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Fitoquimicos de bromelina extraidos de pifias como una solucién
fitotecnoldgica para mitigar la necrosis hepatopancreatica aguda
(AHPND) en el cultivo de camaroén.

El uso generalizado de poblaciones libres de patégenos especificos (SPF) de camarén blanco del
Pacifico domesticado (Penaeus vannamei) ha reducido en gran medida los portadores de muchas
enfermedades virales. Sin embargo, las enfermedades bacterianas siguen siendo un problemay
limitan la productividad de muchas granjas camaroneras. En los ultimos anos, la aparicion de una
enfermedad bacteriana llamada necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) ha causado importantes
pérdidas econémicas a los criadores de camardn en la etapa de engorde. Se detectd por primera vez en
China (2009) y se propag6 secuencialmente en los tres afios siguientes a Vietnam, Malasia y Tailandia,
luego a México (2013) y Filipinas (2014) antes de ser reportada en América del Sury Corea del Sur en
2016, Bangladesh y EE. UU. en 2017 y Costa Rica en 2020. La AHPND, una enfermedad infecciosa que
se esta propagando por paises y continentes, es una pandemia bacteriana en el mundo de los
camarones cultivados.

La aparicion de la AHPND ha llevado a un mayor uso de antibiéticos en Asia y, como consecuencia, se
ha informado que las bacterias que causan la AHPND muestran resistencia a los antibidticos a una
amplia gama de antibiéticos, incluida la resistencia a la tetraciclina mediada por plasmidos en V.
parahaemolyticus. Debido a las preocupaciones ambientales y de salud humana asociadas con el uso
excesivo de antibidticos, los aditivos alimentarios de origen vegetal, conocidos colectivamente como
fitogénicos o fitobidticos, se consideran cada vez mas como alternativas potenciales a los antibiéticos.

La eficacia de varios extractos de plantas para mitigar la AHPND en el camarén se debe a la accion de
sus diversos compuestos bioactivos. Recientemente investigamos el potencial de los extractos de pifia
(Ananas comosus); el compuesto bioactivo predominante presente en el extracto de pifia es la
bromelina. Los estudios han informado que la bromelina exhibe varias actividades enzimaticas,
antiedematosas, antitrombaticas y antiinflamatorias, entre otros beneficios que promueven la salud
humana.
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De particular interés en la nutricion animal son las propiedades antibacterianas de la bromelina, que
inhibe el crecimiento de patdgenos intestinales como Vibrio choleray Escherichia coli; 1a bromelina
inhibe la produccién de toxinas bacterianas, previniendo asi |la diarrea causada por E. coliy V. cholera
en animales. Aunque no se conoce el modo de accidén exacto, se ha especulado que este efecto de la
bromelina se logra al interactuar con las vias de sefalizacion secretoras intestinales o debido a efectos
antiadherentes, posiblemente al alterar proteoliticamente los sitios receptores que evitan que las
bacterias patdgenas se adhieran a los receptores ubicados en la mucosa intestinal.
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Teniendo en cuenta el hecho de que la bromelina es eficaz contra las toxinas proteinicas de E. coliy V.
cholera que atacan el tracto digestivo de los animales, y que la toxina del célera es un miembro de la
familia de toxinas AB, decidimos investigar si la bromelina también podria ser eficaz contra la AHPND,
que es causada por la toxina proteinica PirAB que ataca el sistema digestivo (hepatopancreas) del
camaron. Este es el primer informe sobre la eficacia de la bromelina en el control de enfermedades
causadas por Vibrio, incluida la AHPND, en camarones P vannamei.

Ensayo de alimentaciéon y desafio de enfermedades

Se elaboraron cuatro dietas practicas utilizando un alimento comercial para postlarvas de camarén
(Post Larva Il crumbles #902, Gold Coin Specialities Ltd., Malasia) como formulacién base. El uso de
un alimento comercial para camarones como base nos permitio evaluar la eficacia potencial real de la
bromelina, en caso de que se agregue a los alimentos comerciales. El alimento comercial para
camarones se molié hasta convertirlo en polvo fino antes de volver a granularlo. Las dietas de control
positivo (posCON) y negativo (negCON) consistieron en el alimento comercial para camarones
regranulado con la adicion de un aglutinante de granulos (Pegabind®, Bentoli AgriNutrition Co., Ltd.,
Tailandia). Solo el camardn alimentado con la dieta posCON fue posteriormente desafiado con V.
parahaemolyticus (VPanpnp). También se peletizaron otras dos dietas con la inclusion de 1 por ciento
(1% BM) o 2 por ciento (2% BM) de polvo a base de bromelina extraido de pifias (Anatara Lifesciences
Ltd., Brisbane, Australia) a expensas de la alfa-celulosa. Las dietas de control no tenian BM afiadido.

