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RESUMEN

Los Anisakis spp. son nemátodos presentes en hospedadores intermediarios marinos de interés comercial a nivel
mundial y están asociados con una zoonosis conocida como Anisakiasis, posiblemente como consecuencia de la
producción de alérgenos. A pesar de que existen numerosos estudios sobre la especie Anisakis simplex, son
limitadas las investigaciones centradas en otras especies, como Anisakis pegreffii, especie con alta abundancia en
Chile. El objetivo de esta investigación es determinar la actividad alergénica de Anisakis pegreffii en células
humanas embrionarias de riñón y epiteliales de colon provenientes de hospedadores intermediarios marinos
(Trachurus murphyi y Dosidicus gigas) de interés comercial en Chile. Para ello, se llevó a cabo la identificación
taxonómica de los parásitos con el gen COX2, el aislamiento de los alérgenos a través de HPLC, y exposición en
células humanas a distintos tratamientos del alérgeno (0 µl, 1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl). Se identificó como única especie
A. pegreffii con porcentajes de similitud superiores a 97% comparado con estudios anteriores y sin divergencia
genética. La extracción de alérgenos para A. pegreffii se realizó mediante HPLC a través de la columna TSK gel
y CHT XT hidroxiapatita donde se estableció cambios en las cantidades de reactivos y tiempos de corrida. Se
obtuvieron dos picos de elusión para ambas especies con la columna TSKgel y un pico de elusión con CHT XT,
esto evidencia diferencias en cuanto a la cantidad de extracto proteico siendo mayor el extracto obtenido para la
especie D. gigas, pero no significativamente mayor que T. murphyi, sin embargo, podría existir una posible
variación en la expresión alergénica entre hospedadores. La evaluación de viabilidad celular y los análisis
morfológicos mostraron variaciones en la actividad metabólica, proliferación celular, cantidad de células vivas
y muertas y ciertos caracteres morfológicos. Esto implicaría que el efecto del consumo de diferentes hospedadores
que están infectados por el parásito podría generar respuestas celulares diferentes en seres humanos y que al
parecer existen ciertos mecanismos de respuestas celulares frente a una posible amenaza. Es por esto por lo que
este estudio contribuye a establecer medidas de detección específicas de alérgenos de A. pegreffii, lo que permitirá
abordar medidas frente a una posible futura crisis sanitaria.

Palabras claves: Anisakiasis, actividad alergénica, células humanas
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ABSTRACT

Anisakis spp. are nematodes found in commercially important marine intermediate hosts worldwide and are
associated with a zoonosis known as anisakiasis, possibly as a consequence of allergen production. Although
numerous studies have been conducted on the species Anisakis simplex, research focused on other species, such
as Anisakis pegreffii, which is highly abundant in Chile, remains limited. The objective of this study was to
determine the allergenic activity of Anisakis pegreffii in human embryonic kidney and colonic epithelial cells
exposed to allergens obtained from commercially important marine intermediate hosts (Trachurus murphyi and
Dosidicus gigas) in Chile. For this purpose, taxonomic identification of the parasites was performed using the
COX2 gene, allergens were isolated by high-performance liquid chromatography (HPLC), and human cells were
exposed to different allergen treatments (0, 1, 2, 4, and 8 µL). A. pegreffii was identified as the only species, with
similarity percentages greater than 97% compared with previous studies and no genetic divergence. Allergen
extraction from A. pegreffii was performed by HPLC using a TSKgel column and a CHT XT hydroxyapatite
column, with modifications established in reagent quantities and run times. Two elution peaks were obtained for
both host species using the TSKgel column, while one elution peak was obtained using the CHT XT column.
These resµlts evidenced differences in the amount of protein extract obtained, with a greater extract obtained
from D. gigas, although this difference was not statistically significant compared with T. murphyi. However, a
possible variation in allergen expression between hosts may exist. The assessment of cell viability and
morphological analyses revealed variations in metabolic activity, cell proliferation, the number of viable and dead
cells, and certain morphological characteristics. These findings suggest that the consumption of different hosts
infected with the parasite may induce different cellular responses in humans and that certain cellular response
mechanisms may be activated in response to a potential threat. Therefore, this study contributes to establishing
specific detection measures for A. pegreffii allergens, which may support the development of strategies to address
a potential future public health crisis.

Keywords: Anisakiasis, Ani s 2, Ani s 3, allergenic activity, human cells
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INTRODUCCIÓN

Anisakis

Los nemátodos del género Anisakis son parásitos que miden entre 20 y 30 mm (Moreira & López San Román,
2010) y comprende nueve especies con una amplia distribución geográfica a nivel mundial (Mattiucci et al., 2018;
Figura 1).

Figura 1. Distribución geográfica de las especies del género Anisakis presentes en hospedadores de importancia
comercial. Los colores representan las especies del género: ⧭A. simplex,
⧭A.pegreffii,⧭A.berlandi,⧭A.ziphidarum,⧭A.nascettii,⧭A.physeteris,⧭A.brevispiculata,⧭A.paggiae,⧭A.typica.
Figura modificada de Mattiucci et. al (2018).

La amplia distribución del género Anisakis se debe a la complejidad en su ciclo de vida, producto del número de
hospedadores en su desarrollo larval (Ubeira, 2015). En el estadio adulto parasita a hospedadores definitivos,
específicamente mamíferos marinos de gran tamaño como focas, ballenas u otros (Martínez et. al, 2009). Luego,
al fecundar y expulsar sus huevos a través de las heces de los mamíferos, los nemátodos integran su primera fase
larvaria (L1) a la deriva dentro del océano, para posteriormente ser ingeridos por un hospedador primario
zooplanctónico en su estadía larval secundario (L2) y terciario (L3) (Fernández et. al, 2022), donde se pueden
encontrar en el hemocele (Roberts et al., 2013). Posteriormente, ingresa a un hospedador depredador, ya sea peces
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o cefalópodos (Martínez et. al, 2009). Estos parásitos se desarrollan en una amplia variedad de hospedadores
intermediaros, como por ejemplo jurel, merluza, atún y otros, por lo que ocupan un amplio nicho ecológico
(Mattiucci et al., 2018; Fiorenza et al., 2020). Las larvas, se adhieren enquistados al sistema digestivo, en forma
de espiral y en la musculatura, para finalmente volver a su hospedador definitivo y comenzar nuevamente con su
ciclo. No obstante, el ser humano forma parte de este ciclo de vida de manera accidental al consumir hospedadores
intermediarios crudos, marinados, ahumados o poco cocidos principalmente especies de interés comercial, como
bacalao, jurel y merluza (Martínez et al., 2009; Figura 2).

Figura 2. Representación del ciclo de vida de Anisakis (Martínez et al., 2009).

Las larvas al encontrarse adheridas en el interior de sus hospedadores intermediarios causan daños fisiológicos,
morfológicos, disminuyendo su nivel de supervivencia (Bush et al., 2001). En el caso del pez dorado (Carassius
auratus), se ha observado que estos nemátodos provocan hemorragias debido a su asentamiento en el tracto
digestivo y en la cavidad celomática, lo que degrada e imposibilita el sistema de transporte de nutrientes y
sobrecarga el sistema de almacenamiento de desechos (López-Verdejo et al., 2022; Marino et al., 2013). De igual
forma, en el bacalao del Atlántico (Gadus morhua), se ha visto afectado su sistema respiratorio producto del daño
branquial y además el deterioro de su musculatura, disminuyendo su valor comercial de exportación (Nadolna-
Allyn et al., 2022).
En general, Anisakis se pueden distinguir en dos tipos de larvas con estadío larval L3, dependientes de la especie,
ya sea de tipo I (T1) y II (T2) mediante caracteres de cola, diente cuticular y ventrículo (Ubeira, 2025; Figura 3),
mientras que en su etapa adulta hay una clara expresión en cuanto a sus caracteres sexuales (Mattiucci et al.,
2018). Las características de la cola de Anisakis de la larva de T1, presenta una cola corta y redondeada adherida
a una estructura terminal llamada mucrón, mientras que en la larva de T2, tiene una cola alargada y puntiaguda,
ausente de mucrón (Figura 3) (Castellano-Garzon et al., 2020; Berland, 1961). Por otro lado, en uno de sus
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extremos presenta un diente cuticular triangular, y su función principal es romper los tejidos de sus hospederos,
para poder adherirse a ellos (Grabda, 1976). Finalmente, el ventrículo esofágico intestinal, suele ser alargado
unido al mucrón terminal en la larva T1, mientras que en la larva T2 se acorta esta estructura y se une
horizontalmente al intestino (Berland, 1961). A pesar de los esfuerzos por realizar la identificación a través de
sus caracteres morfológicos, ha habido problemas en la separación de especies de Anisakis, debido a la morfología
similar entre ellas (Buchmann & Mehrdana, 2016; Nadler & Pérez-Ponce de León, 2011).

Figura 3. Estructuras características del género Anisakis a) cola con mucrón, b)
ventrículo y c) diente cuticular. Figura modificada de Kanarek & Rolbiecki (2006).

Actualmente, la identificación taxonómica molecular ha demostrado ser más precisa, fiable y efectiva en cuanto
a la diferenciación de las especies (Fernández et al., 2023, Lugo et al., 2024), que la taxonómica tradicional por
caracteres morfológicos (Torres et al., 2007, George-Nascimento & Llanos, 1995). Estas herramientas requieren
el uso de marcadores moleculares/genéticos, los cuales permiten el reconocimiento de ciertas regiones, como el
gen mitocondrial de la subunidad 2 del citocromo oxidasa (COX2). Este marcador mitocondrial tiene una alta
precisión para la identificación de Anisakis (Muñoz & Olmos, 2008; Mattiucci et al., 2018), debido a que es
altamente conservado, pero a la vez presenta variabilidad entre diferentes especies parásitas que comparten
similitudes morfológicas (Mattiucci et al., 2018).

