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Introduccién

A. ANISAKIOSIS
A.1. Concepto

La anisakiosis es la afeccion parasitaria producida por larvas Ly de nematodos
del género Anisakis que el hombre adquiere por el consumo de pescado crudo o
insuficientemente cocinado. Durante afios, el término anisakiasis se utilizé para referirse
a la enfermedad humana producida por nematodos de la familia Anisakidae. Mi4s tarde,
se cuestiono este término y Margolis (1977) sugiri6 llamar anisakiasis a la parasitacion
por larvas del género Anisakis, y anisakiasis inespecifica a la enfermedad producida por
larvas de la familia Anisakidae. Posteriormente, Oshima y Kliks (1987) diferencian
entre anisakiasis y pseudoterranovasis, en funcién del género al que pertenezca la larva,
Anisakis o Pseudoterranova. Un afio después, expertos nombrados por el “Comité
Ejecutivo de la Asociacién Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria”
(Executive Committee of the World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology) recomiendan la utilizacion de los términos anisakidosis para designar las
parasitosis causadas por miembros de la familia Anisakidae y anisakiosis a la
enfermedad producida por larvas del género Anisakis.

Los géneros de nematodos que producen la anisakidosis humana son: Anisakis,
Pseudoterranova, Contracaecum e Hysterothylacium; si bien este ultimo parece estar
implicado, sobre todo, en cuadros alérgicos. Dentro de ellos, las principales especies
halladas en el hombre pertenecen al complejo Anisakis simplex s.l., y, en menor medida,

A. physeteris y Pseudoterranova decipiens.
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A.2. Clasificacion de Anisakis simplex s.l.

Las especies de nematodos pertenecientes al género Awmisakis, [21 segun
Hartwich (1974)], se encuadran taxondémicamente, de acuerdo con Anderson (1992), de

la siguiente forma:

Clase Nematoda
Subclase Secernentea
Orden Ascaridida
Superfamilia Ascaridioidea
Familia Anisakidae
Subfamilia Anisakinae

Género Anisakis

Berland (1961) reconocia dos tipos de larvas de Anisakis en funcién de sus
caracteres morfologicos, correspondiendo la tipo I a A. simplex y la tipo I a A4.
physeteris. En cambio, Davey (1971) aceptaba solo tres especies vélidas 4. simplex, A.
typica 'y A. physeteris, considerando catorce mas como sindnimas, y las cuatro restantes
como especies con escasas descripciones. Orecchia et al. (1986) demostraron la
existencia, mediante electroforesis de isoenzimas, de dos especies gemelas dentro de 4.
simplex s.l., A. pegreffii, de localizacion principalmente mediterranea, y A. simplex
sensu stricto, de localizacién principalmente noratlantica. Este mismo grupo de
investigacién (Mattiucci et al., 1997) halla, por el mismo procedimiento anterior, una
nueva especie dentro del complejo 4. simplex, localizada en el Pacifico norte y en
regiones australes, 4. simplex C. Un afio después, Paggi et al. (1998) comunican el
descubrimiento de una nueva especie, A. ziphidarum, aislada en ballenas del
Mediterrdneo y la costa africana. Posteriormente, Mattiucci et al. (2001) demuestran
que A. brevispiculata, distribuida en las zonas sur y central del Océano Atlantico, es una
especie aislada reproductivamente de A. physeteris, perteneciendo ambas
morfolégicamente al tipo II. Por 1ltimo, Mattiucci et al. (2004) detectan dos nuevas
especies; Anisakis sp. I en dos ballenas (Mesoplodon mirus y M. densirostris), las
formas adultas, y en dos peces (Merlucius merlucius y Aphanopus carbo), las formas

larvarias, del océano Atlantico sur y central; y Anisakis sp. 11 en dos ballenas (Kogia
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breviceps y K. simus) del centro y sur del Atantico (las formas adultas) y en merluza
(M. merlucius) de la costa atlantica espafiola (las formas larvarias), en simpatria con a
A. brevispiculata pero aisladas reproductivamente. Estos ultimos autores, sugieren un
nuevo género llamado Skrjabinisakis (Mozgovoi, 1951), donde se incluya 4. physeteris,
A. brevispiculata y A. simplex sp. 11, y mantener en el género Anisakis (Dujardin, 1845)
las especies A. simplex s.l. (A. simplex s.s., A.pegreffii y A. simplex C), A. ziphidarum,

A. typica'y A. simplex sp. 1, atendiendo a su distincién genética y morfoldgica.

A.3. Caracteristicas morfolégicas de las L3 de A. simplex s.l.

Las larvas tienen un color blanco palido, con una longitud entre 7 y 30 mm y
un didmetro entre 0,24 y 0,60 mm. La cuticula tiene estriaciones transversales
irregulares y poco profundas distribuidas por todo el cuerpo, entre las que se observan
estriaciones longitudinales paralelas. La estriacion transversal es mds patente en las
proximidades de los extremos de la larva (Weerasooriya et al., 1986). En el extremo
anterior se encuentra un diente triangular, la boca triangular con tres labios, uno dorsal
bilobulado y dos subventrales monolobulados, y el poro excretor entre las bases de los
labios subventrales, cuya célula excretora se observa desde el extremo anterior del
nematodo hasta la porcién de intestino préxima al ventriculo (Grabda, 1976).

En el interior de la larva y proximo al extremo anterior, se observa un eséfago
de entre 2,50 y 3 mm de longitud, dotado de una glandula dorsal y dos glandulas
subventrales (Buzzell y Sommerville, 1985). El es6fago se divide en tres zonas. La
primera, esofago preventicular, internamente dividida en tres sectores por células
musculares radiales y donde la glandula dorsal se abre a la luz del esdfago por un
conducto secretor a la altura del anillo nervioso. La siguiente, la zona de transicion, es
donde las glandulas subventrales se abren a la luz esofagica. Por ultimo, el ventriculo,
donde la glandula dorsal se expande rodeando el lumen y.la subventral se encuentra
alrededor de la dorsal, abrazandola y ocupando casi todo el espacio esofagico.

A continuacién del es6fago esta el intestino, que se extiende hasta el extremo
final del parasito. El plano de unién entre el ventriculo y el intestino es oblicuo, y no se
aprecia ni apéndice ventricular ni ciego intestinal. El extremo posterior es conico y

termina en un mucrdn, con el recto formando un canal oblicuo que desemboca en el ano
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situado en posicién ventral y rodeado de tres glandulas anales, una ventral y dos

dorsales.

A.4. Ciclo biolégico de A. simplex s.l.

El ciclo biologico de estos parasitos segiin Koie et al. (1995), comienza en el
interior de grandes mamiferos marinos como los cetdceos (ballenas, cachalotes,
delfines) y a veces los pinnipedos (focas, leones marinos). En el tracto digestivo las
hembras adultas depositan los huevos que se expulsan al mar junto con las heces del
hospedador.

Estos huevos pueden sobrevivir un tiempo variable en el mar en funcion de la
temperatura del agua (Hojgaard, 1998). En su interior tienen lugar dos mudas, llegando
a eclosionar a los 20-27 dias de la puesta, a una temperatura ambiente de entre 5 y 7°C
(Cocheton et al., 1991). En estas condiciones se libera una larva tipo 3 alin envuelta por
la cuticula de la L.

Dicha L3 puede permanecer libre en el mar de 6 a 7 semanas entre 5 y 7°C
(Banning, 1971), hasta que es ingerida por crusticeos, principalmente eufausidos,
presentes en el plancton marino.

El tercer estadio larvario es infectivo para el hospedador definitivo, ya que el
plancton forma parte de su dieta diaria, llegando a ingerir varias toneladas al dia.

Puede ocurrir que otros peces y cefalopodos se alimenten de zooplancton
infectado con L;. En este caso, las larvas quedan libres en el estomago de estos
hospedadores, atraviesan la pared del tracto digestivo y se encapsulan en las visceras e
incluso en la musculatura, sin sufrir ninguna muda. Los peces o cefalépodos infectados
con L3 de Anisakis los pueden ingerir otros peces o cefalopodos de mayor tamafio, y
pasan a las visceras y musculatura por el mismo procedimiento, pudiendo tener lugar un
fendmeno de acumulacion de parésitos en estos predadores.

El ciclo se cierra al llegar las L3 al interior de los hospedadores definitivos,
bien a través del zooplancton, bien a través de peces y cefalépodos. Las L; sufren dos

mudas y alcanzan la madurez sexual.
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El hombre entra en el ciclo como hospedador accidental, al consumir pescado o
calamares crudos o insuficientemente cocinados que portan en su interior L3 de Anisakis

(Figura 1).

Figura 1. Ciclo biolégico de Anisakis simplex s.1.
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A.S. Epidemiologia

La distribuciéon de las larvas de 4. simplex s.l. es muy amplia ya que se han
encontrado en un alto nimero de hospedadores, tales como calamares, peces y
mamiferos marinos, de practicamente todos los mares y océanos. Algunos autores cifran
en mas de 200 el nimero de peces donde se han hallado sus larvas (Smith y Wootten,
1978; Hojgaard, 1998). La especie 4. simplex s.s. se ha hallado entre el paralelo 30° N y
el circulo polar 4rtico, en el Atlantico y el Pacifico; 4. pegreffii en el Mediterrdneo y en
la region austral, entre los paralelos 35° S y 55° S, desde el Atlantico sur hasta Gibraltar
y el Pacifico; y A. simplex C en el Pacifico septentrional, el Atlantico meridional y la

region austral (Mattiucci et al., 1997).
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La localizacién de las larvas en el interior de los peces hospedadores es muy
amplia, dependiendo en muchos casos de una serie de factores: especie de hospedador,

alimentacion, grado de infestacion, edad y almacenamiento después de su captura.

El primer caso mundial diagnosticado en el hombre, fue en Holanda en 1955
(Van Thiel et al., 1960), donde se hallé una larva de Anisakis en la pared intestinal de
un paciente que habia comido arenques crudos. Ellos identifican la larva de un

nematodo como Eustoma rotundatum. Posteriormente, VanThiel (1962) le da el nombre
de Anisakis.

En Japén Asami et al. (1965) son los primeros en identificar larvas del tipo
Anisakis, idénticas a las comunicadas por Van Thiel et al. (1960 y 1962), como

causantes de dos casos de granuloma estomacal.

Desde entonces, son numerosos los casos comunicados y/o citados de
anisakidosis humana en el mundo. Cabe destacar el alto niimero de casos que se dan en
Jap6n, aunque dependiendo de los autores consultados oscila entre 1000 y 2000 al afio
(Nakata et al., 1980; Matsui et al., 1985; Kasuya et al., 1989; Minamoto et al., 1991;
Shirama et al., 1992; Matsumoto et al., 1992; Ishikura et al., 1992; Kagei et al., 1995).
Esto se debe a las costumbres culinarias de este pais, con una importante presencia en
su dieta de pescado crudo o poco cocinado, asi como a la preparacion del personal
sanitario, bastante mas habituado a reconocer los sintomas de la anisakidosis y a usar
métodos de diagnéstico especificos (gastroscopio). Tanto es asi, que ya en 1965 se
forma el primer “Grupo de Investigacion del Granuloma Parasitario” (Research Group

on Parasitic Granuloma) (Smith y Wootten, 1978).

Uno de los paises europeos que ha tenido mayor incidencia de anisakidosis ha
sido Holanda, donde es frecuente comer pescado crudo, especialmente arenques. Segiin
Hubert et al. (1989) antes del afio 1965 se daban hasta 300 casos anuales. A partir de
entonces el numero de casos disminuyd, citando 292 casos hasta 1992 (Ishikura et al.,
1992). Como consecuencia de los estudios realizados en 1968 por el “Comité de
Anisakis” (Anisakis Committee) (Smith y Wootten, 1978), el gobierno holandés obligo a
congelar los arenques a -20°C antes de 12 horas después de su captura, y almacenarlos
24 horas a esa temperatura antes de su consumo crudo, y para el marinado, los arenques
debian permanecer en un bafio a pH 4,0 y a una concentracion de NaCl superior al 6,5

o, durante 30 dias. Por Gltimo, si estaban destinados al ahumado, se sometian a una
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temperatura de 50°C durante el proceso (Oshima, 1972). Estas medidas redujeron el
numero de casos de 46 en 1967 a s6lo 5 en 1968 (Ruitenberg et al., 1971).

En otros paises, el niimero de casos ha ido aumentando en los Gltimos 20 afios:
en Bélgica (Smith y Wootten, 1978; Verhamme y Ramboer, 1988), Francia (Smith y
Wootten, 1978; Goldfain y Potet, 1984; Petithory y Marty, 1988; Hubert et al., 1989; De
Montigni, 1991; Ishikura et al., 1992; Viu et al., 1996), Estados Unidos (Smith y
Wootten, 1978; Matsui et al., 1985; Deardorff et al., 1986; Desowitz, 1986; Kwee y
Sautter, 1987; Ishikura et al., 1992), Inglaterra (Ishikura et al., 1992; Moore et al.,
2002), Dinamarca y Korea (Smith y Wootten, 1978; Ishikura et al., 1992), norte de
Europa (Olson et al., 1983), y otros paises como Alemania, Noruega, Polonia, Chile,
Canada, Suecia, Brasil, Israel, Italia, Nueva Zelanda, Samoa, Taiwan y Tahiti (Ishikura
et al,, 1992). A este hecho ha contribuido la mejor formacién de los’ profesionales
sanitarios, el diagndstico més preciso y los gustos culinarios importados de Oriente,
especialmente de Japon, y de otros paises escandinavos o latinoamericanos. Los platos
preparados con pescado crudo (sushi, sashimi, izushi, sunomomo, cebiche, etc.),
especiados o no, asi como los marinados, ahumados, etc., incrementan el riesgo de
padecer la enfermedad.

En Espafia, desde que se publicé el primer caso en Valladolid por Arenal Vera
et al. (1991), el nimero de casos denunciados ha ido en aumento (Lopez Vélez et al.,
1992; Valero et al., 1992; Clavel et al., 1993; Daschner et al., 1997; Del Olmo
Escribano et al., 1998; Gémez et al., 1998; Rosales et al., 1999; Cusi et al., 1999;
Oliveira et al., 1999; Lopez Pefias et al., 2000; Martinez Ubeira et al., 2000; entre
otros). En nuestro pais, la principal fuente de riesgo la constituyen los apreciados

boquerones en vinagre, plato muy expandido por toda la geografia espafiola (Del Rey,
2003).

A.6. Profilaxis

Practicamente, desde que se diagnosticaron los primeros casos de anisakidosis
en el mundo, se han propuesto diferentes medidas profilécticas por parte de los

gobiernos, industrias pesqueras, pescadores y consumidores para evitar que sigan -

aumentando los casos de anisakidosis humana.

27



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
trente a larvas 13 de Anisakis simplex s.1.

- Oshima (1972) indica la irradiacion del pescado (con resultados negativos .

sobre sus caracteres organolépticos) y el eviscerado del mismo, inmediatamente después
de su captura, si bien esta practica no afecta a las larvas presentes en la musculatura y
puede propagar la parasitacién de la zona si las visceras se arrojan al mar sin
congelacion previa. El mismo autor propone, por una parte, una mejor educacién en
Salud Publica con programas que ensefien a no comer crudos aquellos peces con mayor
indice de parasitacion y, por otra, la preparacion del pescado calentdndolo a més de
60°C o congelandolo a -20°C en un tiempo inferior a 12 horas desde su captura, y
almacenarlo durante 24 horas o mas a esa temperatura.

Otras medidas de prevencion de la infeccion accidental con Anisakis citadas
por Smith y Wootten (1978) son: el “transparentado” (candling) de los filetes de
pescado en las industrias para ver si tiene larvas, esta medida es ineficaz en pescados de
carne oscura; el fileteado del pescado al que se le ha quitado la musculatura hipoaxial,
que es donde se concentra un mayor numero de larvas, el inconveniente es que en el
producto final sigue habiendo larvas; la congelacion de los desechos de la pesca antes
de tirarlos al mar o alimentar peces de piscifactoria con visceras parasitadas para evitar
la transmision de las larvas.

La Unién Europea, mediante la Directiva 91/493/CEE de 22 de julio de 1991,
relativa a la salubridad de los productos de la pesca, junto con la Resoluciéon de 21 de
diciembre de 1992 para su aplicacion, fija las normas sanitarias aplicables a la pesca y a
la puesta en el mercado de los productos pesqueros. En concreto, indica que la
salubridad de los pescados y productos a partir de pescado destinados al consumo sin
ulterior transformacion, esta garantizada por la obligatoriedad de su congelacion a -20°C
durante 24 horas. Hace especial hincapié en arenques, caballas, espadines y salmones
salvajes del Atlantico y del Pacifico. De esta manera, la mayoria de los productos que
estdn destinados a su consumo en salazén, marinado, ahumado o crudo, se deberan
congelar (Angot y Brasseur, 1995).

En Espafia, el Real Decreto 1437/1992, de 27 de noviembre (BOE del 13 de
enero de 1993), fija las normas sanitarias aplicables a la produccién y comercializacion
de los productos pesqueros y de la agricultura, basado en la legislacion europea referida.

- En definitiva, las tinicas medidas realmente eficaces para acabar con las larvas
presentes en el pescado, y ademds recomendadas por la OMS, son el calentamiento a

més de 60°C durante algunos minutos en funcién del grosor de la pieza (para 30 mm 7
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minutos a 70°C o 20 minutos a 60°C), y la congelacion a -20°C, seguida del aimacenado

del pescado a esa T* al menos 24 horas.

A.7. Patologia

La clasificacion patologica de la enfermedad segun Ishikura et al. (1992) es la
siguiente: anisakidosis gdstrica, intestinal y extragastrointestinal. Las dos primeras
pueden adoptar la forma aguda o fulminante y la forma cronica o suave.

La mayoria de los casos de anisakidosis humana se dan en estémago v en ileo
por el efecto barrera que frente a las larvas hacen tanto el piloro como la valvula de

Bauhin, respectivamente, concentrandose en dichas zonas un mayor niimero de larvas -

(Ishikura et al., 1992).

A.7.1. Anisakidosis géastrica

La forma aguda se da a las 4 o 6 horas de haber ingerido pescado crudo o poco
cocinado, apareciendo dolores estomacales, niuseas y vémitos. Muchos de estos casos
evolucionan a la forma crénica por no diagnosticarse correctamente, prolongéndose los
sintomas durante varias semanas e incluso 1 o 2 afios. En mas de la mitad de los casos
se observa eosinofilia, acompafiada de una nula o ligera leucocitosis (Oshima 1972), y
también mas del 60 % de los pacientes presenta hipoacidez gastrica, lo que segun Asami
e Inoshita (1967) estimula la penetrabilidad de la larva en la pared gastrica.

En la anisakidosis gastrica aguda, con el gastroscopio se observa la larva
intacta penetrando en la pared gastrica del paciente. Dicha pared, se encuentra
inflamada con un edema extensivo, erosidn, sangrado y exudado fibroso, junto a una
eosinofilia con infiltracién masiva de neutrdfilos, macrofagos y linfocitos. Esta reaccion
se denomind “respuesta a un cuerpo extrafio” (Kozima et al., 1966; Oshima,.1972)..A
veces la larva se encuentra en el lumen géstrico, y otras veces se ven puntos erosivos en
la pared producidos por el nomadismo de una larva o mas.

Los investigadores japoneses (Kozima et al., 1966; Oshima, 1972; Ishikura et

- al. 1992) clasifican las lesiones gastrointestinales por anisakidosis en cinco tipos o

fases. La primera seria la descrita para el caso de la anisakidosis gastrica aguda, y las
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siguientes se darian de manera consecutiva en la anisakidosis géstrica crénica, la cual se
suele confundir con cdncer estomacal o Glcera gastrica. ’

~ La de tipo flegmonosa es la primera etapa de una lesién crénica, y se produce a
la semana de la infeccién. Una reinfeccion con otra larva induciria una reaccién
inmunolégica. La apariencia histologica es casi idéntica a la de una anisakidosis aguda.
También se le llama “reacion de tipo Arthus”, y es mas frecuente en parasitosis
intestinales.

La segunda etapa, tipo absceso, se caracteriza por un marcado absceso en la
submucosa con numerosos eosin6filos, neutréfilos, macroéfagos y linfocitos, localizado
alrededor de la larva. El absceso estd a su vez rodeado de tejido granulomatoso, con
necrosis, hemorragia y exudado fibrinoso en las capas mds internas del granuloma. La
cuticula de la larva, en el centro de la lesién comienza a degradarse y existe infiltracién
de eosindfilos en la propia larva. Esta reaccion estd causada por una respuesta
inmunolégica ante antigenos de las larvas de Anisakis por reinfeccion, especialmente de
excrecion-secrecion, también llamada “reaccién de exacervacion” (Kozima et al, 1966).

El tipo absceso-granuloma es la tercera, se da a los 6 meses o mas de la
infeccion. El absceso se reduce y los restos de la larva se encuentran en el centro del
mismo, rodeado por tejido granulomatoso. La reaccion celular es menos intensa y la
larva estd invadida por eosindfilos, lo que a veces dificulta su reconocimiento. En esta
fase la infiltracion y proliferacién linfocitica predomina sobre la eosinofilica.

Tipo granuloma, cuarta y Gltima etapa, es un estado avanzado de la anterior. El
absceso se reemplaza por tejido granulomatoso con infiltracién de células gigantes,
linfocitos y en menor medida eosindfilos, y los restos de la larva apenas se ven en el
centro de la lesion. El grado de destruccion de la larva depende del tiempo que haya
transcurrido desde la infeccion, con lo que puede servir de ayuda para calcular el tiempo
de duracién de la enfermedad. Este tipo de lesion, se observa pocas veces y se debe a un

diagndstico tardio de un caso de anisakidosis cronica o suave.

A.7.2. Anisakidosis intestinal

De acuerdo con los datos aportados por Ishikura (1990) y Matsui et al. (1985),

la forma aguda tiene lugar a los siete dias de la ingestion del pescado crudo o poco
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cocinado, con fuertes dolores en el bajo abdomen, nauseas, vomitos, mareos, diarreas y

sangre en las heces. El dolor es difuso y no localizado, lo que diferencia esta dolencia

- de una apendicitis. En este caso es rara la eosinofilia, pero se observa una marcada

leucocitosis. La region afectada del intestino delgado, normalmente el ileo terminal, estd
cubierta por un exudado fibroso y presenta un engrosamiento edematoso (de 3 a 5 veces
el tamafio normal), debido a un intenso edema (con proliferacién de eosindfilos,
neutrofilos, macroéfagos y linfocitos) por lo que se produce obstruccion parcial y
distension proximal del intestino. La zona de penetracion de la larva presenta necrosis e
infiltracion celular. La mayoria de las veces la zona lesionada se retira mediante
intervencion quirdrgica por un diagndsticco errdneo de ileo paralitico. Los avances en
las técnicas de radiologia e inmunologia hacen posible el diagnéstico de la anisakidosis
aguda intestinal sin necesidad de cirugia, aunque el definitivo sélo se da al identificar la
larva en la muestra retirada al paciente por cirugia, algo que no siempre se logra.

La anisakidosis intestinal cronica o suave produce leves sintomas, hallandose
muchos casos por casualidad al practicar una laparatomia al paciente por otros motivos.
Se consideran casos de infeccion primaria en los que la larva produce un estrechamiento
de la luz intestinal, causando sintomas abdominales crénicos, por lo que se confunde
con un tumor. Si el parésito logra penetrar y alcanzar la cavidad abdominal del paciente
los sintomas se suavizan y se absorben poco a poco, con lo que el paciente queda
sensibilizado y, en caso de reinfeccion, se da una respuesta inmunoldgica severa en el
sitio de penetracion de la primera larva, dando lugar a los sintomas de la forma
fulminante (anisakidosis inestinal aguda) seglin Ishikura et al. (1992).

La forma crdnica intestinal parece estar causada por una prolongacién de la
respuesta alérgica frente a antigenos larvarios de una infeccion primaria con
contaminacioén bacteriana, y su histopatologia es practicamente la misma que la de la
forma suave estomacal (Ishikura et al. 1992):

-Primera etapa (tipo flegmonosa), cuya apariencia es idéntica a la forma
fulminante intestinal.

-Segunda etapa (tipo absceso), considerada una evolucién de la anterior
(alergia tipo Arthus) complicada por una infeccion bacteriana.

-Tercera -etapa (tipo absceso-granuloma). La mayoria de estos casos se .
descubren por accidente cuando el paciente entra al quiréfano por una enfermedad

intestinal (ileo paralitico, tumor o enteritis cronica).
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-Cuarta etapa (tipo granuloma), este tipo, al contrario que en el caso de la
anisakidosis estomacal cronica, se encuentra en contadas ocasiones, ya que las larvas se
“extraen, junto con-el tejido intestinal inflamado, mediante intervencién quirtirgica,

mucho antes de que la enfermedad evolucione hasta esta etapa.

A.7.3. Anisakidosis extragastrointestinal

Este tipo de anisakidosis, también llamada heter6loga o ectdpica, se da con

mucha menos frecuencia que las anteriores (Smith y Wootten, 1978; Cocheton et al.,
1991)..

Las localizaciones de las larvas fuera del conducto gastrointestinal son, por un
lado, boca, faringe, laringe y es6fago; donde producen picores e incluso pueden penetrar
la membrana mucosa, dando lugar al “sindrome del hormigueo en la garganta” (tingling
throat). En estos casos se suelen expulsar mediante tos. »

Por otra parte, puede ocurrir que alguna larva logre atravesar la pared del tracto
gastrointestinal y produzca el llamado “sindrome de larva migrans”, alcanzando zonas
tales como : omento y mesenterio, higado, vesicula, pancreas, ovarios, pleura, nodos
linféticos, etc. En estos lugares, la larva puede morir o encapsularse, permaneciendo asi
hasta que el cuerpo humano la va degradando paulatinamente, con lo que los antigenos
que se van produciendo, tanto en el paso de la larva, como en su encapsulacién y/o

descomposicion, sensibilizan al paciente ante una futura exposicion al parasito (Ishikura
etal, 1992). ‘

A.8. Diagnéstico

En los altimos afios, se ha incrementado en todo el mundo el nimero de casos
de anisakidosis diagnosticados. Este hecho, es debido a varios factores, entre ellos, al
mayor conocimiento de la enfermedad por parte de los profesionales sanitarios y a la
mejora de técnicas de diagnéstico. Desde que por primera vez se diagnosticé un caso'de
anisakiosis humana en Holanda en 1955 (Van Thiel et al., 1960), cada afio ha ido
incrementéndose el nimero de casos descritos. Hasta esta fecha, e incluso mds adelante,

se confundian los sintomas con diversas dolencias del aparato digestivo. Un ejemplo de
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ello lo aporta Ishikura (1969), quién examind con detenimiento el diagnéstico clinico
antes de la intervencién quirdrgica, de 153 pacientes con anisakidosis géstrica y 66 con
anisakidosis intestinal. De los 153 con anisakidosis gastrica, inicialmente fueron
diagnosticados - como sigue: 37 ilcera gastrica, 31 céncer estomacal, 32 pdlipo
estomacal, 6 gastritis cronica, etc.; y de los 66 con anisakidosis intestinal: 22 apendicitis
aguda, 12 ileitis aguda, 6 obstruccidn intestinal, 4 tumor ab?iominal, etc. )

Otro ejemplo de diagnéstico fallido tuvo lugar en Japén, donde entre 1976 y
1990 se diagnosticaron 71 casos de “tumor de estdmago que desaparece” (vanishing
tumor of the stomach), en los que se daban a la vez las tres condiciones siguientes:
sombra de tumor vista en roentgenografia, gran tamafio, y desaparicion en un periodo
corto de tiempo. De ellos, al menos en 29 se descubrid, mediante una investigacion
etiologica posterior, que el agente causante fueron estos nematodos, mientras que otros
15 casos se diagnosticaron como probable anisakidosis (Ishikura et al., 1992).

La gastrofibroscopia es fundamental a la hora de diagnosticar la anisakidosis
gastrica aguda. De hecho, en Japén el 93 % de los casos diagnosticados son de
anisakidosis gastrica y el 4,4 % intestinal, frente a otros paises, donde el 75,3 % es
intestinal y el 10,6 % estomacal. Esto se debe a que en Japén el uso del gastroscopio es
mucho més frecuente, como revela el dato de que el 81 % de los pacientes sospechosos
de tener anisakidosis fueron sometidos a este método, con la consiguiente localizacién y
retirada de la mayoria de las larvas (Ishikura et al., 1992).

En cuanto a la anisakidosis intestinal, su diagndstico se basa,
fundamentalmente, en el interrogatorio médico al paciente que se presente con los
sintomas tipicos de la patologia, para saber si vienen precedidos del consumo de
pescado crudo o poco cocinado. Este dato, junto con el avance experimentado en los
Gltimos afios en las técnicas de diagndstico inmunolégico, permite establecer
rapidamente el posible agente causante de la dolencia y proceder a un tratamiento no
invasivo que puede a veces resultar eficaz.

El diagndstico inmunolégico se basa en la deteccion del aumento de la IgE
especifica y total (Lopez Pefias et al., 2000). Los valores se elevan a partir del tercer dia
Y, sobre todo, entre los 30 y 60 dias post-infestacion, tanto en anisakidosis gastrica
como intestinal. El “inmunoblotting”, junto con el enzimo-inmuno-andlisis (ELISA) y
el fluoro-enzimo-inmuno-analisis (FEIA) son los métodos que determinan los niveles de

IgE especifica.

33



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
_ frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En general, las demds pruebas inmunologicas suelen presentar reacciones
cruzadas con otros. parésitos, por ejemplo Ascaris o Toxocara, por lo que los datos que
aportan son escasos para el diaghdstico clinico, mds bien se usan para estudiar las

reacciones de hipersensibilidad.

