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RESUMEN

La anisakidosis es una enfermedad parasitaria causada por la ingestidn de pescado
crudo o poco cocinado infectado con larvas de Anisakis principalmente por Anisakis simplex y
Anisakis pegreffii. Se trata de una zoonosis de distribucién mundial con mayor incidencia en
Japoén seguido de Espafia por el alto nivel de consumo de pescado como merluza, jurel y

bacaladilla.

Como tratamiento se utilizan antibidticos como el albendazol, mebendazol vy
tiabendazol, antiestaminicos y/o corticoides aunque no hay suficientes pruebas que avalen su

eficacia.

Como metodologia se ha buscado informacién sobre la actividad de compuestos
naturales frente a la larva en tercer estadio de Anisakis simplex recogida de revistas cientificas,
libros, tesis e informes a través de bases de datos y busquedas en Pubmed, Medline, Scopus,
Mendeley, Google scholar y Science direct. Utilizando para ello los términos de: Anisakis,

theraphy y biologycal products.

El resultado obtenido en el presente trabajo de revision ha sido la recopilacién y
anadlisis de numerosos trabajos in vivo e in vitro en los que se prueba la actividad de los
compuestos naturales frente Anisakis tipo | tales como extractos de plantas, aceites esenciales,
compuestos fendlicos, terpenos y enzimas. De todos estos compuestos los autores sugieren
seguir investigando algunos de ellos; citral, carvagol, nerolidol, farnesol, aceites esenciales de

menta y el perillaldehido entre otros.

Las principales conclusiones del presente trabajo son: la existencia de alternativas
terapéuticas con compuestos naturales frente a la anisakidosis que muestran prometedoras
propiedades, que la sinérgia de algunos compuestos tiene un papel importante y abre muchos
campos de estudio y que hay resultados in vivo no esperados que pueden ser debidos a el pH

del medio en la cavidad gastrica.

Palabras clave: anisakidosis, tratamiento, Anisakis, compuestos naturales, in vivo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Historia

La anisakidosis es una enfermedad parasitaria producida por larvas de nematodos que
pertenencen a la familia Anisakidae. Se trata de una zoonosis parasitaria de origen
alimentario que se adquiere de forma accidental por la ingestién de pescado crudo o poco
cocinado, especialmente sushi, sashimiy cebiche, con larvas en tercer estadio (Ls).

En la antigliedad no estaba muy claro si los helmintos, vermes invertebrados parasitos
del hombre, eran beneficiosos o perjudiciales existiendo, en el siglo XIX un periodo de
confusiéon que reind durante mucho tiempo. Asi el mismo Linneo llegd a afirmar que
protegian a los nifios de otras enfermedades, aunque atribuyé la lepra a nematodos
pardsitos de peces (anisakidos). Goeze (1782) y Joerdens (1801) consideraban que los
helmintos estimulaban el peristaltismo e incluso ayudaban a consumir el exceso de
alimentos (Cordero y Rojo, 2007).

El primer caso de anisakidosis fue detectado en Holanda en 1955 por la ingestién de
arenques crudos y se empezo a conocer como “la enfermedad del gusano del arenque”. El
primer caso del que se tiene constancia es el de un joven de Groenlandia en 1876, pero
hasta 1960 este nematodo no fue identificado por Van Thiel que lo detectd en un paciente
residente en los Paises Bajos, que habia consumido arenques crudos. Desde entonces en
Japdn se han registrado miles de casos cada afio (Arizono y cols., 2012).

Anisakis simplex y Anisakis pegreffii son las especies mas comunmente implicadas en la
anisakidosis, mientras que Anisakis physeteris y Pseudoterranova decipiens son menos
frecuentes (Audicana y Kennedy, 2008). Otros géneros que producen anisakidosis humana
son Contracecum e Hysterothylacium, aunque este Ultimo parece mas implicado en

cuadros alérgicos (Shamsi y Butcher, 2011).
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1.2. Taxonomia
La clasificacidon taxondmica de las especies responsables de la anisakidosis ha sido

ampliamente estudiada. Por otra parte hay controversia en la clasificacion del género
Anijsakis (Mattiucci y Nascetti, 2005; Mattiucci y Nascetti, 2008). La clasificacién mas
aceptada es la sugerida por Smith y Wootten (1978) (izquierda), aunque posteriormente

De Ley y Blaxter (2004) han sugerido una segunda sistematica de clasificacién (derecha).

Phylum Nemathelmintes Phylum Nemathelmintes
Clase Nematoda Clase Chromodorea
Sub clase Secernentea Sub clase Chromodoria
Orden Ascarida Orden Rhabditida
Sub orden Ascaridina Sub orden Spirurina
Super familia Ascaridoidea Infra orden Ascaridomorpha
Familia Anisakidae Familia Anisakidae
Subfamilia Anisakinae Subfamilia Anisakinae
Género Anisakis Género Anisakis

1.3. Morfologia de la larva L3 de Anisakis spp.

En A. simplex y otras especies de Anisakis, la larva en tercer estadio viva es de color
blanquecino marfil y pardo cuando estan encapsuladas en el intestino de los peces, su longitud
es 15-30 mm por 0,1-0,6 mm de ancho. En cuanto a la morfologia, poseen un cuerpo

vermiforme, sin segmentacion y puntiagudo en los extremos.

Tiene un sistema digestivo completo; en el extremo anterior se encuentra una
estructura triangular denominada diente, una boca y tres labios que se vuelven mas
prominentes cuando la larva se encuentra varios dias en el tejido humano, un poro excretor
situado entre los labios ventrolaterales, es6fago que consiste en una porciéon muscular larga,
un ventriculo postesofdgico mas corto que se une al intestino de forma oblicua y un ano
subterminal. Adicionalmente, presenta una estructura espinal pequefia llamada mucrén en el

extremo posterior del cuerpo (Fig. 1y Fig. 2) (Chai, 2007).
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Figura 1: L; de Anisakis simplex tipo |, bt: diente perforador, nr: anillo nervioso, es: esoéfago,

ve: ventriculo postesofagico, in: intesino, an: ano, mu: mucrén (Pardo-Gandarillas y cols., 2009).
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Figura 2: A: cabeza con boca triangular tipo Il, B: cola postanal redondeada de A tipo Il, C: cabeza
mostrando la boca redondeada con labios dorsal y ventrolaterales con papilas tipo I, D: cola postanal
redondeada, con un mucrén terminal tipo | bt: diente perforador, an: ano, mu: mucrén, ep: poro
excretor, mo: boca, vl: labio ventral, dl: labio dorsal, ts: estriacidn transversal (Pardo-Gandarillas y cols.,

2009).
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Larvas de Anisakis se han ido clasificando segun sus caracteres morfoldgicos. Asi
Berland (1961) solo hablaba de dos tipos A. simplex (tipo 1) y A. physeteris (tipo Il) mientras
que Davey (1971) ainade a la clasificacién Anisakis typica (tipo lll) y finalmente Shiraki (1974)

describié las diferencias morfoldgicas agrupando las larvas en cuatro tipos (Tabla 1y 2).

