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RESUMEN

Objetivo. Exponer nematodos de la familia Anisakidae a diferentes extractos acuosos para determinar
su capacidad nematicida, mediante la identificacién de sus componentes bioactivos y la actividad
antioxidante. Material y métodos. Se identificaron las concentraciones de los compuestos bioactivos
de los extractos acuosos de epazote (Dysphania ambrosioides), cebolla (Allium cepa), siempre viva
(Kalanchoe pinnata) y xoconostle (Opuntia oligacantha). Se obtuvieron parasitos vivos de la familia
Anisakidae de peces Lisa (Mugilidae), para ser expuestos a diferentes concentraciones de extractos
acuosos. Resultados. K. pinnata y O. oligocantha presentaron mayor cantidad de componentes
bioactivos de polifenoles, flavonoides y taninos; asi como en la actividad antioxidante de DPPH y
ABTS. La mortalidad de los parasitos ocurrié en la concentracién de 855 mg/mL para K. pinnata
del 100% a las 48 horas; y en pulpa y fruto entero de O. oligacantha, con mortalidades del 66%
a las 72 horas. Los principales cambios histopatoldgicos causados por K. pinnata fueron vacuolas
musculares; el fruto entero de O. oligocantha degeneracién del epitelio intestinal y vacuolizacion;
la semilla provocé edema, degeneracién intestinal y vacuolizacion. Conclusiones. Los resultados
obtenidos indican que, el uso de extractos acuosos de K. pinnata y O. oligacantha sobre nematodos
de la familia Anisakidae, son una opcién para su uso como agentes nematicidas.

Palabras clave: Anisakidae; Mugilidae; Opuntia; parasito; Kalanchoe (Fuente: CAB).
ABSTRACT

Objetive. Expose nematodes of the Anisakidae family to different aqueous extracts and identify
the aqueous extracts with nematicidal capacity. Material and methods. The concentrations of the
bioactive compounds of the aqueous extracts of epazote (Dysphania ambrosioides), onion (Allium
cepa), siempre viva (Kalanchoe pinnata) and xoconostle (Opuntia oligacantha) were identified.
Live parasites of the Anisakidae family were obtained from Lisa fish (Mugilidae), to be exposed to
different concentrations of aqueous extracts. Results. K. pinnata and O. oligocantha presented a
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higher concentration of bioactive components of polyphenols, flavonoids and tannins; as well as in the
antioxidant activity of DPPH and ABTS. Parasite mortality occurred at a concentration of 855 mg/mL
for K. pinnata of 100% at 48 hours, and in pulp and whole fruit of O. oligacantha, with mortality of
66% at 72 hours. The main histopathological changes caused by K. pinnata were muscle vacuoles;
the whole fruit of O. oligocantha degeneration of the intestinal epithelium and vacuolization; the
seed caused edema, intestinal degeneration, and vacuolization. Conclusions. The results indicate
that the use of aqueous extracts of K. pinnata and O. oligacantha on nematodes of the Anisakidae
family are an option for their use as nematicidal agents

Keywords: Anisakidae; Mugilidae; Opuntia; parasite; Kalanchoe (Source: CAB).

INTRODUCCION

Los parasitos Anisakidae que se encuentran
en alimentos marinos, generan un problema
de salud publica al consumidor, algunos de los
productos pesqueros en los que se puede colectar
al parasito en la parte del filete, incluyen a la
sardina (Sardina pilchardus), lenguado (Solea
solea), mero rojo (Epinephelus morio), el pescado
lisa (Mugilidae), entre otros (1). Estos parasitos
se encuentran ampliamente distribuidos en
diferentes organismos acuaticos marinos; en éstos
y las aves acuaticas son el hospedero principal en
el que se completa el ciclo de vida y la fase adulta
0 L4 (Larva 4), libera los huevos con la L1 en las
heces al medio marino (2). La participacion de
pequefos crustaceos y copépodos, favorecen la
muda de la L1 a la L2; cuando estos crustaceos
son consumidos por los hospederos paraténicos
(peces, calamares, pulpos, entre otros) ocurre
la muda de la L2 a la L3. El humano adquiere
el parasito cuando se consume al hospedero
paraténico crudo o semicrudo, sin que el consumo
de la L3 en el humano mude a la L4 (3).