A.9. Tratamiento

La mayoria de los autores coinciden en que el remedio mas eficaz para los
casos diagnosticados como anisakidosis gastrica aguda, es la exéresis de la larva con la
ayuda del gastrofibroscopio (Oshima, 1972; Smith y Wootten, 1978; Carvajal, 1984;
Deardorff et al., 1986; Pethitory y Marty, 1988; Kasuya et al., 1989; Cocheton et al.,
1991; De Montigni et al., 1991). Nakata et al. (1980), en un estudio realizado entre 1975
y 1977 en Japén, trataron 41 casos de anisakiosis gastrica aguda, 21 con endoscopia y
exéresis de la larva y otros 20 con analgésicos y antiacidos. El tratamiento elegido se
decidié en funcion del dolor: si era intolerable, intervencién por endoscopia con

forceps; si era soportable, el tratamiento sintomético lo hacia remitir en una semana.

De igual modo, en los casos de anisakidosis gastrica cronica, recomiendan la

reseccion de la zona lesionada.

Para tratar los cuadros agudos intestinales, la solucion mas comin es la
intervencidn quirdrgica, con laparétomia y retirada de la lesion (Oshima, 1972;
Carvajal, 1984; Deardorff et al., 1986; Kwee y Sautter, 1987; Pethitory y Marty, 1988;
Verhamme y Ramboer, 1988; Minamoto et al., 1991). Pero, en aquellos casos en los que
el diagnostico estd claro, se puede prescribir un tratamiento conservador, con
antibidticos (estreptomicina combinada con eritromicina), antipiréticos y solucion de
glucosa isotonica (Oshima, 1972). La administracién de tiabendazol (25 mg/kg, dos
veces al dia, durante tres dias), se aconseja como alternativa (Kwee y Sautter, 1987), si
no requiere intervencion porque la obstruccion intestinal no es muy grande.

En definitiva, la mayoria de los tratamientos que no requieren intervencién
quirlrgica y, por tanto, no retiran las larvas o las zonas afectadas (Tabla 1), no acaban
con el problema en si, sino con los sintomas de la enfermedad, pudiendo en ocasiones
darse con posterioridad un “sindrome de larva migrans visceral”, o sufrir una

encapsulacion las larvas (en pared gastrointestinal, visceras o musculatura abdominal).
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El paciente queda asi sensibilizado ante un futuro contacto con nuevas larvas, motivo
por el cual son cada vez mas frecuentes los casos de reacciones anafildcticas, llamados

comunmnente “alergia al pescado”.

Tabla 1. Tratamientos probados o citados por algunos autores.

AUTORES TRATAMIENTOS
Matsui et al. (1985) Conservador con anticolinérgicos.
Prednisolona intravenosa (50 mg al
Verhamme y Ramboer (1988) dia) en cuadros intestinales.
Antihelminticos (tiabendazol o
Petithory y Marty (1988) flubendazol) en anisakiosis intestinal

subaguda y crénica.
Corticoides para los fendomenos
alérgicos.
Antiacidos en formas gastricas poco
Cocheton et al. (1991) dolorosas.

En casos de granulomas eosinofilicos:
corticoides, ACTH o
ACTH-+antihelminticos.
Antihistaminicos en formas
intestinales sin cirugia.
Antihelminticos: piperazina,
mebendazol y derivados de imidazol.
Sintomatico sin cirugia en anisakiosis

Shirama et al. (1992) intestinal
Albendazol 400 mg 2 veces al dia
Moore et al. (2002) durante 21 dias

ACTH = hormona adrenocorticotropica

Teniendo en cuenta que no se conoce ningun farmaco en el mercado de
eficacia contrastada, muchos investigadores, sobre todo japoneses, han ensayado la
accion de distintos compuestos frente a las larvas de anisakidos, tanto in vitro como in
Vivo.

Manley y Embil (1989) estudian el efecto in vitro de la ivermectina frente a
Ls, Ls y adultos de Pseudoterranova decipiens, observando la pérdida total de la
movilidad a la mayor concentracidén ensayada (500 pg/mL) en un tiempo de 48 horas.

Murata y Yasuda (1989) encuentran que determinadas medicinas comunes en
el mercado chino tienen efectos inhibitorios sobre lafvas de 4. simplex, especialmente el
“anethole”, provocando la ruptura de la pared esofagica larvaria a 10,20 mg/dL de

concentracion.
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Kasuya et al. (1988) comprueban que las larvas L; de Anisakis pierden
totalmente la movilidad in vitro a las 24 horas en contacto con extractos salinos de las
plantas Perilla frutescens (5%), Zingiber officinale (5% y 2,5%), Wasabia japonica (5%
y 2,5%), Allium sativum (5%), y etanol (8% v/v), ademas de conseguir una letalidad
méxima con algunos de sus componentes tales como: [6]-shogaol (62,5 pg/mL), [6]-
gingerol (250 pg/mL), perillaldehido (125 pg/mL) y perillil alcohol (250 pg/mL). Otros
~extractos de plantas asi como el tiabendazol (10 mg/mL) resultaron pricticamente
ineficaces in vitro. Mas adelante, Kasuya et al. (1990) profundizan en el estudio in vitro
de los componentes del extracto de la hoja de Perilla frutescens, usada en la medicina
tradicional China y también como condimento del pescado crudo. El perillaldehido,
principal componente del aceite esencial de esta planta, resultd el mas eficaz,
alcanzando a las 24 horas el 100% de letalidad a 125 pg/mL. Los autores sugieren que
este efecto se debe a una accidn sobre el sistema nervioso, ya que no observan cambios
aparentes en el estudio histoldgico de los nematodos. Esto explicaba que en las zonas de
China donde se usaba esta planta para condimentar el pescado crudo la prevalencia de la
anisakidosis era menor. En este mismo ensayo in vitro demuestran que ni el tiabendazol
ni el pamoato de pirantel son activos incluso a 1 mg/mL de concentracién. Este grupo
de investigacion (Goto et al., 1990), estudia in vitro los componentes de Zingiber
officinale; de ellos, el [6]-shogaol, a la concentraciéon de 62,5 ug/mL, causd una
letalidad del 100% a las 16 horas, produciendo dafios en el tracto digestivo y en la
cuticula de las larvas.

La (+)-ar-turmerona, obtenida de Curcuma longa, también ha presentado
actividad frente a las larvas de este nematodo segln Suzuki et al. (1994).

El mebendazol, otro antihelmintico usado con frecuencia, administrado in vivo
a una concentracion de 400 ppm en el alimento de ratas infectadas por via oral con 10
L3 de 4. simplex, no disminuy® el porcentaje de larvas que se fijaban y/o penetraban en
la pared gastrointestinal hasta pasadas las 36 horas (Oshima et al., 1990).

Un conjunto bastante extenso de antihelminticos se han probado in vitro frente
~aLsy Ly de 4 simplex (Tojo et al., 1992). El grupo formado por los benzimidazoles
(mebendazol, oxibendazol, albendaiol, flubendazol, oxfendazol y fenbendazol) fue
totalmente inactivo salvo el triclabendazol (100% de L; muertas a las 48 horas a 1,50
g/L); los derivados fendlicos (nitroxinil, niclofolan y bithionol sulféxido) tienen efecto

sobre L3 y L4 a partir de 0,05 g/L; de las salicilanilidas (closantel, rafoxanida y
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niclosamida) sélo las dos primeras tienen alguna accién y a las concentraciones més
altas (>1g/L) a partir de las 12 horas; la actividad de los derivados piperacinicos (las
sales citrato y dihidroclorhidrica, y la dietilcarbamacina) fue nula; otros como la
ivermectina (100% de letalidad a las 48 horas a 1,5 g/L), el nitroscanato (100% de L;

muertas a las 12 horas a 2 g/L), el praciquantel ejerce una accién muy discreta, y el

pamoato de pirantel es inactivo.

B. ACEITES ESENCIALES
B.1. Concepto

Los aceites esenciales son sustancias volatiles de naturaleza compleja
obtenidas por procesos fisicos a partir de especies vegetales aromaticas, en cuya
composicion entran a formar parte, de manera mayoritaria, derivados terpénicos (mono
y sesquiterpénicos), y en menor proporcién, derivados fenilpropanicos y, en ocasiones,

otros componentes correspondientes a distintas categorias quimicas (Navarro et al.,
1999).

B.2. Caracteristicas

Son voldtiles y arrastrables en corriente de vapor de agua, solubles en alcohol,
éter y otros disolventes organicos, e insolubles en agua, son incoloros (salvo el de
manzanilla) y permanecen liquidos a temperatura ambiente (salvo el de alcanfor).
Presentan indices de refraccion elevados y muchos de ellos son épticamente activos. La
densidad de los aceites esenciales suele ser inferior a la del agua (excepto los de canela,
clavo y sasafras). Poseen olor caracteristico.

En cuanto a su composicién quimica, los derivados terpénicos pueden
pertenecer a uno de los siguientes grupos (Francis, 1971; Loomis y Croteau, 1980;
Croteau, 1981): hidrocarburos monoterpénicos (aciclicos, monociclicos y biciclicos);
derivados oxigenados de los hidrocarburos monoterpénicos (alcoholes, aldehidos,

cetonas, Cteres, ésteres, oxidos, perdxidos, fenoles); hidrocarburos sesquiterpénicos
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(aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc.); y derivados oxidados de los mismos. Dentro
de los derivados fenilpropanicos predominan los alil y propenilfenoles.

Los principales factores que determinan la variabilidad en la composicion cuali
y cuantitativa- de los aceites esenciales son: el momento de recoleccién y las
caracteristicas climaticas y edaficas de la zona donde se desarrolla la especie aromatica.

Se encuentran predominantemente en especies vegetales superiores (Croteau,
1977) de mds de 50 familias pertenecientes a las Angiospermas (Labiadas o Lamiéceas,
Compuestas o Asterdceas, Lauraceas, Mirtdceas, Rutéceas, Coniferas, Magnolisceas,
etc.), variando los 6rganos encargados de sintetizar y/o almacenar los aceites esenciales
(sumidad, raiz, rizoma, lefio, corteza, hoja, fruto, flor, semilla), si bien las hojas y las
flores son los 6rganos vegetales que presentan, en términos generales, una mayor
riqueza en aceites esenciales.

Tienen un papel ecologico en las plantas que los sintetizan, ya que pueden
comportarse como inhibidores de la germinacién, actuar como defensa frente a agentes
nocivos (insectos u hongos) y como atrayentes de los agentes polinizantes (Oh et al.,

1967; Dodson et al., 1969; Rao y Nigam, 1970; Halligan, 1975).

B.3. Extraccién y normalizacién

En términos generales, todas las plantas aromdticas se deben recolectar en la
época de floracioén, para proceder a la obtencion de los aceites esenciales. Existen varios
métodos (hidrodestilacion, expresidn, extraccion con disolventes, destilacion-extraccion
simulténea, extraccion por fluidos supercriticos); de entre ellos, el de hidrodestilacién es
con el que se obtienen los productos extractivos que en mayor medida responden al
concepto de aceite esencial (Navarro et al., 1999).

Para la normalizacién de los aceites esenciales, las farmacopeas recomiendan
el uso de indices fisicos (poder rotatorio, indice de refraccion, solubilidad en alcohol) y
quimicos (saponificacion, acetilo, método de la mezcla bisulfitica, solubilidad en
soluciones alcalinas). Para el establecimiento de la.composicién cuali y cuantitativa de
los aceites esenciales es de especial interés la aplicacion de técnicas crdmatogréﬁcas
(cromatografia en capa fina, técnicas de espacio de cabeza, cromatografia liquido-

liquido de alta resolucién). L.a cromatografia gaseosa es hoy en dia la técnica mas
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precisa para separar las mezclas voldtiles complejas que son los - aceites esenciales,
caracterizada por su rapidez, sensibilidad y poder resolutivo (Mateo et al., 1978; Cabo

et al., 1980). Los sistemas de deteccion acoplados que mas se utilizan son el detector. de

‘ionizacion de llama y el detector de espectrometria de masas (Bruins, 1979;

Papageorgiov y Argyriadov, 1981). En el caso de la cromatografia de gases con detector
de ionizacion de llama, la identificacion se realiza habitualmente por comparacion de .
los tiempos de retenciéon de los componentes con los de los patrones puros
correspondientes. La aplicacién de la cromatografia de gases acoplada a un detector de
espectroscopia de masas se considera hoy dia imprescindible para la confirmacion de la
identidad de los distintos componentes de los aceites esenciales, por comparacion de los
espectros de masas de cada uno de los constituyentes del aceite esencial con los de
productos puros o con los de otras fuentes (bibliografia especializada, memoria del
espectrometro de masas).

La cuantificacion se puede realizar mediante el método de normalizacion

interna de 4reas, asi como por aplicacion del método del patron interno (Kanias y
Loukis, 1987).

B.4. Toxicidad

En cuanto a su toxicidad, los aceites esenciales tienen un amplio margen
terapéutico, estando la dosis letal 50 (DLsg) por encima de 1 g/kg de peso corporal en
los empleados con mas frecuencia. Determinados componentes, como los derivados
fenilpropanicos asarona, safrol y estragol, estin provistos de toxicidad crénica y, si se
administran de manera continuada, sus metabolitos pueden inducir la formacién de
tumores hepéticos e intestinales. Por otra parte, los derivados oxidados de los
monoterpenos, como la pinocanfona y la tuyona, asi como los aceites esenciales de
eucalipto, nuez moscada y clavo, a altas dosis, pueden dar lugar a- crisis de tipo
epiléptico, convulsiones tetdnicas y alteraciones psiquicas por depresion del sistema
nervioso central. Por ultimo, mencionar que los de alto contenido en apiol y acetato de
sabinilo estan considerados como abortivos (Tisserand y Balacs 1995; Navarro et al.,

1999).
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B.5. Acciones farmacoldgicas y aplicaciones

La importancia farmacognéstica de los aceites esenciales reside, en términos
generales, en tres acciones farmacoldgicas: antimicrobiana, espasmolitica e irritante.

La gran mayoria de aceites esenciales tienen, en mayor o menor grado,
actividad antimicrobiana (Allegrini et al., 1972; Burt, 2004). Son activos frente a un alto
nimero de bacterias y microorganismos tales como hongos y levaduras (Bullerman et
al., 1977; Pellecuer et al., 1977, Agarwall y Mathela, 1979). Las plantas cuyos aceites
esenciales tienen una mayor actividad antimicrobiana pertenecen a los géneros Thymus
y Bupleurum, ademas de los aceites esenciales de clavo, hinojo, lavanda 'y ajedrea. Se
ha demostrado que los derivados oxidados de los monoterpenos son los mas activos,
entre ellos: timol, carvacrol, linalol, geraniol, alcanfor y citral (Yousef y Tawil, 1979;
Megalla et al., 1980; Kurita et al., 1981). Debido a esta accion, se usan de manera topica
(llagas, ulceraciones, fortinculos), o como antisépticos de las vias renales (en nefritis
benigna y uretritis benigna) y respiratorias.

Por otra parte, también se ha visto que los aceites esenciales (tomillo, melisa,
romero y mentas) se comportan como espasmoliticos frente a distintos agentes
espasmogenos (Boettge, 1954; Rochat, 1970; Van der Broucke y Lemli, 1980), tales
como acetilcolina, noradrenalina e histamina, porque inhiben la disponibilidad del
calcio. Se usanen dolores célicos intestinales y en mala digestién, ya que, en mayor o
menor grado, estimulan las secreciones géstricas.

Por 1ltimo, el cardcter irritante de los aceites esenciales hace que se usen en
forma de linimentos con efecto rubefaciente (dolores musculares y articulares),
descongestivo (procesos catarrales) y analgésico (Navarro et al., 1999). También se
toman via oral como expectorantes (eucalipto, tomillo y niauli), y como carminativos
ante hinchazones epigéstricas, flatulencias y- digestiones lentas (anis verde, anis

-estrellado e hinojo), ya que incrementan la motilidad intestinal e inhiben las
fermentaciones.. -

" Determinados aceites esenciales son capaces de dar lugar a otras acciones
distintas a las ya relacionadas. Asi, la administracién continuada del aceite esencial de
melisa reduce el colesterol plasmatico. Los de clavo y nuez moscada son inhibidores de

. la agregacion plaquetaria (por su contenido en eugenol e isoeugenol). El de manzanilla

posee propiedades antiinflamatorias (por el camazuleno y el a—bisabolol), sin efecto
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ulcerogénico. El.eucaliptol actia como inductor enzimatico en higado, acelerando la
metabolizacién de algunos medicamentos (Navarro et al., 1999).

.. El eugenol, principal componente del aceite esencial de clavo (Eugenia
caryophyllus), se emplea en odontologia, ya que a su efecto antimicrobiano une su
capacidad anestésica local, si bien su abuso puede conducir a la destruccion de la pulpa
dentaria. Asi mismo, el aceite esencial de clavo se comporta como antiagregante
plaquetario y antinflamatorio.

Otro aceite esencial de posible interés en el 4mbito terapéutico es el de geranio
(rico en geraniol y citronelol), que tiene actividad antitumoral in vitro (Fang et al.,
1989), y en la que se encuentra implicado el geraniol; Crowell (1999) también ha
demostrado in vivo su accion antitumoral frente a leucemia. El mecanismo de accidn se
basa en la detoxificacion carcinogénica, en fase de iniciacion, y en la apoptosis y/o
inhibicion de las proteinas reguladoras del crecimiento, en fase de post-iniciacién.
Carnesecchi et al. (2001) lo proponen como un nuevo agente de quimio-prevencion del
cancer, actuando sobre el metabolismo de las poliaminas de células cancerosas de colon
humano. Segiin Perry et al. (2001), el geraniol puede tener actividad antinflamatoria y
estrogénica; estos mismos autores indican que los. aceites esenciales de Salvia
lavandulaefolia (salvia espafiola) y algunos de sus constituyentes quimicos, entre ellos
el geraniol, presentan propiedades que pueden ser relevantes para el tratamiento del
Alzheimer. ‘

A lo ya expuesto sobre el potencial farmacologico de los aceites esenciales, se
afladen los resultados obtenidos por distintos autores sobre las posibilidades
terapéuticas, especialmente por su accién biocida frente a distintos microorganismos, .
que_abren distintos aceites esenciales y/o sus principales componentes (Tabla 2).

Ademas de las aplicaciones terapéuticas indicadas anteriormente y de las
potencialidades farmacologicas de muchos de ellos, los aceites esenciales y sus
componentes son objeto de un amplio uso en perfumeria y cosmética (perfumes,
desmaquillantes, cremas y lociones), industria agroalimentaria (aromatizantes,
saborizantes y conservantes), industria farmacéutica (mejora de los caracteres
organolépticos de determinados -medicamentos_) e industria quimica (como productos de

partida en semisintesis) (Navarro et al., 1999).
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Tabla 2. Acciones de distintos aceites esenciales frente a organistnos patogenos.

- ACEITE ESENCIAL

AUTORES MONOTERPENOS ACCION
Onawunmi et al. (1984) | Cymbopogon citratus Antibacteriana
Chaumont y Léger - - Geraniol, citronelol y ' '
(1992) citral Antifingica

Repelente de Aedes
Vartak y Sharma (1993) Citronelol aegypti

.. Viollon y Chaumont

Carvacrol, timol,
geraniol, citronelol y

Antifingica in vitro
ante Cryptococcus

(1994) citral neuformans
B Carvacrol, citronelol y
Rice y Coats (1994) citral Insecticida
. Suprimen el -
Mahmoud (1994) Eugenol, timol, crecimiento y la sintesis
geraniol, citronelol y de aflatoxinas del
citral Aspergillus flavus
Helichrysum
Chinou et al. (1996) amorginum H. italicum Geraniol Antibacteriana -
Antibacteriana y
Pattnaik ‘et al. (1997) Geraniol y citral antifungica

Hammer et al. (1997)

Melaleuca alternifolia

Activo frentea
Malassezia furfur

Lee et al. (1997)

Timol y citronelol

Insecticida Musca
domestica (timol).
Larvicida Diabrotica
virgifera, gusano del
maiz (citronelol)

Lis-Balchin y Deans
(1997)

Eugenol, timol, geraniol
y citronelol

Anti Listeria

- Kayser et al. (1997)

Pelargonium reniforme

y P. sidoines Antimicrobiana
Lis-Balchin et al. ,
{1998) Pelargonium sp. Antibacteriana
Hammier et al. (1998) Melaleuca alternifolia ' Anticandidisica
Activo frente
Rajab et al. (1998) Geraniol Mycobacterium
tuberculosis
Boyanova y Neshev Inhibicién de
(1999) Rosa sp. Geraniol Helicobacter pylori
Activo frente Bacillus
Ultee et al. (1999) Carvacrol cereus
Kulevanova et al.
(2000) Thymus sp. Timol, geraniol y citral Antimicrobiana
Pelargonium reniforme
Govere et al. (2000) 'y Cymbopogon Repelente de Anopheles
excavatus arabiensis
Acaricida frente Varroa
Lindberg et al. (2000) . Carvacrol y timol . ‘jacobsoni
Botha y McCrindle Pelargonium Repelente frente a
- (2000) graveolens Citronelol insectos
Pelargonium
Dorman .y Deans (2000) | graveolens y Origanum Antibacteriana
vulgaris
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Karatzas et al. (2000)

Carvacrol y timol

Inhiben a Listeria
monocytogenes

Mansour et al. (2000)

Thymus capitatus

Carvacrol y timol

Activo frente a distintas
fases de Culex pipiens

1

Larvicida frente a Culex

Lampman et al. (2000) Glycine max Citral pipiens
Eugenol, citronelol y _
Zhu et al. (2001) Vetiver citral Termicida
Repelente de Aedes
Tawatsin et al. (2001) Cymbopogon aegypti, Anopheles
winterianus dirus y Culex
quinquefasciatus
Antimicrobiana y
Aligiannis et al. (2001) Origanum sp. Carvacrol antifingica
Arras y Usai (2001) Thymus capitatus 80-83 % carvacrol Antifingica
Antibacteriana y
Karaman et al. (2001) Thymus revolutus Carvacrol antifiingica
Periago y Moezelaar Activo frente a Bacillus
(2001) Carvacrol cereus
Satureia hortensis, Insecticida topica frente
Isman et al. (2001) Thymus serpyllum y Carvacrol y timol alarvaIll de
Origanum creticum Spodoptera litura

Inhibe a Listeriae,

Knowles y Roller Carvacrol Salmonellae y distintas

(2001) levaduras
Inhibicién de

Lambert et al. (2001) - Origanum sp. Carvacrol y timol Pseudomonas
aeruginosay

Staphylococcus aureus

Insecticida y repelente

Tsoukatou et al. (2001) Crithmum maritimum Carvacrol de la hormiga Pheidole
pallidula
Aframomum danielli,
Martins et al. (2001) Curcuma longa y Antimicrobiana
Zingiber officinale
Antimocrobiana y
Varel y Miller (2001) Carvacrol y timol antifermentativa

Carson et al. (2002)

Melaleuca alternifolia

Terpinen-4-ol

Activo frente a
Staphylococcus aureus

Velutti et al. (2003)

Cinnamomum
zeylanicum, Eugenia
caryophyllus,
Cymbopogon citratus,
C. martinii y Origanum

sp.

Inhiben el crecimineto
y la produccion de
fumonisina B, en
Fusarium proliferatum

Friedman et al. (2004)

Carvacrol, geraniol,
eugenol, citral y linalol.

Antibacteriana frente a
Escherichia coli'y
Salmonella enterica

Farag et al. (2004)

Melaleuca sp.

Antimicrobiana,
antifingica y antiviral.

43



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

44




[

'OQQOCO_WQO‘...".Q!‘QO.Q...Q,!’OOOQ‘CMQQQ‘O..Q‘M‘...CQOQ;

Introduccién

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Distintos trabajos realizados con aceites esenciales y/o sus principales
componentes, han puesto de manifiesto el creciente interés de los mismos dentro del
ambito de la Parasitologia. En este sentido, cabe citar, entre otros, el efecto inhibitorio
que ejercen algunos derivados monoterpénicos como carvacrol, linalol y a-terpineol
frente promastigotes de Leishmania infantum (Morillas Marquez et al., 2004), asi como
la actividad antihelmintica in vivo mostrada por una mezcla de Thymus vulgaris,
Melissa officinalis y Echinacea purpurea, frente a Ascaris suum (Gaasenbeek et al.,
2004). En relacion con la posible actividad de aceites esenciales y/o de sus principales
componentes frente a larvas Ly de Anisakis simplex s.1., destacan los trabajos realizados
por Kasuya et al. (1988 y 1990), quienes ponen de manifiesto la actividad larvicida in
vifro del aceite esencial de Perilla frutescens y de su principal componente, el aldehido
perilla.

Por todo lo expuesto, y habida cuenta de la no disponibilidad de tratamientos
farmacolégicos eficaces frente a la anisakidosis humana, se ha abordado el estudio. de la
posible actividad larvicida de distintos aceites esenciales y de sus principales
componentes, frente a las larvas L; de 4. simplex s.l., tanto in vitro como in vivo, y

valorar asi su posible uso en el tratamiento de esta enfermedad.
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Materiales y Métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. HOSPEDADOR

Micromesistius poutassou (bacaladilla) procedente del Norte de la Peninsula
Ibérica, con una longitud comprendida entre 31 cm y 17 cm, y 22,76 cm de longitud
media. En total, utilizamos unos 100 kg de bacaladillas, con un nimero aproximado de
1.400 ejemplares, adquiridos en diferentes pescaderias de la ciudad de Granada

(Espafia). Para la clasificacion del hospedador hemos seguido a Bauchot y Pras (1987).

Foto 1. Ejemplar de bacaladilla (M. poutassou).

1.2. PARASITO

Tercer estadio larvario (L3) de A. simplex s.]. obtenido del hospedador M.

poutassou.

Foto 2. Larvas L3 de 4. simplex s.1. en solucién de NaCl al 0,9 %.
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1.3. AISLAMIENTO DE LOS PARASITOS

Una vez en laboratorio, con la ayuda de pinzas metélicas y tijeras realizamos
una diseccién completa del pescado, comenzando por el ano y siguiendo la linea alba
hasta las branquias. A continuacion, con pincel o aguja enmangada se extraen las larvas
de A. simplex s.1. que se hallan libres en la cavidad abdominal, tras lo cual se procede a
la separacién del tubo digestivo, visceras y mesenterio, depositindose en placas de Petri
con solucién de NaCl al 0,9 %. Posteriormente, se recogen las larvas que se hallan
libres en la placa de Petri. Por ultimo, con ayuda del pincel se eliminan los restos

adheridos a los parésitos y se lavan varias veces en solucion de NaCl al 0,9 %.

Foto 3. Larvas L; de 4. simplex s.1. en higado de bacaladillas.

1.4. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LOS PARASITOS

Las larvas de A. simplex s.l. se identifican con ayuda de un microscopio
estereoscopico. Para completar la identificacion, se observan entre portaobjetos 'y
cubreobjetos con una gota de solucién de NaCl al 0,9 % a 4x, 10x o 40x bajo el
microscopio 6éptico (Olympus CH-2). Una vez identificadas, se seleccionan aquellas que

estan sin dafiar y se desechan todas las que presentan algin deterioro.
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1.5. IDENTIFICACION DE LARVAS MEDIANTE ELECTROFORESIS DE

ISOENZIMAS

Con el fin de identificar genéticamente las especies de Anisakis pertenecientes

al complejo 4. simplex s. 1., seleccionamos una serie de larvas de varios ejemplares de

hospedadores de distintos dias. Una vez lavadas con solucién de NaCl al 0,9 % y

congeladas a -80°C, analizamos en el Instituto de Parasitologia de la Universidad de “La

Sapienza”, Roma, bajo la supervision de la Dra. Mattiucci.

Tabla 3. Enzimas estudiados, con su c6digo numérico internacional segiin la [UBMB (1992).

Enzima Cédigo Estructura Loci Migracién
numérico cuaternaria
Malato deshidrogenasa MDH 1.1.137 Dimérica Mdh-1  Anodal/catodal
6-Fosfogluconato deshidrogenasa 6-PGDH 1.1:1.43 Dimérica 6-Pgdh Anodal
Superdxido dismutasa SOD 1:15:1:1 Dimérica Sod-1 Anodal
Aspartato amino transferasa AAT 2.6.1.1 Dimérica Aat-2  Anodal/catodal
Adenilato kinasa ADK 2743 Monomérica  Adk-2 Catodal
Peptidasa (leu ala) PEP C 3.4.11 Monomérica Pep C-1 Anodal
Manosa fosfato isomerasa MPI $53.18 Monomérica Mpi Anodal
Glucosa fosfato isomerasa GPI 5.3.1.9 Dimérica Gpi Anodal

Hemos estudiado los enzimas indicados en la Tabla 3, para la identificacion de

las especies del género Anisakis (Orecchia et al., 1986; Mattiucci et al. 2002).

Foto 4. Preparacion del gel.
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En primer lugar, se procede a la preparacion de un gel pesando el equivalente a

un 10 % de almidén hidrolizado de patata para cada sistema tampoén (cuyas

composiciones se detallan en el Apéndice de Materiales y Métodos). Se calienta hasta

ebullicion, agitando a la vez hasta que cambie su consistencia y se aspira el aire que

queda en el gel con la ayuda de una bomba de vacio durante aproximadamente 30

segundos, con el fin de evitar que se formen burbujas de aire en €l y dificulten el

desplazamiento de las proteinas durante el transcurso de la electroforesis. Se vierte el

gel sobre los moldes de electroforesis para que solidifique y se deja a durante 1 hora a

T2 ambiente.

Tabla 4. Procedimiento electroforético adaptado de Nascetti et al. (1986) y Abollo (1999).