Tabla 1: Clasificacion de las larvas segun Berland (1961) y Davey (1971).

LARVAS BERLAND (1961) DAVEY (1971)
TIPO I A. simplex A. simplex
TIPOII A. physeteris A. physeteris
TIPO 111 - A. typica
TIPO IV - -

Tabla 2: Caracteristicas morfolégicas de los tipos de larva segun Shiraki (1974).

Largo Oblicua Redondeada Corto Si

Corto Horizontal Larga y No Largo No
conica

Corto Horizontal Redondeada No - -

Corto Horizontal Corta y No - -
conica

Dentro de A. simplex sensu lato (s.l.) tipo | encontramos dos especies idénticas
morfoldgicamente pero distintas isoenzimaticamente; A. pegreffii y A. simplex sensu stricto
(s.s) (Orecchia y cols., 1986), unos afios mas tarde definen una nueva especie gemela
morfolégicamente Anisakis simplex C o Anisakis berlandi (Mattiucci y cols., 1997) y Anisakis
ziphidarum (Paggi y cols., 1998). Con respecto a Anisakis tipo Il se determiné que Anisakis
brevispiculata era una especie aislada reproductivamente de A. physeteris y que ambas

pertenecian a esta morfologia, en 2002 aislaron A. typica de tipo | y en 2005 Anisakis paggiae
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también perteneciente al tipo Il que se encontraba en el estdmago de una ballena (Fig. 3)

(Mattiucciy cols, 2001; 2002; 2005).

Recientemente mediante técnicas de analisis de ADN mitocondrial se han descubierto
nuevos taxones genéticamente distintos a los ya conocidos de Anisakis llamados Anisakis sp. 1

con una fase larvaria de tipo | y Anisakis sp. 2 mas relacionado con A. physeteris.

A. pegreffii

A. berlandi

A. physeteris

A. simplex s.l.
A. ziphidarum

Anisakis sp. 1

A. brevispiculata ]

A. paggiae

Anisakis sp.2

Figura 3: Resumen de la clasificacion de las larvas de Anisakis tipo | y tipo Il.

1.4. Ciclo Biolaégico
El ciclo de vida de Anisakis spp. es complejo y aunque no estd definido totalmente se
ha establecido que consta de: un estadio de huevo, cuatro fases larvarias y un estadio adulto

(Rello y cols., 2004; Mattiucci y Nascetti, 2008) (Fig. 4).

Los adultos se localizan en el tracto digestivo de sus hospedadores definitivos que son
grandes mamiferos marinos cetaceos (ballenas, cachalotes o delfines) y en ocasiones
pinnipedos (focas o leones marinos). Los huevos de Anisakis spp. fecundados se eliminan con
las heces de sus hospedadores al agua de mar. Estos huevos se desarrollan durante 20-27 dias
a una temperatura media entre 5-7 °C y alcanzan alrededor de unos 50 um de diametro. La
larva L; que sale del huevo (L; inmadura) aun conserva la cuticula del segundo estadio larvario
que le proporciona resistencia para sobrevivir libres en el medio marino hasta 7 semanas a 5-7
°C o 3-4 semanas a 13-18 °C. Posteriormente las larvas son ingeridas por copépodos y
pequefios crustaceos (hospedador intermediario). Estas penetran en las paredes del tracto

digestivo alcanzando la cavidad corporal, se liberan de la cuticula del segundo estadio larvario,

9
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pueden aumentar de tamano y conservan su capacidad infectante (L; madura) (Fig. 4). Los
pequefios crustaceos infectados son ingeridos por peces y cefalépodos que son la via principal
de transmision. En estos hospedadores las larvas atraviesan la pared intestinal, se encapsulan
sobre todo en visceras, pueden migrar a la musculatura y moverse libremente en la cavidad
intestinal (Klimpel y cols., 2004). La larva L; puede parasitar a los humanos (hospedadores

ocasionales) que se infectan al consumir cefalépodos y peces (Field y Calderdn, 2009) (Fig. 5).

MAMIFEROS MARINOS: Las larvas evolucionan
e N a adultos mediante dos mudas.

1.Los huevos fecundados son expulsados al mar
Junto con las heces del hospedador marino

6.Las larvas llegan al hospedador definitivo

PECES

5.Los peces se infectan cuando
mgleren laL3

[ET hombre Tos cogsume
\ CEFALOPODOS )

=0

=
<
@

2.Tras la eclosion la larva 3 sale
al medig,marino

—

4.Los pequefios crustaceos infectados

son ingeridos por peces y cefalépodos
que a su vez pueden ser ingeridos por otros
peces o por humanos

ZOOPLANCTON

3.Las L3 que nadan
libremente las ingieren
copépodos y pequenos crustaceos

Figura 4: Ciclo bioldgico de Anisakis spp.; en rojo la fase infectiva del hombre.

10
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Figura 5: En la foto de la izquierda se pueden observar larvas de Anisakis spp. enquistadas en la
superficie hepatica y en la imagen derecha larvas de Anisakis spp. enquistadas bajo la piel de una

bacaladilla (Romero, 2014).

1.5. Epidemiologia

La distribuciéon mundial estd favorecida en determinadas zonas por los habitos
alimenticios, el consumo del pescado crudo o poco cocinado asociado a culturas orientales es
la principal causa de la parasitacién del hombre, por esta razén se detectan miles de casos al
afio y los principales hospedadores son: Scomber japonicus (caballa) y Tadarodes pacificus

(calamar).

El lugar donde la anisakidosis tiene mayor prevalencia es Japdn aunque otros paises
muestran también alta prevalencia como Alemania, Holanda, Francia, Italia y Espafa. Por otra
parte el nimero de casos va aumentando en lugares como E.E.U.U., Australia, Canada, Chile,

Perd, Nueva Zelanda, Egipto, Croacia y Australia (Romero, 2014).

La especie predominante varia en funcién de la localizacidn: en el Océano Atlantico
tenemos como especie predominante A. simplex s.s., mientras que A. pegreffii se encuentra
en el hemisferio sur y el mar Mediterraneo. En general las aguas que rodean la peninsula
ibérica son conocidas por ser una confluencia de las dos especies (Gdmez-Mateos y cols.,

2016).

Los pescados mas parasitados suelen ser: merluza, jurel y bacaladilla. Hay pescados
que en la peninsula tienen diferente prevalencia, por ejemplo, la sardina suele tener escasa o

nula parasitaciéon en Cadiz y un 15% mas de riesgo en La Coruiia (Molina-Fernandez, 2013).

11
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1.6. Patologia y sintomas

Durante la parasitacion de un humano con A. simplex se generan cambios en el
aparato digestivo, especialmente en el tracto gastrointestinal por la invasion tisular y las
sustancias liberadas contenidas en los parasitos. Desde los afios 70 se propuso que estas
sustancias liberadas tenian propiedades proteoliticas y de gran importancia desde el punto de
vista inmunoldgico, que unidas al diente oral de la larva eran los principales responsables de
que se produjera esa penetracién tisular. El asentamiento mas frecuente es en el tracto

digestivo (Gago y cols.,2008). Los cuadros clinicos los podemos clasificar en:

1.6.1 Anisakidosis luminal o no invasiva: El parasito se adhiere a la mucosa
digestiva, puede no tener sintomatologia o ser leve, la cual apareceria a las pocas
horas de la ingesta. Se diagnostica al identificar larvas en el vdmito, las heces o incluso
expulsadas al toser (Rello y cols., 2004).

