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RESUMEN

PENA HAAZ, NELLY TERESITA. Evaluaci6n del efecto nematodici-
da de los extractos hidrosoluble y liposoluble del ajo
(Allium sativum) en carpa (Cyprinus carpio).({Bajo la direc--

cién de Ma. Estela Ana Auré Anqulo y Héctor Sumano Lépez).

Conoci€ndose el poder nematodicida que el ajo ha demos
trado en peces, se realizé una evaluacién comparativa del -
efecto nematodicida en 6 lotes de 10 carpas cada uno, someti
dos a los siguientes tratamientos: Lote 1, tratados con ex-=
tracto hidrosoluble de ajo; lote 2, tratados con extracto 11
poscluble de ajo; lote 3, sin tratamiento o testigo; lote 4,
con una mezcla de los extractos lipo e hidrosoluble; lote 5,
tratados con ajo completo molido y lote 6, blanco de hexano
{solvente del extracto liporoluyble). A pesar de que los ex-
tractos liposoluble e hidrosoluble, as{ como su combinacién
presentaron un efecto reductor de la cuenta de huevos de pa
r&sitos, 6ste no fue tan notable como el del ajo completo
(P 0©.05), el cual redujo la cuenta de huevos de nem&todos a
cero; hecho gue fue confirmado a la necropsia por la ausen=-

cia de pardsitos adultos. Con base en estos resultados se

recomienda llevar a cabo pruebas de campo en piscifactorias
ytilizando el ajo completo molido a una dosis de 8g/40 1
de agua y evaluar su eficacia, facilidad de uso y posible im

pacto ecolfgico.



INTRODUCCION

Los paises del Tercer Mundo, quienes enfrentan graves -
problemas econémicos, han tenidc la necesidad de buscar fuen-
tes de protefna de origen animal que sean econfmicas y féci=--
les de producir. En México se ha recurrido a la acuacultura
como una alternativa, ya que existen especies dulceaculcolas
de sencilla explotacif6n, adaptables a las condiciones geogra-
ficas y que incluso pueden producirse a nivel rural (15).

Sin embargo, la explotacién intensiva de peces enfrenta
ciertos problemas debidos al hacinamiento; la alta densidad -
de la poblacibn en condiciones artificiales, al igual que al-
gunos factores adversos como la manipulacién y deficiencia de
oxigeno pueden debilitar a los peces propiciando asf las in--
fecciones parasitarias especialmente por nemdtodos. Como resul
tado de estas parasitosis el crecimiento de los peces es --
mds lento, la capacidad natatoria disminuye y hay alteracio--
nes en el comportamiento de los peces 1o gue los hace presa
facil de los predadores (14). También se reportan casos de -
pérdidas econfmicas por la baja de captura en forma libre de
peces parasitados (16); los nemitodos pueden producir atrofia
y degeneracidn en las gdnadas, neoplasias y por probable in--
versifén del potencial eléctrico, propiciar movimientos antipe
rist8lticos {16). Algunas formas larvarias se introducen en
los mGsculos produciendo tetanizacién, con el consecuente -
deméxito de la calidad del producto, ya que ocasional el mal
aspecto de su carne (3, 5, l4). AGn mds, existen nemétodos --

que son causa de zoonosis, como es el Anisakis spp, que pene-



tra en el tracto digestivo de los consumidores provocando --
abscesos intestinales eosinofflicos con dolores abdominales
agudos dificiles de diagnosticar y que generalmente requie--
ren cirugfa (1, 8, 18).

Por otro lado, la medicacibn en piscicultura es muy 11
mitada, ya que los productos que existen en el mercado no -
siempre han dado resultados satisfactoriot. Su nfimero es re
ducido; tenemos por ejemplo el D-n-butil tinéxido, el tetra-
finol y el tartrato de amonio y potasic que aungue se usan
en peces para el tratamiento de las helmintiasis, no se les
encuentra fdcilmente en el mercado nacional (9, 14). Por afa
didura, entre los piscicultores hay una marcada tendencia ha
cia la no utilizacit6n de férmacos, debido a que la dosifica-
cibén es diffcil y en algunos casos quedan residuos en el pro
ducto al cual generalmente se le considera en nuestro medio
como "libre de residuos quimicos".