Enzima Sistema V/ t Tampén Coenzima Enzima Substrato  Activador Revelado
tampén cm h  coloracion
MDH ACPH 8§ 5 - NAD - Malato de - MTT 10 mg
20 mg Na 5 mL PMS 2 mg
agar 0,8 %
6PGDH  ACPH 9 6 Tris-HCI NADP - Ac. 6-P- MgCl, MTT 10 mg
0,05 M 12 mg glucdnico 10 mg PMS 2 mg
pH §;5 mL 20 mg agar 0,8 %
SOD PHI 9 5 Tris-HC1 NAD - - - Exponer a la
0,05 M 10 mg luz
pH 8;5 mL
AAT TCII 9 6 Tris-HCI - - Ac.aspartico  Piridoxal- Azul rapido
0,05 M 200 mg, S-fosfato BB 150 mg
pH 8 100 mg ac.o- 10 mg
50mL cetoglutarico
pH 7,5
ADK TCI1I 9 6 Tris-HCI NADP G6PDH ADP 30 mg MgCl, MTT 10 mg
0,05M 10 mg 0,02 mg glucosa 10 mg PMS 2 mg
pH 8 HK 45mg agar 0,8 %
5 mL 0,02 mg
PEPC TCU 8 5 Tris-HCl - Peroxidas Leucil- - Agar 0,8 %
0,05M a 0,04 mg alanina 20
pH 8 A-oxidasa mg
5 mL 0,02 mg o-dianisina
10 mg
MP1 PHI 8 5 Tris-HC1 NADP G6PDH Manosa-6- MgCl, MTT 10 mg
0,05M 10 mg 0,02 mg fosfato 10 mg PMS 2 mg
pH 8 GPI 25 mg agar 0,8 %
S mL 0,02 mg
GPI PHI 8 5 Tris-HCI NADP G6PDH Fructosa-6- MgCl, MTT 10 mg
0,05M 10 mg 0,02 mg fosfato 10 mg PMS 2 mg
pH 8;5 mL 10 mg agar 0,8 %

La larvas se homogenizan en vidrio de reloj con 100 pl de agua destilada y

sobre placa de frio para que no se desnaturalicen las proteinas. El homogenizado se

absorbe en papel de cromatografia Whatman 3MM (5x5 mm) y se inserta en los
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pocillos de la linea de origen del gel, marcados con la ayuda de un peine, desde donde
se desplazaran las proteinas hacia uno de los dos extremos (polos +y -). Con el fin de
permitir el paso de corriente eléctrica, el gel se pone en contacto con el tampén de
electrodos (Apéndice) con la ayuda de esponjas. Por tltimo, se cubre el gel con una
lamina de plastico para protegerlo del polvo.

La electroforesis se realiza a 4°C para evitar el calentamiento excesivo del gel
con el paso de la corriente eléctrica. Las condiciones eléctricas se fijan en funcién del

sistema enzimatico, al igual que el tiempo de duracién de la prueba (de 4 a 6 h) (Tabla
4).

Foto 5. Inicio de la electroforesis isoenzimatica.

Transcurrido el tiempo necesario, se realiza la coloracién de las placas de
almidén, variando el colorante y el tiempo en funcién del tampon utilizado (Tabla 4). El
proceso de revelado se detiene con un fijador (solucion de acido acético al 10 %) y se
procede a la posterior lectura e interpretacion de los resultados.

La identificacién de las larvas se basa en los loci enzimaticos diagnésticos de
las especies del complejo isomoérfico 4. simplex (Nascetti et al., 1986; Orecchia et al.,
1986; Mattiucci et al., 1997) (Tabla 5). Hemos utilizado controles junto con las
muestras objeto de nuestro estudio, para verificar que la electroforesis es correcta y
servir de apoyo en la lectura. Los controles usados han sido larvas L3 del complejo 4.
simplex provenientes del Mar Jonico, Grecia (4. pegreffii), y del Mar del Norte,

Noruega (4. simplex s.s.), cuyo hospedador fue, en ambos casos, Trachurus trachurus.
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Tabla 5. Loci enzimaticos para la identificacion genética del complejo A. simplex.

Loci
Adk-2 Pep C-1 Sod -1
A. simplex s.s. 105 90 92
A. pegreffii 100 100 100

2. PRODUCTOS NATURALES ENSAYADOS

Frente a larvas L3 de A. simplex s.l., hemos ensayado los aceites esenciales

siguientes:

-Comino [Cuminum ciminum (Apiaceae)]

-Palmarrosa [Cymbopogon martinii (Poaceae)]
-Lemongrass [Cymbopogon citratus (Poaceae)]

-Geranio Egipto [Pelargonium graveolens (Geraniaceae)]
-Litsea cubeba [Litsea cubeba (Lauraceae)]

-Orégano [Coridothymus capitatus (Lamiaceae)]

-Citronela de Java [Cymbopogon winterianus (Poaceae)]

Por otra parte, se ensayaron de manera individual frente al mismo parasito, los
principales componentes de los aceites esenciales arriba citados, cuya estructura
quimica se asemeja a la del perillaldehido, nuestro compuesto de referencia (ver
Apéndice de Materiales y Métodos). Fueron los derivados monoterpénicos citados a

continuacion.

Fenolicos:
-Carvacrol
-Timol

Alcohélicos:

-Geraniol
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-Citronelol
Aldehidicos:

-Citral

-Aldehido cuminico

-Perillaldehido (compuesto referencia)

De cada uno de los productos (aceites esenciales y componentes) se preparan
tres concentraciones distintas con etanol al 96 %:

-12,50 mg/mL.

-6,25 mg/mL.

-3,125 mg/mL.

Tanto los aceites esenciales como sus componentes mayoritarios han sido

suministrados por Sensient Fragrances (Granada, Espafia).
2.1. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROSCOPIA DE MASAS

La composicion cualitativa y cuantitativa de los aceites esenciales, asi como la
pureza de sus componentes se ha obtenido mediante cromatografia de gases acoplada a
detector de espectrometria de masas (cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard 6890,
combinado con un espectrometro de masas Hewlett-Packard 5973), segln las siguientes
condiciones instrumentales.

-Automuestreador de liquidos Hewlett-Packard 7673 A.

-Columna de metilsilicona DB-5 (30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro

interno x 0.25 um de espesor de pelicula).

-Columna capilar Carbowax 20M (30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro

interno x 0,25 um de espesor de pelicula).

-Temperatura del detector: 250°C.

-Temperatura de inyeccion: 250°C.

-Yolumen de inyeccion: 0,10 uL.

-Division de la muestra: 1/70.

-Gas portador: helio.

-Flujo del gas portador: 1,20 mL/minuto.
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-Programa de temperaturas:
Temperatura inicial 65°C.
Tiempo inicial 3 minutos.
Temperatura final 210°C.
Gradiente 3,50°C/minuto.

Tiempo final 30 minutos.

Los espectros de masas se obtuvieron en modo de impacto electrénico (EI) con
una energia de ionizacion de 70 eV. La velocidad de barrido fue de 2 scan/segundo en
un rango de masas entre 35 y 300 uma (unidades de masa atémica). La identificacion de
los componentes se hizo en funcién de sus espectros de masas, por comparacion con los
conocidos (Jenning y Shibamoto, 1980; Adams, 1995). Por ultimo, el andlisis
cuantitativo se realiz6 por el método de las proporciones relativas, calculadas

directamente desde las areas de los picos cromatograficos.
2.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO

La capacidad captadora de radicales libres de los derivados monoterpénicos se
calcul¢ frente a 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH). Para ello medimos la concentracién
de solucion requerida para disminuir en un 50 % la absorbancia de DPPH (ICsp), usando

4cido ascorbico como control (Navarro et al., 1993).
3. ENSAYOS IN VITRO
3.1. MATERIAL NECESARIO

-Solucién de NaCl al 0,9 % (P/V). Dicha solucién se prepara utilizando un.
agitador magnético y, acto seguido, se esteriliza en autoclave a una presién
positiva de 1,2 Kg/em® y 121°C durante un tiempo de 30 minutos.
-Alcohol de 70°. ’
-Placas de poliestireno estériles de 12 pocillos (Iwaki) con una capacidad de 6

mL por pocillo.
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-Solucién antibiética (Iglesias et al. 1997) con la siguiente composicién para 10

mL:
Sulfato de gentamicina 80 mg
Anfotericina B 0,625 mg
Penicilina G 10.000 U.IL
Sulfato de estreptomicina 10 mg
Solucién de Hank's 4,50 mL

Una vez preparada la solucidn antibidtica se guarda en frascos estériles en
alicuotas de 10 mL, protegida de la luz a —20°C.

-Agujas enmangadas.

-Pocillos alemanes.

-Pipetas.

-Micropipeta y puntas estériles.

-Jeringas y agujas estériles

-Camara de flujo laminar.

-Mechero de gas.

Foto 6. Material necesario para los ensayos in vitro.

3.2. AXENIZACION DE LOS PARASITOS
Las larvas se colocan dentro de la cdmara de flujo laminar (Kowell) en pocillos
alemanes, previamente enjuagados en alcohol de 70° y flameados, con 2 mL de solucién

antibidtica durante aproximadamente 20 minutos.
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3.3. PROCEDIMIENTO

Se trabaja dentro de la campana de flujo laminar y cerca de un mechero de gas
para asegurar la esterilidad.

Con jeringa y aguja estéril se depositan en cada pocillo de las placas de
poliestireno 2 mL de solucién de NaCl al 0,9 % estéril, y con micropipeta y punta estéril
20 wl del producto natural. De este modo, las concentraciones finales ensayadas de los
productos son 125, 62,50 y 31,25 pg/mL. A continuacion, las larvas se introducen en
los pocillos, se tapan las placas de poliestireno y se etiquetan.

De forma paralela se realizan dos controles con soluciéon de NaCl al 0,9 %
(control n°1) y etanol al 1 % (control n°2), con 2 mL de cada uno por pocillo, en las
mismas condiciones que los productos, para comprobar si el disolvente de los productos
naturales o el medio empleado en los ensayos afectan a la supervivencia de los

nematodos.

3.4. INCUBACION

Los parasitos se mantienen, dentro de los pocillos de sus respectivas placas de

poliestireno, en un incubador (Forma Scientific) a 37°C y con un 5 % de CO..

3.5. LECTURA

La observacion de los parasitos se lleva a cabo en el microscopio
estereoscopico a las 4, 8, 24 y 48 horas. Atendiendo a criterios de movilidad, se marcan
en cada intervalo de tiempo las larvas que se mueven (vivas) y aquellas que no lo hacen
(muertas).

Con el fin de que los resultados sean lo mas fidedignos posibles, cada producto
y cada dilucion del mismo se ensaya tres veces en las condiciones descritas
anteriormente, y en dias diferentes para asegurarnos de que los parasitos se mueren por
accion de los productos y no por otras causas.

Se determinan los siguientes parametros: Supervivencia Media (SM = % de L;

vivas) a las 4, 8, 24 y 48 horas del inicio del ensayo; Supervivencia 50 (Sso = tiempo al
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que la mitad de las L3 estan vivas) y Supervivencia Méxima (Sps= ntimero de L; vivas
a las 48 horas).

4. TECNICAS HISTOLOGICAS

Para observar los dafios causados por los componentes de los aceites esenciales
en las larvas de 4. simplex s.l., se procede a la realizacion de cortes histologicos. La
técnica que se sigue se resume a continuacion.

4.1. CONSERVACION DE LOS PARASITOS

Las larvas muertas se retiran de sus respectivos pocillos y se conservan en

frascos con formol tampén al 10 %:

Fosfato sdédico monobasico dihidratado 3,84 ¢
Fosfato sédico anhidro purisimo 15,38 g
Agua destilada 192 mL
Afiadir:

Formol comercial 40 % en agua destilada 134 mL
Agua destilada c.s.p. 1L

4.2. DESHIDRATACION Y FIJACION

Se lleva a cabo en un procesador automatico de tejidos (Autotechnicon Duo
modelo 2 A). Las larvas previamente deben haber permanecido en formol tampén al 10
%, al menos 24 horas.

Los paréasitos se introducen en una canasta de plastico (Bio Cassette) y se
someten a una serie de bafios en alcoholes de graduacion creciente, seguidos de xileno y
parafina para completar su deshidratacion.

1° Alcohol 50° 30 minutos.

2° Alcohol 70° 30 minutos.

3° Alcohol 96° 30 minutos.

4° Alcohol 96° 1 hora.

5° Alcohol 100° 1 hora.
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6° Alcohol 100° 1 hora.
7° Xileno 30 minutos.
8° Xileno 1 hora.

9° Parafina 30 minutos.

10° Parafina a 56 °C 1,5 horas.

Al final del procesado, la muestra permanece dentro del dltimo bafio de

parafina hasta la inclusion.

4.3. INCLUSION

Con la ayuda de un molde metélico (Tissue Tex II) y un dispensador de
parafina (Selecta) a 58°C se incluyen las larvas en bloques de parafina. Se dejan a
temperatura ambiente hasta que la parafina solidifica, y se guardan a 4°C hasta el

momento de su uso.

Foto 7. Bloques de parafina con las L3 de 4. simplex s.1. incluidas. |

4.4. CORTES HISTOLOGICOS

)

3
|
|
i

Se realizan cortes de 3 um, con un microtomo (Reichert-Jung 2030 MOT) y
cuchillas desechables (Feather S-35), previo desbastado del bloque de parafina mediante
cortes de 20 pm. Los cortes se depositan con ayuda de un pincel en un bafio de agua a

40°C y, seguidamente, se colocan en la superficie de portaobjetos, marcando estos con
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el niimero de la muestra y del corte. A continuacidn, se procede al secado. Para ello, los
portaobjetos, dispuestos en cestillas, se introducen en una estufa a 37°C durante 24

horas.

4.5. DESPARAFINADO E HIDRATACION

Son dos pasos previos a la tincién. Con los cortes histolégicos marcados y
secos, y atin dentro de las cestillas, se procede a desparafinarlos, introduciéndolos en 2
bafios consecutivos de xileno de 20-25 minutos de duracion cada uno.

La hidratacién se realiza mediante la introduccion de las cestillas con los cortes
en una serie de alcoholes de graduacion decreciente.

1° Acohol 100° 5 minutos.

2° Alcohol 100° 5 minutos.

3° Alchol 96° 5 minutos.

4° Alcohol 96° 5 minutos.

5° Alcohol 90° 5 minutos.

6° Alcohol 80° 5 minutos.

7° Alcohol 70° 5 minutos.

8° Alcohol 60° 5 minutos.

9° Alcohol 50° 5 minutos.

Foto 8. Hidratacion, tincién de hematoxilina-eosina y deshidratacion.
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4.6. TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

La técnica que usamos es la indicada por Garcia del Moral (1993).
Las preparaciones se introducen en los siguientes productos durante el tiempo
indicado:
1° Hematoxilina 2 minutos.
2° Agua corriente 20 minutos.
3° Lavamos en agua destilada.
4° Eosina 30-60 segundos.
5° Deshidratacion:
a) Alcohol 50° 2 minutos.
b) Alcohol 60° 2 minutos.
¢) Alcohol 70° 2 minutos.
d) Alcohol 80° 2 minutos.
e) Alcohol 90° 2 minutos.
f) Alcohol 96° 2 minutos.
g) Alcohol 96° 2 minutos.
h) Alcohol 100° 2 minutos.
i) Alcohol 100° 2 minutos.
6° Xileno 2 minutos
7° Montamos las preparaciones con una gota de pegamento (Eukitt) entre porta

y cubreobjetos. Los cortes se dejan secar a temperatura ambiente.

4.7. TINCION TRICROMICA DE MASSON

Seguimos la tincién descrita por Garcia del Moral (1993). Las indicaciones de
la técnica sefialada se describen a continuacién:

1° Solucién de Bouin 1 hora a 56°C, o toda la noche a T? ambiente.

Acido picrico saturado en solucién acuosa 750 mL
Formol comercial 10 % en agua destilada 250 mL
Acido acético 50 mL

2° Enfriamos y lavamos en agua corriente hasta que la coloraciéon amarilla

desaparezca.
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-3° Enjuagamos en agua destilada.

4° Solucién de hematoxilina férrica de Weigert 10 minutos.

Solucidn A;

Hematoxilina cristalizada : lg
Alcohol 95° - 100 mL

| Solucién B:

; | Cloruro férrico 29 % én agua destilada 4 mL

| Acido clorhidrico ' I mL
Agua destilada | 95 mL

La solucion de trabajo resulta de mezclar A y B a partes iguales.
5° Lavamos en agua corriente 10 minutos.
6° Lavamos en agua destilada.

7° Solucion de fucsina acida-escarlata de Bierbrich 2 minutos.

Escarlata de Bierbrich 1 % en agua destilada 90 mL
Fucsina 4cida 1 % en agua destilada 10 mL
Acido acético glacial » I mL

8° Lavamos en agua destilada.

9° Solucion de acido fosfotingstico 5 % 10-15 minutos.

| Acido fosfotingstico ' 10g
; Agua destilad;i 200 mL
- 10° Solucién de verde ligero 10 minutos. | -
Verde ligero | 2g
Agua destilada 98 mL
Acido acético - 1 mL

11° Lavamos en agua destilada..
- 12° Solucién de 4cido acético glacial 3-5 minutos.

Acido acético glacial | I mL

Agua destilada e - 100 mL
+ 13° Deshidratacion (igual que en el punto 5° de la tincion anterior).
14° Xileno 2 minutos.. '

'15° Montamos (igual que en la tincién anterior en el punto 7°).
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5. ENSAYOS INVIVO
5.1. MATERIAL NECESARIO

-Sondas gastricas de 2,5 mm de didmetro.

-Jeringas de plastico de 2 mL.

-Animales de experimentacion (rata Wistar hembra) con un pesd aproximado

de 150 g. En total se han utilizado 454 ejemplares.
"-Campana de cristal.

-Eter dietilico.

-Bascula.

-Tabla de diseccion (soporte de corcho).

-Tijeras.

-Pinzas metalicas.

-Agujas.

-Pipetas Pasteur.
5.2. DOSIS ADMINISTRADA

El célculo de la concentracién de los componentes de los aceites esenciales,
productos naturales objeto del ensayo in vivo, se realiza de acuerdo con la Dosis Letal
50 (DLsg) para los productos dotados de toxicidad (Tisserand y Balacs, 1995; The
Merck Index, 1996), escogiendo la cantidad correspondiente a 1/8 de dicha DLso para
un peso medio de 150 g. En el caso de los no tdxicos (geraniol, citronelol y citral)
optamos por una dosis igual a la calculada para el producto con una mayor DLsg
(perillaldehido). Las diluciones se realizan, en cada caso, en 0,5 mL de aceite de oliva,

usado como vehiculo. Las concentraciones (D) de cada producto y sus DLso son:.

-Carvacrol: D = 9,50 mg/0,5mL; DLso = 100-810 mg/kg peso corporal.
-Timol: D= 17,30 mg/0,5mL; DLs, = 980 mg/kg peso corporal.
~Geraniol: D = 46,90 mg/0,5mL; no tdxico.

-Citronelol: D = 46,90 mg/0,5mL; no téxico.

-Citral: D = 46,90 mg/0,5mL; no toxico.
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-Aldehido cuminico: D =26 mg/0,5mL; DLso = 1390 mg/kg peso corporal.
-Perillaldehido: D = 46,90 mg/0,5mL; DLso = 2500 mg/kg peso corporal.

5.3. PROCEDIMIENTO

Se han disefiado tres modelos distintos de ensayos in vivo, cuyas caracteristicas
se muestran en la Tabla 6. El nimero medio de animales de experimentacién empleado

en cada ensayo es 14.

Tabla 6. Modelos del experimento in vivo y pautas de actuacion.

Infestacién Tratamiento Sacrificio
Modelo A Inicio (t=0h) Inicio (t=0h) t=4h
Modelo B Inicio (t=0h) t=2h t=4h
Modelo C Inicio (t=0h) t=2h t=12h

En el Modelo A se procede de la siguiente forma: 6 larvas L3 de 4. simplex s.1.
se introducen en el extremo de una sonda gastrica de pléstico de 2,5 mm de seccion,
conectada por el extremo opuesto con una jeringa de plastico de 2 mL de volumen con
la dosis correspondiente de cada producto (D). La sonda gastrica se introduce por la
boca de la rata inmovilizada, formando con la cabeza, cuello y térax una linea recta; se
avanza suavemente por la faringe y el es6fago hasta llegar al estdmago, aprovechando el
reflejo de deglucion del animal. Una vez alli, se empuja el émbolo de la jeringa para
depositar el contenido de la sonda (6 larvas) y de la jeringa (D) en el estémago. Se retira
la sonda y nos aseguramos de que todas las larvas se han introducido. A continuacion,
se mantiene al animal con dieta blanda (agua) en jaulas individuales hasta su sacrificio.

A las 4 horas del inicio se sacrifica el animal en campana de cristal con
atmosfera saturada de éter dietilico, observando en todo momento las normas de

seguridad recomendadas, y posteriormente se pesa en la bascula.
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Foto 9. Administracién in vivo de las larvas y dosis (D) del compuesto.

Acto seguido, se inicia la necropsia reglada del cadéver (Feldman y Seely,
1988), fijando el animal por sus cuatro extremidades a una tabla de diseccion. Se toma
un pellizco de piel junto a la vulva, se hace un corte transversal y se continfia cortando
la piel hasta el cuello. Luego se realiza un corte en la musculatura abdominal sobre la
linea alba hasta el apéndice sifoides, continuando por las costillas que envuelven el
torax, dejando a la vista tanto la cavidad toracica como la abdominal. Con el fin de
evitar que la sangre de los vasos se vierta en las cavidades y dificulte la vision, se corta
la aorta y, con una pipeta Pasteur, se retira la mayor cantidad de sangre posible que
fluye hacia el térax. Se realiza un examen visual minucioso de los érganos (higado,
pancreas, rifiones, genitales y grasa adyacente) y del interior del roedor para localizar
las larvas que pudieran hallarse en la cavidad, se extrae el tracto gastrointestinal desde
el esofago hasta el ano, lo colocamos en una placa de Petri para proceder a su apertura e
inspeccidn, y localizar el resto de parésitos con ayuda del microscopio estereoscépico.
Por ultimo, en el caso de que faltase algiin nematodo por recuperar, se inspeccionan las
heces de las jaulas, colocéandolas en una placa de Petri con agua para que se rehidraten,
dispersando su contenido y observandolo con el microscopio estereoscopico.

Se anotan tanto las localizaciones de las larvas como los incidentes derivados
del experimento, tales como: hemorragias (géstrica y/o intestinal), nematodos fijados a
la pared del estomago o en otro punto del intestino, larvas vivas y muertas, y el nimero

de ellas que no se pudiesen recuperar.
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El Modelo B se diferencia del anterior en que el tratamiento con la dosis del
producto se administra, mediante sonda gastrica, a las 2 horas del inicio del ensayo, es
decir, 2 horas despues de la infestacion.

En el Modelo C el tratamiento se aplica a las 2 horas del inicio y el sacrificio se

lleva a cabo a las 12 horas de la infestacion.

Foto 10. Necropsia y observacion del animal de experimentacion.

De forma paralela, hacemos 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
parésito, sacrificando al roedor a las 4 horas y anotando los resultados. Este control se
realiza para verificar que el aceite de oliva administrado, en esa cantidad, no interfiere

en los resultados obtenidos con los derivados naturales.
6. CURVA DOSIS-RESPUESTA IN VIVO

El estudio de los compuestos que hayan resultado mas eficaces in vivo se
completa con la realizacién de una curva dosis-respuesta. Dicha curva se obtiene de la
aplicaciéon del Modelo A descrito en el apartado 5.3 con dos dosis distintas, una
equivalente al doble (2 x D) y otra a la mitad (1/2 D) de la que ya hemos usado

anteriormente (D), junto con los datos obtenidos de la primera experiencia in vivo (D).
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7. MEDICION DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA (MPO) TISULAR

Ante el hecho conocido de que los aceites esenciales producen efecto irritativo
en las mucosas (Navarro et al., 1999), estudiamos si los compuestos ensayados ademas
de su accion frente a las larvas de A. simplex s.l. producen reaccién inflamatoria local a
lo largo del tracto gastrointestinal. Para ello, mediante el método descrito por Krawisz et
al. (1984), se determina la actividad de MPO (enzima marcador de la infiltracién de
neutréfilos) en estdbmago, intestino delgado y ciego de los animales de experimentacién
tratados con una dosis (D) correspondiente a cada compuesto, igual a la utilizada en el

ensayo in vivo.
7.1. MATERIAL NECESARIO
-Tampén de homogeneizacion:

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) 0,5 % (p/v) 5¢g/L
Tampén fosfato sédico 50 mM (pH=6,0):

87,70 % NaH,PO4H,O (PM=137,99) 6,05 g/L
12,30 % Na,HPO4 (PM=141,96) 873 mg/L
-Tampdn de reaccion (extemporaneo):
Tampodn fosfato sédico (pH=6,0) 50 mL
o-dianisidina-HCl 8,35 mg
H,0; al 30 % 5 uL
-Patrén de peroxidasa: peroxidasa de rabano (5 UI/50 pL). Mantener a -20°C.
-Reactivo A:
Acido bicinchoninico (BCA) sal disédica 5g
Na,CO3'H,0O 10g
Tartrato sédico 0,8¢g
N.aOH 2g
NaHCO; 475 ¢g
Llevar a 500 mL y ajustar el pH a 11,25. Estable a T* ambiente
indefinidamente.
-Reactivo B:
CuSO4-5H,0 2g
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H,O ; ‘ : 50.mL
Estable a T* ambiente indefinidamente.
-Albimina sérica bovina (BSA): al 10 % en H,0. Esparcir la BSA sobre el
- agua y dejar reposar hasta total disolucion sin agitar, someter a ultrasonidos en

un tiempo breve y guardar a -20°C.
7.2. PROCEDIMIENTOQ

Se homogeneizan los fragmentos de tejido, picando primero las muestras con
tijeras durante 15 segundos, y luego con homogeneizador automético (Heidolph)
durante 45 segundos, actuando siempre sobre placa fria para que no se desnaturalice el
enzima, y afiadimos tampén HTAB en una proporcion 1:20 (p/v). El HTAB actia como
detergente para facilitar la liberacién de MPO de los neutréfilos. A continuacién se
congelan y decongelan tres veces las muestras, sin dejar que se calienten para que no se
desnaturalicen las proteinas. Por iltimo, se someten a ultrasonidos durante 10 segundos.
Estas operaciones se llevan a cabo para facilitar la rotura de las estructuras tisulares y la
liberacién de la MPO al medio. Se centrifugan las muestras a 7000 G durante 10
minutos a una temperatura de 4°C, quedando la MPO en el sobrenadante y precipitando.
otras estructuras celulares. Se descongelan y preparan las diluciones seriadas 1:2 del
patron de peroxidasa en tampén HTAB (10 diluciones). En una placa microtiter se
afiaden por pocillo: 50 pL-de cada dilucion del patron, 50 pL de solucion HTAB
(blanco), y 35 pL de muestra + 15 pl. de HTAB. Se ajusta el lector de placas a 37°C, se:
afiaden 150 pL de tampén de reaccién y se mide inmediatamente el incremento de
absorbancia a 450 nm, durante 2 minutos aproximadamente.

La actividad MPO se calcula por interpolacion en la curva patrén. Una unidad
de MPO (U) se define como la cantidad necesaria para degradar 1 pmol/minuto de H,0,
a25°C.

Para la determinacion de proteinas, necesaria para poder expresar los
resultados de la actividad MPO en U/g de proteina, seguimos la técnica descrita por
Smith et-al. (1985).- La curva patrén se elabora a partir de BSA al 10 % en agua.
haciendo diluciones 1:10 y 1:100, tomando la lectura electrofotométrica a 562 nm.
Mezclamos los reactivos A y B en proporcion 50:1 (V/V) y afiadimos 200 pL a 1 pL de -

muestra, midiendo de nuevo a 562 nm.
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8. METODOS ESTADISTICOS

?

8.1. DISENOS EXPERIMENTALES

8.1.1.- Disefio experimental del ensayo in vitro

Para el anélisis de los aceites esenciales-las variables independientes fueron:
aceite 'y concentracion manipulados entre ensayos, y la variable hora de observacion
manipulada intraensayo. El factor aceite reunia los siguientes siete niveles: comino,
palamarrosa, lemongrass, geranio, litsea, orégano y citronela. La variable concentracion
presentaba las tres condiciones C; (125 pg/ml), C; (62,50 ug/ml) y C; (31,25 pg/ml). Y,
por ultimo, la variable hora- de observacion contenia. cuatro niveles que se
correspondian con 4, 8, 24 0 48 horas desde el inicio del ensayo. El porcentaje de larvas
muertas fue la variable dependiente sobre la que se observa el efecto de las- -
manipulaciones mencionadas.

Para el andlisis de los componentes de los aceites replicamos este disefio pero
sustituyendo la variable aceite por componente, manipulada entre grupos con los

niveles: carvacrol, timol, geraniol, citronelol, citral, aldehido cuminico y perillaldehido.