Se alimentaron manualmente grupos cuadruplicados de camarones con su dieta respectiva tres veces
al dia hasta la aparente saciedad durante 28 dias. Una vez finalizado el ensayo de crecimiento, se
retiraron de cada acuario los camarones de cada tratamiento dietético, se agruparon y luego se
volvieron a colocar en cada acuario para el ensayo de desafio de la enfermedad.

El primer ensayo de desafio AHPND utiliz6 23 camarones por réplica (cuatro réplicas para cada dieta)
durante diez dias. Después del primer desafio de la enfermedad, los camarones sobrevivientes se
agruparon por tratamiento dietético y se reorganizaron a 15 camarones por réplica con tres réplicas.
Todos los camarones se cambiaron a la dieta de control (0% BM) durante 14 dias antes de volver a
desafiarlos con AHPND. Este se considero el periodo de lavado y se utilizé como una forma indirecta de
observar si la suplementacion dietética previa con bromelina tuvo un efecto a largo plazo en la salud
del camaron. A partir de entonces, se realizé el segundo desafio AHPND durante otros 10 dias. El
cronograma de la prueba de alimentacion, el periodo de lavado y las pruebas de desafio AHPND se
ilustran secuencialmente en la Fig. 1.
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Fig. 1: Diagrama esquematico de la prueba de alimentacion, el periodo
delavado, las pruebas de desafio AHPND y el cronograma de
muestreo. BM = bromelina; posCON = control positivo; negCON =
control negativo; PL = postlarvas. Diagrama no dibujado a escala.

El desafio de la enfermedad se llevo a cabo utilizando el método de inmersion. Los camarones de cada
acuario en los grupos posCON, 1%BM o 2%BM se colocaron durante 15 minutos (con aireacién) en un
matraz Erlenmeyer de 1 litro que contenia 150 mL de cultivo VPanpnp (108 UFC/mL). Luego, la
suspension bacteriana que incluia los camarones se vertio directamente en su respectivo acuario que
contenia agua de mar artificial limpia. Se incluy6 el tratamiento de control negativo (negCON) para que
sirviera como control ambiental y los camarones no fueron desafiados con VPappnD, Sin0 sumergidos
en caldo de soya tripsinica estéril mas NaCl al 1,5 por ciento. Todos los camarones fueron observados
cada tres horas para monitorear los signos clinicos generales y la mortalidad.

Se pueden encontrar detalles completos sobre las metodologias utilizadas y los resultados en la
publicacién original [Ng, W-K'y M-L Mong. 2024. Dietary bromelain from pineapple extracts improved
growth performance and moduled digestive microbiota which provided longer-term protection to
Penaeus vannamei against acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) caused by Vibrio
parahaemolyticus. Aquaculture Research 2024, Article ID 6492170
(https://doi.org/10.1155/2024/6492170), 14 pp.

Eficacia de los fitoquimicos de la bromelina

El rendimiento de crecimiento de los camarones alimentados con dietas con bromelina anadida mejoré
con respecto a los grupos de control. En particular, los camarones alimentados con 2% BM tuvieron en
su mayoria un peso final, un porcentaje de ganancia de peso, una ganancia de peso diaria, una tasa de
crecimiento especifica y un consumo de alimento significativamente mayores (P < 0,05) que los
camarones alimentados con las dietas de control. Sin embargo, el rendimiento de crecimiento no fue
significativamente mayor (P > 0,05) en comparacién con los camarones alimentados con 1% BM. La
tasa de conversién alimenticia (FCR) fue excelente con valores cercanos a 1,0 en todas las dietas, y las
tasas de supervivencia de los camarones fueron altas (95-100 por ciento).