Registro de Anisakiasis

Los casos de Anisakiasis han aumentado entre 1965 y 2022 registrándose 34 países potencialmente activos
como Japón, España y Corea del Sur (Shamsi & Barton, 2023), principalmente debido al aumento del consumo
de pescados crudos.
Un estudio realizado en Corea del Sur analizó las características clínicas y sintomáticas de 10 pacientes alérgicos
a Anisakis sp. Los resultados indican que esta enfermedad no presenta dependencia en cuanto al sexo del paciente;
sino al tipo de preparación de los productos (crudo o semi crudo). Donde las personas que tienen un mayor riesgo
de Anisakiasis es la población entre 20 y 74 años (Choi et al., 2009). El consumo de congrio, calamar, platijas,

a) b) c)
mucrón

ventrícµlo
diente cuticµlar
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atún y caracoles marinos infestados con Anisakis sp. conlleva a síntomas como urticaria, dolor abdominal y
anafilaxia, así como picazón nasal, rinitis alérgica y urticaria crónica (Choi et al., 2009).
Debido al aumento en la demanda alimentaria a nivel mundial, se ha incrementado el consumo de especies
marinas hospedadoras intermediarias de Anisakis spp. (FAO, 2022). El continuo uso de sus hospedadores en
preparaciones gastronómicas eleva la alerta de un posible aumento de Anisakiasis en seres humanos en el futuro.
Estas predicciones se basan en el reporte alergénico en Europa (Palomba et al., 2019) y el registro mundial entre
1965 y 2022 con un total de 762 casos registrados de infección parasitaria en distintos países, incluyendo casos
clínicos en Chile (Shami & Barton, 2023; Von-Muhlenbrock et al., 2021).
Chile es considerado un “hot spot” de la Anisakiasis debido a la alta prevalencia de larvas de Anisakis sp. en
diferentes especies marinas de interés comercial (Rahmati et al., 2020). Los casos de Anisakiasis reportados en
el país han ido en aumento (Torres et al., 2014), por lo que estudios en especies de Anisakis sp. reportadas en el
país son necesarios.
Los anisakis se han encontrado en 40 especies de hospedadores de interés comercial en Chile, como Trachurus
murphyi (Jurel), Merluccius gayi (Merluza común), Dosidicus gigas (Jibia), Brama australis (Reineta), entre
otros (Muñoz & Olmos, 2008; Lugo et. al, 2024). Recientemente, se ha reportado la dominancia de A. pegreffii
en distintos hospedadores a lo largo del país (Lugo et al., 2024) con una alta incidencia. Incluso se han observado
haplotipos únicos de A. pegreffii en Dosidicus gigas a diferencia de los peces examinados (Lugo et al., 2024), lo
que indica una posible diferenciación entre las poblaciones de A. pegreffii. A pesar de esto, estudios anteriores
encontraron que los alérgenos son expresados sin importar la especie de hospedador o cambios de temperatura o
acidez (Lugo et al., 2026), lo que indica su alta resiliencia a cambios ambientales, esto puede ser debido a regiones
moleculares conservadas especificas del sistema inmune de peces (Silva et al., 2024), corroborando una
coevolución entre el parásito y su hospedador. Hasta la fecha, no se encuentran registros coevolutivos de la jibia
y el parásito e igualmente, no se dispone de información sobre la relación entre la actividad alergénica de A.
pegreffii y sus hospedadores accidentales humanos.

Anisakiasis y la salud pública

De las nueve especies que conforman el género Anisakis, A. simplex y A. pegreffii han sido reportadas como
causantes de problemas de salud pública en seres humanos (Mattiucci & D’Amedio, 2014; Bao et al., 2017),
provocando la enfermedad zoonótica emergente, conocida como Anisakiasis. Esta enfermedad es una zoonosis
de parásitos que producen alérgenos, los cuales son proteínas o glicoproteínas que provocan reacciones alérgicas
a individuos más susceptibles (Reyes et. al, 2020). Además, son producidos durante todo el ciclo de vida del
parásito y se liberan a través de sus glándulas, ventrículo y cutícula (Guerra, 2015; Audicana &Kennedy, 2008).
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Se han reportado 14 alérgenos asociados a A. simplex, según el subcomité de Nomenclatura de Alérgenos de la
Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS)
(Palomba et al., 2019; Audicana &Kennedy, 2008). Existen diferentes tipos de acuerdo con cómo son producidos,
por ejemplo, los alérgenos Ani s 1, Ani s 7 y Ani s 13 se producen a través del sistema excretor/secretor (Kobayashi
et al. 1972). Mientras que el alérgeno Ani s 2 y Ani s 3, son alérgenos somáticos principales, liberados por las
células del cuerpo, produciendo los efectos alérgicos a través de la presencia directa del parásito con el ser
humano, y que además puede llegar a ser transmitido por larvas muertas que se encuentran en los alimentos
(Ubeira, 2015; Wan Hamid et. al, 2023).
La metodología de extracción y purificación de estos alérgenos solo ha sido establecida para A. simplex, en donde
se realizó el método de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) (Kobayashi et al., 2007). Mientras que
para los alérgenos de A. pegreffii sólo se ha logrado reconocer su prevalencia (Shimakura et al., 2004).
Actualmente, sólo se conoce el riesgo de Anisakiasis provocado por la ingesta y contacto directo con el parásito
A. simplex, donde el riesgo provocado por otras especies como A. pegreffii es aún escaso. Pero debido al alto grado
de similitud entre estas especies hermanas (A. simplex y A. pegreffii), es probable que puedan existir riesgos
similares asociados a estos alérgenos en cuanto su comportamiento en seres humanos (Quiazon et al., 2013).

Como medida de protección, en el cuerpo del ser humano existen células especializadas en el sistema inmune,
que reaccionan a través de diferentes mecanismos de defensa frente a estos patógenos (Murphy &Weaver, 2016).
Entre éstas, las inmunoglobulinas (Ig) las cuales desempeñan un papel crucial, ya que son producidas por células
plasmáticas especializadas con la funcionalidad de señalar la presencia de patógenos que ingresan al organismo
(Burton, 1990). A pesar de que los anticuerpos actúan como una señal de advertencia, algunas personas con un
sistema inmune sensible a los alérgenos, los reconocen como una amenaza y desencadenan una respuesta
inmunológica anormal (Pardo, 2016). Las manifestaciones de estas reacciones incluyen hipersensibilidad y
urticaria crónica, así como síntomas gástricos, intestinales y ectópicos (Audicana & Kennedy, 2008; Choi et al.,
2009; Mattiucci et al., 2017). Si se registran altas concentraciones de alérgenos, se provoca un daño celular debido
a las reacciones inflamatorias y al estrés oxidativo, lo que puede ser observado a través de alteraciones
morfológicas y funciónales como en el caso de las membranas celulares y el ADN (Esposito et. al, 2012).
Actualmente, hay escasos estudios del efecto de los alérgenos en las células humanas, así como también el daño
funcional en las células involucradas en dichas reacciones (Pardo, 2016; Wan et al., 2023).

Los métodos convencionales actuales para diagnosticar la alergenicidad de estas toxinas en seres humanos
incluyen la visualización de la larva mediante gastro endoscopia y colonoscopia, y, en algunos casos, la
posibilidad de realizar intervenciones quirúrgicas (Moreira & López, 2010). Por otro lado, se utilizan pruebas de
detección de IgE específicas a alergias en general y pruebas cutáneas relacionadas con el consumo de pescados,
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(Gómez et al., 2003). Para ello es necesario desarrollar métodos específicos para la obtención de alérgenos de A.
pegreffii, y determinar su efecto en células humanas, que permitan avanzar en el conocimiento de anisakiasis en
Chile.
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

 ¿Cómo influye el hospedador en la actividad alergénica de A. pegreffii en células humanas?
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HIPÓTESIS

 Los alérgenos de Anisakis pegreffii inducen respuestas diferenciales en líneas celulares humanas,
dependiendo del hospedador de origen del parásito.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad alergénica de Anisakis pegreffii en células humanas, provenientes de hospedadores
intermediarios marinos (Trachurus murphyi y Dosidicus gigas) de interés comercial en Chile.

Objetivos Específicos

1. Identificar molecularmente larvas de Anisakis pegreffii proveniente de Trachurus murphyi y Dosidicus
gigas mediante el marcador COX2

2. Caracterizar alérgenos de Anisakis pegreffii provenientes de hospedadores intermediarios marinos.
3. Comparar la respuesta alergénica de Anisakis pegreffii entre Trachurus murphyi y Dosidicus gigas en

células humanas.
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MÉTODOS

1. Sitio de muestreo y procesamiento de muestras

El muestreo se llevó a cabo en la Región del Biobío, en donde se recolectaron 5 ejemplares de Trachurus
murphyi (jurel) y 4 ejemplares Dosidicus gigas (jibia) en el terminal pesquero de la Caleta Lo Rojas (37°
1'29.77"S, 73° 9'24.57"O) y Talcahuano (36°51'38.96"S, 73° 7'20.40"O) de la Región del Biobío.
Los ejemplares no fueron seleccionados por diferenciación de sexo. Luego en el Laboratorio de Ecología de la
Facultadde Ciencias en la Universidad Católica de la Santísima Concepcion se realizó una disección de la cavidad
estomacal de todos los hospedadores, para extraer larvas de Anisakis sp. presentes en la masa visceral y otros
órganos. Este procedimiento se llevó a cabo utilizando un negatoscopio artesanal con luz blanca.

2. Identificación morfológica de Anisakis

Para la identificación de Anisakis, se realizó una observación en microscopio estereoscópico con aumentos de
10/40X adaptado a una cámara digital Leica con pantalla de TV. Esto permitió identificar la presencia o ausencia
de los caracteres morfológicos típicos del género Anisakis siguiendo la clasificación de Berland (1961, Figura
4).

Figura 4. Características del género Anisakis identificadas en microscopio estereoscópico en la a) cola con
mucrón, b) el ventrículo y c) diente cuticular.