La ichtiozoonosis ocasionada por estos parasitos
es conocida de dos maneras: Anisakidosis
(cuando es ocasionada por los géneros Anisakis
spp., Contracaecum spp., Yy Pseudoterranova
spp.); Y Anisakiasis (cuando es ocasionada
por especificamente por Anisakis simplex) (4).
Cuando el humano consume el parasito vivo,
éste tiene la capacidad de sobrevivir por un
corto periodo de tiempo en el cuerpo humano,
sobreviviendo a partir de la adhesién a la superficie
del tracto gastrointestinal (5); el parasito vivo o
muerto en el cuerpo humano puede ocasionar
diferentes manifestaciones clinicas como
alergias, angioedema, broncoespasmos, shock
anafilactico (6), epigastralgia, nauseas, vomito,
diarrea, dolor cronico abdominal y la formacion
de granulomas (5). Sin embargo, no existe un
antiparasitario que pueda ser administrado a
los peces, previo a su consumo y que evite la
presentacion de la zoonosis.
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Las plantas son capaces de producir algunos
elementos bioactivos que son secretados como
método de defensa ante los insectos que las
consumen (7). El uso de extractos acuosos y
sus elementos bioactivos, han sido empleados
como agentes antielminticos (8), en el caso
del epazote (Dysphania ambrosioides) se ha
reportado su efecto antiparasitario (9); la
cebolla (Allium cepa) ha demostrado tener una
actividad antihelmintica contra el nematodo
Toxocara canis y el nematelminto Anclylostoma
caninum (10); la planta siempre viva (Kalanchoe
pinnata), presenta una capacidad antiparasitaria
contra protozoarios como Plasmodium Berghei
y Leishmania amazonensis (11); ademas se ha
reportado su consumo por parte de pueblos
indigenas para el tratamiento de enfermedades
parasitarias (12). El consumo accidental de las
larvas de la familia Anisakidae, puede favorecer
al diagnostico incorrecto, por lo que es necesario
salvaguardar la salud publica, mediante la
produccion de productos marinos con mejores
condiciones para su consumo; incrementando
la exigencia para implementar nuevas formas
y procedimientos que contribuyan a obtener
productos inocuos de origen animal. Por lo
que, el objetivo de este trabajo fue exponer a
nematodos de la familia Anisakidae a diferentes
extractos acuosos para determinar su capacidad
nematicida, mediante la identificacién de
sus componentes bioactivos y la actividad
antioxidante.

MATERIALES Y METODOS

Pescado. Pescados lisa (Mugil curema) fueron
comprados en un local comercial de venta
de pescado fresco (buen olor y consistencia
de la carne, ojos brillosos, branquias rojas y
aspecto general de la piel). Los pescados fueron
colocados en una hielera a una temperatura de
4°C y trasladados al Laboratorio de parasitologia
del Instituto de Ciencias Agropecuarias, de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (13).
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Necropsia y manejo de los parasitos. Se
realizé la técnica de necropsia descrita por Noga
(14); para la colecta de los parasitos vivos, se
realizd la diseccion de los organos internos,
enfocandose principalmente en higado y rifdén, ya
que son los sitios con mayor presencia; mientras
que en musculo epiaxial, cavidad celdomica y la
superficie serosa de las visceras, su presencia
puede variar (13). Los parasitos fueron colectados
en viales eppendorf de 1.5 mililitros (mL) con
solucién estéril de cloruro de sodio (NaCl) al 09%
(p/v), los parasitos fueron lavados 3 veces con
solucion estéril de NaCl a 3,000 revoluciones por
minuto (r.p.m), entre cada lavado, la solucién
del lavado fue decantada y el vial fue llenado
nuevamente con la solucién (15).

Vegetables. Las plantas frescas de epazote
(D. Ambrosioides), siempre viva (K. pinnata)
y cebolla (A. cepa) fueron comprados en el
municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo,
(Latitud: 20.0815, Longitud: -98.3673 20° 4’
53” Norte, 98° 22’ 2” Oeste). Fueron lavados
con agua y desinfectados por inmersion en una
solucién de hipoclorito de sodio o lejia comercial
en una solucién de 2.5%, durante 10 minutos.
Posteriormente, fueron lavados con agua
destilada, se secaron y almacenaron a 4°C.

Fruto. El xoconostle (O. oligacantha) fue
recolectado del municipio Ulapa Melchor Ocampo,
Tetepango, Hidalgo (Altitud 2040m, Latitud
20°0841.7 "N, Longitud 99°09'59.0” W). Se lavo
con agua y desinfecto por medio de inmersion en
hipoclorito de sodio (lejia comercial 2.5% (v/Vv)),
durante 5 minutos. Posteriormente, se enjuago
con agua destilada (16) y fue almacenado a 4°C
en un recipiente oscuro hasta su uso.