El negCON (no desafiado con AHPND) mostré una supervivencia de los camarones del 95-98 por ciento
en los dos ensayos de desafio de la enfermedad, lo que confirmo que los procedimientos y sistemas
experimentales utilizados en el presente estudio no estresaron notablemente a los camarones ni los
hicieron susceptibles a una mortalidad no deseada. En el primer desafio de AHPND, los camarones
alimentados con la dieta de 1% BM mostraron la supervivencia mds alta (84,8 + 3,8 por ciento),
seguidos por los de 2% BM (78,3 + 2,5 por ciento), que fueron significativamente mds altos en
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comparacién con el grupo posCON (69,5 + 1,8 por ciento) (Figura 2). Después del periodo de lavado y
de volver a desafiar a los camarones con AHPND (segundo desafio de AHPND), los camarones
alimentados previamente con 1% o 2% de BM mostraron una supervivencia significativamente mayor
con 71,1 £ 9,7 por cientoy 73,3 + 3,8 por ciento, respectivamente, en comparacion con el grupo posCON
que tuvo la supervivencia mds baja con 51,1 + 2,2 por ciento (Fig. 2).

Fig. 2: Supervivencia acumulada de P. vannameidurante 10 dias en el
primer y segundo desafio de la enfermedad AHPND. En el primer
desafio AHPND, los camarones fueron alimentados con la dieta de
control con 0 (control positivo o negativo), 1 o 2 por ciento de dietas
suplementadas con bromelina durante 28 dias antes de la prueba de
desafio. En el segundo desafio AHPND, los camarones restantes
fueron alimentados con la dieta de control durante otros 14 dias
(periodo de lavado) antes de la prueba de desafio. Los camarones en
el grupo de control negativo no fueron desafiados. Diferentes letras
dentro del mismo grupo de desafio AHPND indican diferencias
significativas (P < 0,05).

Los resultados mostraron que la adicion de 2% BM redujo significativamente la diferencia porcentual
promedio de supervivencia (3,5 por ciento) entre el primer y el segundo desafio AHPND en comparacion
con el grupo posCON (18,5 por ciento), mientras que los camarones alimentados con 1% BM fue del
14,4 por ciento. Teniendo en cuenta que la diferencia en la supervivencia de los camarones entre el
primer y el segundo desafio de AHPND para el grupo negCON fue de alrededor del 3,0 por ciento, el
pequefio aumento en la mortalidad de los camarones observado en el grupo 2% BM durante el segundo
desafio de la enfermedad podria no deberse a AHPND per se. La mortalidad de los camarones fue
causada por hepatopdncreas dafiado (Figura 3).
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Fig. 3: Secciones transversales representativas del hepatopancreas de
P. vannamei después del desafio con AHPND. (A) El hepatopancreas
del grupo de control positivo mostré un desprendimiento masivo de
células epiteliales del tubulo hepatopancreatico y ninguna célulaBy R.
(B) Se observo que el hepatopancreas del camarén alimentado con la
dieta de 2 por ciento de bromelina tenia menos dafio y mostré una
estructura casinormal. Barras de escala = 50 ym.

Microbiota del estomago

Se sabe que la microbiota intestinal esta involucrada en la regulacion de la salud y la enfermedad del
camaron. La comunidad bacteriana del estémago de los camarones infectados con VPappnD
alimentados con dietas suplementadas con BM mostré la mayor diversidad alfa segun el indice de
Simpson. Un indice de Simpson alto indica una gran cantidad de ASV (variante de secuencia de
amplicén) y proporciones mas similares de ASV. La diversidad bacteriana en el grupo posCON fue la
mas baja de todos los grupos y fue deprimida en comparacién con los camarones no desafiados en el
grupo negCON.

A nivel de filo, la estructura de la comunidad bacteriana consistio principalmente en Proteobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes en abundancia relativa en todos los grupos de tratamiento (Figura 4). El
grupo posCON tuvo una abundancia relativa aumentada de Tenericutes y Bacteroidetes con una
abundancia relativa disminuida de Actinobacteria en comparacién con el grupo negCON sin desafio.
En comparacién con el grupo posCON, la comunidad bacteriana en el estdmago de los camarones
alimentados con una dieta de 1% BM mostr6 una abundancia relativa aumentada de Verrucomicrobia
y Planctomycetes con una disminucion correspondiente en la abundancia relativa de Tenericutes. Para
el grupo 2% BM, se observé un enriquecimiento significativo de Proteobacteria en el estbmago con una
disminucién en la abundancia de Tenericutes.
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Fig. 4: Abundancia relativa media del filo bacteriano en diferentes
grupos de tratamiento [control negativo (negCON), control positivo
(posCON), 1 por ciento de bromelina (1% BM) y 2 por ciento de
bromelina (2% BM)]. Cada filo bacteriano se representa con un color
diferente en el grafico de barras. La proporcién combinada totaliza 1
para cada grupo.