Posteriormente, se seleccionaron aleatoriamente 10 individuos de Anisakis por hospedador. Luego se realizó un
corte transversal en el parásito entre el anillo nervioso y el poro excretor con la finalidad de obtener un trozo de
cada individuo, para llevar a cabo el análisis de identificación molecular. El trozo se almacenó en alcohol al 95%.
Mientras que el resto del individuo fue mantenido y congelada para la extracción y purificación de los alérgenos.

c)a) b)
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3. Identificación molecular taxonómica de Anisakis pegreffii

La extracción del ADN genómico de cada larva se realizó con el kit de extracción de ADN E.Z.N.A Tissue DNA
OMEGA Bio-Tek, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego se amplificó el gen mitocondrial COX2
específico para Anisakis, utilizando los partidores 211 (5´ TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT 3´) y 210
(5´ CACCAACTCTTAAAATTATC 3´) (Nadler et al. 2000). La amplificación se realizó en un equipo de PCR
Veriti Thermal Cycler en las siguientes condiciones: 8 min a 95°C, 40 ciclos de 40 s a 96°C, 40 S a 45°C y 40 s
a 72°C. Posteriormente se realizó la extensión final del ADN durante 10 min a 72°C. Finalmente para visualizar
los resultados de la amplificación, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 10% teñido con Safeview
durante 30 min a voltaje 80, para posteriormente ser observados en un transluminador UV (Lugo et al, 2024). Las
muestras fueron enviadas a secuenciación a la Compañía Macrogen Inc, Chile.
Para el análisis y edición de las secuencias se utilizó el programa BIOEDIT 7.0. Posteriormente, se empleó una
búsqueda de secuencias disponibles en la base de datos de National Institutes of Health (NCBI por su sigla en
inglés) aplicando BLAST como herramienta comparativa en Genbank (Altschµl et al., 1990), para la
identificación molecular de las larvas. Se tomaron en cuenta el porcentaje de similitud y el e-value.
Junto con muestras obtenidas de Lugo et al. (2024), se realizaron análisis de diversidad genética a través de DnaSP
6 (Rozas et al, 2017), para comparar la variabilidad genética entre larvas provenientes de diferentes hospedadores,
y un árbol filogenético de Máxima Verosimilitud para observar si hay cambios evolutivos en la especie usando
el software MEGA 7 (Kannan & Wheeler, 2012). Para enraizar el árbol se utilizaron dos especies como grupo
externo: A. nascetii (JQ912692.1) y A. brevispiculata (JQ912694.1) Se realizó una red de haplotipos en el
software Popart (Leigh & Bryant, 2015) para visualizar las relaciones evolutivas de los genotipos entre las
secuencias de ADN obtenidos por Lugo et al. (2024) y este estudio.

4. Extracción de los alérgenos

Se utilizó como base la metodología de A. simplex por Kobayashi et. al, 2007. La extracción inició con la
liofilización, y trituración de las larvas, luego se aplicó 8 ml tampón de fosfato 10 mM (pH 6,8) con 0,07 g de
NaCl 150 mM, 80 µl de cóctel de inhibición de proteasa y 0,0484 g de cisteína a 500 mM. Posteriormente, la
muestra fue homogeneizada para continuar con la centrifugación a 20.000 x g durante un periodo de 20 min a
4°C.
Luego de la centrifugación, se eliminó el sobrenadante de las muestras, para luego realizar un lavado continuo
del precipitado con 6 o 9 repeticiones con los 30 ml del tampón de fosfato. Posterior a ello se suspendió y precipitó
añadiendo 7 ml de acetona fría al 85%, para así filtrar y secar a presión reducida en la estufa.
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Luego del lavado, se agregaron 20 ml de solución salina tamponada con fosfato 10 mM con NaCl 900 mM y 220
µl de cóctel inhibidor de proteasa, el cual se agitó durante un periodo de 14 horas por 4°C. Luego de las 14 horas
se agregaron 0,095 g de MgCl, 0,77g DTT y 400 µl ATP hasta obtener concentraciones de 1mM, 5mM y 1 mM.
Nuevamente se prosiguió a realizar la agitación del precipitado durante 1 h a 4°C.
Posteriormente, se centrifugó a 117.000 x g durante 1 h a 4°C. Luego se agregó 0,02 g de timerosal al 10% para
obtener la fracción de proteína.
Finalmente, se les añadió sulfato de amonio al 15%-20% de saturación y se recogió el precipitado mediante
centrifugación a 20.000 g durante 20 min a 4°C. El precipitado se disolvió en 4 ml de tampón de fosfato 0,01 M
(pH 6,8) el cual contiene 900 mM NaCl, 5 mM de TDT y 0,02 g de timerosal, y se agito durante 4 días a 4°C.

5. Purificación de los alérgenos

Para realizar la purificación de los alérgenos, se utilizó la técnica de HPLC con una columna TSKgel ODS-120T,
de 4.6 mm y 25 cm de largo y una columna de CHT XT hidroxiapatita. La elución a partir de la columna TSKgel
ODS-120T se realizó a través de un gradiente lineal de 60 min de tampón fosfato 10-100 mM (pH 6,8) con 900
mM de NaCl a un caudal de 1 ml /min. La proteína se inmovilizó con un tampón de 900 mM de NaCl. Durante
este procedimiento las proteínas fueron monitoreadas a 280 nm con un detector UV. Mientras que la elusión de
la columna CHT XT hidroxiapatita se realizó a un gradiente lineal de 60 minutos en un tampón de fosfato de 10-
600 mM (pH 6.8) con 900 Mm de NaCl a un caudal de 1ml/min. La proteína se inmovilizó con un tampón de
fosfato a 10 mM con 900 mM de NaCl y luego con una fase móvil de tampón de fosfato a 600 mM (pH 6.8) con
NaCl 900 mM para inmovilizar, debido a que Ani s 2 es insoluble en soluciones que tengan baja fuerza de iones.
Posterior a ello, los eludidos fueron liofilizados y resuspendidos en 50 µl de PBS 1X.
Finalmente se utilizó un equipo Nanodrop para la cuantificación de las muestras. Se obtuvieron las
concentraciones de las proteínas aisladas con la columna TSKgel ODS-120T, sin embargo, las muestras obtenidas
con la columna CHT XT no se cuantificaron debido a la presencia de un compuesto salino.
Las diferencias estadísticas entre los picos cromatográficos encontrados en larvas de A. pegreffii presentes en
ambos hospedadores, fueron obtenidas mediante un análisis de la varianza de una vía (ANOVA), considerando
como factor al hospedador, complementado con la evaluación de los supuestos de Shapiro-Wilk y Levene,
mientras que post hoc se utilizó una prueba de Tukey.
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6. Respuesta alérgica

6.1 Cultivo de células humanas
Se utilizaron las células de riñón HEK-293 (ATCC® CRL-1573TM) y células de colon CCD 841 CoN humanos
inmortalizadas. Un total de 1 ml de contenido celular fue colocado en placas de 60 mm y 100 mm con un medio
de DMEM para ambas líneas celulares en separado, el cual se complementó con suero fetal bovino al 10% (5 ml),
L-glutamina al 4 Mm (500 µl), bicarbonato de sodio a 1.5 mg/mL y glucosa 4.5 mg/mL. Por cada medio de
Cultivo, se adicionó penicilina-estreptomicina 500 µl, luego se aplicaron 4 ml para la placa celular de 60 mm y
7 ml para la placa de 100 mm. La incubación de las placas celulares se realizó a 37°C en un ambiente de 5% CO2,
en el caso de las células HEK-293 se aplicó un tiempo de división celular de 2 a 4 días para obtener la confluencia
cerca del 80% de la placa, mientras que en el caso de las células CCD 841 Con hasta 2 semanas. Posterior a ello,
las células fueron tripsinizadas para desprender las células de la placa madre. Se contabilizó el número total de
células para colocar en las placas de Cultivo, con el equipo automatizado Invitrogen Countess 3. Para ello, se
utilizaron placas de 12 pocillos con 20.000 células y placas de 96 pocillos con 8.000 células de cada línea celular,
las cuales tuvieron tiempo de adhesión de 24 horas para las células de riñón y 48 horas para las células de colon
con la finalidad de que su adherencia fuera optima y de morfología natural.

6.2 Exposición de las células a los alérgenos
Se aplicaron los extractos de A. pegreffii provenientes de Trachurus murphyi y Dosidicus gigas a ambas líneas
celulares (HEK-293 y CCD 841 CoN) por separado, por un periodo de 24 horas de incubación con distintas
concentraciones del alérgeno, 0 µl, 1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl. Un tratamiento control fue igualmente realizado en las
mismas condiciones de los tratamientos, a excepción de la aplicación de los alérgenos, con la finalidad de poder
comparar el estado celular antes y después de la exposición.

7. Análisis morfológico celular

7.1 Visualización exploratoria
Para observar los cambios morfológicos, se utilizó el equipo CytoSMART, que permite obtener imágenes
detalladas de cambios de las células en respuesta a las distintas concentraciones de alérgenos y tratamiento
control.

7.2 Cristal violeta
Se aplicó el método de cristal violeta en 20.000 células por pocillo en placas de 12 pocillos, para evaluar la
integridad de la membrana celular. Este procedimiento cuantifica la cantidad de pigmento adherido en las
membranas celulares, lo que refleja la viabilidad de las células expuestas a agentes tóxicos, como los alérgenos.
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El tinte se aplicó en el Cultivo celular para ser absorbido por las células que son viables. Posteriormente, el
pigmento se combinó con metanol, generando la solución pigmentada de color violeta que tendrá una absorbancia
de 570 nm. La viabilidad celular (% abundancia relativa) fue finalmente cuantificada utilizando el lector de
multiplicas Cytation-5.

