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RESUMEN

Se ha estudiado la actividad larvicida in vivo de mentol, principal componente del aceite esencial de
Mentha pipperita, frente a larvas de Anisakis tipo I aisladas del hospedador Micromesistius poutassou
(bacaladilla), adquiridas en diversas pescaderias de la ciudad de Granada. Los resultados obtenidos en
el ensayo muestran que en el grupo tratado con mentol no se apreciaron lesiones en el aparato
digestivo, mientras que en el grupo control estas lesiones fueron observadas en el 93°3% de los
animales de experimentacion. En este mismo grupo se encontraron larvas que habian perforado la
pared géstrica, localizdndose libres en la cavidad corporal.

PALABRAS CLAVE: Anisakis, Mentha pipperita, aceite esencial, mentol, ensayo in vivo.

ABSTRACT

We have studied the in vivo larvicidal activity of menthol, the main component of the essential oil of
Mentha pipperita, against Anisakis type I larvae isolated from the host Micromesistius poutassou
(blue whiting), acquired in several fishmongers in the city of Granada. The in vivo test results showed
no gastric wall lesions in the group treated with menthol, while in the control group, 93.3% of infected
rats showed those lesions. In the same control group were found larvae that had drilled the gastric
wall, located free in the abdominal cavity.
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INTRODUCCION

La anisakidosis es una afeccion parasitaria producida por larvas de nematodos de la
familia Anisakidae, que el hombre adquiere por consumo de pescado parasitado con el tercer
estadio larvario (L3). El primer caso de anisakidosis publicado en nuestro pais fue en 1991 por
Arenal Vera et al.'” A partir de esta fecha se han notificado un gran numero de casos, tanto de
infecciones como de reacciones de hipersensibilidad por el consumo de pescado crudo o poco
12345678 Este incremento de casos diagnosticados, ha hecho que en la actualidad se
estime como un problema de salud, considerandose una Enfermedad de Declaracion
Obligatoria (EDO) en Andalucia desde el afio 2003.

cocinado.

El tratamiento clinico més efectivo actual, siempre que la ubicacion larvaria lo
permita, se fundamenta en la extraccion del parasito por endoscopia. Por ello, es necesaria la
busqueda de tratamientos farmacologicos que constituyan una alternativa fiable. El empleo de
plantas medicinales con fines terapéuticos, es una practica que se conoce desde la antigiiedad
constituyendo una herramienta en el tratamiento de multiples procesos patoldgicos. Dentro de
las investigaciones que tienen como finalidad la busqueda de farmacos frente a esta
enfermedad, destacan las relativas a la actuaciéon de distintos aceites esenciales y sus
principales componentes, obtenidos a partir de la flora aromatica.

En relacion con la posible actividad frente a larvas L de Anisakis de aceites esenciales
y/o de sus principales componentes, destacan los trabajos realizados por Kasuya et al.'"™"!, en
los que se puso de manifiesto el efecto larvicida in vitro del aceite esencial de Perilla
frutescens y de su principal componente, el perillaldehido.

Este grupo de trabajo, ha demostrado la accion de diferentes compuestos
monoterpénicos frente a L3 de Anisakis simplex s.l. (geraniol, citronellol, carvacrol, aldehido
cuminico y eugenol). Todos ellos, excepto eugenol, fueron activos in vitro a la mayor
concentracion ensayada (125 upg/ml). Igualmente, para otros componentes de aceites
esenciales como el timol, citral y citronellol se puso de manifiesto en experiencias in vivo
una alta mortalidad de las larvas L; de Anisakis.'>'>'* Mas tarde, Navarro et al."® estudiaron la
actividad larvicida del a-pineno, B-pineno, acetato de geranilo, mirceno, ocimeno y eucaliptol,
siendo el ocimeno y a -pineno los compuestos con mayor actividad.

En este sentido hemos podido establecer una linea de investigacion consistente en el
estudio de la actividad biocida de distintas especies aromaticas empleadas habitualmente en
nuestro pais, tales como Mentha pipperita.

OBJETIVO

Establecimiento de la posible actividad in vivo del mentol, principal componente del
aceite esencial de M. pipperita, frente a larvas L; de Anisakis tipo I.

Ars Pharm 2010; 51.Suplemento 3: 835-840.