8.1.2.. Disefio experimental de los ensayos in vivo

En los ensayos in vivo se evalud el efecto de dos variables independientes

manipulados entre grupos: componente y modelo de administracion. La primera con

o
o

ocho niveles que corresponden a cada uno de los siete componentes (carvacrol, timol,

geraniol, citronelol, citral, aldehido cuminico y perillaldehido) de los aceites esenciales

administrados més el aceite de oliva, y el segundo factor con tres niveles que responden
a cada una de las tres formas de administracion de los componentes que se emplearon.
Las variables dependientes sobre las que observamos el efecto de las manipulaciones
mencionadas fueron el porcentaje de larvas muertas y el porcentaje de ratas con

hemorragias gastrointestinales.
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8.1.3. Disefio experimental para el estudio de la curva dosis-respuesta

En oftro conjunto de ensayos in vivo se exploré el efecto de las variables
independientes componente y dosis sobre las variables dependientes porcentaje de
larvas muertas y porcentaje de ratas con hemorragia. En esta ocasioén, el factor
componente presentaba las dos condiciones de perillaldehido o geraniol, y el factor

dosis tres niveles correspondientesa2x D, 172D yD. -
8.1.4. Disefio experimental de la actividad MPO tisular

En este caso, contamos con las variables independientes componente y tejido.
La primera manipulada entre grupos con ocho niveles (carvacrol,. timol, geraniol,
citronelol, citral, aldehido cuminico, perillaldehido y aceite de oliva como control) y la
segunda intrasujeto con tres niveles que hacen referencia a tres tejidos diferentes:

estomago, intestino delgado y ciego. La actividad MPO en cada uno de los tres tejidos

- mencionados fue la variable dependiente sobre la que evaluamos los efectos de las

variables independientes mencionadas.
8.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DISENOS EXPERIMENTALES

La introduccién de mas de una variable independiente nos conduce al empleo
del Analisis de Varianza (ANOVA) como técnica estadistica de eleccion para comparar
los datos obtenidos de 1a$ muestras de las diferentes condiciones de nuestro disefio
experimental.

Cuando la aplicacion del ANOVA mostraba que varios grupos “diferian
significativamente en sus valores para una variable dependiente concreta, analizdbamos
donde residian esas diferencias mediante comparaciones planeadas.

Como excepcion al empleo generalizado del ANOVA en los diferentes
estudios de esta investigacion, el examen de la actividad MPO tisular presentd una gran
variabilidad que impidié la aplicacién de pruebas estadisticas paramétricas como el
ANOVA. Por ello, empleamos una prueba no paramétrica pertinente para el disefio

experimental considerado, el test de Kruskal-Wallis.
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SISTEMAS TAMPON Y REACTIVOS EMPLEADOS EN LA
ELECTROFORESIS ISOENZIMATICA

SISTEMA TAMPON

ELECTRODOS

GEL

TC I
(Tris/citrato continuo)

Tris 166,40 g
Acido citricoH,O0 60 g
pH=8

"l:ris 554¢
Acido citrico H;,O0 2,20 g
pH=8

Agua destilada 2 L | Agua destilada 2L
Tris 50,80 g | Tris 5g
PHI Acido bérico 18,20 g | Acido bérico 248 ¢
(Tris/versene borato) EDTA 220g | EDTA 050¢g
pH=8 pH=8
Agua destilada 2 L | Agua destilad 2L
Citrato de Na tribasico Igual que el de electrodos
ACPH 108,22 g | diluido 1:40
(Fosfato/citrato) NaH,PO, H,O 66,24 g
pH=6,3 pH=6,3
Agua destilada 2L

Tris-HCI: 12 g de Tris en 2 L de agua. Ajustar el pH a 8 con HCL.

MTT: Dimetiltiazol.

PMS: Metasulfato de fenacina.
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DERIVADOS ENSAYADOS

CH; CH
. OH - -
’ OH
Hs CHy Ha CH,

Carvacrol Timo!
0
. CH, CHa
X OH
OH
Hs CHs Hq CHs Hs CHy
" Geraniol Citronelol Perillaldehido
0
i/K O
Ha CHs Hy CHs
Citral, trans Aldehido cuminico
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Resultados

1. IDENTIFICACION DE LARVAS MEDIANTE ELECTROFORESIS DE
ISOENZIMAS

La lectura de las placas se basa en los loci enziméticos, dandole el valor 100 al
alelo mas frecuente y en funcién de éste se valoran los demads, por encima o por debajo
de 100, dependiendo de la altura que alcance la banda electroforética en cada caso. En
el caso del locus Mdh todas las bandas tienen el valor 100 (84 Ls), lo que confirma que
se trata en todos los casos de larvas de A. simplex s.s. o de A. pegreffii. Los loci
enzimaticos diagnosticos de las especies del complejo isomorfico A. simplex son los que
nos determinan la especie, siendo los valores mas frecuentes para 4. simplex s.s. Adk-2
=105, Pep C-1 =90 (Foto 11) y Sod I = 92, mientras que para 4. pegreffii es 100 en los
tres loci. Los otros loci enziméticos (6-Pgdh, Aat-2, Mpi y Gpi) nos ayudan en la

interpretacién pero no son determinantes como las anteriores.

Foto 11. Resultado de la electroforesis para la peptidasa (leu-ala), locus Pep C-1.

En la Tabla 7 se puede observar como todas las larvas L3 del complejo 4.
simplex identificadas mediante electroforesis de isoenzimas pertenecen a las especies 4.
simplex s.s. y A. pegreffii. De las 84 larvas de A. simplex s.. analizadas
eletroforéticamente, 61 pertenecen a la especie 4. simplex s.s. (72,62 %), mientras que

las restantes 23 son de la especie 4. pegreffii (27,38 %).
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Tabla 7. Resultados de la identificacion de larvas mediante electroforesis multiloci en geles de almidén.

Ne L, A. simplex s.s. A. pegreffii
84 61 23
72,62 % 27,38 %

2. ANALISIS DE LOS ACEITES ESENCIALES Y DE SUS PRINCIPALES
COMPONENTES

2.1. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROSCOPIA DE MASAS

Las proporciones relativas de los componentes mayoritarios de los aceites
esenciales objeto de nuestra investigacion, obtenida por cromatografia de gases con

espectrometria de masas (cromatogramas en Apéndice de Resultados), es la siguiente

para cada aceite esencial.

-Comino:
Aldehido cuminico 28,34 %
p-menta-1,3-dien-7-al 23,64 %
y-terpineno 18,75 %
p-cimeno 10,49 %
B-pireno 9,90 %
Alcohol cuminico 1,05 %

-Palmarrosa:
Geraniol 72,01 %
Acetato de geranilo 10,34 %
Linalol 6,33 %
Cariofileno 2,51 %
Farnesol 1,55 %
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Caproato de geranilo 1,30 %
Geranial 0,61 %
-Lemongrass:
Geranial* 44,09 %
Neral* 37,01 %
Acetato de geranilo 5,14 %
Geranijol 4,21 %
Dihidroneral 1,34 %
Dihidrogeranial 1,30 %
Nerol 0,32 %
-Geranio Egipto:
Citronelol 33,04 %
Geraniol 13,68 %
10-epi-y-endesmol 8,42 %
Formiato de citronelilo 8,29 %
Isomentona 5,37 %
Linalol 4,82 %
Formiato de geranilo 2,40 %
Mentona 2,22 %
Oxido de rosa 1,02 %
-Litsea:
Geranial* 37,83 %
Neral* 34,78 %
Limoneno 11,63 %
Linalol 1,38 %
Eucaliptol 1,20 %
Metil heptenona 1,06 %
Geraniol 0,67 %
Nerol 0,34 %
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-Orégano:
Carvacrol 54,43 %
y-terpineno 11,38 %
p-cimeno 10,88 %
Cariofileno 6,75 %
Mirceno 2,85 %
a-tuyeno 221 %
Linalol 1,88 %
a-terpineno 1,01 %
a-pineno 0,65 %
Timol 0,39 %

-Citronela de Java:

Citronelal - 38,65 %
Geraniol : 17,72 %
Citronelol 17 %
Elemol 4,78 %
Acetato de citronelilo 3,36 %
Limoneno 2,42 %
Germacreno 2,13 %
B-elemeno : 2,06 %
Acetato de geranilo 2%

“*El geranial y el neral constituyen, ambos, el citral.

En la Tabla 8 quedan recogidos los porcentajes en que estdn presentes los
derivados monoterpénicos objeto. de nuestro estudio en los aceites esenciales de las

plantas arométicas empleadas en nuestras experiencias.
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Tabla 8. Porcentaje de los derivados monoterpénicos seleccionados en cada aceite esencial.

ACEITES DERIVADOS MONOTERPENICOS
ESENCIALES %

Carvacrol Timol  Geraniol Citronelol Citral’ Aldehido

cuminico

COMINO 2834
PALMARROSA 72.01

E LEMONGRASS 4.21 81.10

GERANIO EGIPTO 13.68 33.04
LITSEA 0.67 72.61

» OREGANO , 54.43 0.39

CITRONELA DE JAVA 17.72 17

La pureza de los principales componentes de los aceites esenciales de plantas

aromaticas empleados en nuestros ensayos, establecida mediante cromatografia de gases

con espectrometria de masas, ha resultado ser la siguiente para cada uno de los

derivados monoterpénicos.

-Fendlicos:
Carvacrol 100 %
Timol 99 %
-Alcohdlicos:
Geraniol 98 %
Citronelol 97 %
-Aldehidicos:
Citral 97 %
\ Aldehido cuminico 99 %
Perillaldehido 94 %
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2.2, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO

En cuanto a la capacidad captadora de radicales libres, s6lo en dos de los
productos ensayados (carvacrol y timol) su ICs fue inferior a 1000 pg/ml (Tabla 9). En
cualquier caso, todos los derivados monoterpénicos mostraron valores muy superiores a

los del patrén (4cido ascorbico), el cual presentd una ICso = 2,70 pg/ml.

Tabla 9. Actividad antioxidante in vitro de los comoponentes principales de los aceites esenciales.

COMPONENTES ICs r
pg/mL

CARVACROL 649,50 + 12,49 0,989
TIMOL 686,50 + 12,49 0,989
GERANIOL >1000 0,995
CITRONELOL ' >1000 0,987
CITRAL >1000 0,977
ALDEHIDO CUMINICO >1000 0,989
PERILLALDEHIDO >1000 0,982
CONTROL 2,34+ 0,03 0,992
(Acido ascdrbico)

r = coeficiente de correlacion
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3. ENSAYOS IN VITRO

3.1. ACEITES ESENCIALES

El aceite esencial de comino (Tabla 10) alcanza un 75 % de eficacia larvicida a

las 4 horas del inicio de la experiencia (SMy, = 25 %) a la mayor concentracién (125

pg/mL), siendo méaxima a las 48 horas, con una Sso de 2 horas y 27 minutos (Gréfica 1).

A la concentracion intermedia (62,50 pg/mL), el namero de larvas vivas al final del

ensayo es de 26 (Smax = 26), mientras que a la menor (31,25 pg/mL) no se observa

efecto larvicida alguno.

Tabla 10. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de comino frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

COMINO N° Ls Sso Smax
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 25 % 5,60 % 2,80 % 0 2h27 0
min
62,50 ng/ml 36 94,40% 83,30 % 75 % 72,20 % - 26
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100 % 100 % - 36
Grafica 1. Comino in vitro a 125 yg/mL.
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Grafica 2. Comino in vitro a 62,50 pg/mL.
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Grafica 3. Comino in vitro a 31,25 pg/mL.
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El aceite esencial de palmarrosa alcanza un 100 % de letalidad a las 8 horas
(SMg} = 0) y la mitad de las larvas estdn muertas a las 2 horas y 10 minutos (Grafica 4)
a 125 pg/mL de concentracion (Tabla 11). A 62,50 pg/mL la Sso sube hasta 36 horas y
10 minutos (Gréfica 5) y al final del experimento hay una Sy de 5 L3 (Tabla 9). La
tercera concentracion ensayada (31,25 pg/mL) es practicamente ineficaz (SMag h =

97,20 %).
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Tabla 11. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de palmarrosa frente a 4. simplex s.l..

SUPERVIVENCIA MEDIA

PALMARROSA N° L, Sso Smax
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 16,70 % 0 0 0 2h10 0
min
62,50 pg/ml 36 100% 9720% 83,30% 16,70% 36h10 5
min
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100% 97,20 % - 35
Grafica 4. Palmarrosa in vitro a 125 pg/mL.
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Grafica 5. Palmarrosa in vitro a 62,50 ug/mL.
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Gréfica 6. Palmarrosa in vitro a 31,25 pg/mL.
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En el caso del lemongrass, la eficacia es méaxima desde la primera lectura
realizada a las 4 horas (SMy , = 0) a la mayor concentracién de aceite esencial (125
pg/mL), mientras que a la menor (31,25 pg/mL) no presenta efecto larvicida, con un
96,60 % de larvas vivas al final del ensayo (Tabla 12). Para la intermedia (62,50
pg/mL), la Sso es de 7 horas y 47 minutos (Grafica 8) y la Smax €s de 5 Ls.

Tabla 12. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de lemongrass frente a A. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

LEMONGRASS N° L; Sso Smax
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 54 0 0 0 0 - 0
62,50 pug/ml 61 86,90 % 49,20% 29,50 % 8,20 % 7h47 5
min
31,25 pg/ml 58 100 % 100 % 100 % 96,60 % - 56
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Grafica 7. Lemongrass in vitro a 125 ug/mL.
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Grafica 8. Lemongrass in vitro a62,50 ug/mL.
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Grafica 9. Lemongrass in vitro a 31,25 yg/mL.
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Para el geranio, la maxima letalidad a la concentracién de 125 pg/mL de aceite
esencial se consigue entre las 24 y 48 horas (Tabla 13). El momento en el cual la mitad
de las larvas estdn muertas es a 1 hora y 53 minutos desde el comienzo del ensayo
(Gréfica 10). Las dos concentracioones restantes de geranio, 62,50 y 31,25 pug/mL, son

practicamente inactivas, con una SMugp, del 89,50 % y del 100 %, respectivamente.

Tabla 13. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de geranio frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

GERANIO N° L, Se Qi
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 74 5,40 % 2,70 % 1,40 % 0 1h53 0
min
62,50 ug/ml 38 100 % 9740% 94,70% 89,50 % - 34
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100 % 100 % - 36

Grafica 10. Geranio in vitro a 125 pg/mL.
80
o —Vivas
o 40
© A —— Muertas
Zz 20
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tiempo (horas)

90



Resultados
Grafica 11. Geranio in vitro a 62,50 ug/mL.
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Grafica 12. Geranio in vitro a 31,25 ug/mL.
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En el ensayo in vitro del aceite esencial de litsea frente a larvas de 4. simplex
s.l., se obtiene una SMy 1, = 12,50 % a la mayor concentracion (125 pg/mL), dato que
desciende a la mitad en las dos siguientes lecturas hasta llegar a un 100 % de letalidad a
las 48 horas (SMug, = 0) (Tabla 14). A 62,50 ug/mL la SM4, es un 91,70 % y la SMugp,
un 2,80 %, con una Sso de 10 horas y 7 minutos (Grafica 14). Para la menor

concentracion, se alcanza un valor de SMugy, = 83,30 %, al final del ensayo.
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Tabla 14. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de litsea frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

LITSEA NoLs Sso Sise
4h 8h 24h 48 h
125 pg/ml 32 1250% 625%  6,25% 0 2h1l 0
min
62,50 pg/ml 36 91,70% 5830% 11,10% 2,80 % 10h7 1
min
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100% 83,30 % = 30

Gréfica 13. Litsea in vitro a 125 pyg/mL.
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Grafica 14. Litsea in vitro a 62,50 ug/mL.
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Grafica 15. Litsea in vitro a 31,25 pg/mL.
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El aceite esencial de orégano resulta inactivo a la concentracién de 31,25 pg/mL,

llegando todas las larvas vivas al final de la experiencia (Tabla 15), mientras que a la

maxima (125 pg/mL) la letalidad es muy alta a las 4 horas (SMy , = 8,30 %), y total a

partir de las 8 horas (SMgn = 0), con una Sso de 2 horas (Gréafica 16). Para la intermedia

(62,50 pg/mL) el nimero de L vivas al final es de 20 (SMugh = 57,10 %).

Tabla 15. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de orégano frente a 4. simplex s.l..

SUPERVIVENCIA MEDIA

OREGANO N° L, B X
4h 8h 24h 48 h
125 pg/ml 36 8,30 % 0 0 2h 0
62,50 pg/ml 35 8290% 77,10% 6570% 57,10% - 20
31,25 pg/ml 36 100%  100%  100% 100 % - 36
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Grafica 16. Orégano in vitro a 125 pg/mL.
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Grafica 17. Orégano in vitro a 62,50 ug/mL.
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Grafica 18. Orégano in vitro a 31,25 ug/mL.
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En el caso de la citronela de Java (Tabla 16), sélo resulté activa la
concentracion maxima (125 pg/mL) con un 90 % de letalidad desde las 4 horas (SMy, =

10,80 %), llegando al 100 % a las 48 horas (SMas s = 0), con una Sso de 2 horas (Gréafica
19).

Tabla 16. Actividad larvicida in vitro del aceite esencial de citronela de Java frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

CITRONELA N° L, Sso Smix
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 37 10,80 % 2,70 % 2,70 % 0 2h 0
62,50 pg/ml 60 100 % 100 % 100 % 96,70 % - 58
31,25 pg/ml 61 100 % 100 % 100 % 100 % - 61
Grafica 19. Citronela in vitro a 125 pg/mL.
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Grafica 20. Citronela in vitro a 62,50 pug/mL.
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Grafica 21. Citronela in vitro a 31,25 pg/mL.
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3.2. COMPONENTES DE LOS ACEITES ESENCIALES

El carvacrol (Tabla 17), a la concentracién de 125 pg/mL alcanza un 100 % de
eficacia a las 4 horas del comienzo del ensayo, con una SM = 0 en todas las lecturas (4,
8, 24 y 48 horas). A 62,50 pg/mL, casi un tercio de las larvas estan vivas en la primera
lectura (SM4 1, = 30,30 %), disminuyendo en las dos siguientes hasta llegar a 0 a las 48
horas, momento en que manifiesta la maxima letalidad. La Sso en este caso es de 2 horas
y 30 minutos (Gréfica 23). Sin embargo, a 31,25 pug/mL, menor de las concentraciones

usadas, no se observa efecto alguno sobre la viabilidad de las larvas de 4. simplex s.1.,
siendo la Syax de 36 L3 (100 %).

Tabla 17. Actividad larvicida in vitro del carvacrol frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

CARVACROL N° L, Sso S
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 33 0 0 0 0 - 0
62,50 ug/ml 33 30,30% 15,10 % 6% 0 2h30 0
min
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100 % 100 % - 36

Grafica 22. Carvacrol in vitro a 125 ug/mL.
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Grafica 23. Carvacrol in vitro a 62,50 pg/mL.
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Gréfica 24. Carvacrol in vitro a 31,25 pg/mL.
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El timol, derivado terpenfendlico al igual que el carvacrol, presenta una

|
|

letalidad maxima a la mayor de las concentraciones (125 pg/mL) tras las 4 horas del
inicio de las experiencias (SMyp, = 0) (Tabla 18). Para 62,50 pg/mL, consigue el mismo
grado de eficacia a las 24 horas, siendo 2 horas y 45 minutos el tiempo necesario para
llegar a un 50 % de supervivencia (Gréfica 26). Por ultimo, a la menor concentracién, se

obtiene un 75 % de L3 vivas al final del ensayo (SMagh = 75 %), con una Spyax = 27.
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Tabla 18. Actividad larvicida in vitro del timol frente a A. simplex s.l..
SUPERVIVENCIA MEDIA
TIMOL N° L, B S
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 0 0 0 0 . 0
62,50 pg/ml 48 31,25 % 4,16 % 0 0 2h45 0
min
31,25 pg/ml 36 9722% 9722% 88,57 % 75 % - 27
Gréfica 25. Timol in vitro a 125 yg/mL.
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Gréfica 26. Timol in vitro a 62,50 ug/mL.
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Gréfica 27. Timol in vitro a 31,25 pyg/mL.
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En el caso del geraniol, derivado monoterpénico alcohodlico, la actividad
méxima se observa transcurridas 24 horas del inicio del ensayo con la mayor de las
concentraciones ensayadas (SMa4n = 0 %), siendo la letalidad a las 4 horas de un 50 %
(SM4 1, = 50 %), por lo que la Sso es de 4 horas (Grafica 28). En la concentracién
intermedia, a las 24 horas del comienzo un 75 % de larvas permanecen vivas, y la Sso
(Gréfica 29) es de 33 horas, llegando 1 L3 viva a las 48 horas. A 31,25 pg/mL de
concentracion, (SMagh = 75 %), mas de dos tercios de las larvas siguen vivas al final de

la experiencia (Smax = 27) (Tabla 19).

Tabla 19. Actividad larvicida in vitro del geraniol frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

GERANIOL N, Sso Shix
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 50 % 16,60 % 0 0 4h 0
62,50 pug/ml 36 100 % 100 % 75 % 2,70 % 33h 1
31,25 pg/ml 36 100 % 100% 97,20 % 75 % - 27
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Grafica 28. Geraniol in vitro a 125 pg/mL.
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Grafica 29. Geraniol in vitro a 62,50 ug/mL.
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Grafica 30. Geraniol in vitro a 31,25 pg/mL.
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El citronelol, a la maxima concentracioén ensayada (125 pg/mL) logra un efecto
larvicida méximo (SM = 0) ya en la primera lectura de las pruebas, realizada a las 4
horas del inicio de la experiencia. A la mitad de concentracién (62,50 pg/mL), no tiene
ningun efecto sobre la supervivencia de las larvas de 4. simplex s.l., ya que todas se
encuentran vivas a las 48 horas (Smax = 36), al igual que cuando la concentracién

ensayada es de 31,25 pg/mL de producto (Tabla 20).

Tabla 20. Actividad larvicida in vitro del citronelol frente a A. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

CITRONELOL NOTI, Sso Smix
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 0 0 0 0 - 0
62,50 ug/ml 36 100 % 100 % 100 % 100 % = 36
31,25 pg/ml 36 100 % 100 % 100 % 100 % = 36

Grafica 31. Citronelol in vitro a 125 pug/mL.
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Grafica 32. Citronelol in vitro a 62,50 pg/mL.
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Gréfica 33. Citronelol in vitro a 31,25 pg/mL.
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En cuanto a los derivados aldehidicos, el citral muestra un 100 % de actividad
larvicida a la maxima concentracién (125 pg/mL) ya desde la primera lectura del ensayo
(Tabla 21), mientras que a la siguiente concentracion (62,50 pg/mL), el efecto larvicida
se reduce a la mitad a las 4 horas (SMy, = 50 %), con una Ssy de 4 horas (Gréfica 35),
llegando al final de la experiencia con todas las larvas muertas (Smax = 0). Con 31,25
pg/mL de compuesto, los resultados recogidos en la Tabla 19 muestran como a las 8
horas del inicio, menos de la mitad de las L; estan vivas (SMg = 40 %), observando
una Unica larva viva a la conclusién del ensayo, siendo a las 5 horas y 30 minutos

cuando la mitad de ellas estén vivas (Grafica 36).
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frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

Tabla 21. Actividad larvicida in vitro del citral frente a A. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

CITRAL N° L, Sio S
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 0 0 0 0 - 0
62,50 ng/ml 36 50 % 19,40 % 2,70 % 0 4h 0
31,25 pg/ml 35 68,50 % 40 % 8,50 % 2,80 % 5h30 1
min
Grafica 34. Citral in vitro a 125 ug/mL.
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Gréfica 35. Citral in vitro a 62,50 ug/mL.
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Grafica 36. Citral in vitro a 31,25 pug/mL.
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Para el aldehido cuminico (derivado aldehidico), en el caso de la concentracién

mas alta (Tabla 22), todas las larvas de 4. simplex s.l. aparecen muertas en la lectura de

las 24 horas (SMp4 1, = 0), y la S50 se da a las 4 horas y 15 minutos (Grafica 16). A la

siguiente dilucion de producto (62,50 pg/mL) la mitad de los anisakidos estan vivos a

las 11 horas de iniciado el ensayo (Gréfica 38), y seis L3 sobreviven al final del mismo

(Smax = 6). En cuanto a la concentracién de 31,25 pg/mL se obtiene un efecto larvicida

que apenas sobrepasa del 25 % de larvas muertas a las 48 horas de lectura (SMyg p, =

74,20 %), ya que 26 de ellas sobreviven al final del experimento.

Tabla 22. Actividad larvicida in vitro del aldehido cuminico frente a 4. simplex s.1..

SUPERVIVENCIA MEDIA

ALDF:HiDO N° L, Sso Smix
CUMINICO 4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 55,50 % 16,60 % 0 0 4h 15 0
min
62,50 pug/ml 36 100%  5830% 30,50% 16,60 % 11h 6
31,25 pg/ml 36 100%  91,40% 82,80% 74,20 % 2 26
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Gréfica 37. Aldehido cuminico in vitro a 125 pg/mL.
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Grafica 38. Aldehido cuminico in Vitro a 62,50 pg/mL. 5
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Grafica 39. Aldehido cuminico in vitro a 31,25 pg/mL.
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Con respecto al perillaldehido (Tabla 23), compuesto de referencia €n nuestro
estudio, a 125 pg/mL de concentracién, mas de la mitad de las larvas estan muertas a lag
4 horas (SMyh = 44,40 %) y la totalidad de ellas a las 24 horas; la Ssg es de 3 horas y 30
minutos (Grafica 40). Para la concentracién de 62,50 pg/mL no se observa efecto
alguno sobre la supervivencia de las L; transcurridas 24 horas (SM24 1 = 55,50 %), pero
sin llegar al 100 % de letalidad ya que al final sobreviven cinco de ellas (Smax = 5), con
una Sso de 26 horas y 45 minutos (Grafica 41). En el caso de la menor de las
concentraciones probadas, la supervivencia es inferior al 70 % al término de la

experiencia (SMyg, = 69,40 %), con un valor de Srae=25.

Tabla 23. Actividad larvicida in vitro del aldehido cuminico frente a 4. simplex s.l..

SUPERVIVENCIA MEDIA

PERILLALDEHIDO NeL, Sso Sinks
4h 8h 24 h 48 h
125 pg/ml 36 44,40 % 22,20 % 0 0 3h30 0
min
62,50 pug/mi 36 100 % 100%  5550% 13,80% 26 h45 5
min
31,25 pg/ml 35 100 % 100%  97,20% 69,40 % = 25
Grafica 40. Perillaldehido in vitro a 125 ug/mL.
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Gréfica 41. Perillaldehido in vitro a 62,50 pyg/mL.
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Grafica 42. Perillaldehido in vitro a 31,25 pg/mL.
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En cuanto a los controles usados en nuestros experimentos, tanto el de solucién
de NaCl al 0,9 % (control n°l), como el de etanol al 1 % (control n°2), los resultados

muestran que en ambos el 100 % de las larvas de 4. simplex s.l. sobreviven durante el

transcurso de los ensayos in vitro.
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4. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS LARVAS DE Anisakis simplex s.l. DE
LOS ENSAYOS IN VITRO

Mediante técnicas habituales en histologia se han realizado cortes de 3 pm de
grosor; las tinciones empleadas han sido hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson
(Garcia del Moral, 1993).

El carvacrol, a la concentracién de 125 pg/mL, actia sobre las larvas de 4.
simplex s.l. alterando la cuticula del parasito, con proyecciones de la misma hacia el
exterior; la célula excretora resulta lisada, sobre todo a la altura del es6fago asi como el
intestino proximal; por ultimo, el intestino sufre ruptura de la pared luminal (Fotos 12 y
13). A la mitad de concentracion (62,50 pg/mL) los dafios se reducen a los localizados
en intestino (Foto 14). No se ha podido proceder a la realizacion del estudio histolégico
en el caso de la concentracién de 31,25 pg/mL ya que todas las L3 llegan vivas al final

del experiencia.

Foto 12. Intestino proximal de L; de 4. simplex s.1.. Dafios producidos por carvacrol (125 pg/mL) en
cuticula, célula excretora e intestino.
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Foto 13. Intestino medio. Alteraciones de la cuticula e intestino (carvacrol a 125 pg/mL).

Foto 14. Zona de transicion ventriculo-intestino. Lesiones intestinales (carvacrol a 62,50 pg/mL). Tincién
tricrémica de Masson. |
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El timol (derivado fendlico), a las concentraciones de 125 y 62,50 pg/mL,
produce un alteracion en el intestino del parésito, con dilatacion de su luz, la lisis de la
cara luminal y aparicion de material celular en la luz intestinal (Fotos 15 y 16). Otras

estructuras no aparecen dafiadas.

Foto 15. Intestino proximal. Dafios intestinales (timol a 62,50 pg/mL).

Foto 16. Intestino proximal. Leiones intestinales (timol a 62,50 pg/mL).Tricrémica de Masson.

111

PDOGOOG0O009000000000000000000000COCCGCGOCCRONY0O0O0CGOOOCOOCOYOTS




Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L de Anisakis simplex s.1.

La accién del geraniol sobre el pardsito se localiza a lo largo del intestino
(desde la zona de transicién ventriculo-intestino) provocando una mayor apertura de su
luz, alteracién y rotura de su cara luminal, y presencia de material celular en el lumen
(Foto 17). Estos dafios son apreciables en todos los cortes realizados y a las tres
concentraciones probadas, no obstante a 62,50 pg/mL son mas leves y
fundamentalmente se localizan en la parte posterior del intestino de la larva (Foto 18). A
la minima concentracién de geraniol (31,25 pg/mL) se observa la cuticula del nematodo
seriamente afectada, proyectandose en forma de cuernos hacia el exterior (Foto 19). No

se observan dafios en el es6fago en ningln corte.

Foto 17. Intestino proximal. Dafios intestinales (geraniol a 125 pg/mL).
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Resultados

Foto 18. Intestino distal. Lesiones intestinales (geraniol a 62,50 pg/mL).