7.3 Ensayo de citotoxicidad

Para evaluar la viabilidad celular, se utilizó el método XTT en 8000 células en placas de 96 pocillos. Este es un
ensayo colorimétrico que cuantifica la viabilidad como la citotoxicidad celular, con el objetivo de evaluar el nivel
de toxicidad de los alérgenos. Este ensayo es una modificación del método MTT (García-Contreras et al., 2019),
el cual mide la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) por
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa, resultando en la formación de cristales insolubles. En el caso
del XTT, el objetivo es reducir la sal de sodio 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sµlfofenil)-2-h-tetrazolium-5-
carboxanilide (XTT) mediante las deshidrogenasas mitocondriales hasta obtener cristales solubles de formazán.
Este proceso se acelera mediante la adición de Fenasina Metosulfato (PMS), que actúa como un acoplador de
electrones. Las células se cultivan en placas de 96 pocillos y se incuban con reactivos indicados en el cóctel del
fabricante a 37°C, durante 5 horas, hasta que se observe la coloración anaranjada debido a la reducción del
formazán, que se mide a 490 nm en un espectrofotómetro.

8. Análisis estadístico

La comparación entre las diferentes concentraciones de alérgenos provenientes de A. pegreffii en T. murphyi y
D. gigas en células HEK-293, se obtuvo mediante un análisis estadístico inferencial en el software RStudio.
Igualmente, se verificó el cumplimiento de los supuestos de normalidad residual del modelo mediante la prueba
de Shapiro-Wilk y de homocedasticidad de varianzas mediante la prueba de Levene. Por otro lado, se utilizó la
prueba de T Student para realizar las comparaciones entre las especies y entre los tratamientos por especie con un
nivel de significancia de p < 0.05.
Posteriormente, se realizó un análisis de varianza bifactorial (ANOVA de dos vías) para hacer la comparación
entre los tratamientos aplicados (0,1,2,4,8 µl). Finalmente se realizó una prueba post hoc de Dunnett, para
comparar los tratamientos con el control (0 µl) por cada línea celular con un nivel de significancia de p < 0.05.
En ello los valores obtenidos, fueron representados como porcentaje de viabilidad celular en relación con el
control sin tratamiento, considerado como referencia máxima de viabilidad en un 100%.
Mientras que, para comparar la sección de purificación en HPLC, se utilizó la prueba post hoc de Tukey para
comparar la diferencia que existe entre ambos grupos.
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En el caso de la línea celular CCD 841 CoN, debido a las limitaciones asociadas al lento crecimiento celular, el
número de observaciones y número de replicas no fueron suficientes para cumplir con una prueba estadística
paramétrica. Por tanto, los resultados obtenidos fueron analizados sólo de forma exploratoria y descriptiva.
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RESULTADOS

O1: Identificar molecularmente larvas de Anisakis pegreffii proveniente de Trachurus murphyi y
Dosidicus gigas mediante el marcador COX2

Morfología de Anisakis pegreffii

Se obtuvieron en promedio 38 larvas de nemátodos para la especie T. murphyi y 30 para la D. gigas por cada
hospedador. Los parásitos fueron encontrados asentados en la cavidad estomacal y dentro de las capas de
recubrimiento estomacal para ambos hospedadores. Mediante la observación microscópica se encontraron
caracteres taxonómicos principales del género Anisakis. Entre ellas, el cuerpo del individuo era alargado y
cilíndrico, con presencia de zona ventricular alargada, diente cuticular y mucron terminal característico de las
larvas en el tercer estadio.

Identificación taxonómica molecular

Se identificaron larvas correspondientes a la especie Anisakis pegreffii para ambos hospedadores. Las larvas
provenientes de T. murphyi presentaron valores de 97,60-99,66% de similitud y un e-value de 0. Resultados
similares fueron obtenidos para larvas presentes en D. gigas, 97,28-100% de similitud y un e-value de cero (Tabla
1).

La distancia genética entre las larvas de ambos hospedadores es cercana a cero, lo que indica que se encuentra la
misma especie en ambos hospedadores.
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Tabla 1. Identificación taxonómica de larvas de nemátodos provenientes de T. murphyi y D. gigas mediante
NCBI.

Diversidad genética

Las larvas de ambos hospedadores presentaron una diversidad nucleotídica baja y con solo un haplotipo,
indicando la alta similitud entre los nemátodos. A pesar de ello las larvas en D. gigas presentaron una diversidad
nucleotídica mayor que las larvas en T. murphyi (Tabla 2).

Tabla 2. Índices genéticos en A. pegreffii provenientes de T. murphyi y D. gigas. S, Número de haplotipos. h,
número de haplotipos. Hd, diversidad haplotipica. x ̄ Dif, promedio de las diferencias de nucleótidos.

Junto con las secuencias obtenidas previamente y las de este estudio (17 secuencias: 9 correspondiente al estudio
y 8 secuencias de Lugo et. al (2024), se obtuvieron 53 sitios de polimorfismos, con un total de 1 haplotipo, y
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diversidad nucleotídica baja (0.01), indicando una baja variabilidad genética entre las secuencias, sugiriendo una
alta similitud entre las secuencias analizadas (Tabla 3).

Tabla 3. Índices genéticos en A. pegreffii provenientes de T. murphyi y D. gigas de secuencias obtenidas de Lugo
et. al (2024) y en este estudio. S, Número de haplotipos. h, número de haplotipos. Hd, diversidad haplotipica. x ̄
Dif, promedio de las diferencias de nucleótidos.

Los resultados obtenidos en el árbol filogenético indican solapamiento y no diferenciación genética. Sólo se puede
observar que la muestra DG1 (larvas en D. gigas de este estudio) presentó diferencias con el resto de las
secuencias (Figura 5)

Figura 5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud para parásitos de A. pegreffii obtenidas en Lugo et. al
(2024) y en esta investigación (J1-5 y DG1-4).

La red de haplotipos presentó una forma estrellada con haplotipos únicos de larvas presentes D. gigas (Figura 6),
en donde además se presentan haplotipos con pocos pasos mutacionales y se observa un haplotipo central. Estos
resultados coinciden con Los resultados obtenidos anteriormente reforzando la baja divergencia genética.
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Figura 6.Red de haplotipos de larvas de A. pegreffii basada en el marcador molecular COX2. Los colores indican
la representación de las secuencias obtenidas en este estudio JTM (Jurel) señalado en color azul y DG (Jibia) en
color rosa. Mientras que ATM (Jurel) en celeste y ADG (Jibia) en naranja corresponden a las secuencias obtenidas
en el estudio de Lugo et. al (2024).

Los análisis genéticos indicaron que hay una baja diferenciación genética entre las larvas de A. pegreffii
provenientes de T. murphyi y D. gigas, Por otro lado, en el caso del árbol filogenético y red de haplotipos se
observó escases en cambios mutacionales, a pesar de que D. gigas presentara haplotipos únicos, no fueron
suficientes para presenciar heterogeneidad genética entre las muestras que fueron analizadas.
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O2: Caracterizar alérgenos de Anisakis pegreffii provenientes de hospedadores intermediarios marinos.

Extractos y purificación de proteínas de A. pegreffii

Los alérgenos obtenidos con ambas columnas indican que el método utilizado de extracción y purificación de los
alérgenos resultó óptimo para las muestras de A. pegreffii presentes en ambos hospedadores a partir de las
modificaciones realizadas en estudios previos con la especie A. simplex.

En el caso de los perfiles obtenidos con la columna TSK gel ODS-120T, se obtuvieron dos picos de elusión en
tiempos de retención diferentes. Uno cercano a los 5,5 minutos y el segundo a los 21 minutos para todas las
muestras (Figura 7), por ende, se obtuvieron dos extractos por cada grupo larval de cada hospedador. Uno de
estos picos es compatible preliminarmente con el perfil esperado para Ani s 2, mientras que el segundo
corresponde a una proteína no identificada.

La cuantificación de la concentración realizada en el equipo Nanodrop, indica que hay mayor concentración de
las proteínas aisladas totales en los extractos provenientes de las larvas de D. gigas (Tabla 4).

Tabla 4. Concentración de alérgenos de A. pegreffii en ambos hospedadores obtenidos en HPLC con la columna
TSK gel ODS-120T.
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A)

B)

Figura 7. Perfiles proteicos obtenidos en HPLC con la columna TSKgel ODS-120T para las larvas de A. pegreffii
provenientes de A) D. gigas y B) T. murphyi. El pico 1 y pico 2 corresponderían a extractos proteicos y el pico
final corresponde a la limpieza.

Los perfiles obtenidos con la columna CHT XT hidroxiapatita produjo una sola elución, cercano a los 11 minutos
para todas las muestras (Figura 8), sin embargo, debido a la composición salina no purificada, no fue posible
cuantificar la proteína obtenida. A pesar de las limitaciones, la fracción proteica fue utilizada en los ensayos
exploratorios de morfología y viabilidad celular con el objetivo de evaluar si existe efectos biológicos asociados.

Pico 1

Pico 2

Pico limpieza

Pico 1

Pico 2
Pico limpieza

D. gigas

T. murphyi
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B)

A)

Para ambas columnas, el contenido de la muestra fue similar para ambos hospedadores, indicando que la
producción de este tipo de proteínas no dependiente del hospedador.

Figura 8. Perfiles proteicos obtenidos en HPLC con la columna de CHT XT hidroxiapatita para las larvas de A.
pegreffii provenientes de a) D. gigas y b) T. murphyi. El pico 1 correspondería a un extracto proteico.

Se comparó el área de los picos de cromatografía para ambas columnas, obtenidos en larvas provenientes de dos
hospedadores en la Figura 9. Mediante la prueba Shapiro-Wilk para el Pico 1 de la columna TSKgel sugiere
normalidad para larvas provenientes de T. murphyi (W= 0,921; p = 0,516) y D. gigas (W= 0,816; P= 0,059). Sin

Pico 1

Pico 1

T. murphyi

D. gigas
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embargo, no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (F= 2,323; p= 0156). En el caso del
Pico 2 de la columna TSKgel también cumplen los supuestos de normalidad para larvas provenientes de T.
murphyi (W= 0,905; p= 0,407) y D. gigas (W= 0,866; p= 0,171), sin diferencias significativas entre hospedadores
(F= 2,372; p= 0,152).