La abundancia aumentada del género bacteriano Luteolibacter se identific6 como una de las
caracteristicas estadisticamente significativas y biolégicamente informativas que diferencian el grupo
con 1% BMy 2% BM de los grupos de control (Figura 5). La abundancia aliviada de Luteolibacteren el
estdbmago de los camarones alimentados con dietas suplementadas con BM podria servir como un
biomarcador potencial. La abundancia relativa del género bacteriano Vibrio entre los cuatro grupos de
tratamiento se representa en la Figura 6. Las bacterias Vibrio fueron mas abundantes en el grupo
posCON. La adiciéon de bromelina en la dieta, independientemente del nivel dietético, tendié a reducir
los recuentos de Vibrio en el estdmago del camardn. La abundancia mas baja de bacterias Vibrio se
observé en el estémago del grupo negCON.
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Fig. 5: Abundancia del género bacteriano Luteolibacter identificado
como una de las caracteristicas estadistica y biologicamente
informativas que diferencian el grupo de tratamiento con bromelina
de los grupos de tratamiento sin bromelina [control negativo
(negCON), control positivo (posCON)] en el estébmago del camaron.

Fig. 6: Abundancia del género bacteriano Vibrio entre los grupos con
bromelina afiadida (1% y 2% BM) y los grupos de control (negCON'y
posCON) en los estémagos del camaron.

El potencial de los fitoquimicos de la bromelina

La bromelina es un complejo enzimatico que consiste en una mezcla de diferentes endopeptidasas de
tiol con otros componentes menores como fosfatasas, celulasas, glucosidasas, peroxidasas,
glicoproteinas, carbohidratos, etc. La bromelina es la enzima proteolitica sulfhidrilo predominante
presente en la pifia. La bromelina comercial se extrae principalmente del tallo y del fruto de la pifia,
pero también se puede aislar en pequefias cantidades de desechos de la pifia, como hojas, cascarasy
coronas. Se sabe que la bromelina del tallo (EC 3.4.22.32) presenta propiedades bioquimicas, actividad
biolégica y composicién diferentes a las de la bromelina del fruto (EC 3.4.22.33). Por lo tanto, las
comparaciones de los estudios de investigacion realizados con bromelina deben considerar qué parte
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de la pifia se utilizé para la extraccion, la actividad enzimatica resultante, la composicién y la pureza
del producto de bromelina. Ademas, los estudios realizados utilizando extractos crudos de varias
partes de la pifia en lugar de bromelina purificada también contendran otros compuestos bioactivos
menores, como saponinas, flavonoides, alcaloides y taninos, que pueden contribuir a los hallazgos de
la investigacion.

Actualmente, se dispone de muy poca informacién sobre el impacto de la BM dietética en el
rendimiento de crecimiento de los animales acuaticos. El presente ensayo de crecimiento mostrd que la
suplementacién con bromelina en los alimentos de camarones blancos generalmente mejoro el
rendimiento de crecimiento, especialmente en el nivel dietético de 2% BM. La adicion de bromelina
hasta el 2 por ciento de la dieta no causé ningun problema de palatabilidad o toxicidad del alimento,
como lo demuestra la alta supervivencia de los camarones con un excelente consumo de alimento y
FCR observados. El mejor rendimiento de crecimiento de los camarones alimentados con dietas con
BM agregado podria deberse en parte al mejor estado de salud de los camarones. Otros factores que
contribuyen a la mejora del crecimiento observada en el presente estudio pueden incluir la mejora de la
digestibilidad de los nutrientes y/o cambios beneficiosos en la morfologia intestinal que permitirian
una mejor absorcién de nutrientes.

El presente estudio es el primer informe sobre |a eficacia de la bromelina dietética para mitigar AHPND
y probablemente otras enfermedades relacionadas con Vibrio en camarones. Los recuentos
presuntivos de Vibrioy los recuentos totales de bacterias cultivables en el hepatopancreas de
camarones alimentados previamente con dietas suplementadas con BM fueron significativamente
mas bajos que en el control positivo después de ambas pruebas de desafio AHPND. La prevalencia de
bacterias Vibrio en el estbmago de camarones alimentados con dietas con BM afiadida también fue
notablemente menor en comparacion con posCON (Fig. 6).