Extraccion de compuestos bioactivos. Los
extractos de hojas D. ambrosioides, escamas
de A. cepa y K. pinnata, fueron obtenidos
mediante la metodologia de Soto y Rosales
(17) con modificaciones. Se colocaron 150 g
de muestra en un mortero para ser maceradas,
se adicionaron 750 mL de agua destilada
y posteriormente fueron colocadas en una
licuadora industrial durante 10 min. El material
licuado reposo durante 7 dias, posteriormente
fue colocado en una centrifuga a 10,000 rpm por
15 min a 2°Cy el sobrenadante fue decantado. El
material filtrado fue colocado en un evaporador
rotativo a 40°C, presion de 23 mbar, el agua del
refrigerante permanecié a 0°C y, posteriormente
a 40°C en bafio maria durante 8 h. Finalmente
fue colocado en un Ultracongelador a -70°C hasta
su utilizacion.
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Los extractos O. oligacantha, fueron obtenidos
mediante la metodologia de Medina-Pérez et
al (16). Se realizaron cuatro extractos: fruto
completo, cascara, pulpa y semilla. Se agitaron
muestras de 1 g adicionado con 20 mL de
metanol y 20 mL de agua destilada durante 30
min. La mezcla fue centrifugada a 10,000 rpm
durante 20 min; el sobrenadante se colocd en
un tubo de 10 mL. Posteriormente fue calentado
a 65°C durante 60 min en bafio maria, para la
eliminacion completa del metanol. La mezcla
fue enfriada inmediatamente con agua fria y el
extracto fue almacenado a -70°C.

Compuestos bioactivos. Fenoles totales: se
empled la metodologia descrita por Singlenton
et al (18), por el método de Folin-Ciocalteau (FC)
colocando 0.5 mL de cada extracto a evaluar en
un tubo de ensaye, seguido de 2.5 mL de FC
la reaccién reposo por 7 min. Posteriormente
se agregaron 2 mL de Na,CO; al 7.5%,
dejandose incubar durante 2 h a temperatura
ambiente. Se realizo la lectura por medio de
un espectrofotdmetro a 760 nanémetros (nm),
expresando los resultados como miligramos
equivalentes de acido galico (mg EqAG).

Flavonoides: Fueron obtenidos con base a la
metodologia descrita por Thomas et al (19). Se
colocaron 250 microlitros (pL) del extracto a
evaluar, adicionando 1.25 mL de agua destilada
y 75 pL de NaNO, al 5%. La reaccion se dejo
reposar durante 5 min a temperatura ambiente,
en oscuridad. Posteriormente, 150 pL de AICI3 al
10% fueron agregados, la mezcla se reposo por
6 min. Finalmente, fueron adicionados 500 pL de
NaOH y 275 pL de agua destilada; y se realizé la
lectura a 720 nm, los resultados como miligramos
equivalentes de quercetina (mg EqQ).

Taninos: Se determinaron mediante la
metodologia de Price y Butler (20). Una alicuota
de 200 pL de cada extracto acuoso fue adicionando
600 pL de FeCl; a 0.1 molar (M) en 0.1 normal (N)
de HCI. Posteriormente los extractos reposaron
durante 5 min, se adiciono 600 pL de K;Fe (CN)a
0.008 M, la mezcla reposo durante 10 min para su
reaccion. Los resultados fueron leidos con ayuda
de un espectrofotdmetro 720 nm, los resultados
son expresados a expresados en mg equivalentes
de catequina (mg EqC).

Actividades Antioxidantes. 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH*) Para determinar la
capacidad de los antioxidantes, se empled
la metodologia de Brand-Williams et al (21),
colocando 0.5 mL de cada extracto a evaluar
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y 2.5 mL del DPPH*, monitoreando el cambio
de absorbancia cada 5 min a 515 nm por un
periodo de 30 min, determinando el porcentaje
de inhibicidn de radicales libres mediante la
ecuacion:

%]Inhibicidn de radicales libres=((Ac-As)/Ac)x100

Donde:

Ac = Absorbancia del DPPH" antes de la reaccion
As = Absorbancia de la mezcla después de la
reaccion.

Acido 2,2, azino-bis (3-etilbenzotiazolin)
(ABTS*): La prueba se realizé de acuerdo con
Re, et al. (22). Colocando 100 pL en 3 mL de
reactivo ABTS+* dejando reaccionar a temperatura
ambiente por 6 m en la oscuridad, realizando la
lectura a 734 nm.

Se calculd el porcentaje de la inhibicion de ABTS+
conforme a la siguiente ecuacion.

Inhibicion de radicales libres=((Ac-As)/Ac) x 100

Donde:

Ac = Absorbancia del DPPH" antes de la reaccion
As = Absorbancia de la mezcla después de la
reaccion.