El ajo ha sido empleado desde hace tiempo como despara
sitante en humanos (6, 7). Recientemente se observé que el
ajo molido era capaz de eliminar en un 100% la carga parasi-

taria de tilapias (Tilapia mossambica) infectadas con nemito

dos, de manera mucho mds eficiente que el tartrato de amonio
y potasio (11).

Al parecer se desconocen el o los principios activos -
del ajo que actflan como desparasitantes. Su clasificacifn ==
botdnica es la siguiente:

Divisi6n: Fanerbgamas

Subdivisién: Angiospermas



Clase: Monocotiledoneas
Orden;: Lilifforas
Familia: Lilidceas
Género: allium

Especie: gativum

En las primeras investigaciones que se llevaron a cabo
para buscar el principio active determinante de ciertas pro-
piedadesybactericidas, se propuso que los aceites volitiles
que dan lugar al marcado olor de las diferentes variedades -
de allium (que no se manifiesta estando intacto) se ferman =~
por escisi6n enzim&tica de principios originales de mayor pe
so molecular.

El aceite de ajo esti formado principalmente por disul
furo de dialilo, junto con menores cantidades de trisulfuro
y polisulfuro de dialilo y disulfurc de dietilec (2).

Posteriormente se observ6é que al triturar el ajo, se
producfa la escisifn enzimitica del disulfuro de dialilo, lo
que da como resultadoe una substancia a la gue se llamé Alii-
na (2}.

Otros estudios llevaron al descubrimiento de otra subg
tancia soluble en agua, la alicina, que posee gran accibn ~--
bactericida contra Gram positivos y negativos, y se ha llega
dc a calcular que 1 mg de alicina corresponde a 15 unidades

oxford de penicilina (2).

Como consecuencia l6gica de dichos hallazgos se consi
der§ pertinente llevar a cabo pruebas con dos fracciones -~

c¢el ajo: la lipfdica y la hidrosoluble, Esto permitird iden-~
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tificar a largo plazo el o los principios activos y la frac-
cifn en que se encuentran a manera de paso inicial con la ge
neracitn de tecnologfa farmacolégica propia, emanada de --
nuestra medicina tradicional.
HIPOTESIS

En la fraccibn liposoluble, hidrosoluble o en la mez--
clg de ambas fracciones existe la misma capacidad nematodici
da que en el extracto total fresco del ajo (Allium sativum
en la carpa (Cyprinus carpio) parasitada con nemdtodos.
OBJETIVO

Encontrar si la capacidad nematodicida del extracto to
tal fresco del ajo estd contenida en la fraccién liposolu--
ble, en la hidrosoluble o en la mezcla de ambas fracciones,

usando como modelo a la carpa (Cyprinus carpio) parasitada

con nem8todos.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron 6 acuarios de 40 1 de capacidad con agua -~
declorada por aereacibén (mInimo 48 horas), provistas de una
bomba de aire Hagen de 115 volts, 60 Hz, 4 watts*, con un -
bombec aproximado de 2500 ml de aire por minuto, con dos -
bocas de alimentacién. En cada acuario se colocaron 10 car-
pas de 25 g de peso (biomasa de 250 g) aproximadamente y se
registraron como: lote 1, tratados con extracto hidrosolu-
ble de ajo; lote 2, tratados con extracto liposoluble de ajo;
lote 3, sin tratamiento o testigo; lote 4, con una mezcla de
los extractos lipo e hidrosoluble; lote 5, tratados con ajo
completo molido y lote 6, blanco de hexano; se hicieron dos

* Rolf C. Hagen (U.S.A.) Corp.



repeticiones.

La obtenci6n de los extractos hidrosoluble y liposolu-
ble de ajo se llevé a cabo de la sicguiente manera:

250 g de ajo se maceraron, colocéndolos en un vaso de
precipitado para agregarles 250 ml de agua destilada, agitan
do esta primera solucién durante una hora a 50°C; se ahadie-
ron 250 ml de hexano, agitando nuevamente durante una hora a
50°C (13). Posteriormente, se filtr6 y se separaron las dos
fases en un embudo de separacién. M8s adelante se colocaron
y agitaron a 50°C hasta que se evaporaron los solventes.