Foto 19. Intestino medio. Dafios inestinales y cuticulares (geraniol a 31,25 pg/mL).
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En el caso del citronelol, cuya eficacia se circunscribié a la concentracion de
(125 pg/mL), se observa como el efecto del compuesto tiene lugar en el intestino del
parésito, con lisis de su cara luminal, llegando a romper la cara opuesta del intestino,
encontrdndose afectada la capa muscular del parasito; se observa la formacién de una

especie de pompa bajo la cuticula externa, con la consiguiente deformacién de la misma
(Foto 20).

Foto 20. Intestino medio. Lesiones intestinales y musculares (citronelol a 125 pg/mL).

El citral, produce in vitro la alteracion y lisis de la pared interna del es6fago,
también produce dafios a todo lo largo del intestino de las larvas, apareciendo material
celular en la luz del mismo. Igualmente se observan rugosidades en distintas zonas de la
cuticula. Estas lesiones y alteraciones son més patentes a la méxima concentracién de
compuesto (125 pg/mL), y son menos marcadas a medida que disminuye Ia

concentracion (Fotos 21 y 22). La célula excretora no se ve afectada.
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Resultados

Foto 22. Ventriculo. Lesiones esofagicas y cuticulares (citral a 62,50 pg/mL). Tricrémica de Masson.
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

Las lesiones producidas por el aldehido cuminico in vitro (125 pg/mL) se
localizan en el intestino de las L3 de A. simplex s.l., dafiando su cara luminal (Foto 23).
Estos dafios disminuyen notablemente a la concentracién de 62,50 pg/mL (Foto 24), y

desaparecen completamente a la menor de las ensayadas (31,25 pg/mL).

Foto 23. Intestino medio. Alteraciones inestinales (aldehido cuminico 125 pg/mL).

Foto 24. Intestino medio. Levisimas lesiones intestinales (aldehido cuminico a 62,50 pg/mL).
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Resultados

El perillaldehido (compuesto de referencia), provoca en las larvas estudiadas in
vitro la ruptura de las células intestinales del parasito en la cara luminal (125 pg/mL)
(Fotos 25 y 26). El esofago (preventricular y ventriculo) aparece intacto. Estos dafios
son menos patentes a 62,50 pg/mL, no observandose en el caso de la menor

concentracion ensayada (31,25 pg/mL).

Foto 26. Mismo corte de la Foto 25 visto a mayor aumento.
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

5. ENSAYOS IN VIVO DE LOS COMPONENTES DE LOS ACEITES
ESENCIALES

El primero de los derivados fendlicos probado in vivo es el carvacrol. En el
Modelo A (infestacion y tratamiento conjuntos), méas de una cuarta parte de los
animales de experimentacién sufre hemorragias (28,57 %), localizadas siempre en
estdmago, y solamente una larva aparece en la cavidad abdominal. L.a mayor proporcion
de las L3 vivas se encuentran en: estdémago (49, cinco de ellas fijadas o atravesando la
pared gastrica), e intestino delgado (17). El nimero de larvas muertas se reduce a once,
todas en estdmago. El porcentaje de nematodos no recuperado al final del experimento
es del 2,38 % (Tabla 24).

En lo que respecta al modelo B (tratamiento a las 2 horas de la infestacion y
sacrificio a las 4 horas), el 71,43 % de las ratas presenta hemorragias, con un porcentaje
de anisédkidos recuperados en cavidad corporal del 9,64 %. El nimero de larvas muertas
en este ensayo in vivo es una, en estdbmago; las L3 vivas se distribuyen por distintas
partes del tubo digestivo (41 en estomago, 16 en intestino delgado, 10 en ciego) y tres
de ellas fueron recogidas en las heces de la jaula.

En el Modelo C el porcentaje de hemorragias en ratas es del 57,14 %, con un
aumento de las larvas halladas en cavidad (19,28 %). En estdmago se encontraron ocho
L; vivas, una de ellas fija a la pared géstrica. En este caso, una gran parte de los
parésitos se recupera en las heces de la jaula (24,21 %) y siempre vivos. Solo el 2,40 %
de Anisakis aparecen muertos en este modelo. De las 83 larvas empleadas en esta

experiencia, 18 no se recuperan al final de la misma (21,69 %).
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Resultados
Tabla 24. Estudio in vive del carvacrol (9,50 mg/0,5 mL) frente a 4. simplex s.1..
CARVACROL MODELO MODELO MODELO
A B C
N° de ratas 14 14 14
N°delL, 84 83 83
Hemorragias (% ratas) 28,57 71,43 57,14
Estdmago (n° ratas) 4 10 7
Ciego (n° ratas) 0 0 1
Resto intestino (n°ratas) 0 1* 1**
% L3 N° de L3 % L'_; N° de L3 % L3 N° de L3
Cavidad 1,19 1 9,64 8 19,28 16
Estémago
Muertas 13,10 11 1,20 1 0 0
Vivas 58,33 49 49,40 41 9,64 8
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 5/49 - 10/41 - 1/8
Intestino delgado
Muertas 0 0 0 0 0 0
Vivas 20,24 17 19,28 16 8,43 7
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/17 - 0/16 - 0/7
Intestino grueso
Muertas 0 0 0 0 1,20 1
Vivas 0 0 0 0 2,41 2
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0 - 0/2
Ciego
Muertas 0 0 0 0 1,20 1
Vivas 4,76 4 12,05 10 12,05 10
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/4 - 0/10 - 0/10
Heces
Muertas 0 0 0 0
Vivas 0 0 3,61 3 24,21 20
No recuperadas 2,38 2 4,82 4 21,69 18
*Hemorragia en el intestino delgado.
**Hemorragia en el intestino grueso (célon).
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L3 de Anisakis simplex s.1.

El Modelo A de ensayos in vivo con el timol (derivado fen6lico), muestra como
ninguno de los animales de experimentacién sufre hemorragias, no recuperandose
ninguna larva en cavidad, una vez sacrificados los animales. El 53,57 % de ellas
aparecen muertas en estomago, y el 32,14 % vivas, de las cuales una esté fijada a la
pared del mismo. El resto de L3 se localizaron diez vivas en intestino delgado y dos no
se recuperaron.

Cuando se aplicé el Modelo B con el timol, el porcentaje de ratas con
hemorragias fue 46,67 %, todas géastricas; dos larvas de 4. simplex s.l. aparecen
muertas, ambas en estdmago, mientras que las 84 restantes se recuperaron vivas a todo
lo largo del tracto gastrointestinal y en cavidad (7,95 % del total). El1 59,10 % del total
las encontramos vivas en estdmago, con un importante nimero de ellas intentando
atravesar su pared (20 de 52). Las larvas no recuperadas fueron dos.

En el tercer y Gltimo ensayo con timol in vivo (Modelo C), 17 L; de 69
empleadas las encontramos muertas, ocho en estomago, una en intestino grueso y 8 més
en ciego. De las once que se recuperan vivas en estémago, tres estan fijas a su pared. El
34,78 % se encontraban en cavidad abdominal, un 7,25 % no se encontr6 y un 5,80 %
en las heces. En esta prueba, mas de la mitad de las ratas (53,85 %) presentd

hemorragias, en su mayoria gastricas, salvo una en célon y otra en ciego. (Tabla 25).

S

Foto 27. L; viva en cavidad abdominal penetrando en la musculatura ventral del animal.
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Resultados
Tabla 25. Estudio ir vivo del timol (17,30 mg/0,5 mL) frente a A. simplex s.1..
TIMOL MODELO MODELO MODELO
A B C
N° de ratas 14 15 13
NedelL, 84 88 69
Hemorragias (% ratas) 0 46,67 53,85
Estémago (n° ratas) 0 7 7
Ciego (n° ratas) 0 0 1
Resto intestino (n°ratas) 0 0 1*

% L3 N° de L3

% L3 N° de L3

% L3 N° de L3

Cavidad 0 0 7,95 7 34,78 24
Estémago
Muertas 53,57 45 2,73 2 11,59 8
Vivas 32,14 27 59,10 52 15,94 11
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 1/27 - 20/52 - 3/11
Intestino delgado
Muertas 0 0 0 0 0 0
Vivas 11,90 10 18,18 16 4,35 3
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/10 - 0/16 - 0/3
Intestino grueso
Muertas 0 0 0 0 1,45 1
Vivas 0 0 0 0 0 0
Fijas (L fijas/L; vivas) - 0 - - 0
Ciego
Muertas 0 0 0 11,59 8
Vivas 0 0 10,23 9 7,25 5
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0/9 - 0/5
Heces
Muertas 0 0 0 0
Vivas 0 0 5,80 4
No recuperadas 2,38 2 2,73 2 7,25 5
*Hemorragia en el intestino grueso (célon).
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L3 de Anisakis simplex s.1.

En el ensayo in vivo del geraniol (Modelo A), se ha observado que ninguno de
los animales de experimentacién ha sufrido hemorragias. Todas las larvas recogidas del
estdmago aparecen muertas (92,77 % del total de larvas administradas). De las restantes
larvas de A. simplex s.l., cuatro se han hallado en intestino delgado, dos vivas y dos
muertas, y dos no se han recuperado.

En el Modelo B in vivo el nimero de L3 muertas fue nueve, todas en estdémago.
De las restantes larvas vivas, 33 se encontraron en estdmago (seis de ellas fijadas),
mientras que en intestino delgado se localizaron trece, de las cuales una estaba fijada.
Todas las hemorragias observadas son géstricas (Tabla 26).

El Modelo C del geraniol presenté un 35,71 % de los animales de
experimentacién con hemorragias en estdmago, ciego e intestino grueso. En cavidad se
ha encontrado un 3,57% de L;; igual porcentaje de vivas hay en estbmago, junto con un
34,52 % de muertas. Aparecen igualmente larvas en intestino delgado (siete vivas),
intestino grueso (una muerta y cuatro vivas), ciego (trece vivas) y heces (una muerta y
catorce vivas). De todas las larvas vivas, ninguna se encuentra fijada o atravesando las
paredes gastrointestinales. En este caso, el nimero de nematodos que no logramos

recuperar es nueve (10,71 %).

Foto 28. Hemorragia gastrica producida por larva L; de 4. simplex s.1.
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Resultados
Tabla 26. Estudio in vivo del geraniol (46,90 mg/0,5 mL) frente a A. simplex s.1..
GERANIOL MODELO MODELO MODELO
A B C
N° de ratas 14 13 14
Nede L, 83 76 84
Hemorragias (% ratas) 0 46,15 35,71
Estémago (n° ratas) 0 6 3
Ciego (n° ratas) 0 0 2
Resto intestino (n°ratas) 0 0 1*
%L; Nede L, %L; Nede L, % Ls N°de L,
Cavidad 0 0 2,63 2 3,57 3
Estémago
Mouertas 92,77 77 11,84 9 34,52 29
Vivas 0 0 43,42 33 3,57 3
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 6/33 - 0/3
Intestino delgado
Muertas 2,41 2 0 0 0 0
Vivas 2,41 2 17,11 13 8,33 7
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 02 - 1/13 - 0/7
Intestino grueso
Muertas 0 0 1,19 1
Vivas 0 4,76 4
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0 - 0/4
Ciego
Muertas 0 0 0 0
Vivas 0 0 11,84 9 15,48 13
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0/9 - 0/13
Heces
Muertas 0 0 1,19 1
Vivas 0 5,26 4 16,67 14
No recuperadas 2,41 2 7,89 6 10,71 9
*Hemorragia en el intestinoe grueso (cdlon).
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En el Modelo A con citronelol, derivado alcohdlico, el porcentaje de
anisakidos que observamos muertos es el 67,53 % del total, hallados todos en estémago
(Tabla 27). Se recuperaron el 100 % de larvas empleadas (77), con la siguiente
distribucion: 16 vivas en estomago, y nueve vivas en el intestino delgado (una fija a la
pared). No se observaron hemorragias.

En el Modelo B el 38,46 % de las ratas presenta hemorragias gastricas, siendo
el porcentaje de larvas muertas del 6,76 %. El resto, salvo tres no recuperadas, se
encontraron vivas en cavidad (16,22 %), estdmago (45,95 %), intestino delgado (21,62
%) y ciego (5,41 %); tres de las 34 que se hallaron vivas en estomago estaban fijas a la
pared.

En el tercer modelo experimental se encontraron larvas en distintas
localizaciones, siendo el numero de parasitos muertos de 37 de 90 administrados (Tabla
25). Se observaron tres larvas fijas a las paredes intestinales, una al intestino grueso y
dos al ciego, y doce ya en cavidad. El nimero de larvas no recuperadas fue de diez,

mientras que el 53,33 % de las ratas padecié hemorragias en estdmago, ciego y recto.

Foto 29. Fuerte hemorragia géastrica con 1 L; en su interior atravesandola tangencialmente.
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Resultados
Tabla 27. Estudio in vivo del citronelol (46,90 mg/0,5 mL) frente a A. simplex s.1..
CITRONELOL MODELO MODELO MODELO
A B C
N° de ratas 13 13 15
N°deL; 77 74 90
Hemorragias (% ratas) 0 38,46 53,33
Estémago (n° ratas) 0 5 4
Ciego (n° ratas) 0 0 3
Resto intestino (n°ratas) 0 0 1*
% L3 N° de L3 % L3 N° de L3 % L3 N° de L3
Cavidad 0 0 16,22 12 13,33 12
Estémago
Muertas 67,53 52 6,76 5 38,89 35
Vivas 20,78 16 45,95 34 1,11 1
Fijas (L fijas/L; vivas) - 0/16 - 3/34 - 0/1
Intestino delgado
Muertas 0 0 0 0 1,11 1
Vivas 11.69 9 21,62 16 2,22 2
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 1/9 - 0/16 - 0/2
Intestino grueso
Muertas 0 0 0 0 0 0
Vivas 0 0 0 0 3,33 3
Fijas (L; fijas/Ls vivas) - 0 - 0 - 1/3
Ciego
Muertas 0 0 0 0 1,11 1
Vivas 0 0 5,41 4 12,22 11
Fijas (L, fijas/L; vivas) - 0 - 0/4 - 2/11
Heces
Muertas 0 0 0 0 0 0
Vivas 0 0 0 0 15,56 14
No recuperadas 0 0 4,05 3 11,11 10
*Hemorragia en el intestino grueso (recto).
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L3 de Anisakis simplex s..

Dentro del grupo de los derivados monoterpénicos aldehidicos, los resultados
obtenidos con citral se expresan en la Tabla 28. Los ensayos realizados con el Modelo
A muestran que 67 de las 78 L3 administradas resultan muertas, en estdmago (62) e
intestino delgado (5). No se halla ninguna en cavidad abdominal. Tampoco se han
observado hemorragias en ninguno de los animales. Del resto de larvas, cinco estan
vivas en estdbmago, intestino delgado y grueso, y seis no se recuperan.

En el siguiente modelo (B) las larvas muertas son el 37,77 % del total y sélo
aparecen en estémago, donde también cuatro de las ocho larvas vivas estan fijadas. El
61,54 % de las ratas presentaron hemorragias géstricas.

Con el Modelo C aumenta considerablemente el niimero de anisdkidos en
cavidad (17) y también el nimero de ratas que muestran hemorragias (10) en estémago
y ciego. Las larvas muertas son el 33,75 % del total, la mayoria en estomago (30 %). Se
han encontrado larvas vivas en el estomago (siete, de ellas seis fijas a la pared géstrica),

intestino delgado (4), ciego (6) y heces (9), faltando por localizar diez (12,50 %).

Foto 30. Larva del nematodo saliendo del estomago por hemorragia gastrica.
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Resultados
Tabla 28. Estudio in vivo del citral (46,90 mg/0,5 mL) frente a A. simplex s.1..
CITRAL MODELO MODELO MODELQO
A B C
N° de ratas 13 13 14
N°deLs; 78 77 80
Hemorragias (% ratas) 0 61,54 71,42
Estémago (n° ratas) 0 8 7
Ciego (n° ratas) 0 0 3
Resto intestino (n°ratas) 0 0 0

% L,y N° de L;

% Ls N°del,

% L,y N°deL;

Cavidad 0 0 5,19 4 21,25 17

Estémago

Muertas 79,49 62 37,77 26 30 24

Vivas 2,56 2 10,39 8 8,75 7

Fijas (L; fijas/Ly vivas) - 0/2 - 4/8 - 6/7

Intestino delgado

Muertas 6,41 5 0 0 1,25 1

Vivas 2,56 2 29,87 23 5 4

Fijas (L; fijas/L; vivas) - 172 - 0/23 - 0/4

Intestino grueso

Muertas 0 0 0 2,50

Vivas 1,28 1 0 0

Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/1 - 0 - 0

Ciego

Muertas 0 0 0 0 0

Vivas 0 6,49 5 7,50 6

Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0/5 - 0/6

Heces

Muertas 0 0 0 0 0

Vivas 0 0 2,60 2 11,25

No recuperadas 7,69 6 11,69 9 12,50 10
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaéticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En el estudio in vivo del aldehido cuminico (Modelo A), el porcentaje de larvas
vivas al final del ensayo ha sido del 66,67 % (60,26 % en estomago y el resto en
intestino delgado). Ninguna estd fijada a la pared gastrica, y solamente una rata ha
padecido hemorragia géstrica. El nimero de parasitos muertos ha sido 25, todos en
estdémago (32,05 % del total).

El porcentaje de larvas muertas desciende hasta el 4,88 % en el Modelo B
(Tabla 29). Un 9,76 % de las L3 de 4. simplex s.l. no se hallaron. Seis de las catorce
ratas del ensayo sufren hemorragias géstricas, y un 13,41 % de larvas estén en cavidad.
No se observaron anisékidos fijados a las paredes gastrointestinales. La mayoria de
larvas se encontraron vivas en el intestino delgado (46,34 %).

En el Modelo C de infestacién, no se encontraron larvas muertas; tampoco
vivas fijadas a las paredes, si bien siete de ellas estdn en cavidad: estémago (3),
intestino delgado (17), intestino grueso (1), ciego (30) y heces de jaula (21). Los
animales con hemorragias en el tracto gastrointestinal son el 26,67 %, y el numero de

larvas que no se recuperaron fue de siete.

Foto 31. Larva en cavidad localizada en la grasa adyacente al pancreas
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Resultados
Tabla 29. Estudio in vivo del aldehido cuminico (26 mg/0,5 mL) frente a 4. simplex s.1..
ALDE’HfDO MODELO MODELO MODELO
CUMINICO A B C
N° de ratas 13 14 15
NedelL, 78 82 86
Hemorragias (% ratas) 7,69 42,86 26,67
Estémago (n° ratas) 1 6 3
Ciego (n° ratas) 0 0 1
Resto intestino (n°ratas) 0 1
% L3 N° de L3 % L3 N° de L3 % L3 N° de L3
Cavidad 0 0 13,41 11 8,14 7
Estémago
Muertas 32,05 25 4,88 4 0 0
Vivas 60,26 47 21,95 18 3,49 3
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/47 - 0/18 - 0/3
Intestino delgado
Muertas 0 0 0 0 0 0
Vivas 6,41 5 46,34 38 19,77 17
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0/5 - 0/38 - 0/17
Intestino grueso
Muertas 0 0 0 0 0
Vivas 0 0 1,16 1
Fijas (L; fijas/L; vivas) - 0 - 0 - 0/1
Ciego
Muertas 0 0 0 0 0
Vivas 0 3,66 3 34,88 30
Fijas (L, fijas/L; vivas) - 0 - 0/3 - 0/30
Heces
Muertas 0 0 0 0
Vivas 0 0 24,42 21
No recuperadas 1,28 1 9,76 8 8,14 7
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En el Modela A el altimo derivado aldehidico, perillaldehido (compuesto de
referencia), ocasiona la muerte del 91,03 % de las larvas, todas en estomago. En este
mismo ensayo, observamos que ninguna rata tiene hemorragias, recuperando todos los
nematodos salvo uno (Tabla 30).

En el segundo ensayo (Modelo B), casi la mitad de las ratas (42,86 %) padecen
hemorragias gastricas (6) e intestinales (1). Entre las larvas vivas, once L; se
encontraron en cavidad, y en estomago 17, ocho de las cuales clavadas a la pared
géastrica. Se han recogido 34 larvas muertas en estoémago, 42,50 % del total.

Los datos obtenidos con el Modelo C, son parecidos al Modelo B, con
excepcion del nimero de Lj; fijadas, cambiando la localizacién de las larvas. Hay
hemorragias en el 42,86 % de las ratas, diez larvas estan en cavidad, el 42,68 % estan
muertas, y tres L3 no se recuperan.

En el ensayo del control, s6lo se aplic el Modelo A, ya que los resultados son
practicamente extrapolables a los otros dos modelos (Tabla 31). Casi todos los animales
de experimentacién padecen o sufren hemorragia gastrica, que es multiple en algunos
casos. Todas las larvas recuperadas estdn vivas: 40 en estdmago (12 fijadas), 17 en

intestino delgado, una en intestino grueso y una en ciego. Las L3 no recuperadas son
nueve (10,96 % del total).

Foto 32. Multiples hemorragias géstricas, con larvas fijas en la cara interna.
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Resultados

6. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS LARVAS DE Anisakis simplex s.l. DE
LOS ENSAYOS IN VIVO

El comportamiento del carvacrol in vivo (9,50 mg/0,5 mL), en lo que a lesiones
observadas de los parasitos se refiere, consiste, por una parte, en la alteraciéon de la
cuticula de las larvas, provocando excrecencias de la misma en forma de espinas (Foto
33). Por otra, en varios cortes histolégicos se observa que los cordones laterales estdn
mas dilatados (Foto 34). En algunas tinciones encontramos que la luz intestinal estd mas
expandida de lo normal e incluso con algiin resto de material celular en la misma. En

ningln caso se observa la cara luminal rota.

Foto 33. Intestino proximal. Dafios cuticulares (carvacrol Modelo A).

Foto 34. Intestino medio. Cordones laterales dilatados (carvacrol Modelo A).
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El derivado fendlico timol actia sobre la cara luminal del intestino de Anisakis,
con destruccién de las células, pero sin alterar la cara opuesta del mismo (Foto 35). No
se observan dafios en otras zonas del parasito; asi, cuticula, eséfago, ventriculo y célula
excretora aparecen intactos. Este efecto del timol in vivo se da en los tres modelos de
ensayo practicados, con mas frecuencia en la zona intestinal préxima al ventriculo que

en la distal.

Foto 35. Intestino proximal. Lesiones intestinales (timol Modelo A).

El geraniol (46,90 mg/0,5 mL) provoca la lisis de la cara luminal del intestino,
y el consecuente perjuicio para el material celular intestinal, llegando a aparecer en la
luz del mismo. Ademas, se observan rugosidades en la cuticula, asi como proyecciones
(Foto 37) e incluso abombamiento de la misma desde la musculatura del nematodo
(Foto 36). La célula excretora -en términos generales- no aparece afectada por el

geraniol (Foto 38).
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Foto 36. Intestino medio. Abombamiento cuticular y dafios intestinales (geraniol Modelo A).

Foto 37. Esofago (anillo nervioso). Alteraciones cuticulares (geraniol Modelo C).

Foto 38. Zona de transicion ventriculo-intestino. Corte con glandula esofagica dorsal dafiada (geraniol
Modelo C).

135,



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

En las larvas, la localizacién de las lesiones por accién del citronelol se
asemejan a las descritas para el geraniol. En general, en todos los cortes histolégicos
hay una mayor apertura de la luz intestinal y alteracion de pared, llegando en ocasiones
a romperla. También se observa la presencia de rugosidades y deformaciones en la

cuticula del parésito (Foto 39).

Foto 39. Intestino medio. Dafios intestinales y cuticulares (citronelol Modelo A). Tricrémica de Masson.

En el caso del citral, las alteraciones de la cuticula de las larvas no son tan
patentes como en los demds casos descritos hasta ahora (Foto 40). Es en el tracto
intestinal donde se observan la mayoria de los dafios, tales como alteraciones y rotura en

la superficie luminal del mismo y apariciéon de material en el lumen (Foto 41).
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Foto 40. Intestino proximal. Rugosidades en cuticula y lesiones intestinales (citral Modelo C). Tricrémica

de Masson.

Foto 41. Intestino medio.Dafios intestinales (citral Modelo A).
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El segundo derivado aldehidico estudiado, el aldehido cuminico,
aparentemente no produce lesiones en las larvas, ya que todos los cortes observados
tienen sus estructuras intactas. En algunos casos se observa que el intestino presenta la
luz expandida, y, con menos frecuencia, se aprecia la existencia de material celular en el
lumen (Foto 42).

Foto 42. Intestino medio. Material celular en luz (aldehido cuminico Modelo A).

En el caso del dltimo compuesto monoterpénico, perillaldehido (compuesto de
referencia), las larvas presentan las paredes internas en perfecto estado, si bien en varios

cortes se observa que tienen la luz intestinal abierta (Foto 43).

Foto 43. Eséfago preventricular (anillo nervioso) (perillaldehido Modelo B).
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7. CURVA DOSIS-RESPUESTA IN VIVO

Para realizar las curvas dosis-respuesta de los principales componentes de

aceites esenciales de origen vegetal ensayados in vivo, hemos seleccionado dos por su

alta eficacia larvicida, geraniol y perillaldehido (Tabla 32).

Tabla 32. Datos de la curva dosis-respuesta in vivo del geraniol y el perillaldehido.

DOSIS L; MUERTAS HEMORRAGIAS
mg/0,5 mL % % ratas

GERANIOL 93,80 97,62 0
46,90 95,18 0
23,45 33,33 0
PERILLALDEHIDO 93,80 100 0
46,90 91.03 0
23,45 17,95 0

En el caso del geraniol, la letalidad disminuye de forma apreciable cuando
usamos la mitad de la dosis (1/2 D) respecto al caso de D (46,90 mg/0,5 mL). Al

duplicarla (2 x D) el incremento es minimo (<2,5 %), sin llegar a alcanzar el 100 % de

larvas muertas (Grafica 43). En ninguno de los animales empleados se ha observado la

presencia de hemorragias.

Para el perillaldehido, la eficacia ha sido del 100 % a la mayor dosis

administrada (2 x D = 93,80 mg/0,5 mL), con un aumento en el porcentaje de larvas

muertas a medida que aumenta la dosis, desde el 17,95 % (1/2 D) hasta el 100 % (2 x D)

(Grafica 44). Al igual que ocurre con el geraniol, las ratas no muestran hemorragias.
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Grafica 43. Curva dosis-respuesta del geraniol.
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8. MEDICION DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA (MPO) TISULAR

Segun los datos obtenidos (Tabla 33), los valores de actividad MPO (U/g de
proteina) en estémago, intestino delgado y ciego, calculados de la media de los cinco
animales sacrificados para cada D de compuesto, no son significativos respecto al

control (0,5 mL de aceite de oliva).
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Tabla 33. Actividad MPO tisular.
ESTOMAGO INTESTINO CIEGO
MPG (U/g prot.) MPO (U/g prot.) MPO (U/g prot.)

Desviacién estdndar

Desviacidn estandar

Desviacion estandar

CARVACROL 644.65 2773,10 617,84
(9,50 mg/0,5 mL) 262,94 971,59 186,45
TIMOL 347.52 1678,04 1259,03
(17,30 mg/0,5 mL) 115,67 373,62 265,38
GERANIOL 346,31 1325,47 1339,72
(46,90 mg/0,5 mL) 67,29 211,19 383,72
CITRONELOL 260,52 2017,75 513,66
(46,90 mg/0,5 mL) 64,19 313,52 163,57
CITRAL 368.53 1774,43 877,11
(46,90 mg/0,5 mL) 200,61 563,47 158,83
ALDEHIDO
CUMINICO 316,45 1261,83 1123,11
(26 mg/0,5 mL) 71,50 437,32 496,22
PERILLALDEHIDO 282,06 1475,49 805,05
(46,90 mg/0,5 mL) 64,84 167,50 97,44
CONTROL 276,78 1646,76 1114,35
(0,5 mL aceite de oliva) 65,01 162,00 289,01
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9. ANALISIS ESTADISTICO

9.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS ENSAYOS IN VITRO

9.1.1. Componentes de los aceites esenciales

Sobre el porcentaje de larvas muertas realizamos un ANOVA factorial mixto 7
X 3 X 4 que incluia la variable componente manipulada entre grupos con los siete niveles
carvacrol, timol, geraniol, citronelol, citral, aldehido cuminico y perillaldehido; la
variable concentracion manipulada también entre grupos con los tres niveles 125 pg/ml
(C1), 62,50 pg/ml (Cp) y 31,25 pg/ml (Cs3); y la variable hora de observacion
manipulada intraensayo con los cuatro niveles 4, 8, 24 y 48 horas desde el inicio del
ensayo. Este andlisis mostr6 efectos principales de los factores componente [F(6, 43) =
33,40; p<0,0001], concentracion [F (6, 43) = 353,65; p<0,0001], y hora de observacion
[£ (3, 129) = 96,16; p<0,0001]; efectos de interaccion de primer orden componente x
concentracion [F (12, 43) = 15,77; p<0,0001], componente x hora de observacion [F
(18, 129) = 8,44; p<0,0001], y concentracién x hora de observacion [F (6, 129) =
10,77; p<0,0001]; y efecto de interaccién de segundo orden entre las tres variables [F
(36, 129) = 3,26; p<0,0001].