Actividad nematicida de los extractos in
vitro. Un total de 9 larvas por caja Petri fueron
colocadas para evaluar los extractos de D.
ambrosioides, A. cepa y K. pinnata en diferentes
concentraciones 285 miligramos (mg)/ mL,
570 mg/mL y 855 mg/mL (27 por extracto),
mientras que para cada elemento empleado
de O. oligacantha se emplearon 27 por cada
elemento. La exposicion a los extractos fue
evaluada a diferentes tiempos post exposicidon
(pe), observandose a los 30 m; 1 h 2 h, 4 h,
6 h, 8 h, 12h, 24 h, 48 h y 72 h. Para evaluar
la mortalidad de los parasitos, se realizd el
estimulo tactil, con el fin de identificar si los
parasitos realizaban movimientos ondulatorios
y se registré el tiempo en que ya no se presentd
movimiento (23). Se emplearon 2 grupos control
(27 por grupo), ambos fueron expuesto a una
solucion de tampon fosfato salino PBS, estable.
Se realizaron 3 réplicas para cada concentracion
y grupo control, cada concentracion fue trabajada
por separado.

Histopatologia. Después de las 72 hpe o al
presentarse la totalidad de mortalidad de un
determinado grupo de parasitos, expuestos
a los extractos acuosos, todos los parasitos
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fueron colocados en formaldehido al 10% de
24 a 48 h para su fijacion y evitar cambios
histoldgicos. Posteriormente, todos los parasitos
fueron colocados en casets histoldgicos
separados por el tipo de extracto usado y la
concentracion empleada, posteriormente fueron
deshidratados, colocados en parafina, cortados
y tefiidos con hematoxilina-eosina. Los cortes
fueron examinados con un microscopio optico
compuesto, las lesiones fueron descritas y
fotografiadas (13).

Analisis estadistico. Las diferencias de
mortalidad entre los grupos de trabajo fueron
calculadas mediante el estadistico de Tukey de
comparacion multiple, asi como la prueba de
chi-cuadrada (p<0.05) (24).

RESULTADOS

Compuestos bioactivos. Se identificaron
diferencias entre los extractos que fueron
significativas (p<0.05), entre los extractos, las
concentraciones mayores de polifenoles totales
se obtuvieron de K. pinnata, cdscara y fruto
completo de O. oligacantha. En concentracion de
flavonoides y taninos, se identificaron diferencias
significativas semejantes para cada elemento
(p<0.05). Con mayores concentraciones para
K. pinnata (Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos bioactivos presentes en
los extractos acuosos de Dysphania
ambrosioides, Allium cepa, Kalanchoe
pinnata y de semilla, pulpa, cascara y fruto
completo de Opuntia oligacantha.

Polifenoles Flavonoides Taninos mg

lant
Planta  mgEAG/g mg EQ/g EC/g
D. 0.4431 0.7806 ND
ambrosioides +0.00812 +0.0032
0.0366 0.0233
A. cepa +0.0006° +0.006° ND
K. pinnata 23.3671 10.8197 6.5486
P +0.0127¢ +0.2556¢ +0.0056¢
0. oligacantha
Semilla 1.9808 0.4313 0.0098
+0.08762 +0.08722 +0.00072
S~ 15.8623 1.5733 0.7176
P +0.8621b +0.0987° +0.0865>
Cascara 18.0154 4.8960 0.3168
+0.44615  +0.9876b +0.0986P
Frut loto 17:7619 5.3190 0.8709
ruto compieto 4 gg5one +0.4720¢ +0.0865P

Los resultados expresan la media + desviacién estandar.
Diferentes letras en cada columna son diferencias
significativas (p<0.05) entre cada extracto.
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Actividad antioxidante. La capacidad
antioxidante por DPPH: fue directamente
proporcional al contenido de compuestos
bioactivos. K. pinnata y O. oligacantha,
presentando mayor porcentaje de inhibicidn
con diferencias significativas (p<0.05) en
comparacién con D. ambrosioides y A. cepa. En
la determinacion de actividad antioxidante con
ABTS los extractos con mayor porcentaje de
inhibicion fue la pulpa y el fruto completo del
xoconostle presentando diferencias significativas
(p<0.05) con respecto a los otros extractos
(Tabla 2). En ambos casos el xoconostle presenta
un mayor porcentaje de inhibicion para DPPH-"
y ABTSH.

Tabla 2. Actividad antioxidante (DPPH- y ABTS™)
Compuestos bioactivos presentes en los
extractos acuosos de D. ambrosioides, A.
cepa, K. pinnata, semilla, pulpa, cascara y
fruto completo de O. oligacantha.