La dosis de los tres extractos se determiné por medio
de una regla de tres simple considerando:

a) Dosis total en gramos de ajo administrada en el en-
sayo piloto (11).

b} Cantidad de extracto hidro y liposoluble obtenidos
en 50 g de ajo entero.

De esto se obtuvo que:

10.50 g extracto hidrosolu-
ble

50 g de ajo completo

3.45 g extracto liposolu--

ble
50 - 10.59 : : 8 - x = 1.7 g extracto hidrosoluble
50 - 3.45 : : B - x = .6 g extracto liposoluble

ya que la dosis de ajo completo melido es de 8 g, los cuales
se mezclaron con 5 g de alimento para ser administrados a -

los peces.

El lote blanco de hexano recibié 5 ¢ de alimento al --



cual se le agregaron 2 ml de hexano dejéndolo evaporar has-
ta quedar completamente seco.

Se tomé una muestra aleatoria de la poblacifn, la --
cual se le practic6 la necropsia, para extraer nem&todos
adultos.

Los muestreos se llevaron a cabo vor la mafiana, ya -
que es cuando Se encuentra la mayor cantidad de huevos de -
parisitos, por sus h&bitos de ovoposicién (12, 14).

Los muestreos se realizaron de la siguiente manerat:

1. Ambientaci6n de los peces 24 horas en agua declora
da por aereacifn, a temperatura de 20°C.

2. Cosecha de heces del fondo de la pecera con ayuda
de una pipeta.

3. Obtencidén de 0.l g de heces al cual se agregé 1 ml
de agua destilada mezclando perfectamente en un -~
frasco pequeiio con 10 perlitas de vidrio.

4. paso de esta solucién por un filtro para eliminar
residuos de heces que impidieran la lectura.

5. Toma de 0.1 ml de la mez¢la con una pipeta Pasteur
colocdndola en un portacbjetos y cubriéndola con -
un cubreobjetos de 24 x 50 mm. De aguf se hizo el
conteo de huevos de nemdtodos al microscopio por -
lectura en greca, de acuerdo con la técnica descri
ta por Stoll (4).

6. El nGmero de huevos observado se multiplicé por --
100 y esto nos di6 el ntmero de huevos por g de he

ces.
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7. Se cambif diariamente el agua de los acuarios para

evitar errores en el muestreo.

D1SEROQ EXPERIMENTAL
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3 OBSERVACIONES CIHGAS
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EXTRACTO EXTRACTO | [TESTIGO | [MEZCIA B AJO COMPLE | [BLANCO DE
HIDROSOLU| | LIPOSOLUBLE EXTRACTOS TO SEGUNDO | {HEXANO SE
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SEGUNDO MUESTREQ POST-TRATAMIENTO
3 OBSERVACIONES CIEGAS

TERCER MUESTREQ POST-TRATAMIENTO
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NECROPSIAS

FIG.16. Secuencia de accionos realizadas diariamente para la
evaluacién del extracto hidresoluble de ajo,extracto
liposoluble de ajo, grupo testigo, mezcla de extractos,
extracto fresco camleto de ajo y blanco de hexano.
Este experimento se realizf 3 veces.




ANALISIS ESTADISTICO:

Se aplicaron las pruebas de x2 y U de Mann-Whitney,
utilizando una escala ordinal porque el conteo bhasal de los
huevos en los 5 grupos no es el mismo y por ello no se pue-
de trabajar con cantidades absolutas, sino gue dicho conteo
se convertid a cantidades relativas, obteniendo asi el por
centaje de huevos hallados en el muestreo {10, 19), elabo--
rando el trabajo estadistico de acuerdo con el siguiente
diagrama de flujo:

HIPOTESIS EMPIRICA

Z1 nGmero de huevos en [o2:1 Ho = %1 = 82 = %3
da lote varia después de [ —?
aolicado el tratamiento. Hp = %) = %3 = 33

T

6 muestras de 10 observa-
ciones cada una con 2 re-
peticiones.

Independientes

!