1.6.2 Anisakidosis gastrica o intestinal: Se caracteriza por dolor abdominal
localizado en epigastrio, a menudo acompafiado de nduseas, vémitos o incluso
alteracion de la funcién intestinal. Las larvas llegan hasta la submucosa gracias a la
accion de las hialuronidasas y del diente que poseen, penetran tisularmente gracias a
las proteasas que son las responsable de la destruccién del tejido. La larva puede
alojarse en el estdmago o en intestino de manera que se pueden clasificar en
anisakidosis gastricas o intestinales y dentro de ellas segun la evolucion y duracidén del
parasitismo podemos clasificarlas en agudas o crdnicas. Para evitar la cronicidad y que
invadan otros érganos como pulmdn, higado, bazo o pancreas se debe extraer el
parasito (Audicana y Kennedy, 2008). Cuando el proceso es créonico hay una formacion
de granulomas eosinofilicos secundarios a Anisakis localizados en el estdmago, en el
intestino delgado o en el colon.

1.6.3 Anisakidosis alérgica: En forma de urticaria, angioedema o anafilaxia. Estas
reacciones estan mediadas por inmunoglobulinas E (IgE) inducidas por antigenos del
pardsito. Podemos diferenciar dos tipos: reaccidon anafilactica sin presencia de larvas
viables en el interior del pescado consumido y la anisakidosis gastroalérgica que se
diagnostica en pacientes que tras la ingesta de pescado bien cocinado dan positivo al

alérgeno y en las IgE especificas (Gdmez y cols.,2003).

12
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1.7. Diagnéstico

El diagnéstico se realiza por imagen ya que no es posible mediante un anilisis
coprolégico parasitario. Debe realizarse una buena anamnesis por aparatos porque son
diferentes los cuadros clinicos que podemos encontrar. La técnica mas utilizada actualmente
es la endoscopia y cuando la anisakidosis es aguda, tanto en intestinales como en gastricas se

extrae el parasito con un férceps de biopsia.

En caso de que existan cuadros intestinales se utiliza la ecografia pero como puede
confundirse con apendicitis o con una obstruccién intestinal es necesario hacer una
endoscopia para confirmar el diagnéstico. Las pruebas radiolégicas se utilizan cuando por

causa de alguna lesién del paciente no se le puede realizar una endoscopia.

El diagndstico postoperatorio se lleva a cabo cuando se ha practicado una laparotomia
con reseccion del tramo intestinal afectado y se observa la larva o se estudia del segmento

intestinal resecado (Romero, 2014; Dominguez, 2000).

Por otra parte el diagndstico inmunoldgico se utiliza cuando no ha dado resultado la
endoscopia o la radiologia, su identificacion por biopsia es dificil o hay sospecha de
localizaciones ectdpicas. Sélo es valido para individuos inmunocompetentes y a partir de la
segunda semana en infecciones primarias. Cuando hay una infeccién por ascaridos las
inmunoglobulinas IgM, 1gG1 e IgG4 son las que se encuentran en mayor proporcién e indican
el estado en el que se encuentra la infeccion, por ejemplo la IgM es util para el diagndstico
precoz en una infeccion primaria (Rodero y cols., 2012). Una vez que la larva ha penetrado en
el organismo libera antigenos ES y frente a esto el organismo responde con anticuerpos IgE

especificos que pueden mantenerse elevados durante mas de 5 afos.

En la prueba Prick-Test si aparece una papula > 3 mm donde se aplicé el extracto de
Anisakis se considera positivo. Esta prueba tiene baja especificidad ya que no distingue entre
los verdaderos positivos y las reacciones cruzadas con otros parasitos como Ascaris o Toxocara
(Gémez y cols., 2003). También hay otras técnicas para determinar la IgE especifica como:
Enzimo-inmuno-andlisis (ELISA), fluoro-enizmo-inmuno-analisis (FEIA), inmunoblott y CAP-
radioinmunoensayo, cada uno con diferente sensibilidad y especificidad, siendo este ultimo el

mas sensible (100 %) pero a su vez el menos especifico (50 %) (Romero, 2014).

13
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1.8. Tratamiento

Varios tratamientos se han propuesto para esta enfermedad, mebendazol, tiabendazol
y albendazol se utilizan para evitar la cirugia aunque no estdn aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) ya que no hay pruebas suficientes que avalen su eficacia (Valero y cols.,
2015). A pesar de esto los autores han ido proponiendo diferentes formas de evitar la cirugia
(Mufioz, 2002). Si la larva es inaccesible y los sintomas no son graves se utiliza un tratamiento
conservador, pero si esos sintomas no ceden o se vuelven mas graves (perforacién o
peritonitis), se recurre a una exploracion quirdrgica del abdomen (laparotomia) y reseccion de
la zona afectada. En las anisakidosis extradigestivas solo se interviene cuando hay alguna
complicacién y en las formas de hipersensibilidad inmediata a Anisakis se tratan con

antihistaminicos y/o corticoides e incluso con adrenalina.

El tratamiento conservador consiste en antibidticos como: estreptomicina combinada
con eritromicina (Oshima, 1972), tiabendazol 25 mg/kg cada 12 h durante 3 dias (Kwee y
Sautter, 1987), ivermectina en una concentracién de 500 pg/ml a las 48 h y finalmente el mas
utilizado desde 2002, el albendazol, 400 mg por via oral pero a diferentes pautas (Moore,
2002; Dziekonska-Rynko, 2002; Pontone, 2012). A pesar de ser muchos los tratamientos
probados frente a Anisakis spp., hasta ahora ninguno ha mostrado una eficacia contrastada y
aunque se han propuesto muchos tratamientos para evitar la cirugia los resultados son

similares a un tratamiento conservador con antibidticos (Lorenzo y cols., 2000).

Sobre la busqueda de nuevos tratamientos para encontrar una eficacia contrastada,
hay experimentos in vitro en los cuales la larva L; de Anisakis pierde la movilidad en 24 h con
extractos de plantas como Perilla frutecens (5 %), Zingiber officinale (5 % y 2,5 %), Wasabia
japonica (5 %y 2,5 %), Allium sativum (5 %), y etanol (8 % v/v), también se consigue la letalidad

maxima con [6]-shogaol (62,5 pg/ml) y [6]-gingerol (250 pug/ml) (Goto y cols., 1990).

Estos estudios in vitro solo son orientativos ya que los estudios mads relevantes son in
vivo. Asi el aceite esencial de menta o de manzanilla tienen actividad larvicida in vivo, al igual
componentes de aceites esenciales como el carvacrol, cirtral, citranelol, a-pineno y ocimeno

(Valeroy cols., 2015; Navarro y cols., 2008).