% de inhibicion % de inhibicion
DPPH* ABTS+
D. ambrosioides 12.0476+0.006422 14.7661+0.00442

Planta

A. cepa 10.7143+0.0050 @ 14.8095+0.00372

K. pinnata 59.8714+0.485P 59.9381+0.0012b
0. oligacantha

Semilla 59.0714+08765P 52.3815+0.4154b

Pulpa 64.0333+0.1752P
Cascara 62.5865+1.9862> 59.4286+1.1920b
Fruto completo 62.5033+1.9732P 67.1861+2.2515b¢

Los resultados expresan la media + desviacion estandar.
Diferentes letras en la columna son diferencias significativas
(p<0.05) entre cada extracto.

70+0.1862¢

Mortalidad. Se colectaron un total de 243
parasitos vivos que fueron expuestos a los
extractos acuosos. El porcentaje de mortalidad fue
obtenido con base al nUmero de nematodos que
presentaron nula movilidad al ser estimulados.
Los parasitos expuestos a D. ambrosioides,
registro el 33% de mortalidad a las 48 horas post
exposicion (hpe). El extracto K. pinnata ocasiono
la mortalidad del 100% a las 48 h. En el caso de
O. oligacantha fruto completo, cascara y pulpa
se inactivo al 66% de los parasitos a las 72 hpe
mientras que la semilla presento un 33% de
mortalidad a las 72 h (Tabla 3). En la exposicion
al extracto A. cepa y a la solucion bufferada no
se registro mortalidad en los parasitos. Con
los resultados de la mortalidad acumulada
de las larvas, se realizd la prueba de chi2 y la
prueba de Tukey para determinar las diferencias
estadisticas obtenidas en los grupos. El analisis
de los resultados indico que se presentaron 3
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grupos estadisticamente diferentes, en donde
las muertes ocasionadas por el extracto de K.
pinnata y el fruto completo de O. oligacantha no
presentaron diferencias estadisticas significativas
(p<0.5).

Tabla 3. Mortalidad en nematodos de la familia
Anisakidae, expuestos a extractos acuosos de
epazote (Dysphania ambrosioides), cebolla
(Allium cepa), siempre viva (Kalanchoe
pinnata) y xoconostle (Opuntia oligacantha).

Vegetal/fruta Concentracion! %Mortalidad Z:S:n;spi?:igﬁ
D. ambrosioides 855 mg/mL 33 be 72 h
A. cepa 855 mg/mL 0¢ 72 h
K. pinnata 855 mg/mL 1002 48 h

O. oligacantha

Semilla 570 mg/mL 226bc 72 h
855 mg/mL 33¢bc 72 h
Pulpa 285 mg/mL 33be 72 h
570 mg/mL 55ab 72 h
855 mg/mL 662 72 h
Céscara 570 mg/mL 220bc 72 h
855 mg/mL 33 b 72 h
Fruto completo 570 mg/mL 662 72 h
855 mg/mL 662 72 h

1285 mg/mL (concentracién baja); 570 mg/mL (concentracién
media); 855 mg/mL (concentracion alta)

Histopatologia. Los parasitos expuestos
a la solucién PBS no presentaron cambios
morfoldgicos (Figura 1 al-a3). El extracto A.
cepa y D. ambrosioides no presentaron cambios
patoldgicos aparentes.

Extracto de K. pinnata. Se observé
degeneracién del epitelio intestinal multifocal
en grado moderado a severo (Figura 1 b1l);
formacion de vacuolas localizadas entre la
cuticula y el musculo, de manera focal y
multifocal y diferentes grados de severidad
(Figura 1 b2), asi como ondulaciones mas
acentuadas y degeneracién del epitelio intestinal
(Figura 1 b3).

Extracto de O. oligacantha. a) Fruto completo:
Se observo la formacién de vacuolas en génadas
(Figura 1 c1), licuefaccién del epitelio intestinal
y presencia de detritus celulares en intestino.
Segmentacién del tracto intestinal (Figura 1
c2). En la cuticula, se observaron ondulaciones
acentuadas cerca de la regidon en donde se
presentaron las lesiones en el tracto intestinal
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(Figura 1 c3). b) Cascara y pulpa: se presentaron
areas multifocales de licuefaccién y degeneracion
del epitelio intestinal. ¢) Semilla: las lesiones
se caracterizaron por la presentacion de edema
y vacuolizacién del epitelio intestinal (Figura 1
d1); una marcada ondulacién de la cuticula, en
las zonas cercanas a las lesiones intestinales,
vacuolizacién y licuefaccién del epitelio intestinal,
degeneracion, vacuolizacion y presencia de edema
en faringe y eséfago, asi como vacuolizacion del
aparato bucal (Figura 1 d3).