Romero MC et al. Actividad in vivo del mentol frente a larvas 13 de Anisakis tipo I. 837

METODOLOGIA

Las larvas L3 de Anisakis tipo I se han extraido del hospedador Micromesistius
poutassou (bacaladilla) de origen Atlantico, obtenidos de diversas pescaderias de la ciudad de
Granada. Para ello, con la ayuda de unas tijeras, se realiza la diseccion del pescado,
comenzando por el ano hasta las branquias siguiendo la linea alba (Figura 1).

Figura 1. Bacaladillas con Anisakis spp.

El aislamiento de los nematodos se lleva a cabo con una aguja enmangada extrayendo
las larvas de Anisakis que se encuentran libres en la cavidad abdominal. Seguidamente, se
procede a la separacion del tubo digestivo, visceras y mesenterio del hospedador,
depositandose en placas de Petri con solucion salina al 0°9% con el fin de recuperar las larvas
que se hallan en el paquete visceral. A continuacion, con la ayuda de un pincel, se eliminan
los restos adheridos a los parasitos y se lavan varias veces en solucion salina al 0°9%. Para
seleccionar las larvas, se escogen aquellas que no se encuentren deterioradas y se identifican
con la ayuda de un microscopio estereoscopico. Si la identificacion ofrece dudas, las larvas se
depositan entre portaobjetos y cubreobjetos con una gota de solucion salina al 0°9% y se
observa al microscopio Optico.

En el ensayo in vivo, la dosis administrada a los animales de experimentacion fue de
46’9 mg en 0’5 ml de aceite de oliva, concentraciones obtenidas de acuerdo con la Dosis Letal
50 (DLs). El disefio del ensayo consiste en introducir 6 larvas L; de Anisakis tipo I en el
extremo de una sonda géstrica de 2’5 mm de seccidn, conectada por el extremo opuesto a una
jeringa de 2 ml de volumen con la dosis correspondiente. La sonda gastrica se introduce por la
boca de la rata inmovilizada y se deposita el contenido de la sonda (6 larvas) y de la jeringa
(46’9 mg/0’5 ml) en el estbmago. A continuacion, se mantiene al animal con dieta blanda
(agua) en jaulas individuales hasta su sacrificio (4 horas). Acto seguido, se inicid la necropsia
reglada del animal'®.

Se realizd un examen visual minucioso de los 6rganos (higado, pancreas, rifiones,
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genitales y grasa adyacente) y del interior del roedor para localizar las larvas que pudieran
hallarse en la cavidad; a continuaciéon se extrajo el tracto gastrointestinal desde el eso6fago
hasta el ano, colocandolo en una placa de Petri para proceder a su apertura e inspeccion, y
localizar el resto de pardsitos con ayuda del microscopio estereoscopico. Por ultimo, en el
caso de que faltase algun nematodo por recuperar, se inspeccionan las heces de las jaulas,
dispersandolas en una placa de Petri con agua para rehidratacion y observacion al microscopio
estereoscopico. Se anotaron tanto las localizaciones de las larvas como los incidentes
derivados del experimento, tales como: lesiones (gastricas y/o intestinales), nematodos fijados
a la pared del estdbmago. Paralelamente, se realiz6 un ensayo control, administrando a un
grupo de animales 0’5 ml de aceite de oliva con ayuda de la sonda gastrica junto con 6 larvas
del parasito, y posterior sacrificio del roedor a las 4 horas.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que en ninguna de las ratas correspondientes al
grupo tratado con mentol se apreci6 presencia de lesiones en el aparato digestivo, mientras
que en el grupo control estas lesiones fueron observadas en el 93°3% de los animales de
experimentacion. En este mismo grupo se observd que un 16°7% de las larvas habian
perforado la pared gastrica, localizdndose en la cavidad corporal.

Gréfica 1. Lesiones observadas en los animales de experimentacion.

M Lesion

Control Mentol
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DISCUSION/CONCLUSION

Los datos obtenidos permiten concluir que el mentol, principal componente del aceite
esencial de M. pipperita se muestra como un buen candidato para la realizacion de estudios
posteriores tendentes a poner de manifiesto su posibilidad de empleo en el tratamiento del
anisakiosis humana.

Trabajo financiado por el proyecto: PO7-CV1-03249.
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