14
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1.9. Profilaxis

Los métodos de inactivacion de la larva segun el informe de la European Food Safety
Authority (EFSA, 2010) consideran que la aplicacién de tratamientos de congelacidon y de
calentamiento de A. simplex son suficientes para producir la muerte de las larvas (Ls) y evitar

la infestacion del hombre.

El actual reglamento de CE 853/2004 exige congelar a una temperatura no superior a
los a -20 °C durante 24 h todos aquellos productos que se consumen crudos o casi crudos,
productos de la pesca del arenque, la caballa, el espadin, el salmén de Atlantico y del Pacifico,
productos pesqueros marinados y/o salados. El fabricante debe indicar el proceso al cual se
han sometidos sus productos. En EE. UU. y en Canad3, la FDA exige que todos los pescados y
mariscos destinados al consumo crudo o semi-crudo se congelen a -35 °C o por debajo durante

15 h, o se congelard completamente a -20 °C al menos durante 7 dias (FDA, 1998).

Por otra parte, aplicar altas temperaturas de 60 °C durante un minuto es suficiente para
acabar con las larvas, pero alcanzar esa temperatura central en el producto depende mucho de
su espesor; si tiene tres centimetros de espesor la temperatura ideal son esos 60 °C durante
diez minutos (Wootten y Cann, 2001). Temperaturas de calentamiento de > 60 °C durante al
menos 1 minuto al cocinar y temperaturas de hasta > 74 °C durante al menos 15 segundos, es
lo recomendado para inactivar a los parasitos y prevenir las infecciones (Audicana y Kennedy,

2008).

Los tratamientos quimicos mas utilizados son: el salazén para el cual son necesarios 28
dias de almacenamiento en salmuera con 6,3 % de sal y 3,7 % de acido acético en la fase
acuosa de los peces (Karl y cols., 1994), por otra parte el marinado inhibe la accidn de las
bacterias y enzimas y ablandan el tejido conectivo cambiando las propiedades gustativas (Karl
y cols., 1994). También se puede someter el pescado a altas presiones 200 megapascales
(MPa) durante 10 minutos a 0-15 °C o 140 MPa cuando el tiempo es de 60 minutos (Molina-
Garcia y Sanz, 2002). Por ultimo la electrocucion y la succién por vacio son sistemas aun no

comercializados (Gago y cols., 2008).
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2. OBJETIVOS DE LA REVISION

Hoy en dia la anisakidosis cada vez estd mas extendida dada la popularidad del
consumo de pescado crudo o insuficientemente cocinado, lo que representa un problema
importante de salud. La enfermedad parasitaria es producida en la mayoria de los casos por la
larva L; de Anisakis tipo |. Dado que actualmente no existe ningln tratamiento totalmente
eficaz frente a la anisakidosis humana se ha planteado como objetivo general del trabajo
realizar una revisién bibliografica actualizada sobre los tratamientos naturales que existen

frente a la anisakidosis.
Los objetivos de este trabajo son:

1. Revisar los principales compuestos naturales activos frente a la anisakidosis.
2. Evaluar los resultados obtenidos tras los ensayos clinicos con posible aplicacion

futura en la anisakidosis humana.
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3. METODOLOGIA

La metodologia estd basada en la busqueda bibliografica de informacién relacionada
con el titulo de esta revisidn “Uso de compuestos naturales frente a la anisakidosis” y otras

busquedas alternativas que han ido surgiendo mientras se ha llevado a cabo.

Como método de busqueda se han utilizado las siguientes palabras clave: Anisakis,
tratamiento (therapy), productos naturales (biological products). Como palabras clave
secundarias: diagndstico (diagnosis), plantas (plant), aceites esenciales (oils volatile),

epidemiologia (epidemiology), profilaxis (prophylaxis).

Los libros utilizados para obtener informacién sobre la morfologia, diagndstico, ciclo
bioldgico, clasificacién taxondmica, se han obtenido en la biblioteca de la Universidad de
Sevilla, Facultad de Farmacia, CRAI Antonio de Ulloa. A estos recursos he accedido a través de

la web: http://encore.fama.us.es/iii/encore/?lang=spi

e Gallego Berenguer J. Manual de parasitologia: morfologia y biologia de los parasitos de
interés sanitario. Barcelona: Edicions Universitat de Barcelona; 2003.

e Mehlhorn H, Piekarski G, Dignoes Torres-Quevedo O. Fundamentos de parasitologia:
pardsitos del hombre y de los animales domésticos. Zaragoza: Acribia; 1993.

e Becerril Flores MA. Parasitologia médica. Madrid: McGraw-Hill Interamericana; 2014.

e Ash LR, Orihel TC. Atlas de parasitologia humana. 52 ed. Buenos Aires, Madrid: Médica
Panamericana; 2010.

e Cordero del Campillo M. Parasitologia general. Madrid: McGraw-Hill Interamericana;

2007.

Para la utilizacién de bases de datos en inglés se ha empleado el traductor

“Descriptores en ciencias de la salud” (DeCS): http://decs.bvs.br/E/homepagee.htm

Esos descriptores se han utilizado en la Biblioteca Virtual en Salud de Espafia (BVS):

http://bvsalud.isciii.es/ y a través de bases de datos como MEDLINE, LIS ESPANA: sitios

saludables (informacién al profesional) y otras.
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Las busquedas principales se han efectuado en bases de datos en las cuales se han

obtenido los articulos cientificos.

e Pubmed: Plataforma a partir de la cual se tiene acceso a la bases de datos

MEDLINE, revistas de ciencia y libros online. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

e Science Direct: Base de datos bibliograficos multidisciplinar que proporciona
revistas cientificas y articulos de libros de alta calidad.

http://www.sciencedirect.com/

e Google académico: Buscador de documentos académicos de interés y resimenes

de fuentes diversas como editoriales universitarias. https://scholar.google.es/

e Scopus: Base de datos bibliografica de resumenes y citas de articulos de revistas

cientificas. https://www.scopus.com

Ademas se ha utilizado Mendeley un programa de ordenador que ayuda a gestionar la
bibliografia, se puede trabajar con el online, lee los documentos PDF, los almacena y organiza a
la vez que tiene un buscador de informacién cientifica, te sugiere articulos de interés
basandose en tus busqueda. ChemDraw pro 12.0 para hacer las moléculas de algunos
compuestos naturales, CmapTools que se trata de un programa para crear esquemas visuales

sobre algunos contenidos y Mircrosoft Excel para hacer graficas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura revisada encontramos numerosos trabajos sobre los tratamientos
actuales para la anisakidosis, la mayoria de ellos hablan del uso de antibidticos como el
albendazol, anticolinérgicos y corticoides, que tienen una eficacia poco clara (Oshima, 1972;
Dominguez-Ortega y cols., 2000). Por otra parte hay nuevas lineas de investigacion bastante
interesantes, se trata de trabajos en los que se estudia la actividad in vitro e in vivo de

compuestos naturales frente a la L3 de Anisakis tipo | (Romero, 2014).