Figura 1. Comparacién de hallazgos histopatoldgicos
identificados en parasitos de la familia
Anisakidae. al) aparato reproductor,
a2) intestino; y a3) extremo anterior
del parasito (H.E. 10x). Siempre viva
(K. pinnata) b1) Licuefaccién del
epitelio intestinal (0.5 mg /ml) (*), b2)
Edematizacién de la porcién anterior (1.0
mg /ml) (¥); y b3) Ondulacién marcada
de la cuticula, hipodermis y musculatura
(1.5mg /ml) (=) (H.E. 10x). Xoconostle
(O. joconostle), fruto completo c1)
Vacuolizacion, degeneracidn y necrosis de
gonadas (0.5 mg/ml) (1), €2) vacuolizacién
del epitelio intestinal (1.0 mg/ml) (4); vy
c3) edema y formacion de vacuolas entre
la hipodermis y musculatura (1.5 mg/ml)
(V). Semilla d1) marcada vacuolizacion
del epitelio intestinal (0.5 mg/ml) (1), d2)
licuefaccién del epitelio intestinal (1.0 mg/
ml) (*); y d3) edematizacion y marcada
vacuolizacién del eséfago (V) (H.E. 10x).
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DISCUSION

Los parasitos de la familia Anisakidae son
agentes ictiozoondticos, debido a la generacion
de problemas en la salud publica a través de la
presentacion de diferentes cuadros clinicos, al
ser consumidos en productos marinos en estado
crudo o semicrudos (1). El uso de extractos
vegetales como sustancias nematicidas contra
esta familia, ha sido realizado previamente
empleando diferentes tipos de plantas, entre
las que se encuentra el arbol de té (Malaleuca
alternifolia) (25); albahaca (Nepeta Cataria)
(23), orégano (Origanum compactum) (15),
entre otros; situacion que ha demostrado que el
uso de extractos vegetales son una opcion viable
para el control de las parasitosis. El empleo de
la cuantificacion de los compuestos fenoliticos
en extractos vegetales proporciona informacion
util que puede ser empleada en el desarrollo
de pesticidas, medicamentos y otras sustancias
bioactivas (26), favoreciendo a la identificacion
de nuevos elementos vegetales que puedan
ayudar al control de microorganismos, que
puedan ser un problema para un determinado
hospedero.

En el presente trabajo, se identifico que la
mayor cantidad de compuestos fendlicos en el
extracto de K. pinnata, obtuvo un valor similar al
obtenido por Castro-Parra et al (27) que fue de
22.98+1.10 mg EAG/g de un extracto acuoso.
Mientras que para O. oligacantha en la céscara
(18.0 EAG/g), fruto completo (17.7 EAG/Qg)
y la pulpa (15.8 EAG/g) presentaron valores
elevados; sin embargo, en un estudio realizado
por Fernandez-Luquefio et al (28) reportd un
contenido superior de 278+2.2 mg EAG/100g
de compuestos fendlicos en el extracto del fruto
completo de O. oligacantha. La diferencia entre
los valores puede estar relacionada con el tipo
de extracto y el modo de preparacion, ya que
en extractos acuosos se obtiene una menor
concentracion, a diferencia de aquellos obtenidos
del metanol, que es toxico (17).

El contenido de flavonoides en el caso de K.
pinnata fue de 10.8 EQ/g, una concentracion
mayor a diferencia de lo reportado por Baez
et al (29), que obtuvo un 5.07+£0.05 mg EQ/g,
empleando una especie diferente del mismo
género. Los extractos del fruto completo de O.
oligacantha presentaron una concentracién de
5.31 EQ/g, resultados que fueron similares a
los obtenidos Fernandez-Luquefio et al (28),
quien a partir de una variedad de O. oligacantha
obtuvo una concentracién de 4.77+0.10 mg CE
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100 g del fruto completo. Estas variaciones
estan relacionadas con las diferentes especies
de plantas y en los compuestos fenoliticos
(30,31,32).

