

Los peces alimentados con APPETEIN® y PEPTEIVA® aumentaron su rendimiento en un 4 % y 5 %
respectivamente, con respecto a su crecimiento en peso (173,8 g vs. 180,0 g vs. 182,2 g; D1 vs. D2 vs. D3)
en comparacion con la dieta control. Al final de la prueba de alimentacion, el estado inmunitario a nivel
plasmatico no mostrd diferencias entre grupos experimentales. Sin embargo, en cuanto la respuesta
inmunitaria especifica del bazo respondio a la exposicion ex vivo a LPS, se registrdé una mayor expresion
de igM (gene asociado a la respuesta innata humoral), de las citoquinas proinflamatoria (il-1f) y
antiinflamatorias (i/-10, tgff1) y del marcador de células de superficie cd4. La expresion relativa de las
enzimas antioxidantes mn-sod y cat demuestra que 24h post-tratamiento las células de bazo de peces
alimentados con los aditivos tienen mas capacidad de mantener el estado redox en la presencia de LPS,
cuando comparadas con el control (Figura 1).
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Figura 1. Expresion relativa normalizada (ERN) de los genes lys, cd4, igM, il-15, tnfa, il-10, tgfpl, sod y
cat en cultivo ex vivo de bazo de doradas alimentadas con las dietas control (D1), APPETEIN® (D2) y
PEPTEIVA® (D3) a tiempos 4, 12 y 24h post-induccion con LPS. El tiempo Oh corresponde al estado
basal previo al tratamiento. * representa diferencia significativa entre dietas; ** representa diferencias

significativas entre células tratadas con PBS y LPS dentro de una misma dieta (P<0.05).

El presente estudio apoya que una dieta con solo 2 % de harina de pescado se puede usar con éxito cuando
el contenido de proteina restante se sustituye por subproductos funcionales de porcinos como el
APPETEIN® and PEPTEIVA®, no solo mejorando el crecimiento de la dorada, sino también
incrementando varios marcadores inmunolégicos.
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