Desde la antigliedad se han utilizado las plantas y sus componentes naturales para el
tratamiento de enfermedades humanas, debido a que constituyen la base de la medicina y el
Unico recurso de salud disponible en muchas comunidades de paises en desarrollo. Por esta
razon la busqueda de actividad larvicida en compuestos naturales y los buenos resultados de
los trabajos de investigacidn, abren un nuevo camino para el descubrimiento de tratamientos

eficaces.

Al observar que los tratamientos actuales no tenia suficiente eficacia contrastada se
empezaron a buscar alternativas en compuestos naturales, y como tradicionalmente el
pescado crudo se habia comido con extractos de plantas como las hojas de P. frutescens,
varios estudios epidemioldgicos sobre una menor prevalencia en ciertas regiones donde se
consume con esta especie hizo pensar que podia tener un efecto larvicida (Hierro y cols.,

2006).

Los primeros estudios fueron in vitro en los que se observaba la pérdida de movilidad de
las larvas L; de Anisakis a las 24 h gracias a extractos de plantas (Kasuya y cols., 1988), mas
tarde en 1990 se estudiaron los componentes de algunos de estos extractos anteriormente
probados como el perillaldehido (Hierro y cols., 2004). Ademads los ensayos que hay desde
2004 hasta 2011 fueron tanto in vivo como in vitro para comprobar la eficacia de los aceites
esenciales y de sus compuestos (Navarro y cols., 2008; Lin y cols., 2010). En 2013 Romero
estudid dos aceites esenciales a la vez el de menta y manzanilla frente a Anisakis tipo |
obteniendo importantes resultados que nos hablan también de los posibles efectos sinérgicos
que se pueden encontrar utilizando varios productos naturales a la vez y Giarratana en 2014

estudio el aceite esencial de Thymus vulgaris contra las larvas de Anisakis.
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4.1. In vitro

Para llevar a cabo estos estudios, se obtienen las larvas de huéspedes intermediarios,
como puede ser la bacaladilla o pescadilla, se lavan las larvas con una solucién de NaCl 0,9 % y
se observan al microscopio sus caracteristicas morfoldgicas. Solo se utilizan A. simplex tipo | L;

con longitud > 2,0 cm (Gémez-Rincdn y cols., 2014; Goto y cols., 1990).

Las larvas se introducen de manera individual en unos pocillos de placas de
poliestireno con 2 ml de solucidn salina estéril y junto con las diferentes concentraciones de
los compuestos que se prueban en el ensayo. Son utilizadas 10 + 2 larvas incubadas a 37°C en

5 % de CO, durante 24 h.

De manera estandar la muerte de la larva se determina con la pérdida de movimiento total
y para detectar los dafios histoldgicos provocados se transfieren las larvas muertas a unos
pocillos con un tampdn 10 % de formalina y se preparan las tinciones con azul de toluidina

(Navarro-Moll y cols., 2010).

Los tipos de compuestos que se han ensayado in vitro son extractos de plantas como Z
officinale, aceites esenciales como el de Mentha piperita, compuestos fendlicos como el [10]-
shogaol, terpenos como el citral y algunas enzimas, se iran desglosando en los siguientes

apartados.

4.1.1 Extractos

Los extractos son preparaciones que pueden tener consistencia liquida, semisdlida o
solida, que se obtienen a partir de drogas vegetales o animales. En este caso hablaremos de los
vegetales ya que son los que se han estudiado hasta el momento. Estos extractos se preparan
mediante la separaciéon de porciones bioldgicamente activas presentes en los tejidos de
plantas, con el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo

como el etanol) y se lleva a cabo un proceso de extraccion adecuado.

Asi, los estudios in vitro basados en la utilizacion de extractos han demostrado que la
actividad de una solucion salina de los extractos de plantas como Z. officinale (jengibre) (5 % vy
2,5 %), P. frutescens (5 %), W. japonica (rdabano picante)(5 %) y A. sativum (ajo) (5 %) son
eficaces frente a Anisakis Ls;, ya que las larvas pierden la movilidad a las < 24 h con una

mortalidad del 100 % (Goto y cols., 1990; Kasuya y cols., 1988).
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Extractos como Allium fistulosum (cebolleta), Petroselinum sativum (perejil), Raphanus
sativu (rdbano), Brassica oleracea (col), Spinacia oleracea (espinaca), Lachemilla angustata,
Capsicum annuum (pimiento), Toona sinensis y Punica granatum (granada) fueron ineficaces a
las concentraciones sefaladas (Tabla 3) (Valero y cols., 2015; Kasuya y cols., 1988; Navarro-

Moll y cols., 2005).

Tabla 3: Ensayos de extractos in vitro frente Anisakis tipo | (Valero y cols., 2015).

Extractos [ Concentracién | Mortalidad Tiempo (h)

(p/v) (%)

A. fistulosum

A. sativum

B. oleracea

C. annuum

L. angustata

P. frutescens 5% 100,0 3,1
P. sativum 5% 0,0 24,0
R. sativu

S. oleracea

T. sinensis

W. japonica

2. officinale
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4.1.2 Aceites esenciales (AE)

Los AE son productos farmacogndsticos resultados de mezclas complejas naturales que se
obtienen de vegetales por métodos fisicos sencillos (como es el arrastre por corriente de vapor
de agua) y que en su composicion tienen compuestos de naturaleza monoterpénica,

sesquiterpénica y fenilpropanica.

La eficacia de algunos AE también ha sido probada in vitro, por ejemplo la actividad del AE
del Arbol del té (Maleuca alternifolia) que se obtiene por hidrodestilacién. Este AE tiene
actividad antiinflamatoria, antitumoral, bactericida, fungicida, antiviral e insecticida, ademas
hay estudios que demuestran su efectividad frente a Leishmania major o Trypanosoma brucei
(Mikus y cols.,, 2000; Gdémez-Rincon y cols., 2014). También actia inhibiendo Ia
acetilcolinesterasa del pardsito lo que le causa la incapacidad de permanecer en el hospedador
y facilita su eliminacién. Provoca una mortalidad del 100 % de las larvas a unas

concentraciones entre 7-10 pl/ml después de 48 h de incubacién (Gomez-rincén y cols., 2014).

En cuanto a los AE de M. piperita y Matricaria chamomilla tienen un efecto larvicida del
100 % a las concentraciones de 250 y 187,5 ug/ml a las 4 h (Romero, 2014). Algunos autores
citan aquellas plantas aromaticas cuyos AE tienen efectos similares entre las 4-48 h a una
concentracion de 125 pg/ml: Cuminum cyminum (comino), Cymbopogon citratus, Cymbopogon
martinii, Cymbopogon winterianus, Litsea cubeba, Pelargonium graveolens y Origanum vulgare
(orégano). Algunos de ellos también son ampliamente utilizados como condimentos (Tabla 4)

(Valero, 2006; Gonzalez, 2001; Giarratana, 2014; Romero, 2014; Gémez-Rincon, 2014).