La concentracidén de taninos en K. pinnata fue
mayor (6.54 EC/g) en comparacion con los
otros extractos, previamente se han reportado
altas concentraciones de taninos como parte
de sus compuestos bioactivos (33). Por otro
lado, la concentracion de taninos a partir del O.
oligacantha fue de 0.00 hasta 0.87 EC/g, valores
menores en comparacion con lo previamente
reportado por Medina-Pérez et al (34), quien
obtuvo 71.067 mg CATE/100 g. La presencia de
los compuestos fendlicos favorece la captacién
del radical DPPH*, razén por la cual se considerd
conveniente evaluar la actividad antioxidante de
los extractos, asi como el ensayo de ABTS+ (35).
La actividad antioxidante por DPPH" fue mayor en
los extractos de K. pinnata y de O. Oligacantha
comparado con los extractos vegetales de D.
ambrosioides y A. cepa.

Osorio-Esquivel et al. (36) obtuvo un porcentaje
de DPPH" en O. Oligacantha en fruta entera de
51.70+0.55%, valores similares a los obtenidos
en este estudio. Baez et al (29) determinaron
la actividad antioxidante de extractos etandlicos
de K. daigremontiana pertenecientes al mismo
género y reportaron porcentajes de inhibicion de
56.87% resultado similar a los obtenidos en este
estudio. Hernandez-Fuentes et al (30) analiz6 la
actividad antioxidante de distintas variedades de
frutos de xoconostle identificando a O. Oligacantha
como la especie con mayor actividad antioxidante,
resultados que concuerdan con este estudio.

Los compuestos fendlicos y su capacidad
antioxidante, se correlaciona fuerte y
positivamente con el numero de grupos hidroxi
unidos a los anillos aromaticos. Asi como la
posiciéon orto y para de los grupos hidroxi
mejoran la actividad antioxidante y antirradical
de los compuestos fendlicos (31). La alta
actividad antioxidante demostrada por los
extractos de K. pinnata y O. oligacantha (pulpa
y fruto completo) se debe a su gran contenido
de sustancias antioxidantes (36), elementos
gue posiblemente estén relacionados con la
presentacion de la mortalidad en los nematodos.

En O. oligacantha los principales compuestos
bioactivos son en su mayoria acido fertlico,
guercetina, acido 4-hidroxibenzoico, apigenina,
acido cafeico y kaempferol (16,32); mientras
que para K. pinnata posee compuestos fenodlicos
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y flavonoides como rutina, quercetina, luteolina,
kaempferol y taninos (33) entre otros.

Estos compuestos fendlicos y flavonoides
pueden actuar a nivel de sistema nervioso
central de la Clase Insecta y del Filo Nematoda,
asi como también los taninos también pueden
ocasionar un efecto toxico (17). Los extractos
acuosos de K. pinnata y O. oligacantha (fruto
completo, cascara y pulpa) ocasionaron un
mayor porcentaje de mortalidad en nematodos
de la familia Anisakidae, del 100% a las 48 hpe
y del 66% a las 72 hpe, respectivamente, en
concentraciones de 855 mg/ml. En concentracion
de 285 mg/mL de todos los elementos vegetales
no ocasionaron mortalidad, sin embargo, para
el caso de la pulpa de O. oligacantha ocasiono
el 33% de mortalidad a las 72 h. Otro caso
particular, fue el de D. ambrosioides, que
ocasiono un 33% de mortalidad a las 48 hpe en
la concentracidn mas alta.

El empleo del monoterpenoide conocido como
geraniol, se ha empleado como un elemento
nematicida en concentraciones de 250 pg/ml
a las 2 hpe, ocasiono la muerte del 10% de
las larvas de la familia Anisakidae del género
Contracaecum spp; mientras que a las 48 hpe
el 90% de las larvas ya estaban muertas (37).
Otros estudios, han empleado peppermint
(Mentha piperita) para determinar su capacidad
nematicida, en este caso a través del empleo de
aceites esenciales expuesto a larvas del género
Anisakis spp., ocasionando el 83% de mortalidad
en un periodo de 8 h post exposiciéon (hpe), en
concentraciones de 187.5 ul y hasta un 100%
de mortalidad a las 4 hpe en concentraciones de
250 pl (38). En la presente investigacion no se
realizd la determinacion del género parasitario,
sin embargo, los porcentajes de mortalidad y
lesiones histopatoldgicas identificadas fueron
consistentes con el grupo y réplicas realizadas
a la exposicion de los extractos acuosos,
obteniendo un porcentaje de mortalidad elevado
para K. pinnata y O. oligacantha, en comparacién
con D. ambrosioides y A. cepa.