El análisis de varianza del Pico 1, no muestra diferencias significativas en cuanto al área cromatográfica del Pico
1 entre hospedadores (F= 0,066; p= 0,802), y la prueba de post hoc de Tukey confirma los resultados anteriores
(p=0,802), esto quiere decir que no hay diferenciación en la cantidad de compuesto obtenido en el Pico 1. En caso
contrario, en el Pico 2 el ANOVA nos muestra que si hay diferencias significativas en cuanto al área
cromatográfica entre hospedadores (F= 5,028, p= 0,047), mientras que la prueba de Tukey indica que el área
correspondiente a la cantidad de extracto de larvas provenientes de T. murphyi es menor que las larvas
provenientes de D. gigas.

Figura 9. Área cromatográfica correspondiente a los picos 1 y 2 obtenido mediante la columna TSKgel en
larvas provenientes de hospedadores T. murphyi y D. gigas.

Mientras que en el caso del único pico observado en la columna CHT XT para ambas especies en la Figura 10,
se obtuvo normalidad de Shapiro-Wilk para larvas en D. gigas (W = 0,972; p =0,913), contrario a larvas en T.
murphyi. La prueba de Levene no evidencio diferencias significativas entre las varianzas de ambos grupos
(F=2,742; p=0,126). El ANOVA de una vía, indica diferencias significativas (F= 6,703; p= 0,025). El análisis
post hoc de Tukey confirma los resultados, señalando que las larvas en T. murphyi presenta menores valores en
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comparación con larvas en D. gigas (p= 0,025). Por ende, se evidencia que hay variaciones cuantitativas entre
ambas especies, sin embargo, debido a que no se sabe qué tipo de proteína es, no sabemos sin la variación
corresponde a la cantidad de proteína o a la composición de cada extracto.

Figura 10. Área cromatográfica en HPLC correspondiente al Pico 1 obtenido mediante la columna CHT XT en
larvas de hospedadores T. murphyi y D. gigas.

Los perfiles cromatográficos pudieron indicar que la extracción y purificación de los alérgenos de A. pegreffii
presentaron dos fracciones con la columna TSKgel y una fracción con la columna con CHT XT hidroxiapatita
para ambas especies hospedadoras, esto indicaría que para ambos hospedadores se encontrarían los mismos
alérgenos. Sin embargo, presentaron diferencias asociadas a la cantidad de contenido proteico obtenido, siendo
mayor para la especie D. gigas, lo cual podría generar variaciones en cuanto al efecto que tienen en las células
debido a que aún no se identifican las proteínas y no se conoce la abundancia de cada componente.
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O3: Comparar la respuesta alergénica de Anisakis pegreffii entre Trachurus murphyi y Dosidicus gigas en
células humanas.

Respuesta celular mediante exploración morfológica

En la Figura 11 se pueden ver las células sin aplicación de tratamiento (condición de control). En las dos líneas
celulares se puede observar la morfología de las células, estiradas y adheridas en las placas de cultivo, en
condiciones óptimas y favorables, lo que permite ver células alargadas propias de su crecimiento normal.
Evidenciando el adecuado estado de las líneas celulares para realizar los ensayos posteriores.

Líneas celulares sin aplicación de tratamiento

Línea celular

HEK 293

2 hrs 8 hrs 24 hrs

CCD 841 CoN

Figura 11. Imágenes obtenidas de las líneas celulares HEK293 y CCD 841 CoN sin aplicación de tratamiento
alergénico (0 µl) a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs y 24 hrs.)
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Línea celular HEK-293 con alérgenos de la Columna TSKgel

En las Figuras 12 y 13 se puede observar la respuesta de las células HEK-293 frente a la exposición de dos
extractos proteicos diferentes provenientes de T. murphyi. Se observaron alteraciones celulares a 4 µl y los 8 µl
del extracto obtenido en el pico 2. Estas alteraciones son cambios de la morfología a un patrón amorfo, aumento
del desprendimiento y muerte celular.

Tratamiento con alérgeno J1-1 (Pico 1)

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Figura 12. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno J1-1
de A. pegreffii en T. murphyi aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24
hrs).

Tratamiento con alérgeno J2-2 (Pico 2)

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Figura 13. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno J2-2.
de A. pegreffii en T. murphyi aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24
hrs).

Mientras que en las Figuras 14 y 15, se puede observar la respuesta de las células HEK-293 frente a la exposición
de dos extractos proteicos diferentes provenientes de D. gigas. Se observaron alteraciones celulares a 4 µl y los
8 µl del extracto obtenido en el pico 1. Estas alteraciones son observadas en células que se desprendieron
observando que a medida que aumenta el tratamiento hay mayor proliferación celular, y en el caso del pico 2, se
pudo observas células amorfas al aumentar la cantidad del extracto y además de tener más células desprendidas,
y por ende menor número de células adheridas a la placa.

Estos resultados podrían indicar que los extractos podrían ser diferentes en cuanto a su composición o
funcionalidad ya que provocan respuestas morfológicas diferentes en esta línea celular, por otro lado, en el caso
del Jurel se observa que el efecto independiente del extracto obtenido genera el mismo efecto en las células ,
mientras que en el caso de la Jibia a pesar tener el mismo método de extracción su respuesta morfológica se ve
afectada por el origen del extracto, lo que podría indicar que se podría tratar de distintas proteínas con distinta
función.
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Tratamiento con alérgeno DG1-1 (Pico 1)

Figura 14. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno DG1
de A. pegreffii en D. gigas aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24 hrs).

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Tratamiento con alérgeno DG2-2 (Pico 2)

Figura 15. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno DG2-
2 de A. pegreffii en D. gigas aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24
hrs).

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Línea celular HEK-293 con alérgenos de la Columna CHTX

En las Figuras 16 y 17, se puede observar que la respuesta de las células HEK-293 expuestas a los extractos
obtenidos para ambos hospedadores, pero con otro método de purificación de las proteínas con la columna
CHTXT, indica para Jibia y Jurel, no se observaron cambios morfológicos, un leve incremento del
desprendimiento células, pero no considerable en su totalidad debido que a medida en que avanza el tiempo, no
se ve afectado su crecimiento celular y aumenta aún más proliferación. Esto indicaría que se mantuvieron
similares a su estado control independiente de su origen.

Tratamiento con alérgeno DG2

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl
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Figura 16. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno DG2
de A. pegreffii en D. gigas aislados en Columna CHTXT a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24 hrs).

8 µl
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Tratamiento con alérgeno J2

Figura 17. Línea celular HEK-293 expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno J2 de
A. pegreffii en T. murphyi aislados en Columna CHTXT a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24 hrs).

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Línea celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna TSKgel

En cuanto a las células CCD 841 CoN, se puede observar que independiente del origen del extracto proteico
(Figuras 18 y 19) aplicado además del proceso de purificación de proteína con diferentes columnas, su
crecimiento no se ve afectado. Se observaron células con morfología normal, con adherencia, y aumento en la
confluencia celular en la placa de Cultivo para esta línea celular en ambos hospedadores.

Tratamiento con alérgeno J6-1 (pico 1)

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl
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Figura 18. Línea celular CCD 841 CoN expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno
J6-1 de A. pegreffii en T. murphyi aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs,
24 hrs).

8 µl
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Tratamiento con alérgeno DG6-1(Pico 1)

Figura 19. Línea celular CCD 841 CoN expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno
DG6-1 de A. pegreffii en D. gigas aislados en Columna TSKgel a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs,
24 hrs).

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Línea celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita

En cuanto a las células CCD 841 CoN, se realizaron tratamientos con 1 µl, 2 µl, 4 µl y 8µl, a excepción de la
muestra DG8 la cual presentó problema en el proceso de plaqueado celular y sólo se consideró los tratamientos
con 2 µl y 4 µl. Por otro lado, se puede observar que independiente del hospedador de origen (Figuras 20 y 21)
aplicado además del proceso de purificación de proteína con diferentes columnas, su crecimiento no se ve
afectado. Se observaron células con morfología normal, con adherencia, y aumento en la confluencia celular en
la placa de Cultivo para esta línea celular en ambos hospedadores.

Tratamiento con alérgeno DG8

Figura 20. Línea celular CCD 841 CoN expuestas a cuatro tratamientos (2 µl, 4 µl) con el alérgeno DG8 de A.
pegreffii en D. gigas aislados en Columna DHT XT a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs, 24 hrs).

2 hrs 8 hrs 24 hrs
2 µl

4 µl
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Tratamiento con alérgeno J6

Figura 21. Línea celular CCD 841 CoN expuestas a cuatro tratamientos (1 µl, 2 µl, 4 µl y 8 µl) con el alérgeno
J6 de A. pegreffii en T. murphyi aislados en Columna DHT XT a diferentes períodos de incubación (2 hrs, 8 hrs,
24 hrs).

TR/Hrs 2 hrs 8 hrs 24 hrs
1 µl

2 µl

4 µl

8 µl
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Las células con tratamientos de 1 µl y 2 µl no provocaron daños visibles en ninguna línea celular, independiente
del tipo de alérgeno, pero sobre los 4 µl y 8 µl fueron evidenciados los cambios a través de las imágenes en células
HEK-293 y CCD 841 CoN, observándose una tendencia a medida que aumentan las horas de exposición.

El resultado que presentó mayores efectos en la línea celular fueron los extractos obtenidos provenientes de D.
gigas y con la elusión cromatográfica 2, lo cual no sólo se podría ver su diferenciación en cuanto a la cantidad del
alérgeno producido por esta especie, sino que también se podría considerar como un compuesto citotóxico más
alto, sin dependencia de la cantidad que sea aplicada.