Actualmente no se conoce el modo de accién antibacteriano exacto de la bromelina. Los resultados del
presente estudio contribuyeron a una mejor comprensién del modo de accion de la bromelina. Al
introducir un periodo de lavado de 14 dias en el que todos los camarones se cambiaron a la dieta de
control (sin bromelina) antes del segundo desafio AHPND, pudimos demostrar que la resistencia a las
enfermedades en los camarones no dependia totalmente de la presencia real directa de bromelina en el
cuerpo del camaron. Se demostrd que la suplementacion dietética con bromelina tiene la capacidad de
impartir un efecto beneficioso duradero en la salud de los camarones. En el grupo 2% BM, la
supervivencia de los camarones en el primer y segundo desafio AHPND fue casi la misma después de
tener en cuenta la mortalidad encontrada en el grupo de control negativo sin desafio (Figura 2). En el
grupo posCON, el segundo desafio AHPND resulté en una caida adicional del 18,5 por ciento en la
supervivencia de los camarones, lo que resultd en una supervivencia acumulada de solo el 51,1 por
ciento.
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La mayor mortalidad observada en el segundo desafio AHPND en comparacién con el primer desafio
de la enfermedad en el grupo posCON no es inesperada ya que los camarones no tienen inmunidad
adaptativa que crea memoria inmunoldgica para una respuesta mejorada a la exposicidén secundaria
con el mismo patdgeno. Los camarones en el grupo posCON probablemente se debilitaron por el primer
desafio de la enfermedad que resulté en una mayor mortalidad cuando se los desafié una segunda
vez.

Con base en los resultados del presente estudio, planteamos la hipétesis de que el modo de acciéon
antibacteriano de la bromelina podria no depender completamente de las acciones inhibidoras directas
de la bromelina sobre los patdgenos invasores. En estudios humanos, se informé que la vida media
plasmatica de la bromelina fue de 6 a 9 horas. Debido a su corta vida media, no se espera que la
bromelina se bioacumule en los tejidos. Dado que la infeccion por AHPND se produce a través de la
colonizacién de la bacteria patdgena Vibrio en el estomago del camardén, los cambios positivos en la
microbiota intestinal modulados por la bromelina dietética podrian haber proporcionado un efecto mas
duradero en el mantenimiento de la salud y una mejor respuesta inmunitaria del camarén cuando se lo
expuso a AHPND.

Perspectivas

El presente estudio proporcioné la primera evidencia del papel y la importancia de una microbiota
estomacal diversificada para mantener la salud de los camarones y su capacidad para resistir la
infeccion por AHPND incluso sin la presencia directa de fitoquimicos dietéticos como la bromelina. Las
propiedades protectoras de la bromelina dietética se mantuvieron en los camarones incluso después
de cambiar a la dieta de control sin bromelina afiadida durante dos semanas (periodo de lavado) antes
del segundo desafio con AHPND.

La mayor diversidad alfa se observé en los camarones infectados con VPypnp alimentados con las
dietas con bromelina anadida. Los cambios relativos en la comunidad bacteriana del estémago fueron
evidentes entre los grupos de tratamiento. Las bacterias de los géneros Luteolibacter, Paracoccus,
Planctomycesy Demequina contribuyeron significativamente a las diferencias de diversidad entre los
grupos de tratamiento y se enriquecieron especialmente en los grupos alimentados con BM. Los roles
reales desempefiados por estos cambios en la comunidad bacteriana aun deben investigarse.
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11/25/2024 Los fitoquimicos de la bromelina pueden mejorar el crecimiento y brindar proteccién a largo plazo a los camarones c...

En conclusion, el presente estudio demostrd que la manipulacion de la microbiota intestinal mediante
el uso de fitoquimicos como la bromelina puede ser una alternativa a los antibiéticos de amplio
espectro nocivos en el manejo de la enfermedad de AHPND y posiblemente otras enfermedades
causadas por Vibrio en camarones de cultivo. Con base en estos resultados de laboratorio,
recomendamos un nivel de bromelina en la dieta del 2 por ciento para mejorar el crecimiento y la
resistencia a la enfermedad de AHPND.
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