Escala Ordinal %
) }
x2
U de Mann Whitney

FIG. 1 DIAGRAMA DE FLUJO PARA EL TRATAMIENTO ESTADISTICO
DE LA EFICACIA COMPARATIVA NEMATODICIDA DEL
EXTRACTO HIDROSOLUBLE, DEL LIPOSOLUBLE, DE LA MEZ
CLA DE AMBOS, DEL EXTRACTO FRESCO COMPLETO DE AJO
¥ DEL GRUPO TESTIGO.



i0

RESULTADOS

Se llevaron a cabo 5 ex8meres copro parisitoscépicos
por lote (ver métodos) y las medias de las observaciones se
pueden observar en él cuadro 1. Aguf destaca el grupo --
tratado con ajo completc molido ya que fue el que mostr§ --
una mejor respuesta, traducida en reduccién de la cuenta de
huevos de nemitodos a cero. Los resultados se compararon --
por medio de la prueba de X2, contrastando todos los grupos
entre si{ y con el grupo control, obteniendo de esto que el
tratamiento con ajo result6 ser altamente significativo -«
utilizando los valores relativos porcentuales (P <.00l1).

Asimismo, al confrontar los grupos por parejas se ha-
llaron diferencias estadfsticamente significativas (P<£0.05
P<0.001), como se muestra en el cuadre (2), Sin embargo,
dado que la prueba de %2 es muy sensible a valores indivi--
duales independientemente de los valores promedio se reali-
26 la prueba de Mann Withney, con la gue se detectS que los
contrastes entre extracto hidrosoluble contra mezcla de ex--
tractos; extracto liposoluble contra mezcla de extractos y -
extracto liposoluble contra extracto hidrosoluble, no mostra
ron diferencias estadfsticamente significativas a nivel del
95% de confiabilidad (ver cuadro 2).

Durante las necropsias realizadas en 6 peces tratados
con ajo molido no se detectaron parsitos adultos en el trac
to gastrointestinal. En todos los dem8s grupos (tratados con
extracto liposoluble, hidrosoluble, mezcla y hexano) se en--
contraron cargas parasitarias varijables pero siempre existif

una fécil deteccién de los mismos.
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HIDROSOLUBLE LIPOSOLUBLE CONTROL HIDRO + LIPQ ‘AJO HEXANO

i)
w

X [ X % X s X 3 X

8

PROMEDIO 25.5 100° ©12.5 .. 100 6. 100 316 '/ 100 13,5 100. 611.5 100

MUESTREOS
PRE-TRATA

MIENTO

PRIMER 35 137.25 7%
MUESTREO i
POST-TRA
TAMIENTO

PRIMER 20
MUESTREQ

SEGUNDO
TRATAMIENTO

107 166:66° 145  45.88 2 1

SEGUNDO 30 117.54 8 S R 1 26 433.3 83 26.26 o} [s] 4BO

SEGUNDO
TRATAMIENTO

8.5

Promedio de 3 observaciones ciegas del nfimero de huevecillos (valor absoluto)
valor relativo del nimero de hevecillos por cien.

X

CUADRO 1. VALORES ABSOLUTOS (X} Y RELATIVOS (8) DE EL CONTEQ DE HUEVECILLOS EN LOS
DIFERENTES GRUPOS TRATADOS.



Control
Control
Control
Control
Control

VS.
vSs.
vS.
vs.
vVSs.

Hidrosoluble
Hidrosoluble
Hidrosoluble
Liposoluble

Liposoluble

Mezcla vs.

ajo
hidrosoluble
mezcla
liposoluble
hexano

vs. mezcla

vs. hexano

vs. liposocluble
vs. mezcla

vz. hexano

hexano

Mezcla vs. ajo
Ajo vs. hidrosoluble

Ajo vs. liposoluble

Ajo vs. mezcla

Ajo vs. hexano

CUADRO 2.

P e i e T e e e T N

—~ -

2
X

p <0.005 )
p<0.001 )
p<0.001 )

p«0.01
P« 0.05
pP< 0.05
P 0.05
p <0.05
P< 0.05
p < 0.05
P<0.05
p<0.0L
pP<0.01
p «0.01

p<0.0l
p<0.05

)

)
}
)
)
)
)
)
)
)
)

U DE MANN WHITNEY

e em e e

o~ e~

— o~

—~ -~

p<0.005;
p< 0.001
p<0.001
p< 0.01
p>0.05
p>0.05

p>0.05
p>0.05
p >0.05
p > 0.05

p<0.01
p< 0.01

p<0.01
p< 0.001

2

RELACION DE LA SIGNIFICACION ESTADISTICA CON LA PRUEBA DE X
CONTRASTANDO POR PARES Y LA PRUEEA U DE MANN WHITNEY.