Si tenemos en cuenta que se han encontrado efectos significativos de todas las
variables y sus interacciones, se han podido analizar nuestras hip6tesis de interés. En
primer lugar exploramos el efecto principal de concentracion llevando a cabo
comparaciones planeadas entre las tres cantidades de concentracién. Estas
comparaciones nos demostraron que la C; fue mas efectiva que la C, [F (1, 43) =
189,66; p<0,0001], y que la C; [F (1, 43) = 707,12; p<0,0001], y asimismo que la C, es
mas efectiva que la C; [F (1, 43) = 170,58; p<0,0001]. En segundo lugar, qué
componente era mas letal en menor tiempo con C; (la concentraciéon mas efectiva). Para
ello, sobre el porcentaje de larvas muertas en los ensayos con C;, llevamos a cabo un
ANOVA mixto 7 x 4 con la variable componente manipulada entre grupos con los siete
niveles conocidos, y la variable hora de observacién manipulada intraensayo con los
cuatro niveles antes mencionados. Este andlisis mostré efectos principales de las
variables componente [F (6, 14) = 6,04; p<0,005] y hora de observacién [F (3, 42) =
20,18; p<0,0001]; y de interaccién entre ambos factores [F' (18, 42) = 4,60; p<0,0001].
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Esta interaccion revela que los diferentes componentes no eran igualmente letales en
cada tiempo ensayado. Comparaciones planeadas entre los diferentes componentes en
las primeras horas de observacion (4 y 8 horas), demostraron que la accién de los
éomponentes carvécrol, timol, citronelol y citral era significativamente més letal qﬁe la
de geraniol, aldehido cuminico y perillaldehido (p<0,0001 en todos los casos), no
existiendo diferencias significativas entre si en los cuatro primeros, ni- en los tres

ultimos entre si.
9.1.2. Aceites esenciales

Como en el andlisis anterior, se realizd sobre el porcentaje de larvas muertas un
ANOVA factorial mixto 7 x 3 x 4 que incluia en este caso la variable aceite manipulada
entre grupos con los siete niveles comino, palamarrosa, lemongrass, geranio, litsea,
orégano y citronela; la variable concentracion manipulada también entre grupos con los
tres niveles 125 pug/ml (Cy), 62,50 pg/ml (C2) y 31,25 pg/ml (Cs); y la variable hora de
observacién manipulada intraensayo con los cuatro niveles 4, 8, 24 y 48 horas desde el
inicio del ensayo. Este primer analisis replicé todos los efectos encontrados en el
examen de los componentes previamente descrito.

Una vez encontrados estos efectos, como en el caso anterior, se ha procedido a
explorar nuestra hipotesis de interés. En esta ocasién, nuevamente llevamos a cabo
comparaciones planeadas para coﬁocer dénde residian las diferencias respecto a la
variable concentracion. Las comparaciones nos demostraron que la C, fue més efectiva
que la C; [F (1, 44) = 964,35; p<0,0001], y que la C3 [F (1, 44) = 1897,11; p<0,0001], y
asimismo que la C; es mas efectiva que la C; [F (1, 44) = 151,83; p<0,0001]. Para
conocer que aceite esencial producia mayor porcentaje de larvas muertas a las 4 horas y
a la concentraciéon mayor (C,), realizamos un ANOVA mixto 7 x 4 con la variable
aceite manipulada entre grupos con los siete niveles mencionados, y la variable hora de
observacién manipulada intraensayo. Este analisis sélo mostrd efecto principal de la
variable hora de observacion [F (3, 48) = 11,96; p<0,0001]; pero no efecto principal del
factor aceite ni de la interaccion de este factor y la variable hora de observacion (F<1,1
en ambos casos). La ausencia de esta interaccion revela que los diferentes aceites

esenciales fueron similarmente letales en cada hora de lectura del ensayo.
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9.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS ENSAYOS IN VIVO

9.2.1. Porcentaje de larvas muertas

Al porcentaje de larvas muertas, se aplico un ANOVA factorial 7 x 3 que
incluia las variables componente (carvacrol, timol, geraniol, citronelol, citral, aldehido
cuminico y perillaldehido) y modelo (A, B y C) manipuladas entre grupos, obteniendo
efectos principales tanto de la variable componente [F (6, 268) = 39,83; p<0,0001]
como la variable modelo [F (2, 268) = 139,71; p<0,0001], y efecto de interaccion de
ambas variables [F' (12, 268) = 5,78; p<0,0001]. Estos resultados revelan que todos los
componentes no ejercian el mismo efecto sobre las larvas, que asimismo cada modelo
no provoca el mismo grado de mortandad de las larvas, y que, como sugiere el efecto de
interacciéon encontrado, el efecto de cada producto estd modulado por el modelo
mediante el que se administra.

El efecto principal del componente encierra una jerarquia en la mortandad que
provocan los diferentes productos empleados. Comparaciones planeadas, realizadas
entre los siete componentes, mostraron que perillaldehido, citral y geraniol eran
significativamente mas letales que el resto de componentes. Las comparaciones llevadas
a cabo entre estos tres componentes revelan que el porcentaje de larvas muertas por la
administracion de perillaldehido fue significativamente superior al producido por el
geraniol [F (1, 268) = 8,45; p<0,005], mientras que la diferencia entre el perillaldehido
y el citral alcanz6 un efecto marginal [F (1, 268) = 3,48; p=0,06]. Por ltimo, no hubo
diferencias significativas entre citral y geraniol (F = 1,05).

Por lo que respecta al efecto principal del factor modelo, las
comparaciones planeadas mostraron que el Modelo A provocaba significativamente
mayor nimero de larvas muertas que el Modelo B [F (1, 268) = 257,24; p<0,0001] y el
modelo C [F (1, 268) = 149,25; p<0,0001], y a su vez el modelo C provocaba mas
muertes de larvas que el B [F'(1, 268) = 15,72; p<0,0001].

Finalmente, para analizar el efecto de interaccién entre componente y
modelo de administracion, realizamos un ANOVA unifactorial tomando como variable
independiente el factor componente y centrandonos tnicamente en el efecto de cada
componente en el caso del Modelo A de administracion, por ser el que mas muertes

producia. En esta ocasién el factor componente incluia ocho niveles por la adicién de
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una condicion control (aceite de oliva). Este analisis mostr6 un efecto significativo de la
variable componente [F (1, 268) = 257,24; p<0,0001] que revela que los componentes
no actuaban de la misma manera bajo este modelo de administracién. En esta ocasién
geraniol, perillaldehido y citral fueron significativamente superiores al resto sin haber

diferencias significativas entre estos tres componentes (todas las F<1).
9.2.2. Porcentaje de hemorragias

Empleando como variable dependiente el porcentaje de ratas que preéentaban
hemorragia al final de los ensayos in vivo, se llevd a cabo un ANOVA factorial 7 x 3
que inclufa nuevamente las variables componente (carvacrol, timol, geraniol, citronelol,
citral, aldehido cuminico y perillaldehido) y modelo (A, B y C) manipuladas entre
grupos. Este andlisis mostré efectos principales tanto de la variable componente, [F (6,
268) = 2,23; p<0,05] como la variable modelo [F (2, 268) = 33,5; p<0,0001], pero no
mostr6 efecto de interaccion. Estos resultados revelan que todos los componentes no
presentan el mismo porcentaje de ratas con hemorragia al final del ensayo y, asimismo,
que los diferentes modelos de administraciéon no presentan finalmente el mismo
porcentaje de ratas con hemorragia.

Comparaciones planeadas, realizadas para analizar las diferencias que encierra
el efecto principal del factor componente, nos revelan que el carvacrol presenta
significativamente mayor porcentaje de ratas con hemorragia que el resto de
componentes, mientras que entre estos restantes no existian diferencias significativas.
Por lo que respecta al efecto principal del modelo, las comparaciones nos muestran que
el Modelo A presenta significativamente menos hemorragias que el B [F (1, 268) =
51,61; p<0,0001] y que el C [F (1, 268) = 49,45; p<0,0001], no existiendo diferencias

significativas entre estos dos ultimos (F<1).
9.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA IN VIVO
Sobre el porcentaje de larvas muertas, se realizd un ANOVA factorial 2 x 3
que incluia las variables componente (perillaldehido y geraniol) y dosis (2 x D, D, 1/2
D) manipuladas entre grupos. Este andlisis mostré solamente efecto principal de la

variable dosis [F (1, 78) = 110,83; p<0,0001], no habiendo efecto principal de la
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variable componente ni de la interaccion componente x dosis (ambas Fs<2). Estos
resultados revelan que los dos componentes ejercian un efecto semejante sobre las
larvas, pero que, en cambio, como muestra el efecto del factor dosis, la cantidad de esta
sf afectaba de modo diferente en el porcentaje de larvas muertas. La ausencia de efecto
interaccion nos muestra.que en ninguna de las dosis un componente fue superior al otro.

Para analizar este efecto de las diferentes dosis, llevamos a cabo
comparaciones planeadas mediante las que se observd que el efecto de la dosis 1/2 D
era significativamente inferior a producido por las dosis 2 x D [F (1, 78) = 179,32;
p<0,0001] y D [F (1, 78) = 152,19; p<0,0001], mientras que entre estas dos Gltimas no
hubo diferencias significativas (F<1).

Por lo que respecta al porcentaje de ratas con hemorragia, la total ausencia de
hemorragias en todos los ensayos llevados a cabo con los dos componentes, resta

cualquier utilidad a su tratamiento estadistico.

9.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA
(MPO) TISULAR

Cémo puede observarse en la Tabla 31, la actividad MPO medida en cada
tejido después de la administracién de los productos presenta una gran variabilidad,
circunstancia que impide la aplicacién de pruebas estadisticas paramétricas como el
ANOVA y nos conduce al empleo de pruebas no paramétricas. Para el disefio
experimental que nos ocupa, la prueba no paramétrica pertinente es la Kruskal-Wallis.

La aplicacién del test de Kruskal-Wallis tomando como variables
independientes el componente (carvacrol, timol, geraniol, citronelol, citral, aldehido
cuminico, perillaldehido y aceite de oliva como control) y la localizacion (estémago,
intestino delgado o ciego), reveld que la variable componente no ejercia ningin efecto
(en todos los casos p>0,3). En otras palabras, que la actividad MPO tisular no diferia en

funcién del componente administrado en ninguna de los tres tejidos medidos.
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Resultados

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA IN VITRO DE

LOS ACEITES ESENCIALES Y DE SUS COMPONENTES

GRAFICA 45. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS ACEITES
ESENCIALES A 125 pg/mL.

% larvas muertas

48 h
24h
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GRAFICA 46. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS ACEITES

% larvas muertas

ESENCIALES A 62,50 pg/mL.

O4h@8hO24h @48h]
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GRAFICA 47. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS ACEITES
ESENCIALES A 31,25 pg/mL.
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GRAFICA 48. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS
COMPONENTES DE LOS ACEITES A 125 pg/mL.

% Larvas muertas
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GRAFICA 49. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS

COMPONENTES DE LOS ACEITES A 62,50 pug/mL.

% Larvas muertas

\,
i
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GRAFICA 50. ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS

COMPONENTES DE LOS ACEITES A 31,25 pg/mL.

% Larvas muertas
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ESTUDIO HISTOLOGICO COMPARATIVO DE L; DE A. simplex s.l.

BOCA ESOFAGO PREVENTRICULAR
Préximo a boca

ESOFAGO PREVENTRICULAR ESOFAGO PREVENTRICULAR
Anillo nervioso Glandula esofégica dorsal

ZONA DE TRANSICION ESOFAGICA VENTRICULO
Glandulas dorsal (A) y subventral (B) Glandulas dorsal (A) y subventral (B)
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ZONA DE TRANSICION
VENTRICULO-INTESTINO'

INTESTINO MEDIO

COLA

!Corte con dafios de geraniol in vitro a 62,50 pg/mL.

*Corte con lesiones in vitro de aldehido cuminico a 125 ug/mL.

INTESTINO PROXIMAL

INESTINO DISTAL?
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Los siete aceites esenciales ensayados resultaron efectivos in vifro a la
concentracion maxima de 125 pg/mL frente a L3 de 4. simplex s.1., logrando un 100 %
de letalidad entre las 24 y las 48 horas desde el inicio de las experiencias (Grafica 45).

De todos ellos, el de lemongrass fue el mas efectivo, puesto que desde las 4 horas no se

- observé ninguna larva de 4. simplex s.l. viva. Los de orégano y palmarrosa también

alcanzaron ese grado de letalidad si bien tras la segunda lectura (8 horas). En los demas
casos, comino, geranio, litsea y citronela, el incremento del porcentaje de larvas muertas
fue gradual, aumentando del 75 % a las 4 horas (comino) al 100 % a las 48 horas.

A la concentracion intermedia (62,50 pg/mL), el efecto larvicida de los aceites
esenciales disminuy6 en relacion con la mayor concentracion (p<0,0001), no llegando
en ninguna lectura al 100 % (Grafica 46). Los de citronela y geranio fueron
practicamente ineficaces, con un 3,30 % y un 10,50 % de letalidad a las 48 horas,
respectivamente. Los de comino y orégano, aunque en baja proporcién, se muestran
activos desde la primera lectura (4 horas), y solo alcanzan el 27,80 % y el 42,90 % de
larvas muertas al final del ensayo, respectivamente. Los aceites esenciales que
mostraron una mayor letalidad, y siempre al final de esta experiencia (48 horas), fueron
los de litsea (97,20 %), lemongrass (91,80 %) y palmarrosa (83,30 %).

Los resultados de la prueba realizada con los aceites esenciales a la menor
concentracion (31,25 pg/mL), nos muestran que la actividad larvicida bien es nula
(comino, geranio, orégano y citronela), o estd por debajo del 3,40 % (lemongrass y
palmarrosa), salvo el de litsea, que alcanza un 16,70 % de L; muertas a las 48 horas
(Grafica 47).

En los ensayos llevados a cabo con los principales componentes de los aceites
esenciales [todos ellos derivados monoterpénicos oxigenados, al igual que el
perillaldehido (compuesto de referencia)], a la concentracion de 125 pg/mL se observéd
que todos ellos alcanzaron el 100 % de efectividad entre las 8 y las 24 horas (Gréafica
48). De entre los derivados monoterpénicos, destacan el carvacrol, timol, citronelol y
citral, debido a que en la primera lectura (4 horas) habian llegado a la maxima letalidad,
no alcanzada en este tiempo por ninguno de los otros monoterpenos (p<0,0001). De
entre estos ultimos, los de mayor efectividad a las 8 horas fueron el aldehido cuminico y
el geraniol ambos con un 83,40 %, seguidos por el perillaldehido (77,80 %). Teniendo
en cuenta estos datos, el orden de los compuestos de mayor a menor actividad frente a

L; de A. simplex s.1. a la mayor concentracion, queda como sigue:
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Carvacrol = Timol = Citronelol = Citral > Geraniol = Aldehido cuminico =

Perillaldehido

Los buenos resultados obtenidos con carvacrol, timol, citronelol y citral se
encuentran en consonancia con lo descrito para estos compuestos en relaciéon a su
actividad biocida frente a distintos agentes (Lis-Balchin y Deans, 1997; Varel y Miller,
2001; Lambert et al., 2001; Friedman et al., 2004). En lo que se refiere al perillaldehido
(compuesto de referencia), los datos obtenidos por nosotros, si bien confirman su
actuacién in vitro frente a las L3 de A. simplex s.1., lo sitGan por detras del resto de los
monoterpenos ensayados, ya que en la primera y segunda lectura su eficacia no alcanzé
el 100%, coincidiendo con lo descrito por Kasuya et al. (1990) para esta misma
concentracion (125 pg/mL).

En el caso de la concentracién intermedia (62,50 pg/mL) (Grafica 49), todos
los compuestos ensayados, salvo el citronelol, presentan cierta eficacia, méxima con el
timol (24 horas), carvacrol (48 horas) y citral (48 horas). Por el contrario, el geraniol y
el perillaldehido se mostraron eficaces a partir de las 8 horas.

Por ultimo, en el experimento in vitro con la menor concentraciéon de los
compuestos mayoritarios de los aceites esenciales (31,25 pg/mL), s6lo el citral present6
una actividad digna de interés frente a las larvas de 4. simplex s.l., con un 97,20 % de L;
muertas a las 48 horas. Dicha actividad fue inferior para el resto de los productos
ensayados (p<0,0001), para algunos de los cuales, como el carvacrol y el citronelol, no
se observo efecto larvicida (Grafica 50).

Si comparamos el efecto larvicida de los aceites esenciales con el de sus
componentes principales (Tabla 8), cabe hipotetizar que la alta letalidad lograda con el
aceite esencial de lemongrass puede ser debida, en gran medida, a su alto contenido en
citral (81,10 %), dado el alto grado de letalidad frente a las larvas de A. simplex
observada para este monoterpeno. Este hecho, conjuntamente con los resultados
obtenidos por otros autores, viene a corroborar €l gran interés del citral como agente

biocida puesto de manifiesto frente a diversos organismos patogenos tales como hongos

(Pattnaik et al., 1997; Kulevanova et al., 2000; Friedman et al., 2004) e insectos (Rice y,
Coats, 1984; Lampman et al., 2000; Zhu et al.,, 2001). A ello se afiaden los datos

(Cahumont y Léger, 1992; Mahmoud, 1994; Viollon y Chaumont, 1994), bacterias/

aportados por diversos autores sobre el aceite esencial de lemongrass relativos a su
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actividad frente a bacterias (Onawunmi et al., 1984 y 1985; Ogunlana et al., 1987) y
hongos (Velutti et al., 2003).

El aceite esencial de orégano, dotado de actividad antimicrobiana y antifiingica
(Aligiannis et al., 2001; Lambert et al., 2001; Velutti et al., 2003), contiene un 54,43 %
de carvacrol (Tabla 8). Este componente también puede influir de manera considerable
en la actividad larvicida del orégano, ya que es sobradamente conocido su poder
antifungico (Viollon y Chaumont, 1994), antimicrobiano (Ultee et al., 1999; Karatzas et
al., 2000; Periago y Moezelaar, 2001; Knowles y Roller, 2001; Varel y Miller, 2001), e
insecticida (Rice y Coats, 1984; Lindberg et al., 2000; Mansour et al., 2000; Isman et
al., 2001; Tsoukatou et al., 2001). Ademas, en la composicién del aceite esencial de
orégano hay un 10,88 % de p-cimeno, precursor del carvacrol, que no presenta apenas
actividad antimicrobiana de manera aislada, pero que combinado con el carvacrol ha
mostrado un sinergismo en ensayos in vitro, ya que el efecto frente a Bacillus cereus
(Ultee et al. 2000) es superior a la suma de ambos monoterpenos por separado. De igual
forma, el timol, presente en un 0,39 % en el aceite esencial de orégano, al ser
administrado junto con el carvacrol frente a Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus, presento un efecto aditivo con este tiltimo (Lambert et al., 2001). Por otra parte,
el aceite esencial de orégano contiene un discreto porcentaje de a-pineno (0,65 %),
compuesto dotado de actividad antimicrobiana frente a Bacillus sp. y Saccharomyces
cerevisiae (Andrews et al., 1980).

El componente mayoritario del aceite esencial de palmarrosa, segin ha
quedado establecido en los analisis realizados mediante cromatografia de gases
acoplada a detector de espectrometria de masas (ver Apéndice de Resultados), fue el
geraniol (72,01 %), compuesto que en nuestra experiencia resulté menos letal frente a
A. simplex s.l. que citral y carvacrol. Este hecho podria explicar la menor actividad
larvicida frente a este parasito del aceite esencial de palmarrosa respecto a los de
lemongrass y orégano, a pesar de encontrarse en mayor porcentaje el geraniol en el
aceite esencial de palmarrosa que los otros dos en sus respectivos aceites esenciales. Por
otra parte, los resultados obtenidos por diversos autores en los que se muestra que el
geraniol es activo frente a distintos organismos patégenos (Chinou et al., 1996; Pattnaik
et al., 1997; Rajab et al., 1998; Boyanova y Neshev, 1999), apoyan la actividad biocida

de este derivado monoterpénico y, en consecuencia, la del aceite esencial de palmarrosa.
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El aceite esencial de geranio se ha comportado como agente antibacteriano
frente a distintos microorganismos (Lis-Balchin et al., 1998; Dorman y Deans, 2000) y

como repelente de insectos (Botha y McCrindle, 2000), lo cual parece estar en

consonancia con su marcada accién larvicida a la concentracién de 125 pg/mL. En su

composicion entran a formar parte, como componentes mayoritarios, el citronelol
(33,04 %) y el geraniol (13,68 %). Las mismas caracteristicas antimicrobianas que se
han demostrado para el aceite esencial de geranio, han sido puestas de manifiesto para
sus principales componentes: el citronelol (Chaumont y Léger, 1992; Viollon y
Chaumont, 1994; Mahmoud, 1994; Lis-Balchin y Deans, 1997) y el geraniol (Chinou et
al., 1996; Pattnaik et al., 1997; Rajab et al., 1998; Boyanova y Neshev, 1999); de igual
forma ha sido demostrada la actividad insecticida de ambos derivados monoterpénicos,
geraniol y citronelol (Rice y Coats, 1994; Lee et al., 1997; Botha y McCrindle, 2000;
Zhu et al., 2001).

Estos datos aportados por otros autores parecen estar en consonancia con la
marcada accién larvicida del aceite esencial de geranio a la concentracion de 125
ug/mL, en el qué los componentes mayoritarios citronelol y geraniol presentan
respectivamente las siguientes concentraciones: 33,04 % y 13,68 % (Tabla 8). Dichos
monoterpenos oxidados experimentan un notable descenso en su actividad frente a A.
simplex s.1. cuando las concentraciones aplicadas en los ensayos in vitro son menores a
la anteriormente indicada (62,50 y 31,25 pg/mL), llegando a desaparecer este efecto en
el caso del citronelol. Este mismo descenso de actividad se observa cuando el producto
ensayado es el aceite esencial de geranio, llegando a ser nula su letalidad a la menor de
las tres concentraciones ensayadas.

Para el aceite esencial de citronela de Java el cromatograma obtenido mediante
cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas (ver Apéndice de
Resultados), puso de manifiesto la presencia de un 17,72 % de geraniol y un 17 % de

citronelol.

La menor cantidad de citronelol respecto al aceite esencial de geranio, asi

como de geraniol respecto al de palmarrosa, pueden justificar la menor eficacia del
aceite esencial de citronela de Java frente a las L3 de 4. simplex s.l., y ello a pesar de
que est¢ presente en €l otro monoterpeno con accion antibacteriana como es el limoneno
(Andrewks et al., 1980), si bien hay que tener en cuenta que su presencia en el aceite

esencial de citronela de Java no alcanza el 2,50 %; por otra parte, no se han descrito
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para el limoneno fenémenos de sinergismo o adicién de efectos con otros componentes
de este aceite esencial. A diferencia de otros aceites esenciales objeto de esta memoria
de Tesis Doctoral, en el caso del de citronela de Java son escasas las referencias sobre
su actividad biocida, si bien Tawatsin et al. (2001) han puesto de manifiesto su
actividad repelente de mosquitos, que puede ser atribuida a la presencia en el mismo de
citronelol y geraniol.

El aceite esencial de litsea presenta como principal componente al citral (72,61
%) (Tabla 8); esta concentracidn, a pesar de ser alta, es algo inferior a la detectada en el
de lemongrass (81,10 %), lo cual podria explicar el ligero descenso en el efecto
larvicida del aceite esencial de litsea respecto al de lemongrass. No obstante, ambos
aceites esenciales son los mas eficaces frente a las L; de ‘A. simplex sl. a la
concentracion intermedia ensayada, si bien resulta mas efectivo el de litsea al final del
ensayo (48 horas). Este Gltimo dato podria explicarse, al menos en parte, por la
presencia de limoneno en la composicién del aceite esencial de litsea en cantidad
apreciable (11,63 %).

La actividad larvicida mostrada por el aceite esencial de comino frente a A.
simplex s.1, al igual que la de su principal componente (aldehido cuminico), debe ser
considerada como discreta, ya que la letalidad méaxima se alcanzé tan solo con la mayor
de las concentraciones ensayadas y una vez transcurridas 48 horas para el aceite
esencial y 24 horas para su principal componente. Estos datos estdn en consonancia con
los obtenidos por otros autores para el comino frente a distintos agentes patdgenos
(Agnihotri y Vaidya., 1996; Tung et al., 2000).

Segun Burt (2004), en funcién de los datos publicados sobre la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales en alimentos, el orden decreciente seria:
Orégano = Clavo = Culantro = Canela > Tomillo > Menta > Rosa > Mostaza > Cilantro
= Salvia, y en el caso de los componentes de los aceites esenciales, el orden establecido
quedaria de la siguiente forma: eugenol > carvacrol = acido cindmico > metil chavicol >
aldehido cindmico > citral = geraniol. En nuestro estudio se confirmaria, por una parte,
la capacidad del aceite esencial de orégano como agente activo frente a organismos
patogenos de distinta indole, v. g., A. simplex s.l; por otra parte, también quedaria
refrendado un mayor grado de eficacia para el carvacrol en relacion con el geraniol, en
consonancia con lo afirmado por Burt (2004); sin embargo, a pesar de que este autor

presenta al geraniol con idéntica actividad que el citral, los resultados obtenidos por
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nosotros en los ensayos in vitro frente a L; de A. simplex s.l., muestran que el citral
presenta una actividad larvicida superior a la del geraniol. De cualquier forma, lo que
parece estar claro, es que dicha actividad no estd influenciada por la capacidad
antirradicalaria, ya que ninguno de los derivados monoterpénicos ensayados mostrd

actividad antioxidante (ICsp >650) (Tabla 9) (Hierro et al., 2004).

El estudio histolégico de las L3 de A. simplex s.1. procedentes de los ensayos in
vitro, muestra, en términos generales, la afectacion de las membranas celulares del
parésito. Si bien nuestras experiencias no han incluido estudios mecanicistas tendentes a
poner de manifiesto el modo de actuacién de los aceites esenciales objeto de estudio, asi
como de sus principales componentes, en la literatura especializada sobre los
monoterpenos y, en particular, en la relativa a su modo de actuacién sobre distintos
microorganismos, se destaca como factor a tener en cuenta en su efecto biocida la
hidrofobia (o lipofilia) que los caracteriza y que, segun Sikkema et al. (1995), se
encuentra relacionada con su capacidad toxica frente a microorganismos en general
cuya pared celular estd formada por distintos polisacaridos, dentro de los cuales
abundan los glucopéptidos. Su membrana citoplasmatica es una bicapa de fosfolipidos,
en la que se encuentran inmersas enzimas y proteinas transportadoras. Esta membrana
citoplasmética tiene baja permeabilidad para moléculas polares y cargadas, si bien
compuestos apolares, tales como los hidrocarburos ciclicos, pueden penetrar facilmente
la bicapa lipidica. Este interior hidrofébico de las bicapas lipofilicas es una matriz
perfecta para moléculas hidrofobicas tales como los hidrocarburos ciclicos y, en

consecuencia, los terpenos (Sikkema et al., 1995).

La interaccion de los aceites esenciales con las membranas bacterianas celular,
y mitocondrial, causa cambios importantes en la estructura de las mismas, y la
acumulacion de dichos aceites en la parte hidrofobica de las membranas modifica su
permeabilidad, provocando en ocasiones el hinchamiento de la misma (Sikkema et al.,
1995; Burt, 2004). Los cambios en la integridad de la membrana también alteran su
funcionamiento, en tanto en cuanto resultan afectados distintos pardmetros por la
interaccién de los compuestos lipofilicos con la membrana, incidiendo sobre el
funcionamiento de las proteinas en ella contenidas (Sikkema et al., 1995; Carson et al.,
2002). Esta interaccion, segiin Juven et al. (1994) y Sikkema et al. (1995), tiene dos
posibles mecanismos de actuacion: por acumulacion en la bicapa lipidica distorsionando

la interacci6n lipido-proteina; o por uni6n con las partes hidrofébicas de las protefnas de
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membrana. Todo lo anteriormente expuesto produce, tarde o temprano, la muerte

celular.

Los aceites esenciales con un alto contenido en componentes fendlicos, tales
como eugenol (fenilpropanico), carvacrol y timol (monoterpenfendlicos), son los que
han demostrado mayores propiedades antibacterianas (Karatzas et al., 2000; Lambert et
al., 2001; Friedman et al., 2004). El mecanismo de accién de estos fenoles se basa en la
alteracion de la membrana citoplasmatica, de la fuerza protén motriz, del flujo de
electrones, del transporte activo y en la precipitacion del contenido celular (Burt, 2004).
En este efecto parece tener importancia el grupo fendlico (Dorman y Deans, 2000; Ultee
et al., 2002). Se ha visto que tanto carvacrol como timol son capaces de desintegrar la
parte externa de la membrana de bacterias gram positivas, liberando los
lipopolisacéridos e incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmética al
ATP (adenosintrifosfato) (Burt, 2004). En concreto, el carvacrol interacciona con las
membranas de las células, donde se disuelve en la bicapa fosfolipidica y se alinea con
las cadenas de los 4cidos grasos (formando canales a través de la membrana),
permitiendo la salida de iones citoplasmaticos; esta distorsion de la estructura fisica
podria desestabilizar y expandir la membrana, alterando su permeabilidad (Ultee, 2002).
Todo esto parece concordar con los efectos observados en los cortes histologicos de las
larvas del nematodo sometidas al ensayo in vitro frente al carvacrol (Fotos 12 y 13),
donde hemos encontrado que la célula excretora resultaba lisada, al igual que las células
intestinales; también fue patente la alteracion de la cuticula, formando ésta proyecciones
hacia el exterior. El timol, en cambio, se une a las partes hidrofobicas de las protefnas
de membrana por puentes de hidrogeno, cambiando la permeabilidad de la misma
(Juven et al., 1994), con las consecuencias ya mencionadas. En el estudio histologico
realizado sobre las larvas empleadas en el ensayo in vitro (Fotos 15 y 16), los dafios
provocados al parasito son intestinales, con la luz dilatada, lisada y con material celular
en su interior, lo que podria ser explicado, al menos en parte, por su modo de actuacién
y efecto ante otros organismos patdgenos (Kulevanova et al., 2000; Isman et al., 2001).