Estos resultados podrían indicar que los extractos podrían ser diferentes en cuanto a su composición o
funcionalidad, y no se observan diferencias relacionadas al tipo de columna de purificación utilizada, sino más
bien revelan que la línea celular CCD 841 CoN en comparación con HEK-293 es menos susceptible a los extractos
aplicados como tratamientos. Por otro lado, se puede observar que el efecto también se ve evidenciado en el
extracto aplicado, esto quiere decir que no todos los extractos obtenidos podrían corresponder el mismo tipo de
alérgeno, sino que podrían contener contenido proteico distinto, lo que también podría estar generando distinto
efecto biológico en las líneas celulares.
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Ensayo de viabilidad celular: Cristal Violeta

Línea Celular HEK-293 con alérgenos de la Columna TSK gel

La Figura 22 A, para verificar que los datos cumplían con los supuestos estadísticos, se evaluó normalidad
mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la de homocedasticidad de varianzas mediante la prueba de
Levene. Los resultados indicaron que los datos presentaron una distribución normal (W= 0,945; p 0,124) y
homogeneidad de varianzas entre los grupos (F= 0,378; p= 0,932).

La comparación entre especies a través de la prueba estadística T Student indico que para el pico 1 (Tabla 5) no
hay diferencias significativas (p = 0,191), sin embargo, en cuanto al promedio de la viabilidad celular, se observa
que fue mayor para la especie D. gigas. Mientras que, en este mismo análisis, pero para el pico 2 los resultados
indican que tampoco hay diferencias entre especies (p= 0,274), sin embargo, en esta oportunidad la viabilidad
celular fue mayor para la especie T. murphyi.

Tabla 5.Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir del promedio de todos los tratamientos en función
de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con alérgenos de la columna TSKgel en el A) pico 1 y B) pico
2 entre la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

A)

B)

El ANOVA bifactorial no evidenció diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (F= 0.218; p =
0.925). Tampoco se observó interacción significativa entre la especie y tratamiento (F = 0.329; p = 0.855).
Al realizar la comparación entre los tratamientos por especies podemos observar que para ambos picos no se
observan diferencias significativas, esto señala que el efecto del tratamiento independiente de la cantidad del
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alérgeno que se aplica y de la especie de la cual provenga no genera cambios a nivel celular, en donde todos los
valores fueron p > 0,05. (Tabla 6)

Tabla 6. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir de la viabilidad celular de la línea celular HEK-
293 con alérgenos de la columna TSKgel en el A) pico 1 y B) pico 2 entre los tratamientos de la especie D. gigas
y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

A) B)

Finalmente se realizó la prueba post hoc de Dunnett para comparar los grupos con el tratamiento control (0 µl),
lo que resultó mostrando que no hay diferencias significativas entre las cantidades de alérgenos aplicados en
relación con el tratamiento control (p > 0,05), esto indica que el extracto alergénico purificado con la columna
TSKgel correspondiente al pico 1 no generó cambios significativos en la viabilidad celular que corresponde a la
viabilidad celular de la línea celular HEK-293.

Pico 1
A)

Vi
ab
ili
da
d
ce
lµ
lar

(%
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Figura 22. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo cristal violeta en células HEK-293
expuestas a cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii. Se obtuvieron 2 fracciones de
purificación en los perfiles cromatográficos. El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular,
correspondiente al valor máximo de referencia.

A pesar de que los resultados estadísticos nos indiquen la falta de significancia, se puede observar en la Figura
22A, que la viabilidad celular es mayor en individuos pertenecientes a la especie D. gigas en todos los
tratamientos, además de un aumento progresivo desde 1 hasta 8 µl. En el caso de individuos pertenecientes a T.
murphyi se logra observar un pequeño aumento entre 1 µl y 4 µl del extracto, sin embargo, luego la abundancia
celular se mantiene casi igual.

En el caso del Figura 22B, la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicó que los datos tienen una distribución
normal (W= 0,965; p = 0,417), mientras que la prueba de Leven no muestra diferencias entre las varianzas de los
grupos (F= 0,608; p = 0,776). Al aplicar el ANOVA bifactorial, se observó que no hay diferencias asociadas al
hospedador de origen (F = 1,153; p = 0,296), tampoco afectó en el tratamiento aplicado (F= 0,984; p= 0,439), y
tampoco hay significancia en la interacción entre la especie y el tratamiento (F = 0,480; p = 0,750).

Finalmente se realizó la prueba post hoc de Dunnett para el pico 2 para comparar los grupos con el tratamiento
control (0 µl), lo que resultó que no hay diferencias significativas entre las cantidades de alérgenos aplicados en
relación con el tratamiento control (p > 0,05), esto indica que el extracto alergénico purificado con la columna
TSKgel correspondiente al pico 2, no generó cambios significativos en la viabilidad celular que corresponde a la
viabilidad celular de la línea celular HEK-293.
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A diferencia de la descripción de la del pico 1, la Figura 22B correspondiente al pico 2 nos muestra que individuos
pertenecientes a T. murphyi tiene una mayor viabilidad celular que individuos pertenecientes a D. gigas
considerando que el extracto genera un menos efecto en las células, sin embargo, indica que a medida que aumenta
la cantidad del alérgeno para a los 4 µl y 8 µl comienza a disminuir el número de células vivas en ambos
hospedadores.

A pesar de que visualmente en el gráfico se observen diferencian en los valores de la viabilidad celular entre
algunos de los tratamientos aplicados y en consideración de los hospedadores, las diferencias no fueron
estadísticamente significativas según los Análisis inferenciales.
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Línea Celular HEK-293 con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita

En Figura 23 sólo se obtuvo 1 pico de elusión. Estos resultados indicaron que los datos presentaron una
distribución normal (W= 0,931; p=0,052) y que también había homogeneidad de varianzas entre los grupos (F=
0,533; p= 0,833).
A partir de la prueba estadística T Student (Tabla 7), quedó demostrado que hay diferencias significativas entre
ambas especies (p= 0,015*). En donde la viabilidad celular promedio fue mayor para la especie D. gigas en
comparación con T. murphyi.

Tabla 7. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir del promedio de la viabilidad celular para todos
los tratamientos en función de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con alérgenos de la Columna CHT
XT hidroxiapatita entre la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

El análisis de la varianza bifactorial mostró que no hay diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
(F= 1.173; p = 0.352), mientras que, en el caso de la interacción entre la especie y el tratamiento, tampoco se
observó significancia (F = 1,665; p = 0.197). En el caso de la comparación de los tratamientos por especie,
podemos observar que no hay diferencias significativas, tal vez el valor vas cercano a generar esta diferenciación
se encuentra en los 8 µl de alérgeno, sin embargo, no es suficiente para considerar la diferencia entre
hospedadores. (Tabla 8).
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Tabla 8. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir del promedio de la viabilidad celular para todos
los tratamientos en función de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con alérgenos de la columna CHT
XT hidroxiapatita entre los tratamientos de la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

Finalmente, la prueba post hoc de Dunnett para comparar los grupos con el tratamiento control (0 µl), indicó que
no hay diferencias significativas entre las cantidades de alérgenos aplicados en relación con el tratamiento control
(p > 0,05), sin embargo, en las concentraciones 4 µl y 8 µl para individuos pertenecientes a la especie D. gigas se
mostró una tendencia a aumentar a medida que se aplica una mayor cantidad del extracto.
A pesar de que no se hubo interacción entre especie y tratamiento en la Figura 23, se observó que individuos
pertenecientes a T. murphyi muestran una tendencia descendente a medida que aumenta la concentración,
obteniendo resultados opuestos ambas especies a medida que aumenta la cantidad del extracto, lo cual se podría
tener un efecto en la actividad metabólica que será posteriormente evaluada en el ensayo XTT.
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Figura 23. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo cristal violeta en células HEK-293
expuestas a cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con Columna CHT
XT hidroxiapatita. El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular, correspondiente al valor
máximo de referencia.

Línea Celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna TSKgel

La prueba comparativa entre especies mediante T Student indicó que no hay diferencias significativas entre las
especies (p = 0,524). En cuanto a la abundancia promedio fue similar entre ambos hospedadores (Tabla 9).
En el caso de la comparación estadística entre los tratamientos por especie, no fue posible hacer por la falta de
réplicas por tratamientos.

Tabla 9. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir del promedio de la viabilidad celular para todos
los tratamientos de la línea celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna TSKgel entre la especie D. gigas
y T. murphyi. murphyi la prueba de T Student.

La Figura 24, muestra viabilidad celular de esta línea celular expuestas a los alérgenos de individuos
pertenecientes a D. gigas indican que fueron mayores en las concentraciones 1 µl y 2 µl, mientras que en el caso
de los 4 µl y 8 µl tienden disminuir. Por otro lado, las células que fueron expuesta a extractos de individuos
pertenecientes a T. murphyi, tuvieron porcentajes menores en todos los tratamientos y percibiendo un pequeño
celular desde los 2 µl hasta 8 µl. En ambos casos el patrón fue diferentes a pesar del aumento inicial en individuos
pertenecientes a D. gigas, sin embargo, en individuos pertenecientes a T. murphyi se observó una respuesta a la
exposición del alérgeno más estable manteniéndose cerca de la viabilidad celular del control.
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Figura 24. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo cristal violeta en células CCD 841 CoN
expuestas a cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con columna TSKgel.
El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular, correspondiente al valor máximo de referencia.
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Línea Celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita

La prueba comparativa entre especies mediante T Student indicó que no hay diferencias significativas (p = 0,246),
sin embargo, en cuanto al promedio de la viabilidad celular fue mayor en la especie D. gigas que T. murphyi
(Tabla 10).

Tabla 10. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir del promedio de los tratamientos en función de
la viabilidad celular de la línea celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita entre
la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

Tabla 11. Análisis comparativo del ensayo cristal violeta a partir viabilidad celular de la línea celular CCD 841
CoN con alérgenos de la columna CHT XT hidroxiapatita entre los tratamientos (2 µl y 4 µl) de la especie D.
gigas y T. murphyi mediante la prueba de T Student.