4.1.3 Compuestos fendlicos

En 1990 estudiaron algunos de los compuestos fendlicos de Z. officinale como el [6]-
shogaol y el [6]-gingerol que tienen como mecanismo la destruccién del tracto digestivo y
trastornos de la cuticula de las larvas de Anisakis tipo |. El [6]-shogaol se encuentra en mayor
concentracién en los jengibres conservados ya que este aumenta con el almacenamiento.
Tiene una dosis minima efectiva 62,5 ug/mly una actividad hasta 20 veces mas potente que el
[6]-gingerol, ademas se ha demostrado que el [6]-shogaol es menos téxico para ratones y que

el [6]-gingerol es mutageno (Fig. 6) (Goto y cols., 1990).
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Tabla 4: Ensayos de aceites esenciales in vitro frente Anisakis tipo | (Valero, 2006; Gonzalez, 2001;

Giarratana, 2014; Romero, 2014; Gémez-Rincon, 2014).

Concentraciéon Mortalidad Tiempo
A (ng/ml) (%) (h)
C. cyminum 125 100,0 48
C. citratus 125 100,0 4
C.martinii 125 100,0 8
C. winterianus 125 100,0 48
L. cubeba 125 100,0 48
P. graveolens 125 100,0 48
0. vulgare 125 100,0 8
M. chamomilla 125 100,0 4
M. piperita 250 100,0 4
M. alternifolia 7-10 100,0 48
O OH 0]
R = R
HO HO
OCHj, OCH,3
[6]-gingerol = R=(CH,),CH; [6]-shogaol = R=(CH,),CH;
[10]-gingerol = R=(CH,)sCH3 [10]-shogaol > R=(CH,)sCH;

Figura 6: Estructuras de los compuestos fendlicos de extractos de Z. officinale, [6]-gingerol y [10]-
gingerol (izquierda) y [6]-shogaol con [10]-shogaol (derecha).
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Posteriormente en 2010 se hizo un estudio sobre estos compuesto y todos mostraron un
efecto larvicida, particularmente el [10]-gingerol y el [10]-shogaol, (200 uM) procando la
muerte al 80-100 % de las larvas en un periodo de 48-72 h (Lin y cols., 2010).

4.1.4 Terpenos
Los terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos) son metabolitos

gue se biosintetizan por la ruta del mevalonato.

Monoterpenos naturales como el geraniol, citronelol, citral, carvacrol, cuminaldehido y
eugenol fueron estudiados para ver su actividad larvicida in vitro. Se obtuvo un efecto maximo
del geraniol entre las 8-24 h con una dosis de 12,50 pg/ml y el citronelol fue 100 % letal a las 4
h a una dosis de 12,50 pg/ml pero no tuvo ningun efecto a ninguna de las otras dosis probadas

(6,25 y 3,12 pg/ml) (Hierro y cols., 2004).

El citral fue el que obtuvo mejores resultados a una dosis de 3,12 pg/ml ya que alcanza casi
el 100 % de la mortalidad de las larvas a las 48 h, el carvagol por otra parte es eficiente a las 4

h pero no tiene efecto a la dosis de 3,12 pug/ml (Hierro y cols., 2004).

Tabla 5: Actividad de los monoterpenos a diferentes concentraciones frente a Lz Anisakis tipo | (Hierro y

cols., 2004).

DOSIS (ug/ml) TIEMPO (h) MORTALIDAD (%) MONOTERPENOS ACTIVOS

1,50 24 100 Geraniol, citronelol, citral,
carvacrol, cuminaldehido.

6,25 24 >90 Citral y carvacrol

3,12 24 >90 Citral

El eugenol fue el Unico inactivo de este estudio y a la vez mostré una importante
actividad contra los radicales libres de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), este método se
utiliza para determinar la capacidad antioxidante. Los radicales libres podrian ser perjudiciales
para L; de A. simplex en cuyo caso que tenga gran actividad contra los radicales libres permite

la supervivencia de la larva (Hierro y cols., 2004).
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En cuanto a sus estructuras, el efecto del citral no es atribuible al carbonilo ya que el
otro aldehido el cuminaldehido tiene una actividad mucho menor. Por otra parte el geraniol y
el citronelol son estructuralmente muy parecidos pero tienen un comportamiento muy

diferente (Fig. 7) (Hierro y cols., 2004).

La actividad el carvacrol si es atribuible al grupo fendlico que se une con grupos amina

e hidroxilamina de las proteinas de la membrana y altera su permeabilidad (Fig. 8) (Hierro y

cols., 2004).
H O
CHjy H CHs CHj3
0 N OH
OH
HaC CH, HsC H HaC CHs, HaC CH,
Culminaldehido Citral Citronelol Geraniol s
A

Figura 7: A: Estructuras del cuminaldehido y el citral, (rojo: grupo carbonilo que tienen ambas

estructuras). B: Estructuras del citronelol y geraniol (rojo: las diferencias estructurales).

CHs,

OH

H;C CHj,

Carvacrol

Figura 8: Estructura del Carvacrol (en rojo el grupo fendlico).
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Las lesiones causadas por el citral en L; de A. simplex se extienden desde el eséfago
hasta el intestino con ruptura luminal y alteraciones cutdneas produciendo ondulaciones y el

carvacrol causé la lisis de células excretoras y alteraciones cutaneas en la larva (Fig. 9).

Figura 9: A: corte histolégico de una larva de Anisakis

(http://www.vacunasyviajes.es/vacunasyviajes/Anisakiasis Atlas.html#1), B y C: se aprecia el dafio

producido por dos monoterpenos en ensayos in vitro, B: citral, C: carvacrol (Hierro y cols., 2004).

Los resultados de los estudios in vitro de derivados monoterpénicos obtenidos de AE
(a-pineno, B-pineno, ocimeno, mirceno, acetato de geranilo y cineol) fueron positivos para el
a-pineno y el ocimeno ya que se obtuvo el 100 % letalidad a las 4 h a una dosis de 125 pg/ml al
igual que carvacrol, timol, citronelol y citral, mientras que el B-pineno y el mirceno fueron
inactivos y el cineol necesitd 48 h para tener el mismo efecto. El timol, citral y ocimeno
provocan dafio histolégico en la pared intestinal de las larvas y el a-pineno en los cordones

laterales (Navarro y cols., 2008).

Los ultimos estudios sobre sesquiterpenos han sido sobre el nerolidol, farnesol y
elemol. De ellos solo el nerolidol y el farnesol provocaron la muerte de nematodos,
alteraciones en la cuticula y ruptura de la pared intestinal de L; de Anisakis tipo I. Los tres
fueron activos a dosis de 125 pg/ml a las 4 h, a dosis de 62,5 y/ml el nerolidol tuvo el mismo
efecto que el elemol y finalmente con una concentracion de 31,2 pug/ml el mas efectivo fue el
nerolidol y el elemol no tuvo efecto (Romero, 2014). Los tres alteraron la cuticula, mientras
que el nerolidol también rompid la pared de la larva (Fig. 10). El nerolidol y farnesol tienen
mayor efecto que otros monoterpenos investigados como el carvagol, citral, citronelol,
eucaliptol, geraniol, mirceno, perillaldehido, a y B-pineno, ocimeno y aldehido cuminico

(Navarro-moll y cols., 2011).
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Figura 10: Dafio histoldgico in vitro del nerolidol, farnesol y elemol en las larvas L; de Anisakis simplex
tipo I. Las flechas de lineas continuas indican las alteraciones cuticulares y la discontinua la alteracion

intestinal. A: nerolidol, B: farnesol, C: elemol (Navarro-moll y cols., 2011).