Segin nuestro estudio histolégico, los monoterpenos alcohélicos (geraniol y
citronelol) muestran un efecto en las larvas del nematodo parecido al descrito para los
monoterpenos fendlicos (carvacrol y timol); la cara luminal del intestino apareci6 rota,
con material celular en la luz del mismo, lo que indicaria que ha habido lisis celular

(Fotos 17 y 18). En el caso del citronelol, el dafio observado fue mayor, ya que el
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producto llegd a atravesar la cara externa del intestino y prolongd su efecto a la
musculatura del parasito, formando una pompa bajo la cuticula (Foto 20). Este hecho
podria explicar la mayor letalidad del citronelol respecto al geraniol a la méxima
concentracion probada (125 pg/mL). Sin embargo, a la minima (31,25 pg/mL), el
geraniol provocé alteraciones en la cuticula de las larvas en forma de cuernos (Foto 19),
lo que puede deberse al mayor tiempo de exposicion del nematodo al compuesto, dado
que estos fendmenos se observaron en larvas muertas tras 48 h de exposicion al
producto. En el modo de actuacién de los monoterpenos alcohdlicos, ademas de tener en
cuenta su condicion de componentes terpénicos de los aceites esenciales de plantas
aromaticas, se podria establecer una relacion con el de otros alcoholes con actividad
antimicrobiana como el etanol; éste se basa en la interaccién con las membranas
biolégicas, disminuyendo su integridad y causando un incremento pasivo en el flujo de
protones a través de la membrana hasta disipar la fuerza protén motriz (Sikkema et al.,
1995).

Los derivados monoterpénicos aldehidicos tuvieron un comportamiento dispar.
Por un lado, el citral se mostré entre los mas activos en los ensayos in vitro, localizando
su accion en el tubo digestivo del parésito, lisando la cara luminar tanto del eséfago
(Foto 22) como del intestino (Foto 21). Aldehido cuminico (Fotos 23 y 24) y
perillaldehido (Fotos 25 y 26), sin embargo, fueron los compuestos menos activos in
vitro frente a las larvas de 4. simplex s.l.; su estudio histologico revelé lesiones
intestinales de menor importancia que las observadas en los demas componentes,
consistentes en la alteracion y rotura de la cara luminal y de algunas células intestinales.
Los resultados obtenidos in vitro por Kasuya et al. (1990) para el perillaldelhido fueron
similares. a los nuestros, si bien no hallaron cambios aparentes en el examen histolégico
de las larvas, sugiriendo que el mecanismo de accién se basaba en desérdenes
producidos en el sistema nervioso. Por el contrario, en nuestros ensayos, hemos
encontrado cambios estructurales en el intestino del parasito, por lo que la actuacién del
perillaldehido, e incluso de los otros dos derivados aldehidicos, debe ser parecida a la
descrita con anterioridad para los demas compuestos monoterpénicos.

En los experimentos in vivo de los componentes de los aceites esenciales, los
resultados obtenidos no se correspondieron, en orden de actividad larvicida, con los de

los ensayos in vitro, siendo dicho orden el siguiente:
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Geraniol = Perillaldehido = Citral > Citronelol = Timol > Aldehido cuminico >

Carvacrol

Este cambio puede ser debido, entre otros factores, a la mayor dosis (46,90
mg/0,5 mL) administrada a las ratas en el caso de los cuatro primeros compuestos
(geraniol, perillaldehido, citral y citronelol) respecto a los demds, en funcién de la
mayor DL 50 del perillaldehido (2500 mg/kg peso corporal), en relacion a las de timol,
aldehido cuminico y carvacrol.

El porcentaje de larvas recuperadas vivas al término del modelo de
administracién conjunta (Modelo A), en el caso del geraniol fue del 2,41 %, mientras
que para el perillaldehido fue del 7,69 %. Tanto en las experiencias con estos dos
terpenos, como con citral, citronelol y timol, ningiin animal de experimentacion sufrio
hemorragias a lo largo del tracto gastrointestinal. El control llevado a cabo con aceite de
oliva en ratas mostré un elevadisimo porcentaje de animales con hemorragias al término
del Modelo A (92,86 %), por lo que podemos afirmar que la administracion in vivo de
estos derivados monoterpénicos oxidados y los nematodos de forma conjunta, inhibe de
alguna forma la capacidad de fijacién y/o penetracién que las larvas han demostrado
tener.

La realizacion de los Modelos B y C in vivo demostr6 que el margen de tiempo
de dos horas entre la infestacién y la administracién de la dosis de cualquiera de los
compuestos sometidos a ensayo es suficiente para que las larvas desarrollen su
patogenicidad en las ratas, aumentando significativamente el nimero de larvas vivas
(p<0,0001), el nimero de larvas vivas fijadas y/o atravesando las paredes
gastrointestinales, el porcentaje de hemorragias en animales (p<0,0001), asi como el

nimero de larvas recuperadas en la cavidad abdominal de las ratas al final de los

ensayos. De todas formas, los resultados obtenidos en los Modelos B y C muestran que
los nematodos no presentaron los niveles de actividad que alcanzaron en el experimento
control con aceite de oliva (92,86 % de ratas con hemorragias), ya que el porcentaje
maximo de hemorragias en animales fue del 71 %, obtenido para el citral (Modelo C) y
el carvacrol (Modelo B). Sin embargo, el nﬁmefo de larvas vivas en varios ensayos con
los monoterpenos se aproximé al del control (89,04 %), como fueron los casos del
citronelol (Modelo B), timol (Modelo B), aldehido cuminico (Modelo B y C) y

carvacrol (A, B y C). Este ltimo no mostré practicamente ninguna actividad in vivo
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Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1. '

(p<0,0001), a diferencia de lo que sucedié in vitro, salvo una gera inhibicion de la
capacidad de penetracion del nematodo y un 13,10 % de larvas muertas en el Modelo A.
La menor actividad mostrada por el carvacrol in vivo en relacion con el ensayo in vitro,
puede deberse, al menos en parte, a la baja dosis administrada en el ensayo in vivo,
calculada a partir de la DLsy de este monoterpeno fendlico. La diferencia entre los
Modelos B y C, para todos los compuestos en general, estuvo en la localizacion de las
larvas, aumentando el numero de ellas halladas en ciego, heces y cavidad en el Modelo
C; parece debida a la mayor duracion de este ensayo (12 horas).

A la vista de los resultados obtenidos en el conjunto de las experiencias in vivo
llevadas a cabo con perillaldehido, citral y carvacrol, se podria afirmar que el efecto
larvicida mostrado por los distintos compuestos ensayados no es dependiente del tiempo
que esté en contacto con el parésito, ya que los datos correspondientes a los Modelos B
y C son casi idénticos, a pesar de existir una diferencia entre uno y otro de 8 horas. En
el caso del carvacrol, aunque el nimero de larvas vivas sea inferior en el Modelo C
(76,02 %), el de muertas era idéntico y, si consideramos el alto nimero de ellas que no
se recuperaron al final del experimento (21,69 %), y que, muy probablemente, hallan
tenido tiempo de atravesar las paredes gastrointestinales y migrar a otras localizaciones
(musculatura, visceras, etc.), donde se encapsularon y que, a pesar de una exhaustiva
bisqueda, no se localizaron, por lo que se podrian considerar en cierto modo como
vivas, y aproximarse asi al dato del Modelo B (93,98 %).

En los casos de geraniol, citronelol y timol, el nimero de larvas muertas
aumento en €l Modelo C (36,90 %, 41,11 % y 24,64 %, respectivamente) respecto al B (
11,84 %, 6,76 % y 2,73 %, respectivamente), lo cual habla a favor de que el tiempo de
contacto de los compuestos con el nematodo puede ser un factor influyente en el efecto
larvicida.

Un hecho comin a todos los ensayos in vivo, fue el mayor efecto larvicida de
los distintos cbmpuestos en el Modelo A respecto a los otros dos (aunque para el
carvacrol fuera solo-del 12 %) (p<0,0001). Esto pudiera ser debido al posible ingreso
per os de los compuestos ensayados en el parésito, si bien la mayoria de los autores
coinciden en que las larvas L; no se alimentan (Yasuraoka et al., 1967; Sommerville y
Davey, 1976); sin embargo, én estudios in vitro se ha podido comprobar que si existe
paso de medio de cultivo al interior de las larvas por via oral (Iglesias et al., 1997). Asi,

si el pardsito se encuentra fijado y/o atravesando las paredes del estdmago se haria
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Discusién

imposible la entrada via oral del producto; incluso si la larva ha abandonado el
estomago hacia otros 6rganos del animal infestado, en la mayoria de los casos se
produce la encapsulacion de la misma y esta estructura que rodea a la larva podria
impedir que penetrase el componente en su interior por cualquier via. En este mismo
sentido, hemos de tener en cuenta que cuando el compuesto es administrado a las dos
horas de la infestaciéon (Modelos B y C), las posibilidades de que el parsito lo ingiera
son mucho menores que en el Modelo A, debido a que las larvas pueden haber migrado
a ofras partes del tracto gastrointestinal, ademas de poder encontrarse en otras
localizaciones. La posible entrada per os de los compuestos queda en parte refrendada
por el estudio histolégico, tanto in vifro como in vivo, de los nematodos recuperados
muertos al final de las pruebas, donde se observé que todos tenfan, en mayor o menor
grado, alteraciones intestinales.

Un dato de interés hallado cuando se administra carvacrol in vivo fue que el
numero de animales con hemorragias era inferior en el Modelo C (57,14 %) respecto al
B (71,43 %), si bien el niimero de larvas recuperadas en la cavidad abdominal fue
mayor en el C (19,28 %) que en el B (9,64 %). Esta circunstancia pudiera deberse a que
varias larvas penetrasen juntas por un mismo punto, aprovechando la lesién producida
Y, por tanto, generando una Unica hemorragia, algo que observamos a lo largo de
nuestras experiencias en varias ocasiones; también podria haber ocurrido que a medida
que transcurre el tiempo se produzca una reabsorcion de la hemorragia.

Las lesiones observadas en los cortes histologicos de las larvas de las
experiencias in vivo fueron similares a las que cada monoterpeno produjo en los ensayos

in vitro. El timol (Foto 35), geraniol (Foto 36), citronelol (Foto 39) y el citral (Foto 41)

produjeron la alteracién y rotura de la cara luminal del intestino, asi como la lisis de

células intestinales, salida y precipitacion de material celular a la luz del mismo. La
cuticula apareci6 alterada en forma de rugosidades, abombamientos e incluso
proyecciones, por accion del carvacrol (Foto 33), geraniol (Foto 37), citronelol (Foto
39) y citral (Foto 40). En la mayoria de los cortes de carvacrol, aldehido cuminico y
perillaldehido, la luz esofdgica y la luz intestinal estaban mds abiertas de lo normal,
llegando incluso a aparecer material celular en su interior, algo que hace pensar que en
alglin punto del intestino se debié haber producido una rotura de la pared luminal. El

carvacrol, ademas, ocasiond en las larvas una dilatacién de los cordones laterales de las

mismas (Foto 34).
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La especie vegetal a partir de la cual se obtiene el aceite esencial rico en
perillaldehido, P. frutescens, se usa de manera tradicional en la cocina china para la
elaboracion de platos a base de pescado crudo. En este sentido, los resultados obtenidos
por nosotros, podrian justificar, al menos en parte, los datos encontrados en estudios
epidemioldgicos, segin los cuales las poblaciones que emplean P. frutescens para
condimentar el pescado crudo, presentan menor incidencia de anisakidosis (Kasuya et
al., 1990). Por otra parte, existen experimentos que ponen de manifiesto el poder
antibacteriano de los aceites esenciales de tomillo y orégano en filetes de perca, saimon
y bacalao, y en ensalada de huevas de bacalao (Koutsoumanis et al., 1999; Mejholm y
Dalgaard, 2002; Harpaz et al., 2003); el carvacrol, citral y geraniol tienen el mismo
efecto en filetes de salmén (Kim et al., 1995). Ademds de este efecto antibacteriano, los
aceites esenciales contenidos en las plantas aromaticas (orégano, tomillo, romero, etc.),
afiaden a los alimentos condimentados con ellas aroma y sabor. En lo relativo a los
componentes mayoritarios de estos aceites esenciales, se conoce que la modificacion de
las caracteristicas organolépticas consiste, en el caso del carvacrol, en un aroma
ligeramente acre, que para el citral es limonado, y rosaceo cuando el componente
implicado es el geraniol (Burt, 2004).

En lo que se refiere a la curva dosis-respuesta, seleccionamos los dos
componentes de los aceites esenciales que mostraron mayor poder larvicida en los
ensayos in vivo, geraniol (Grafica 43) y perillaldehido (Gréfica 44). Los resultados
obtenidos al aplicar el Modelo A in vivo con ei doble de la dosis administrada con
anterioridad (2 x 46,90 ug/mL), muestran un 100 % de eficacia para el perillaldehido,
con un incremento del 9%; el geraniol, en las mismas condiciones, incrementd su
letalidad en un 2,5 % (97,62 %). Cuando la dosis administrada fue la mitad (% x 46,90
pg/mL), la disminucién en el nimero de larvas muertas fue significativa en ambos casos
(p<0,0001): 17,95 % para el geraniol y 33,33 % para el perillaldehido. Cabe destacar
que en ningun caso se observaron hemorragias en los animales de experimentacién, por
lo que, a pesar de la disminucjon tanto de la dosis como del efecto larvicida, podria
afirmarse que tanto geraniol como perillaldehido dan lugar a una disminucién de la

capacidad de fijacion y/o penetracion de las larvas de A. simplex s...

Los aceites esenciales pueden producir fenémenos irritativos cuando actian
directamente sobre las mucosas (Navarro et al., 1999). En este sentido, Horne et al.

(2001) han descrito para distintos aceites esenciales el dafio que causan sobre la
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membrana celular, asi como la posibilidad de lisis en las células de la mucosa intestinal.
Por ello, con el fin de establecer si los componentes principales de los aceites esenciales
objeto de esta memoria de Tesis Doctoral producian algin dafio en las mucosas del
tracto gastrointestinal de las ratas, llevamos a cabo la medicién de la actividad MPO,
pardmetro indicativo de dafio tisular (Krawisz et al., 1984), en muestras de estomago,
intestino y ciego de los animales, que habian sido expuestos a la misma dosis utilizada
en los ensayos in vivo de dichos productos. Los resultados obtenidos en todas las
muestras analizadas (Tabla 33), mostraron que en ninglin momento la actividad MPO de
los tejidos analizados estuviera por encima de lo normal, por lo que se puede decir que
los componentes no producen irritacién significativa sobre las mucosas

gastrointestinales de las ratas (p>0,3).
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Conclusiones

1. Todos los aceites esenciales ensayados poseen actividad larvicida in vitro
frente a L3 de 4. simplex s.1. a la concentracién de 125 pg/mL. Destaca el aceite esencial

de lemongrass, con una letalidad maxima desde las 4 horas.

2. Los principales componentes de dichos aceites esenciales mostraron una alta
actividad larvicida in vitro a la mayor concentracién ensayada. En el caso de carvacrol,
timol, citronelol y citral, el porcentaje de larvas muertas fue del 100 % a las 4 horas del

inicio de la experiencia.

3. El estudio histologico y los resultados del experimento in vivo permiten
afirmar que la actuacion de los derivados monoterpénicos ensayados tiene lugar en el

tracto intestinal del parasito y, en menor medida, en la cuticula del mismo.

4. Geraniol, perillaldehido, citral y citronelol administrados a la dosis de 46,90
mg/0,5 mL a la vez que los nematodos, impiden la fijacién y/o penetracién de las larvas

de A. simplex s.1. en las paredes gastrointestinales de las ratas.

5. Ninguno de los componentes ensayados in vivo producen irritacién sobre las

mucosas gastrointestinales de los animales de experimentacion.

6. La consideracion conjunta de los resultados obtenidos con el geraniol y el
perillaldehido frente a L3 de Anisakis simplex s.1., y 1a ausencia de dafio sobre las células
de la mucosa intestinal, hablan en favor del uso preventivo de estos compuestos y/o de
las plantas aromaticas que los contienen frente a la anisakiosis, siempre a expensas de

los imprescindibles y necesarios estudios clinicos.

177



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales -
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1. -

000800000000000000000000060000000000000009000.

178




179

Bibliografia
/

BIBLIOGRAFTA

uw¢o 000020,,2 25840 o

il

C...Q.‘Q......Q..‘Q...Q.Q.C.OQ.QQ..Q‘QO..Cdddl'..



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1.

180

990000000000000000000000000000000000000000000




& e e e > 4
s

Bibliografia

Abollo E. (1999). Anisdquidos en aguas de Galicia: del gen al ecosistema. Tesis

Doctoral, Universidad de Vigo.

Adams R.P. (1995). Identification of essential oil components by gas chromatography /
mass spectrometry. Carol Stream , Allured Publ. Corp., IL.

Agarwall L. y Mathela C.S. (1979). Study of antifungal activity of some terpenoids.
Indian Drugs Pharm. Ind. 14: 19-21.

Agnihotri S. y Vaidya A.D. (1996). A novel approach to study the antibacterial

properties of volatile components of selected Indian medicinal herbs. Ind. J. Exp. Biol.
34: 712-715.

Aligiannis N., Kalpoutzakis E., Mitaku S., Chinou IB. (2001). Composition and

antimicrobial activity of the essential oils of two Origanum species. J. Agr. Food
Chem. 49: 4168-4170.

Allegrini J., Simeon de Buochberg M. y Boillots A. (1972). Essential oil antibacterial
power. Pharm. 29: 819-827.

Anderson R.C. (1992). Nematodes parasites of vertebrates. Their development and

transmission. CAB International, Wallingford.

Andrews R.E., Parks L.W. y Spence K.D. (1980). Some effects of Douglas fir terpenes

on certain microorganisms. Appl. Environ. Microbiol. 40: 301-304.

Angot V. y Brasseur P. (1995). Les larves d’anisakidés et leur incidence sur la qualité

des poissons et produits de poisson. Revue Méd. Vét. 146: 791-804. ..

Arenal-Vera J.J., Marcos-Rodriguez J.L., Borrego-Pintado M.H., Bowakin-Dib W.,
Castro-Lorenzo J. y Blanco-Alvarez J.L. (1991). Anisakiasis como causa de apendicitis

aguda y cuadro reumatoldgico. El primer caso en la literatura médica. Rev. Esp. Enf.
Dig. 79: 355-358.

181



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L de Anisakis simplex s.1. :

Arras G. y Usai M. (2001). Fungitoxic activity of 12 essential oils against four
postharvest Citrus pathogens: chemical analysis of Thymus capitatus oil and its effect in

subatmospheric pressure conditions. J. Food. Prot. 64: 1025-1029.

Asami K., Watanuki T., Sakai H., Imano H. y Okamoto R. (1965). Two cases of
stomach granuloma caused by Anisakis-like larvae nematodes in Japan. Am. J. Trop.
Med. & Hyg. 14:119-123.

Asami K. ¢ Inoshita Y. (1967). Experimental anisakiasis in guinea pigs: Factors

influencing infection of larvae in the host. Jpn. J. Parasitol. 16: 415-422.

Banning P.V. (1971). Some notes on a succesful rearing of the herring-worm Anisakis

marina L. (Nematoda: Heterocheilidae). J. Cons. Int. Explor. Mer. 34: 84-88.

Bauchot M.L. y Pras A. (1987). Guia de los peces del mar de Espafia y de Europa.
Editorial Omega, Barcelona, pp: 170.

Berland B. (1961). Nematodes from some Norwegian marine fishes. Sarsia 2: 1-50.

Boettge K. (1954). Huiles essentielles et spasmolyse. Medizinische Natatschrift 8: 444-
446.

Botha B.M. y McCrindle C.M. (2000). An appropriate method for extracting the insect
repellente citronellol from an indigenous plant (Pelargonium graveolens 1°Her) for

potential use by resource-limited animal owners. J. South African Veter. Assoc. 71: 103-
105.

Boyanova L. y Neshev G. (1999). Inhibitory effect of rose oil products on Helicobacter
pylori growth in vitro: preliminary report. J. Med. Microbiol. 48: 705-706.

Bruins A.P. (1979). Negative ion chemical ionization mass spectrometry in the

determination of components in essential oils. Anal. Chem. 51: 967-972.

182

900000000000



Bibliografia

Bullerman L.B., Lieu F.Y. y Seier S.A. (1977). Inhibition of growth and aflatoxin

production by cinnamon and clove oils, cinnamic aldehyde and eugenol. J. Food Sci.
42:1107-1109.

Burt S. (2004). Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in
foods-a review. Int. J. Food Microbiol. 94: 223-253.

Buzzell GR. y Sommerville R.I. (1985). The structure of the esophagus in the third-

stage infective larva of Anisakis sp. (Nematoda: Anisakidae). Trans. Am. Microsc. Soc.
104: 86-94.

Cabo J., Bravo L., Jiménez J. y Navarro C. (1980). Thynus hiemalis Lange. Etude cuali-
et cuantitative de son huille essentielle per G.C.. Planta Med. 39: 270.

Carnesecchi S., Schneider Y., Ceraline J., Duranton B., Gosse F., Seiler N. y Raul F.
(2001). Geraniol, a component of plant essential oils, inhibit growth and polyamine
biosynthesis in human colon cancer cells. J. Pharmacol. Exp. Ther. 298: 197-200.

Carson C.F., Mee B.J. y Riley T.V. (2002). Mechanism of action of Melaleuca
alternifolia (Tea Tree) oil on Staphylococcus aureus determined by time-kill, lysis,

leakage, and salt tolerance assays and electron microscopy. Antimicrob. Agents
Chemother. 46: 1914-1920.

Carvajal J. (1984). Anisakiasis. Parasitologfa Clinica. Publicaciones Técnicas
Mediterraneo, Santiago de Chile. 23: 183-186.

Chaumont J.P. y Léger D. (1992). Campaign against allergenic moulds in dwellings.
Inhibitor properties of essential oil of Geranium “Bourbon”, citronellol, geraniol and -

citral. Ann. Pharmaceut. Franc. 50: 156-166.

Chinou LB., Roussis V., Perdetzoglou D. y Loukis A. (1996). Chemical and biological
studies on two Helicrysum species of Greek origin. Planta Med. 62: 377-379.

183



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L de Anisakis simplex s.1.

Clavel A., Delgado B., Sanchez-Acedo C., Carbonell E., Castillo J., Ramirtez J., Quilez
J., Gémez-Lus R. y Kagei N. (1993). A live Anisakis physeteris larva found in the

abdominal cavity of a woman in Zaragoza, Spain. Jpn. J. Parasitol. 42: 445-448,

Cocheton J.J., Cabou I. y Lecomte L. (1991). Anisakiase et infections par les anisakidés.

Ann. Med. Interne 142: 121-130.

Croteau R. (1977). Site of monoterpene biosynthesis in Majorana hortensis leaves.
Plant. Phisiol. 59: 519-520.

Croteau R. (1981). Biosynthesis of monoterpenes. En: Biosynthesis of isoprenoid
compounds. Porter [.J.W. y Spurgeon S.L. (eds.). Washington, pp: 226-282.

Crowell P.L. (1999). Prevention and therapy of cancer by dietary monoterpenes. J.
Nutrition 129: 775-778. '

Cusi Sanchez V., Gonzélez Cuevas A., Juncosa Morros T., Portis Vinyeta M. y Parri

Ferrandis F. (1999). Larvas de anisakido en hernia epigastrica incarcerada. An. Esp.
Pediatr. 50: 413-414.

Daschner A., Alonso-Gémez A., Mora C., Moreno-Ancillo A., Villanueva R. y Lépez-

Serrano M.C. (1997). Anisakiasis gastro-alérgica con parasitacién masiva. Rev. Esp.
Alergol. Inmunol. Clin. 12: 370-372.

Davey J.T. (1971). A revision of the genus Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda:
Ascaridida). J. Helminthol. 45: 51-72.

Del Rey A. (2003). Estudio parasitoldgico, epidemiolégico y clinico de la anisakidosis

en la comarca de Antequera. Tesis Doctoral, Universidad de Granada.

De Montigni S., Prevot S. y Basset D. (1991). Anisakiase gastrique: guérison par

extraction endoscopique retardée. La Presse Médicale 20: 180.

184

u.‘m,‘c.@,_o“‘woﬁ_q_ﬁfo«, 00000000000000000000000000000000¢




-

Bibliografia

Del Olmo M., Cézar A., Martinez J.M. y Urefia C. (1998). Anisakiasis a nivel ileal. Rev.
Esp. Enferm. Dig. 90: 120-123.

Deardorff T.L., Fukumura T. y Raybourne R.B. (1986). Invasive anisakiasis. A case
report from Hawaii. Gastroenterology 90: 1047-1050. '

Desowitz R.S. (1986). Human and experimental anisakiasis in the United States.

Hokkaido J Med Sci : 358-371.

Dodson C.H., Dressler R.L., Hills H.G.,, Adams RM. y Williams N.H. (1969).
Biologically active compounds in Orchid fragances. Science 164: 1243-1249,

Dorman H.J. y Deans S.G. (2000). Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. J. Appl. Microbiol. 88: 308-316.

Dujardin F. (1845). Cited from Stiles and Hassall (1899).

Fang H.J., Su X.L., Liu H.Y., Chen Y.H. y Ni J.H. (1989). Studies on the chemical
components and anti-tumour action of the volatile oils from Pelargonium graveoleus.
Acta Pharmaceut. Sinica 24: 366-371.

Farag R.S., Shalaby A.S., El-Baroty G.A., Ibrahim N.A., Ali M.A. y Hassan EM.
(2004). Chemical and biological evaluation of the essential oils of different Melaleuca

species. Phytother. Res. 18: 30-35.

Feldman D.B. y Seely J.C. (1988). Necropsy Guide: Rodents and the Rabbit. CRC

Press, Boca Raton, Florida.

Francis M.J.O. (1971). Monoterpene biosynthesis. En: Aspects of terpenoids chemistry
and biochemistry. Goodwin T.W. (ed.). Academic Press, London, pp: 29-49.

185




Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1. :

Friedman M., Henika P.R., Levin C.E. y Mandrell R.E. (2004). Antibacterial activities
of plant essential-oils and their constituents against ‘Escherichia coli 0157:H7 and

Salmonella enterica in apple juice. J. Agric. Food. Chem. 52: 6042-6048.

Gaasenbeek C.P.H., Borgsteede F.H.M., Eijck [.A.J.M., Schuurman T. y van der Gaag
M.A. (2004). The effect of phytotherapy on experimental Ascaris suum infections in
pigs. IX European Multicollogium of Parasitology (EMOP IX), Valencia: 356.

Garcia del Moral R. (1993). Laboratorio de Anatomia Patoldgica. Interamericana Mc
Graw-Hill, Madrid.

Goldfain D. y Potet F. (1984). Anisakiase gastric. Diagnostic et traitment
endoscopiques. La Presse Médicale 13: 2586.

Gémez B., Tabar A.L, Larrinaga B., Alvarez M.J., Garcia B.E. y Olaguibel J.M. (1998).
Eosinophilic gastroenteritis and Anisakis. Allergy 53: 1148-1154.

Goto C., Kasuya S., Koga K., Ohtomo H. y Kagei N. (1990). Lethal efficacy of extract
from Zingiber officinale (traditional Chinese medicine) or [6]-shogaol and [6]-gingerol

in Anisakis larvae in vitro. Parasitol. Res. 76: 653-656.

Govere J., Durrheim D.N., Du Toit N., Hunt R.H. y Coetzee M. (2000). Local plants as

repellents against Anopheles arabiensis, in Mpumalanga Province, South Africa.
Central African J. Med. 46: 213-216. ‘

Grabda J. (1976). Studies of the life cycle and morphogenesis of Anisakis simplex
(Rudolphi, 1809) (Nematoda: Anisakidae) cultured in vitro. Acta Ichthyol. Piscat. 1:
119-139.

Halligan J.P. (1975). Toxic terpenes from Artemisia californica. Ecology 56: 999-1003.

Hammer K.A., Carson C.F. y Riley T.V. (1997). In vitro susceptibility of Malassezia
Jurfur to the essential oil of Melaleuca alternifolia. J Med Vet Mycol 35: 375-377.

186



R U

Bibliografia

Hammer K.A., Carson C.F., Riley T.V. (1998). In vitro activity of essential oils, in
particular Melaleuca alternifolia (Tea tree) oil and tea tree oil products against Candida

spp. J Antimicrob Chemother 42: 591-595.

Harpaz S., Glatman L., Drabkin V. y Gelman A. (2003). Effects of herbal essential oils
used to extend the shelf life of freshwater-reared Asian sea bass (Lates calcarifer). J.

Food Prot. 66:410-417.

Hartwich G. (1974). Key to genera of the Ascaridoidea. CH1 Key to the Nematode
Parasites of Vertebrates. Anderson C., Chabaud A.G. y Willmott S. (eds.).

Commonwealth Agricultural Bureaux, Fraham Royal, Bucks.

Hierro 1., Valero A., Pérez P., Gonzélez P., Cabo M.M., Montilla M.P. y Navarro M.C.
(2004). Action of different monoterpenic compounds against Anisakis simplex s.1. L3
larvae. Phytomed. 11: 77-82.

Hojgaard D.P. (1998). Aspects of the life cycle of whaleworm, Anisakis simplex

(Nematoda: Ascaridoidea), and its infection of saithe, Pollachius virens (L.). Tesis

Doctoral , Universidad de Copenague.

Horne D.S., Holm M., Oberg C., Chao S. y Young D.G. (2001). Antimicrobial effects

of essential oils on Streptococcus pneumoniae. J. Essent. Oil Res. 13: 387-392.

Hubert B., Bacou J. y Belveze H. (1989). Epidemiology of human anisakiasis: incidence
and sources in France. Am. J. Trop. Med. Hyg. 40: 301-303.