La Tabla 11, nos indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos 2 µl y 4 µl por especie
obteniendo valores de significancia p > 0,05. En el caso de los tratamientos 1 µl y 8 µl no fue posible realizar
comparaciones estadísticas debido a la ausencia de réplicas en los tratamientos.

La Figura 25, muestra que la viabilidad celular de esta línea celular expuestas a los alérgenos de individuos
pertenecientes a D. gigas, indican que fueron mayores en las concentraciones 1 µl y 2 µl, mientras que en el caso
de los 4 µl y 8 µl, hay una disminución de las células expuestas. Por otro lado, las células que fueron expuesta a
extractos de individuos pertenecientes a T. murphyi presentaron una tendencia a disminuir a medida que se
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incrementa un aumento en la cantidad del alérgeno. En ambos casos, el patrón fue similar a pesar del aumento
inicial en individuos pertenecientes a D. gigas, sin embargo, en individuos pertenecientes a T. murphyi se
mostraron un mayor efecto negativo en el crecimiento celular.

Figura 25. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo cristal violeta en células CCD 841 CoN
expuestas a cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con columna CHT
XT hidroxiapatita. El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular, correspondiente al valor
máximo de referencia.
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Ensayo viabilidad celular y citotoxicidad: Método XTT

Línea Celular HEK-293 con alérgenos de la Columna TSKgel

En la Figura 26A correspondiente al pico 1, la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicó que no hay una
distribución normal en todos los grupos (W= 0,925; P= 0,037), mientras que la prueba de Levene no mostró
diferencias significativas entre grupos (F= 0.586; p= 0.794).

El análisis comparativo entre especies a través de T Student para el pico 1 indica que no se detectaron diferencias
significativas (p = 0,108), sin embargo, en cuanto a la viabilidad celular T. murphyi presento un promedio más
alto que D. gigas (Tabla 12A). En el caso del pico 2, los resultados fueron similares, en donde no se observaron
diferencias entre especies (p = 0,212), mientras que el promedio de la viabilidad celular indicó que no hay
diferencias en cuanto al factor especie, indicando valores muy similares. (Tabla 12B).

Tabla 12. Análisis comparativo del ensayo XTT a partir de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con
alérgenos de la Columna TSKgel en el A) pico 1 y B) pico 2entre la especie D. gigas y T. murphyi mediante la
prueba de T Student.

A)

B)

El ANOVA bifactorial indicó que no hay diferencias en la interacción entre la especie y el tratamiento (F= 0.559;
p = 0.695). Sin embargo, se observaron diferencias significativas en los tratamientos aplicados (F = 4.167; p =
0.013*), lo que indicaría que la cantidad de alérgeno si generaría cambios en la viabilidad celular.
A partir de la comparación especifica de los tratamientos por especie para cada pico se pudo observar que si hay
diferencias significativas en el pico 1 Tabla13A en el tratamiento 4 µl para ambas especies con un valor p <
0,036*, esto quiere decir que el efecto de una de ellas puede estar generando más actividad metabólica, mientras
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que Tabla 13B correspondiente al pico 2, no se evidencia significancia en este factor, en donde todos los
tratamientos comparados tuvieron un p > 0,05.

Tabla 13. Análisis comparativo del ensayo XTT a partir de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con
alérgenos de la columna TSKgel en el A) pico 1 y B) pico 2 entre los tratamientos de la especie D. gigas y T.
murphyi mediante la prueba de T Student.

A) B)

En cuanto a la prueba post hoc de Dunnett, los resultados indicaron disminución significativa de la viabilidad
celular en el tratamiento 4 µl (p= 0,029*) en ambos hospedadores con respecto al control, mientras que en el caso
de los otros tratamientos a pesar de mostrar cierta tendencia a disminuir no fue significativo. En general se pudo
observar que hubo efecto de disminución en todos los tratamientos. En cuanto a la descripción de la Figura 26A,
no muestra diferenciación en cuanto a los porcentajes de viabilidad celular entre ambas especies, los valores son
bastantes similares, sólo a simple vista se logra observar que T. murphyi pareciera que comenzaría a disminuir a
medida que sobrepasa los 4 µl y más aun en 8 µl, pero tampoco es un patrón tan marcado.
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Figura 26. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo XTT en células HEK-293 expuestas a
cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con columna TSKgel. Se
obtuvieron 2 fracciones de purificación en los perfiles cromatográficos. El control fue considerado como el 100%
de viabilidad celular, correspondiente al valor máximo de referencia.

En la Figura 26 B correspondiente al pico 2, la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicó que no hay una
distribución normal en todos los grupos (W= 0,922; P= 0,030), mientras que la prueba de Levene no mostró
diferencias significativas entre grupos (F= 0.783; p= 0.635). El análisis de ANOVA bifactorial indicó que no
hay diferencias significativas entre especies (F=1.824; p = 0.192), ni tampoco efecto el tratamiento aplicado (F=
2.526; p = 0.073). Finalmente, en la interacción entre ambos factores no se observó diferencias significativas (F
= 0.296; p = 0.877). Al comparar los tratamientos con el control a través de la prueba de Dunnet, se observó que
ninguna presento diferencia significativa (p > 0.05).
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Línea Celular HEK-293 con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita

La Figura 27, nos indica que los resultados no presentaron una distribución normal (W= 0,025; p= 0,037), en
cuanto a Levene hay homogeneidad de las varianzas (F= 0,586; p= 0,794)

La comparación entre D. gigas y T. murphyi a partir de la prueba estadística T Student, se observa que no hay
diferencias en cuanto al factor especie (p = 0,0,279), mientras que, en el caso del promedio de la viabilidad celular,
corroboran Los resultados obtenidos debido a que se obtuvieron valores similares entre especies (Tabla 14).

Tabla 14. Análisis comparativo del ensayo XTT a partir de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con
alérgenos de la columna CHT XT hidroxiapatita entre la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba de T
Student.

El ANOVA bifactorial evidenció que hay diferencias significativas en el tratamiento aplicado (F=4.167; p =
0.013*), pero no hubo diferencias significativas ni en la especie hospedadora (F= 1.693; p = 0.208), ni en
evaluación de la interacción especie y tratamiento (F = 0.559; p = 0.695).
El análisis de comparación entre tratamientos por especie Tabla 15, indican que no hay diferencias en cuanto al
efecto metabólica que generan ambas especies.
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Tabla 15. Análisis comparativo del ensayo XTT a partir de la viabilidad celular de la línea celular HEK-293 con
alérgenos de la columna CHT XT hidroxiapatita entre los tratamientos de la especie D. gigas y T. murphyi
mediante la prueba de T Student.

Finalmente, en la prueba de Dunnet, se observaron diferencias significativas en la viabilidad celular del
tratamiento de 4 µl (p= 0,029*), en comparación con el tratamiento control, a diferencia de los otros tratamientos
aplicados.

En el caso de la visualización de los resultados en la Figura 27, se observa que hay un leve aumento en el
porcentaje relativo en todos los tratamientos de individuos pertenecientes a la especie T. murphyi en comparación
con individuos pertenecientes a D. gigas, sin embargo, todos los porcentajes son inferiores al tratamiento control.

Figura 27. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo XTT en células HEK-293 expuestas a
cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con columna CHT XT
hidroxiapatita. El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular, correspondiente al valor máximo
de referencia.
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Línea Celular CCD 841 CoN con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita

En la Figura 28, se observa que la viabilidad celular en ambos hospedadores fue superior al control en todos los
tratamientos aplicados y aún más diferencia por la especie D.gigas que eleva su abundancia en los primeros
tratamientos 1 µl y 2 µl, mientras que el efecto celular en los tratamientos 4 µl y 8 µl, fue similar en ambas
especies. No se observa una relación entre cantidad de alérgeno aplicada y la viabilidad celular.

La comparación entre especies a partir de la prueba T Student se observa que no hay diferencias significativas
entre especies (p = 0,447), en donde además no se observan diferenciación en cuanto a los promedios de la
viabilidad celular entre ambos hospedadores (Tabla 16). Sin embargo, estos análisis se limitaron sólo a factor
especie, debido a la falta de observaciones entre tratamientos por especies.

Tabla 16. Análisis comparativo del ensayo XTT a partir de la viabilidad celular de la línea celular CCD 841 CoN
con alérgenos de la Columna CHT XT hidroxiapatita entre la especie D. gigas y T. murphyi mediante la prueba
de T Student.

Figura 28. Porcentaje de viabilidad celular obtenida mediante el ensayo XTT en células CCD 841 CoN expuestas
a cuatro tratamientos (0,1,2,4 y 8 µl) con extracto proteico A. pegreffii purificados con columna CHT XT
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hidroxiapatita. El control fue considerado como el 100% de viabilidad celular, correspondiente al valor máximo
de referencia.

En resumen, en el caso de las células HEK-293 hubo mayor sensibilidad y alteraciones en cuanto a la adhesión
de las células en la placa, y además cambios morfológicos; mientras que las células CCD 841 CoN, fueron más
resistentes al efecto generado por los tratamientos.
Por otro lado, con respecto a los extractos proteicos, se pudo observar que de acuerdo con la respuesta que
provocaron en las células, se podría tratar de diferentes compuestos, por lo que son dependientes de la línea celular
y también de las características que tendrían los alérgenos.
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DISCUSIÓN

Identificación genética de A. pegreffii

La identificación molecular confirmo que todas las larvas analizadas correspondieron a A. pegreffii, al igual que
estudios anteriores realizados en Chile (Lugo et al. 2024). Estos resultados aseguran la evidencia de la prevalencia
de A. pegreffii como parásito predominante en hospedadores marinos de interés comercial de la zona, como fue
mencionado por Rahmati et al. (2021) y Muñoz & Olmos (2008). La identificación molecular fue posible a partir
del gen mitocondrial de la subunidad 2 del citocromo oxidasa (COX2), este marcador confirmó ser nuevamente
una herramienta de identificación molecular precisa para el género Anisakis, en donde a pesar de tener las
características morfológicas muy similares entre las especies, ha quedado demostrada su utilidad en la
identificación especifica de los parásitos provenientes de diferentes hospedadores, lo cual concuerda con otros
autores (Lugo et al. 2024; Mattiucci et al,. 2018).