En estudios previos que han empleado extractos
para demostrar su actividad nematicida, indican
que las concentraciones, el tiempo de exposicion,
la presentacion del extracto (acuoso y/o aceite);
el género y la especie de la familia Anisakidae
pueden influir en los porcentajes de mortalidad
generados a la exposicién (15), como es en el
caso del presente trabajo, ya que los diferentes
compuestos y sus concentraciones ocasionaron en
los nematos diferentes porcentajes de mortalidad
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al ser empleados como extractos acuosos, es
posible que el empleo de concentraciones mas
elevadas de O. oligacantha (fruto completo,
cascara y pulpa) pueda incrementar el porcentaje
de mortalidad, sin embargo es necesario
la realizacién de estudios adicionales para
corroborar esta hipotesis.

En el caso de la familia Anisakidae, su morfologia
general se caracteriza por poseer un cuerpo
alargado y cilindrico; extremos en forma de
punta, en el extremo anterior presenta 3 labios
ventrolaterales con la presencia de un diente
cuticular; en ambos extremos, se presentan
ondulaciones naturales del parasito, que se
caracterizan por ser cortas y estar localizadas
entre la cuticula y la musculatura del parasito (1)
(Figura 1a3), sin embargo, la presentacion de
abultamientos marcados (Figura 1 b2, c3 y d3)
demuestran que el dafo ocasionado a la exposicion
de los extractos acuosos, ocasiona la deformacion
histologica del parasito, alterando la cuticula y la
musculatura (Figura 1 b2) al incrementar el espacio
entre estas dos capas, afectando la absorcion de
nutrientes y el movimiento.

Los parasitos expuestos a las diferentes
concentraciones de los extractos acuosos de
K. pinnata, la semilla y el fruto completo de
O. oligacantha, ocasionaron en los parasitos
hinchazdén, edema, vacuolizacion entre la
hipodermis y la cuticula; destruccion del
tracto intestinal, una marcada presentacion de
ondulaciones; asi como vacuolizacion de los tejidos
internos, edematizacion y alteracion del epitelio
intestinal. Los dafios histoldgicos presentados
a partir de la exposicion de componentes
vegetales, se explica a partir de la interacciéon
de los componentes bioactivos con la cuticula
del parasito; la interaccion de las glicoproteinas
de la cuticula con los antioxidantes, ocasionan
su oxidacion y acumulacidon de proteinas sobre
la superficie del parasito, lo que alterando su
osmosis; favoreciendo la hinchazdn, alteracion del
metabolismo, absorcidn de nutrientes y finalmente
ocasionando la muerte (8). Otras alteraciones
que se han reportado como cambios en los
parasitos, consisten en la formacién de espinas,
rugosidades o deformaciones marcadas en la
cuticula; para aquellos parasitos que de forma
natural no poseen estructuras como espinas,
velos y rugosidades, lo que altera su morfologia
(39). Sin embargo, en el presente trabajo no se
observé la presencia de estructuras adicionales
o deformacién de la estructura que favorezca la
aparicion de elementos morfoldgicos ajenos a la
morfologia general descrita en el parasito.
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Asi mismo, algunos antioxidantes son capaces
de ocasionar lesiones en la boca, el tracto
gastrointestinal y ano de los parasitos expuestos,
sin embargo, el dafio ocasionado en estas areas
puede presentarse en diferentes grados de
severidad, sin forzosamente llegar a ocasionar
la muerte de los parasitos, como en el caso de
la manzanilla de Castilla (Matricaria chamomilla)
(39). Aunque los mecanismos por el cual
los antioxidantes ejercen afecto sobre los
nematodos no estan completamente definidos,
se ha hipotetizado que los antioxidantes son
capaces de generar dafio al sistema nervioso
de los parasitos, presente en forma de anillo y
gue al dafiarse ocasiona paralisis, ademas de la
interferir en la absorcidn de la glucosa a partir del
blogueo de los receptores post sinapticos (8). Los
resultados obtenidos demuestran que las lesiones
se presentaron principalmente en el epitelio
intestinal en donde se identifico la presencia
degeneracion, licuefaccion, segmentacion y
vacuolizacion, asi como la vacuolizacién de las
células que conforman la gonada; estas lesiones
presentan una relevancia importante debido a
la afeccion de la parte del sistema digestivo y
reproductivo del parasito.

No se identificaron reportes o investigaciones
previas que refieran sobre el uso O. oligacantha
como elemento nematicida sobre larvas de la
familia Anisakidae, por lo que este el primer
reporte en donde se evidencia la capacidad
nematicida y las alteraciones histolégicas
ocasionadas por la exposicion de los parasitos a
extractos acuosos de K. pinnata y O. oligacantha

En conclusion, los extractos acuosos de la
planta K. pinnata y del fruto O. oligacantha,
poseen una actividad nematicida gracias a los
compuestos bioactivos y actividad antioxidante,
gue ocasionan la mortalidad de los parasitos y
su alteracion histoldgica.
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