4.1.5 Enzimas

Los ensayos también han sido realizados con enzimas que se encuentran en plantas con
propiedades antiinflamatorias ampliamente reconocidas como por ejemplo la papaina se
obtiene del fruto de la papaya que a una concentracién de 2,5 mg/ml tuvo efecto biocida de
90,9 % a las 24 h (Gédmez-Mateos y cols., 2010), mientras que la actividad de otras enzimas
como la bromelina enzima proteolitica del tallo o del fruto de Ananas comusus (pifia) fue

mucho menor 31,7 % (Valero y cols., 2015).
RESUMEN: Analisis de los trabajos sobre ensayos in vitro

Tras el estudio de los trabajos basados en ensayos in vitro con compuestos naturales
frente a la anisakidosis, se han elaborados graficos resumen donde se diferencian los
diferentes tiempos de accion de cada uno de ellos (Fig. 11 y Fig. 12). En dichas graficas se
puede apreciar que de todos los extractos los que mejor perfil tienen son; P. frutescens y Z.
officinale, de los AE; M. chamomilla, M. piperita y C. citratus. Dentro del grupo de los terpenos
(125 pg/ml) no destaca ninguno. A dosis mas bajas aunque tardan mas tiempo en ejercer su
efecto larvicida hay dos compuestos terpénicos con buen perfil el citral a 3,12 pug/ml y el

carvagol a 6,25 ug/ml.
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11h

Z. officinale

10
H A. sativum

M P. frutescens

B W. japonica

m C. martinii, O. vulgare

m C. citratus, M. chamomilla,
M. piperita

| Citral, Carvagol, a-Pineno,
Ocimeno, Timol

Nerolidol, Farnesol

Muerte del >90% de las larvas

Figura 11: Compuestos ensayados que actlan antes de las 12 h causando la muerte a mas del 90 % de
las larvas. Las concentraciones mas efectivas de los extractos fueron al 5 % (p/v) mientras que de los AE

y terpenos 125 ug/ml (excepto M. alternifolia 7-10 pg/ml).

50h m C. cyminum, C.
45 - winterianus, L. cubeba, P.
40 - graveolens, M. alternifolia
35 - | Citral (3,12 pg/ml)
30 -
25 -
20 1 Carvagol (6,25 ug/ml)
15 -
10 -

i M Papaina

Muerte de >90% de las larvas

Figura 12: Efecto larvicida a las 24 0 48 h, AE a 125 pg/ml, la enzima papaina a 2,5 mg/ml y dentro de los
terpenos el citral a 3,12 ug/ml y el carvagol a 6,25ug/ml.
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4.2. In vivo
Son muchos autores los que han llevado a cabo estudios in vivo de compuestos
naturales frente a la larva L; de Anisakis tipo | con el objetivo de demostrar la eficacia de

aquellos productos experimentados in vitro.

Para llevar a cabo los ensayos in vivo primeramente se comprueba la pureza de los
componentes mediante GC-MS (cromatdgrafo de gases, combinado con un espectrémetro de
masas). Solo se utilizan aquellos con una pureza de > 90 %, para poder tener unos resultados
fiables. También hay que tener en cuenta la dosis que se debe utilizar, estas se eligen en base a
estudios anteriores, por ejemplo; si son productos téxicos se elige la dosis letal 50 (DL50)
mientras que en los compuesto no téxicos se toma como referencia las dosis calculadas para

perillaldehido (Hierro y cols., 2006).

Para el estudio in vivo se utilizan 15 + 1 ratas Wistar hembra que pesen alrededor de
los 150 gramos, las cuales se infestan con 6 larvas de A. simplex tipo | mediante una sonda
nasogastrica (Navarro-Moll y cols., 2011; Navarro y cols., 2008), estas larvas se obtienen de
huéspedes como Micromesistius poutassou (bacaladilla). Se puede infestar de dos formas
diferentes; que se infeste la rata solo con la larva o que a la vez se le introduzca por la sonda la

larva y el compuesto que se estad ensayando (Hierro y cols., 2006).

Finalmente para poder observar el dafio histolégico en las larvas se utilizan los
colorantes tricrdmicos de Masson con los que se diferencian el nucleo en color lila 0 marrén, el

citoplasma y estructuras oxidadas en rojo y el colageno en azul.

Durante estos estudios in vivo se comprueba también la actividad de Ia
mieloperoxidasa (MPO) ya que los AE pueden irritar las mucosas. Ademas es interesante saber
si pueden provocar una reaccion inflamatoria en el tracto gastrointestinal (Hierro y cols.,

2006).

En estos ensayos se observan resultados positivos, como los conseguidos con el
nerolidol, también se han obtenidos resultados no esperados de compuestos que in vitro son
positivos pero in vivo no tienen perfiles tan buenos o viceversa y esto puede ser debido a la

presencia de pH de 2,5 gastrico (Valero y cols., 2015).
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4.2.1 Resultados positivos in vivo

Tres sesquiterpenos (nerolidol, farnesol y elemol) se ensayaron frente a un grupo control
que llevaba como vehiculo aceite de oliva. Cuando se observaron las lesiones de la pared
gastrica en las ratas un 86,6 % tuvo lesiones en grupo control, un 40 % con el elemol y un 20 %
las tratadas con farnesol y nerolidol. El nerolidol que es el componente principal del AE de
Strychnos spinosa tiene un efecto biocida contra T. brucei y contra amastigotes y

promastigostes de diferentes especies de Leishmania (Arruda y cols., 2005).

Se proponen dos mecanismos por los cuales pueden tener accién el nerolidol y el farnesol
frente las larvas de Anisakis Ls: inhibicidn de la biosintesis de compuestos de isopreno que son
indispensables para que las proteinas de células eucariotas puedan glicosilarse y por otra parte
el aumento de permeabilidad de la membrana, a pesar de esto, el nerolidol y el farnesol son

menos activos que otros probados in vivo como citral o citronelol (Navarro-Moll y cols., 2011).

En el estudio histoldégico de compuestos ensayados se observé que afecté en mayor o
menor medida al intestino del parasito produciendo rotura de la pared interna (citral y
citronelol), ensanchamiento de los lumenes intestinales (culminaldehido y carvacrol) y
alteracion de la cuticula del parasito con proyecciones en forma de espinas (carvacrol),

rugosidad o deformaciones (citral y citronelol) (Fig. 13) (Hierro y cols., 2006).