)
)
)
)
)
)

— o

(A}
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DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos se confirman
los hallazgos hechos por Mojica (11} donde se demostré el -
efecto nematodicida del ajo completo-molido en pruebas con

tilapias (Tilapia mossambica). A pesar de gque los extractos

liposoluble e hidroscluble, asi como su combinacién presen=-
taron un efecto reductor de la cuenta de huevos, al contras
te con el grupo control (P 0.05), éste no fue tan notable
como aquel del ajo completo (P 0.00l1). Cabe hacer notar -
que el tratamiento fisico del acuario (cambio diario de --
agua) no influy6 en la cuenta de huevos de nemi&todos si se
considera el grupo control, que fue manejado también con ~-
cambios de agua diarios, el ndmero de huevos no s6lo no dis
minuy6 sino que aument6. Esta observacién por sf misma re-

presenta un hallazgo Gtil ya que valida la metodologla uti-

lizada y pudiera considerarse como precedente para futuros
ensayes del laboratorio ahorrando esfuerzo, costos y tiempo
para pruebas piloto en el tratamiento de enfermedades de los
peces. MAs alin, por los resultados de la necropsia del grupo
control se puede inferir que la té&cnica de Stoll (modifica-
da) es un buen instrumento de evaluacién, ya gue una cuenta
de cero coincide con ausencia de par&sitos adultos.

La necropsia del grupo contrcl y de una muestra alea-
toria de los grupos antes del tratamiento mostraron la pre-
sencia de parisitos adultos, con lo que también se demues-
tra que el efecto del ajo es desparasitante y no solamente

disminuye la ovoposicién de los nemitodos.
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Con esto se rechaza la hipStesis propuesta, ys& que en
este biocensayo no exitié la misma capacidad nematodicida --
del ajo completo con respecto a la de sus extractos. Esto -
puede deberse a m@ltiples factores, incluyendo la forma de
extraccidn, donde el calor, el tiempo de oxtraccidn, etc.
fueron qeterminados empiricamente.

si bien las tendencias internacionales de la indus--
tria farmacéutica proponen la bfisqueda de los principios ac
tivos para poder elaborar férmacos quimicamente puros y es-
tandarizar sus efectos; en los paises del tercer mundo se -
carece de tecnologfa propia que permita realizar esto de --
una manera econdmica y que pudiera beneficiar a la pobla--
cién de manera inmediata. Los medicamentes generalmente son
producidos por empresas transnacionales y dados los siste--
mas de mercadeo, el precio se eleva haciéndose poco accesi-
bles para los piscicultores en este caso.

A nivel mundial y sobre todo en Europa hay una marca-
da tendencia al retorno hacia la medicina tradicional como
alternativa (17) México, ademds de tener una gran tradicién
herbolaria que data de la época prehispfnica, es poseedor -
de una gran variedad de plantas medicinales susceptibles de
ser aprovechadas. En otros pafses que no han adoptado mode-
los de desarrollo en el Srea médica, como China, la princi-
ral rama de la medicina es la herbolaria (17) y no se le --

considera un recurso escaso de fundamentos.
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Es por todo esto que de acuerdo con los resultados -
se propone la utilizacibn del ajo completo-molido a nivel -
de las explotaciones rdsticas de peces, a una dosis de 8 g
por 40 1 de agua, ya que aparentemente es inocuo a esta do-
sis y no produce efectos secundarios, Aunque se pudiera in-~
ferir que no contamina el agua de la misma forma que las --
substancias puras, es necesario llevar a cabo pruebas adi--
cionales para evaluar el impacto ecolbgico de este procedi-
miento, a fin de determinar la manera 6ptima de la utiliza-
cién del ajo como antiparasitario en peces. Se considera es
to como pasO consecuente a este ensayo en virtud de que el
procedimiento es econbmico y sencillo; siendo el Gnico
inconveniente el olor penetrante que puede ser molesto para

el operador.
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