Igualmente se observó una baja diversidad genética entre los individuos pertenecientes a D. gigas y T. murphyi.
Estos resultados concuerdan con Mladineo & Poljak (2014) en su estudio filogenético en nemátodos en el mar
Adriático en peces de interés comercial en donde identificaron una alta prevalencia de A. pegreffii y baja
estructuración genética. Esto fue principalmente observado en los peces de origen pelágico, lo cuales compartían
gran cantidad de haplotipos. Ambos hospedadores D. gigas y T. murphyi son de origen pelágico y comparten
áreas de distribución y recursos dentro la columna de agua (Rosa et al. 2013; Cubillos & Alarcón, 2010), lo que
podría favorecer la transmisión de las larvas a través de las diferentes especies hospedadoras.

Sin embargo, a pesar de que la diversidad genética fue baja, individuos de A. pegreffii pertenecientes a la especie
D. gigas presentaron haplotipos únicos asociados a cambios mutacionales, tal como observado por Lugo et al.
(2024). Según Cole & Viney (2018) los cambios genéticos de los parásitos, principalmente nemátodos en
diferentes especies, están asociados a las características biológicas y ecológicas del huésped, y también al
comportamiento de dispersión y ciclo de vida del parásito, conllevando a diferencias genéticas por colonizar un
nuevo hábitat (Audesirk et al, 2003).



70

Alérgenos de A. pegreffii

Alérgenos de A. pegreffii fueron obtenidos exitosamente a partir del método utilizado para su especie hermana
A. simplex. A pesar de eso, se observaron dos picos de elusión purificado con TSKgel y un pico de elusión con la
columna CHTXT, caso contrario para A. simplex (Kobayashi et al 2007) con sólo un pico de elusión, y en
diferentes tiempos de retención. Nuestros resultados podrían indicar alérgenos propios de la especie, lo cual puede
ser corroborado con lo mencionado por Arcos et al. (2014) quienes demostraron que A. simplex tiene más
proteínas inmunorreactivas que A. pegreffii, señalando que existen diferencias entre especies asociado a su
potencial alergénico y capacidad de estimular las respuestas del sistema inmune. Igualmente A. pegreffii es capaz
de regular su expresión de proteínas alergénicas en función de la temperatura a diferencia de A. simplex que posee
mecanismos adaptativos mediante la síntesis de moléculas involucradas en mecanismos de supervivencia
(Lopienska et al.,2019; Palomba et al.,2019; Lopienska et al., 2015; Lugo et al., 2026). Estos antecedentes indican
que existen diferencias antigénicas entre las especies.

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Unión Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS)
señalan que se han reportados 14 alérgenos asociados a A. simplex. Sin embargo, Quiazon et al. (2013)
encontraron tres alérgenos de A. simplex reportados también en la especie A. pegreffii Ani s 1, Ani s 7 y Ani s 13
los cuales han sido identificados en pacientes sensibilizados por Inmunoglobulinas E.

En este estudio tuvimos como resultados una mayor cantidad de alérgeno en individuos pertenecientes a D. gigas.
Esto puede deberse a condiciones dentro del hospedador, por ejemplo D. gigas suele encontrarse en aguas cálidas
a diferencia de T. murphyi, especie que suele encontrarse en temperaturas unas frías inferiores a los 20º (Rosa et
al, 2013; Cubillos & Alarcón, 2010), lo que posiblemente puede alterar el hábitat de A. pegreffii. Igualmente,
puede deberse a condiciones de protección de las larvas de A. pegreffii a hospedadores. Estudios anteriores en
expresión de genes de sobrevivencia conocidos como trialosa, sugieren que T. murphyi expresa la menor cantidad
con respecto a otros peces (Lugo et al 2026). Esto sugiere que A. pegreffii tiene poca sobrevivencia en T. murphyi.
Por tanto, es posible que la baja cantidad de alérgeno encontrada para individuos provenientes de T. murphyi, sea
para contrarrestar las condiciones que presenta de su hospedador. No existen estudios para D. gigas.

Con respecto a la cantidad de alérgeno expresada, las diferencias asociadas al tipo de hospedador, puede ser
contrastado con estudios anteriores como el de Silva et al. (2024), quienes encontraron que la expresión de
alérgenos encontrados en A. pegreffii responden según el sistema inmune de cada hospedador. Este patrón fue
observado principalmente en peces teniendo una relación coevolutiva entre ellos. No se realizaron análisis en D.
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gigas. Nuestros resultados de igual manera mostraron diferencias asociadas a la producción de alérgenos en
hospedadores diferentes.

A pesar de esto, estudios anteriores encontraron que los alérgenos son expresados sin importar la especie de
hospedador o cambios de temperatura o acidez (Lugo et al., 2026), lo que indica su alta resiliencia a cambios
ambientales. Esto puede ser debido a regiones moleculares conservadas especificas del sistema inmune de peces
(Silva et al., 2024), corroborando una coevolución entre el parásito y su hospedador

Respuesta celular de alérgenos provenientes de A. pegreffii

En este estudio se observó cambios morfológicos de las células en la línea celular HEK-293 como consecuencia
de la presencia del extracto de alérgeno extraído de individuos pertenecientes en dos hospedadores. Murphy &
Weaver (2016), mencionan que las células que provienen de diferentes tejidos celulares presentan características
fisiológicas y funciónales que determinan las respuestas de ellas frente a la exposición de algún patógeno externo,
respondiendo a través de cambios morfológicos, mediadores de secreciones y cambios supervivencia celular. A
partir de ello, los alérgenos generaron cambios morfológicos, viabilidad celular y actividad metabólica en la línea
celular HEK-293. Las células que provienen de epitelio intestinal humano (CCD 841 CoN) tienen una barrera de
defensa frente a agentes externos, además de poseer mecanismo especializados de respuesta para reconocer y
responder a las moléculas que son dañinas como por ejemplo las inmunoglobulinas E (Choi et al. 2017; Elewaut
et al. 1999). A diferencia de las células de riñón (HEK-293), las cuales han sido utilizadas en la observación de
respuestas celulares tienen la facilidad de responder frente al contacto con un compuesto alergénico (Auslander
et al. 2014).

Messina et al. (2016), observaron que alérgenos de A. pegreffii pueden modificar la viabilidad celular de HS-68
(similares a HEK-293) mediante la inducción de estrés oxidativo y aumento de las moléculas ROS las cuales
contienen oxígeno y reaccionan fácilmente ante la presencia de un alérgeno, y también la capacidad de activar las
vías inflamatorias y apoptóticas, proceso de muerte celular programada para eliminar células dañadas. Por tanto,
es posible que la línea celular HEK-293 sea sensible a la respuesta de los alergénicos. Por el contrario, Speciale
et al. (2017) observaron que alérgenos de Anisakis en células CCD 841 CoN son capaces de activar procesos
inflamatorios, provocando alteraciones de las vías apoptóticas y también de crecimiento celular, pero sin muerte
celular. Estas diferencias observadas anteriormente concuerdan con nuestros resultados en donde hubo mayor
proliferación celular de CCD 841 CoN ante la aplicación de los alérgenos y exposición, sugiriendo una mayor
capacidad para poder mantener o aumentar su viabilidad ante la exposición. Caso contrario de las células HEK-
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293. Finalmente, nuestros resultados demuestran que los picos de alérgenos de A. pegreffii, aunque no ocasionen
muerte celular, son capaces de alterar, provocar estrés y generar inflamación en las células.

Esto concuerda con lo mencionado por Pardo (2016), quien señala que la activación de los componentes antígenos
liberados por Anisakis son independientes si el parásito se encuentra vivo o muerto, en donde ha sido demostrado
que estos alérgenos son capaces de interactuar con el tejido humano solo al entrar en contacto superficial. Esto se
vio demostrado en este estudio en la aplicación de los alérgenos en las líneas celulares humanas, en donde se pudo
obtener el extracto alergénico puro sin la presencia directa de la larva.
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CONCLUSIONES

- A. pegreffii, fue la única especie encontrada en ambos hospedadores con una baja diversidad genética y con
haplotipos compartidos.

- A partir de las modificaciones que se realizaron al protocolo establecido para la especie hermana A. simplex, se
elaboró una metodología de extracción y purificación de proteínas mediante HPLC para A. pegreffii. Sin embargo,
los perfiles cromatográficos fueron diferentes a los reportados en la especie A. simplex, por lo que se podría tratar
de alérgenos únicos de la especie A. pegreffii.

- Se observaron variaciones en la cantidad del alérgeno entre hospedadores, esto podría ser asociado a los factores
ecológicos y ambientales, que favorecen la sobrevivencia de los parásitos.

-Los ensayos de citotoxicidad mostraron diferencias en la capacidad de responder de ambas líneas celulares, en
donde las células de colon tuvieron mayor resistencia para mantener su viabilidad frente a la aplicación de los
extractos; y en caso contrario las células de riñón disminuyeron su viabilidad celular. Esto señala que los alérgenos
provocan un efecto diferente dependiendo del tipo de células.

-Se observan tendencias asociadas en tipo de hospedador de origen, a la línea celular, al método de purificación
y finalmente a la cantidad del extracto aplicada. Esto fue observado principalmente en los alérgenos de individuos
provenientes de D. gigas.

-Estos resultados evidencian como influyen las características asociadas al hospedador en la producción de
alérgenos del parásito y además en su efecto en los seres humanos. Este estudio entrega las primeras evidencias
del efecto de los alérgenos, aportando como investigación pionera relacionada a la anisakiasis y las reacciones
alérgicas provocadas por A. pegreffii.
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