Iglesias L., Valero A. y Adroher F.J. (1997). Some factors which influence the in vitro

maintenance of Anisakis simplex (Nematoda). Folia Parasitol. 44: 297-301.

Ishikura H. (1969). Occurrence of anisakiasis and its clinical presentation. Saishin Igaku
24: 357-365.

187



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ly de Anisakis simplex s.1.

Ishikura H. (1990). Clinical features of intestinal anisakiasis. Intestinal anisakiasis in

Japan. Springer-Verlag, Tokyo, pp: 89-100.

Ishikura H., Kikuchi K., Nagasawa K., Ooiwa T., Takamiya H., Sato N. y Sugane K.
(1992). Anisakidae and anisakidosis. Progress in Clinical Parasitology III. Sun T. (ed.).
Springer-Verlag, New York, pp: 43-102.

Isman M.B., Wan A.J. y Passreiter C.M. (2001). Insecticidal activity of essential oils to
the tobacco cutworm, Spodoptera litura. Fitoter. 72: 65-68.

Jenning W. y Shibamoto T. (1980). Qualitative analysis of flavor and fragrance volatiles
by glass capillary gas crhomatography. Academic Press, New York.

Juven B.J., Kanner J., Schved F. y Weisslowicz H. (1994). Factors that interact with the

antibacterial action of thyme essential oil and its active constituents. J. Appl. Bacteriol.
76: 626-631.

Kagei N., Orikasa H., Hori E., Sannomiya A. y Yasumura Y. (1995). A case of hepatic
anisakiasis with a literal survey for extra-gastrointestinal anisakiasis. Jpn. J. Parasitol.
44: 346-351.

Kanias C.D. y Loukis A. (1987). Determination and correlation of active constituents
and trace elements in the medicinal plant T. capitatus. En: Fresenius Zeitschrift fur

Analystiche Chemie. Haffman y Link (eds.), pp: 355-357.

Karaman 8., Digrak M., Ravid U. e Ilcim A. (2001) Antibacterial and antifungal activity
of the essential oils of Thymus revolutus Celak from Turkey. J Ethnopharmacol 76:
183-186.

Karatzas A K., Bennik M.H., Smid E.J. y Kets E.P. (2000). Combined action of S-
carvone and mild heat treatment on Listeria monocytogenes Scott A. J. Appl. Microbiol.
89:296-301.

188

P00 0 CNCSG0000000000000000000000000000000000C0OFCCRC0TS



e camineiil

S

et B st

L

Bibliografia

Kasuya S., Goto C. y Ohtomo H. (1988). Studies on prophylaxis against anisakiasis-A
screening of killing effects of extracts from foods on the larvae. Jpn. Assoc. Infect. Dis.
62: 1152-1156.

Kasuya S., Hamamo H. e Izumi S. (1989). Gastric anisakiasis with anaphylactoid
reactions. A. C. I. News 1: 13-14.

Kasuya S., Goto C., Koga K., Ohtomo H., Kagei N. y Honda G. (1990). Lethal efficacy
of leaf extract from Perilla frutescens (traditional Chinese medicine) or perillaldehyde

on Anisakis larvae in vitro. Jpn. J. Parasitol. 39: 220-225.

Kayser O. y Kolodziej H. (1997). Antibacterial ativity of extracts and constituents of
Pelargonium sidoides and Pelargonium reniforme. Planta Med. 63: 508-510.

Kim J.M., Marshal M.R., Cornell J.A., Preston J.F. y Wei C.L. (1995). Antibacterial
activity of carvacrol, citral and geraniol against Salmonella typhimurium on culture

medium and on fish cubes. J. Food Sci. 60: 1364-1374.

Knowles J. y Roller S. (2001). Efficacy of chitosan, carvacrol, and a hydrogen
peroxide-based biocide against foodborne microorganisms in suspension and adhered to

stainless steel. J Food Prot 64: 1542-1548.

Koie M., Berland B. y Burt M.D.B. (1995). Development to third stage larva occurs in
eggs of Anisakis simplex and Pseudoterranova decipiens (Nematoda, Ascaridoidea,

Anisakidae). Can. J. Fish. Aquatic Sci. 52: 134-139.
Koutsoumanis K., Lambropoulou K. y Nychas G.J.E. (1999). A predictive model for the
non thermal inactivation of Salmonella enteritidis in a food model system supplemented

with a natura] antimicrobial. J. Food Microbiol. 49: 63-74.

Kozima K., Oyanagi T. y Shiraki K. (1966). Pathology of the anisakiasis. Nippon
Rinsho 24: 2314-2323.

189



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1.

Krawisz J.E., Sharon P. y Stenson W.F. (1984). Quantitative assay for acute intestinal
inflammation based on myeloperoxidase activity. Assessment of inflammation in rat

and hamster models. Gastroenterology 87: 1344-1350.
Kwee H.G. y Sautter R.L. (1987). Anisakiasis. AFP 36: 137-140.

Kulevanova S., Kaftandzieva A., Dimitrovska A., Stefkov G., Grdanoska T. y Panovski
N. (2000). Investigation of antimicrobial activity of essential oil of several Macedonian

Thymus L. species (Lamiaceae). Bollet. Chim. Farmaceut. 139: 276-280.

Kurita N., Miyaji M., Kurane R. Takahara Y. (1981). Antifungal activity of components
of essential oils. Agric. Biol. Chem. 45: 945-952.

Lambert R.J., Skandamis P.N., Coote P.J. y Nychas G.J. (2001). A study of the
minimum inhibitory concentration and mode of action of oregano essential oil, thymol

and carvacrol. J. Appl. Microbiol. 91: 453-462

Lampman R., Eckenbach U, Seigler D. y Novak R. (2000). Laboratory evaluations of
methylated soy oil and monoterpenes as mosquito larvicides. J. Am. Mosquito Contr.
Assoc. 16: 153-157.

Lee S., Tsao R., Peterson C. y Coats J.R. (1997). Insecticidal activity of monoterpenoids
to western corn rootworm (Coleoptera: Chrysomelidae), twospotted spider mite (Acari:

Tetranychidae), and house fly (Diptera: Muscidae). J. Econ. Entomol. 90: 883-892.

Lindberg C.M., Melathopoulos A.P. y Winston M.L. (2000). Laboratory evaluation of
miticides to control Varroa jacobsoni (Acari: Varroidea), a honey bee (Hymenoptera:

Apidae) parasite. J. Econ. Entomol. 93: 189-198.

Lis-Balchin M. y Deans S.G. (1997). Bioactivity of selected plant essential oils against .

Listeria monocytogenes. J. Appl. Microbiol. 82: 759-762.

190

P60 0000000800000 00000099500000



SRS

e ot M) st it e

=

Bibliografia

Lis-Balchin M., Buchbauer G., Ribisch K. y Wenger M.T. (1998). Comparative
antibacterial effects of novel Pelargonium essential oils and solvent extracts. Lett. Appl.
Microbiol. 27: 135-141.

Loomis W.D. y Croteau R. (1980). Biochemistry of terpenoids. En: Lipids: structure
and function. Stumpf P.K. (ed.). New York, pp: 363-418.

Lopez Pefias D., Ramirez Ortiz M.L., del Rosal Palomeque R., Lopez Rubio F.,
Fernandez Crehuet R. y Mifio Fugarolas G. (2000). Estudio de 13 casos de anisakiasis
en la provincia de Cérdoba. Med. Clinn. 114: 177-180.

Lopez Vélez R., Garcia A., Barros C., Manzarbeitia F. y Ofiate I.M. (1992). Anisakiasis
en Espafia. Descripcion de 3 casos. Enf. Infec. y Microbiol. Clin. 10: 158-161.

Mahmoud A.L. (1994). Antifungal action and antiaflatoxigenic properties of some
essential oil constituents. Lett. Appl. Microbiol. 19: 110-113.

Manley K.M. y Embil J.A. (1989). In vitro effect of ivermectin on Pseudoterranova
decipiens survival. J. Helminthol. 63: 72-74.

Mansour S.A., Messeha S.S. y el-Gengaihi S.E. (2000). Botanical biocides. 4.
Mosquitocidal activity of certain Thymus capitatus constituents. J Nat Toxins 9: 49-62.

Margolis L. (1977). Public health aspects of “codworm” infection: a review. J. Fish.
Res. Board Can. 34: 887-898.

Martinez-Ubeira F., Valifias B., Lorenzo S., Iglesias R., Figueiras A. y Garcia-
Villaescusa R. (2000). Anisaquiosis y alergia. Un estudio seroepidemiolégico en la
Comunidad Auténoma Gallega. Documentos técnicos de Saude Publica B 24. Xunta de

Galicia, Espafia.

191



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas Ls de Anisakis simplex s.1.

Martins A.P., Salgueiro L., Gongalves M.J., da Cunha A.P., VilaR., Canig S., Mazzoni
V., Tomi F. y Casanova J. (2001). Essential oil composition and antimicobial activity of

three Zingiberaceae from S. Tome e Principe. Planta Med. 67: 580-584.

Mateo C., Morera M.P., Sanz J., Calderdn J. y Hernandez A. (1978). Estudio analitico
de aceites esenciales procedentes de plantas espafiolas. 1° Especies del género Thymus.

Riv. Ital. E.P.P.O.S. 60: 621-627.

Matsui T., Lida M., Murakami M., Kimura Y., Fujishima M., Yao Y. y Tsuji M. (1985).

Intestinal anisakiasis: clinical and radiological features. Radiology 157: 299-302.

Matsumoto T., Lida M., Kimura Y., Tanaka K., Kitada T. y Fujishima M. (1992).
Anisakiasis of the colon: radiologic and endoscopic features in six patients. Radiology

183: 97-99.

Mattiucci S., Nascetti G., Cianchi R., Paggi L., Arduino P., Margolis L., Brattey J.,
Webb S., D’Amelio S., Orecchia P. y Bullini L. (1997). Genetic and ecological data on
the Anisakis simplex complex, with evidence for a new species (Nematoda,

Ascaridoidea, Anisakidae). J. Parasitol. 83: 401-416.

Mattiucci S., Paggi L., Nascetti G., Abollo E., Webb S.C., Pascual S., Cianchi R. y
Bullini L. (2001). Genetic divergence and reproductive isolation between Anisakis
brevispiculata and Anisakis physeteris (Nematoda: Anisakidae). Int. J. Parasitol. 31: 9-
14.

Mattiucci S., Paggi L., Nascetti G., Portes Santos C., Costa G., Di Beneditto A.P.,
Ramos R., Argyrou M., Cianchi R. y Bullini L. (2002). Genetic markers in the study of
‘Anisakis typica (Diesing, 1860): larval identification and genetic relationships with
other species of Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda: Anisakidae). Syst. Parasitol. 51:
159-170.

192

$00000000000000000009000000000000000000000600000080



S

L Rp—

e emn B el sttt bt e e

O O ——

Bibliografia

Mattiucci S., Nascetti G., Ewbb S.C., Cianchi R. y Bullini L. (2004). Genetic evidence
of two new biological species of Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda: Anisakidae):
genetic relationships with the other species of the genus, systematic and ecological

inferences. IX European Multicollogium of Parasitology (EMOP IX), Valencia: 552.

Megalla S.E., el-Keltawi N.E.M. y Ross S.A. (1980). A study of antimicrobial action of

some essential oil constituents. Herba Pol. 26: 181-186.

Mejholm O. y Dalgaard P. (2002). Antimicrobial effect of essential oils on the seafood
spoilage micro-organism Photobacterium phosphoreum in liquid media and fish

products. Lett. Appl. Microbiol. 34:27-31.

Minamoto T., Sawaguchi K., Ogino T. y Mai M. (1991). Anisakiasis of the colon:
report of two cases with emphasis on the diagnostic and therapeutic value of

colonoscopy. Endosc. 23: 50-52.

Moore D.A.J., Girdwood R.W.A. y Chiodini P.L. (2002). Treatment of anisakiasis with
albendazole. The Lancet 360: 54,

Morillas Mérquez F., Navarro Moll C., Montilla Herrera P., Pérez Galindo P., Morales
Yuste M. y Martin Sanchez J. (2004). Activity of the monoterpene derivates carvacrol,
linalool and a-terpineol, obtained from aromatic plants, on Leishmania infantum. IX

European Multicollogium of Parasitology (EMOP IX), Valencia: 147.

Mozgovoi A.A. (1951). Ascarids of mammals of the USSR (Anisakoidea). Tr.
Gel’mintol. Lab. 5: 14-22.

Murata I. y Yasuda I. (1989). Mortal or inhibitory effects with chinese medicine on the
activity of Anisakis type 1 larvae. Jpn J. Parasitol. 38: 43.

Nakata H., Takeda K. y Nakayama T. (1980). Radiological diagnosis of acute gastric
anisakiasis. Radiology 135: 49-53.

193



e

Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1.

Nascetti G., Paggi L., Orecchia P., Smith J..W., Mattiucci S. y Bullini L. (1986).
Electrophoretic studies on the Anisakis simplex complex (Ascaridida: Anisakidae) from

the Mediterranean and North-East Atlantic. Int. J. Parasitol. 16: 633-640.

Navarro M.C., Montilla M.P., Martin A., Jiménez J. y Utrilla M.P. (1993). Free radical

scavenger and antihepatotoxic activity of Rosmarinus tomentosus. Plana. Med. 59: 312-
314.

Navarro M.C., Cabo M.M., Crespo M.E. y Jiménez J. (1999). Mono-, sesqui- y
diterpenos. En: Farmacognosia General. Angel M? Villar del Fresno (ed.). Sintesis,
Madrid, pp: 153-172.

Ogunlana E.O., Hoglund S., Onawunmi G. y Skold O. (1987). Effetcs of lemongrass oil

on the morphological characteristics and peptidoglycan synthesis of Escherichia coli
cells. Microbios 50: 43-59.

Oh HK., Sakai T., Jones M.B. y Longhurst W.M. (1967). Effect of various essential
oils isolated from Douglas fir needles upon sheep and deer rumen microbial activity.
Appl. Microbiol. 15: 777-784.

Olveira A., Sanchez Rancafio S., Conde Gacho P., Moreno A., Martinez A. y Comas C.

(1999). Anisakiasis gastrointestinal. Siete casos en tres meses. Rev. Esp. Enferm. Dig.
91: 71-72.

Olson A.C., Lewis M.D. y Hauser M.L. (1983). Proper identification of anisakine
worms. Am. J. Med. Technol. 49:111-114.

Onawunmi G.O., Yisak W.A. y Ogunlana E.O. (1984). Antibacterial constituents in the

~ essential oil of Cymbopogon citratus (DC.). Stapf. J Ethnopharmacol. 12: 279-286.

Onawunmi G.O. y Ogunlana E.O. (1985). Effetcs of lemongrass oil on the cells and

spheroplasts Escherichia coli NCTC 9001. Microbios Lett. 28: 63-68.

194



i A et e o

-

Bibliografia

Orecchia P., Paggi L., Mattiucci S., Smith J.W., Nascetti G. y Bullini L. (1986).
Electrophoretic identification of larvae and adults of Anisakis (Ascaridida: Anisakidae).

J. Helminthol. 60; 331-339,

Oshima T. (1972). Anisakis and anisakiasis in Japan and adjacent area. En: Progress of
Medical Parasitology in Japan IV. Morishita K., Komiya Y. y Matsubayashi H. (eds.).
Meguro Parasitological Museum, Tokyo, pp: 304-393.

Oshima T. y Kliks M. (1987). Effects of marine mammal parasites on human health. Int.
J. Parasitol. 17: 415-421.

Oshima T., Nakazawa M. y Sugiyama Y. (1990). Effect of mebendazole on Anisakis
simplex larvae in vivo. Proceedings of the 7™ International Congress of Parasitology,

Bull. Soc. Franc. Parasitol. 8: 1058.

Paggi L., Nascetti G., Webb S., Mattiucci S., Cianchi R. y Bullini L. (1998). A new
species of Anisakis Dujardin, 1845 (Nematoda: Anisakidae) from beaked whales
(Ziphiidae): allozyme and morphological evidence. Syst. Parasitol. 40: 161-174.

Papageorgiov V.P. y Argyriadov N. (1981). Trace constituents in the essential oil of
Thymus capitatus. Phytochemistry 20: 2995-2997.

Pattnaik S., Subramanyam V.R., Bapaji M. y Kole C.R. (1997). Antibacterial and

antifungal activity of aromatic constituents of essential oils. Microbios 89: 39-46.

Pellecuer J., Roussel J.L., Andary C., Privat G., Jacob M. y Tomei R. (1977). Recherche
du pouvoir antifongique de quelques huiles essentielles. Riv. Ital. E.P.P.O.S. 61:10-11.

Periago P.M. y Moezelaar R. (2001). Combined effect of nisin and carvacrol at different

pH and temperature levels on the viability of different strains of Bacillus cereus. Int. J.

Food Microbiol. 68: 141-148.

195



S |

Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1.

Perry N.S., Houghton P.J., Sampson J., Theobald A.E., Hart S., Lis-Balchin M., Hoult
JR., Evans P., Jenner P., Milligan S. y'Perry E.K. (2001). In-vitro activity of S.
lavandulaefolia (Spariish sage) relevant to treatment of Alzheimer’s disease. J.

Pharmacy Pharmacol. 53: 1347-1356.

Pethitory J.C. y Marty B. (1988). L anisakiase en France. La Lettre del Infectiologue 3:
96-99.

Rajab M.S., Cantrell C.L., Franzblau S.G. y Fischer N.H. (1998). Antimycobacterial
activity of (E)-phytol and derivates: a preliminary structure-activity study. Planta Med,
64:2-4.

Rao B.G.N.V. y Nigam S.S. (1970). In vitro antimicrobial efficiency of some essential
oils. Flavour Ind. 1: 725-729.

Revert A. (1975). Estudio comparativo de diversas especies del género Thymus L. desde

el punto de vista de sus esencias. Tesis Doctoral, Universidad de Granada, pp: 427.

Rice P.J. y Coats J.R. (1994). Insecticidal properties of several monoterpenoids to the
house fly (Diptera: Muscidae), red flour beetle (Coleoptera: Tenebrionidae), and
suothern corn rootworm (Coleoptera: Chrysomelidae). J. Econ. Entomol. 87: 1172-

1179.

Rochat J. (1970). Essential oils. Antispasmodic activity and active constituents. Bull.
Techn. Gattefossé SFPA 65: 62-67.

Rosales M.J., Mascar6 C., Fernandez C., Luque F., Sianchez Moreno M., Parras L.,
Cosano A. y Mufioz J.R. (1999). Acute intestinal anisakiasis in Spain: a fourth-stage

Anisakis simplex larva. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 94: 823-826.

Ruitenberg E.J., Berkvens J.M. y Duyzings M.J.M. (1971). Experimental Anisakis
marina infections in rabbits. J. Comp. Path. 81: 157-163.

196

XX R E X R RN NNRNNXNRNNNNNRARNEXENENXNNERRNNENRNRRNRNNNN NN NN N )



& N - R

e

Bibliografia

Shirama M., Koga T., Ishibashi H., Uchida S., Ohta Y. y Shimoda Y. (1992). Intestinal
anisakiasis: US in diagnosis. Radiology 185: 789-793.

Sikkema J., de Bont J.A.M. y Poolman B. (1995). Mechanisms of membrane toxicity of
hydrocarbons. Microbiol. Rev. 59: 201-222.

Smith P K., Krohn R.I., Hermanson G.T., Mallia A K., Gartner F.H., Provenzano M.D.,
Fujimoto E.K., Goeke N.M., Olson B.J. y Klenk D.C. (1985). Measurement of protein

using bicinchoninic acid. Anal. Biochem. 150: 76-85.
Smith J.W. y Wootten R. (1978). Anisakis and Anisakiasis. Adv. Parasitol. 16: 93-163.

Sommerville R.I. y Davey K.G. (1976). Stimuli for cuticle formation and ecdysis in
vitro of the infective larva of Anisakis sp. (Nematoda: Ascaridoidea). Int. J. Parasitol.
6: 433-439.

Stiles C.W. y Hassall A. (1899). Internal parasites of the seal. En:. The fur seals and fur-
seal island of the north pacific ocean, Part IIl. Jordan D.S (ed.), Report on Fur Seal
Investigations, Washington, pp: 99-177.

Suzuki J., Murata 1., Enokida R. y Yasuda 1. (1994). Effects of Chinese medicine for
helminth (VII). Minimun lethal concentration on 3rd stage larvae of Anisakis simplex
with the natural compounds, isolated from crude drugs and several kinds of derivatives.

Annual Report of the Tokio Metropolitan Research Laboratory of Public Health 45: 35-
41.

Tawatsin A., Wratten S.D., Scott R.R., Thavara U. y Techadmrongsin Y. (2001).
Repeliency of volatile oils from plants against three mosquito vectors. J. Vector Ecol.:

J. Soc. Vector Ecol. 26: 76-82.

The Merck Index (1996). 12 edition, New Jersey, pp: 1223.

197



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L3 de Anisakis simplex s.1.

Tisserand R. y Balacs T. (1995). Essential Oil Safety. A guide for health care
professionals. Churchill Livingstone, Edinburgh, pp: 186-189.

Tojo J., Santamarina M.T., Peris D., Ubeira F.M., Leilo S.L. y Sanmartin M.L. (1992).
In vitro effect of anthelmintics on Anisakis simplex survival. Jpn J. Parasitol. 41: 473-
480.

Tsoukatou M., Tsitsimpikou C., Vagias C. y Roussis V. (2001). Chemical intra-
Mediterranean variation and insecticidal activity of Crithmum maritimum. Z
Naturforsch 56: 211-215.

Tung L, Berger B.M.,, Erler F. y Dagl F. (2000). Ovicidal activity of essential oils from
five plants against two stored- product insects. J. Stor. Prod. Res. 36: 161-168.

Ultee A., Kets E.P.W. y Smid E.J. (1999). Mechanisms of action of carvacrol on the
food-borne pathogen Bacillus cereus. Appl. Eviron. Microbiol. 65: 4696-4610.

Ultee A., Slump R.A., Steging G. y Smid E.J. (2000). Antimicrobial activity of

carvacrol toward Bacillus cereus on rice. J. Food Prot. 63: 620-624.

Ultee A. (2002). Bactericidal action of carvacrol towards the food pathogen Bacillus
cereus. A Case Study of a Novel Approach to Mild Food Preservation. Wageningen
University, The Netherlands.

Uribe S., Ramirez J. y Pefia A. (1985). Effects of B-pineno on yeast membrane
functions. J. Bacteriol. 161: 1195-1200.

Valero A., Mira-Gutiérrez J., Pérez-Cano R., Sanz-Dominguez'J., Getaldia-Loma M.,
Garcia-Herruzo J., Garcia-Martos P. y Adroher F.J. (1992). Descripcion de un caso de

anisakiosis humana. IX Reunién Cientifica de Parasitélogos Espafioles, Leén: 69.

Van der Broucke C.0. y Lemli J.A. (1980). Antispasmodic activity of Origanum
compactum. Planta Med. 38: 317-331.

198

0000000000030 20000000000000000%000 C...Q

-



'}

Bibliografia

Van Thiel P.H., Kuipers F.C., Roskam T.H. (1960). A nematode parasitic to herring,

causing acute abdominal syndromes in man. Trop. Geogr. Med. 12: 97-113.
Van Thiel P.H. (1962). Anisakiasis. Parasitology 52: 16-17

Varel V.H. y Miller D.N. (2001). Plant-derived oils reduce pathogens and gaseous
emissions from stored cattle waste. Appl. Environ. Microbiol. 67: 1366-1370.

Vartak P.H. y Sharma R.N. (1993). Vapour toxicity & repellence of some essential oils

& terpenoids to adults of dedes aegypti (L) (Diptera: Culicidae). Indian J. Med. Res. 97:
122-127.

Velutti A., Sanchis V., Ramos A.J., Egido J. y Marin S. (2003). Inhibitory effect of
cinnamon, clove, lemongrass, oregano and palmarose essential oils on growth and

fumonisin B; production by Fusarium proliferatum in maize grain. Int. J. Food
Microbiol. 2757: 1-10.

Verhamme M.A.M. y Ramboer C.H.R (1988). Anisakiasis caused by herring in vinegar:
a little known medical problem. Gur 29: 843-847.

Viollon C. y Chaumont J.P. (1994). Antifungal properties of essential oils and their

main componentes upon Cryoptococcus neoformans. Mycopathologia 128: 151-153.

Viu M., Sanchez-Acedo C., del Cacho E., Quilez J. y Lopez-Bernad F. (1996).
Occurrence of anisakid larvae (Nematoda: Ascaridida) in fresh market fish from

Zaragoza (Spain). Res. Rev. Parasitol. 56: 25-28.
Weerasooriya M.V., Fujino .T., Ishii Y. y Kagei N. (1986). The value of external
morphology in the identification of anisakid nematodes: a scanning electron microscope

study. Z. Parasitenkd. 72: 765-778.

Yasuraoka K., Koyama T. y Kato K. (1967). Studies on the in vitro axenic development
of Anisakis larvae (1). Jpn. J. Parasitol. 16: 290-291.

199



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L; de Anisakis simplex s.1.

~ Yousef R.T. y Tawil G.G. (1979). Antimicrobial activity of volatile 0il components.
Manuf. Chem. Aerosols News 50: 59-63.

Zhu B.C., Henderson G., Chen F., Fei H. y Laine R.A. (2001). Evaluation of vetiver oil

and seven insect-active essential oils against the Formosan subterranean termite. J.

Chem. Ecol. 27: 1617-1625.

200

PO000000000000000000000000000000000000000000000030



P ]
ﬂ |
m )]
S =]
=
—
g @p)
M|
5 =
-

PUBLICACIONES DERIVADAS

. e ‘ g , S . B g —4
0000030000000 000000000000000006000000000000CK0C0KFCOVVNNS



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas aromaticas y sus componentes principales
frente a larvas L3 de Anisakis simplex s.1.

202

$000000000000000000000000000000000000000000000000



.

Publicaciones derivadas de esta Tesis

1. PUBLICACIONES

Hierro 1., Valero A., Pérez P., Gonzélez P., Cabo M.M., Montilla M.P. y Navarro M.C.
(2004). Action of different monoterpenic compounds against Anisakis simplex s.1. L3

larvae. Phytomedicine 11: 77-82.

Hierro 1., Valero A., Gonzédlez de Selgas J.M. y Navarro M.C. (2004). Actividad

larvicida del timol frente a Anisakis simplex s.1.. Revista de Fitoterapia (en prensa).

Valero A., Hierro I., Gonzélez P., Montilla P. y Navarro M.C.. Activity of various
essential oils and their main components against L; larvae of Anisakis simplex s.1.. En:
Recent Progress in Medicinal Plants. Govil J.N. (ed.). Studium Press LLC, Houston (en

prensa).

2. COMUNICACIONES A CONGRESOS

Hierro 1., Gonzalez P., Pérez P., Montilla P., Diaz V., Navarro M.C. y Valero A..
Actividad de productos monoterpénicos de origen natural frente a las larvas de Anisakis

simplex s.1.. I Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Granada
2001, pp. %4.

Gonzélez P., Hierro 1., Pérez P., Cabo M.C., Valero A. y Navarro M.C.. Actividad de
aceites esenciales de los géneros Litsea y Cimbopogon frente a las larvas de Anisakis

simplex s.1.. 1 Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, Granada
2001, pp. 95.

Hierro 1., Valero A., Navarro M.C.. Actividad larvicida del Timol frente a Anisakis

simplex s.1.. 11 Congreso de Fitoterapia, Granada 2003, pp. 38.
Hierro 1., Valero A., Diaz V., Gonzélez J.M. y Navarro M.C.. Larvicide activity of

Geraniol (monoterpenic derivate) against L3 larvae of Anisakis simplex s.1. IX European

Multicollogium of Parasitology (EMOP IX), Valencia 2004, pp. 359.

203



Actividad larvicida de aceites esenciales de plantas arométicas y sus componentes principales
frente a larvas L de Anisakis simplex s.1.

|

f/i//?ll

204

il

[

I
I
_

|

N

POGGC000C0000000000000000000000000000000000000000



	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034
	0035
	0036
	0037
	0038
	0039
	0040
	0041
	0042
	0043
	0044
	0045
	0046
	0047
	0048
	0049
	0050
	0051
	0052
	0053
	0054
	0055
	0056
	0057
	0058
	0059
	0060
	0061
	0062
	0063
	0064
	0065
	0066
	0067
	0068
	0069
	0070
	0071
	0072
	0073
	0074
	0075
	0076
	0077
	0078
	0079
	0080
	0081
	0082
	0083
	0084
	0085
	0086
	0087
	0088
	0089
	0090
	0091
	0092
	0093
	0094
	0095
	0096
	0097
	0098
	0099
	0100
	0101
	0102
	0103
	0104
	0105
	0106
	0107
	0108
	0109
	0110
	0111
	0112
	0113
	0114
	0115
	0116
	0117
	0118
	0119
	0120
	0121
	0122
	0123
	0124
	0125
	0126
	0127
	0128
	0129
	0130
	0131
	0132
	0133
	0134
	0135
	0136
	0137
	0138
	0139
	0140
	0141
	0142
	0143
	0144
	0145
	0146
	0147
	0148
	0149
	0150
	0151
	0152
	0153
	0154
	0155
	0156
	0157
	0158
	0159
	0160
	0161
	0162
	0163
	0164
	0165
	0166
	0167
	0168
	0169
	0170
	0171
	0172
	0173
	0174
	0175
	0176
	0177
	0178
	0179
	0180
	0181
	0182
	0183
	0184
	0185
	0186
	0187
	0188
	0189
	0190
	0191
	0192
	0193
	0194
	0195
	0196
	0197
	0198
	0199
	0200
	0201
	0202
	0203
	0204
	0205