En el modelo de ensayo en el cual la infestacidn y el tratamiento se dan ambos a tiempo
cero se consiguieron recuperar el 85,90 % de las larvas muertas con el citral y ninguna de las
ratas sufrieron hemorragias, un 67,53 % con el citronelol y con respecto al control con aceite
de oliva todas las larvas se recuperaron vivas y el 92,86 % de las ratas sufrieron hemorragias.
En los otros modelos en los cuales se dio el tratamiento dos horas después de la infestacion,

las larvas consiguieron desarrollar su patogenicidad en las ratas y provocaron hemorragias.

La lipofilia de los monoterpenos provoca cambios estructurales en las membranas,
modifica su permeabilidad y a veces puede causar hinchazén (Hierro y cols., 2006), sin
embargo estas alteraciones no justifican el dafio producido contra el pardsito por lo que esto
podria indicar que es cierta la hipdtesis de que estos monoterpenos actuan dafando el sistema

nervioso del parasito (Kasuya y cols., 1990).
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Figura 13: Dafio producido por derivados monoterpénicos in vivo en A. simplex tipo | L3. A y B: citral,

C: citronelol, D: cuminaldehido, E: carvacrol, F: carvacrol (Hierro y cols., 2006).

El estudio de los componentes del AE de M. piperita (mentol, mentona y acetato de
mentona) mostraron mayor actividad que el albendazol, con la diferencia de que ninguna de
las ratas tratadas con M. piperita tuvo lesiones en el tracto gastrointestinal, mientras que con

el albendazol el 46,7 % presentaban lesiones en el estmago (Romero y cols., 2014).

4.2.2 Resultados no esperados in vivo

En 2008 dos de los monoterpenos que mostraron mayor actividad in vitro se ensayaron in
vivo, el a-pineno y el ocimeno. En ambos casos no se encontraron larvas fijas en la cavidad
gastrica o peritoneal a pesar de las lesiones, lo que indica que las larvas fueron liberadas
después de producir la lesidon (Navarro y cols., 2008). Los resultados del a-pineno no fueron los

esperados ya que tan solo el 40 % de las larvas no tenian movilidad a diferencia de los
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resultados in vitro 92 %. Por otra parte el ocimeno que mostré mayor actividad in vitro que el
a-pineno, in vivo tuvo peores resultados, 11 de las 15 ratas tratadas tenian lesiones gastricas y
ninguna larva habia quedado inmévil, ademas de que se observé migraciéon de un 10 % de las
larvas a la cavidad peritoneal (Navarro y cols., 2008). Es posible que la diferencia de actividad
se deba a que el medio en la cavidad gdstrica pueda influir en su capacidad de accién, la
estructura del a-pineno es ciclica y la del ocimeno esta abierta lo que tedricamente favorece la

reduccion de su doble enlace (Fig. 14) (Navarro y cols., 2008).

a-pineno Ocimeno

Figura 13: Estructuras de dos monoterpenos. lzquierda: a-pineno, derecha: el ocimeno.

El tratamiento del a-pineno y ocimeno inhiben de alguna manera la fijacion de A. simplex
tipo | pero en menor grado que el timol, geraniol, citral y citronelol (Navarro y cols., 2008), con
los cuales no se encontrd lesiones en los animales tratados y la tasa de mortalidad de las larvas

fue de un 92,8 % (Hierro y cols., 2004; Navarro-Moll y cols., 2011; Hierro y cols., 2006).

En el estudio in vivo de AE de M. chamomilla y M. piperita se obtuvieron buenos
resultados ya que tan solo 2,2 % de las ratas presentaba lesiones en la mucosa gastrica cuando
se trataban con AE de manzanilla y ninguna lesidon con AE de menta a diferencia del control

que presentaba lesiones en el 93,3 % (Romero y cols., 2012).

A continuacion se muestra una recopilacion de diferentes compuestos naturales

ensayados in vivo y las lesiones que han producido en las ratas (Tabla 6).
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Tabla 6: Compuestos naturales, las concentraciones utilizadas y el porcentaje de lesiones en ratas
infestadas con L; de Anisakis tipo | que presentaron lesiones (Hierro y cols., 2006; Valero y cols., 2006;

Hierro y cols., 2004; Navarro y cols., 2008).

Componentes Concentracion Lesion (%)
Perillaldehido 46,9 mg/ml 0
Geraniol 46,9 mg/ml 0
Citronelol 46,9 mg/ml 0
Citral 46,9 mg/ml 0
Carvacrol 9,5 mg/ml 28,6
Timol 17,3 g/ml 0
a- pineno 46,9 mg/ml 20,0
Ocimeno 46,9 mg/ml 73,3
4.2.3 Sinérgia

La sinérgia es una forma de interaccién que da como resultado efectos combinados o
aditivos con la administracién de dos o mas compuestos, los resultados que se obtienen son
mayores que aquellos que podrian haberse alcanzado si alguno de los compuestos se hubiera
administrado solo. En varios de los estudios revisados se hace referencia a que la actividad de
los compuestos naturales puede ser debida al efecto sinérgico de varios de los componentes.

En este apartado se resumen las citas que hay a cerca de ellos.

Los efectos de los compuestos de Z officinale: [6]-gingerol y [6]-shogaol durante su
estudio dieron lugar a una investigacion sobre su actividad sinérgica. 50 pg/ml de [6]-gingerol
no tuvo ningun efecto en la larva pero al afiadir 2,5 pug/ml de [6]-shogaol pararon los
movimientos espontaneos de todas ellas, la eficacia letal aumenté (Goto y cols., 1990).
Navarro también hacia alusidn a la necesidad de investigar in vivo la sinergia entre varios

monoterpenos como el a-pineno, el ocimeno y el cineol (Navarro y cols., 2008).

Otros estudios in vivo sobre M. chamomilla sugirieron que la actividad larvicida del AE de
manzanilla podia ser debida a la accion sinérgica de sus diferentes componentes (camazuleno
y o-bisabolol). El camazuleno fue ineficaz de forma aislada y el a-bisabolol tuvo mejores

resultados in vitro que el AE pero menos in vivo. Ya que en el AE se encuentra la mezcla de
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ambos, esto lleva a pensar que puede existir un efecto sinérgico (Romero y cols., 2012).

También en algunos estudios se descartan compuestos como agente principal biocida pero

que puede contribuir indirectamente o sinérgicamente a la accién larvicida como es el caso del

terpinen-4-ol que se encuentra en el AE del arbol del té (Gémez- Rincén y cols., 2014).

4.2.4 Futuras investigaciones sobre compuestos naturales

De acuerdo con los resultados obtenidos en los diferentes estudios sobre compuestos

naturales frente a la Ly de A. simplex tipo |, los autores aconsejan cudles son los mejores

candidatos para futuras investigaciones como agente biocidas. De tal manera se facilita la

busqueda de compuestos que sean Utiles y sirvan como tratamientos de esta parasitosis.

e Citral y carvagol (Hierro y cols., 2004)

e Derivados terpénicos; geraniol, citral, citronelol y timol (Hierro y cols., 2006;

Valeroy cols., 2006; Hierro y cols., 2004)

e Nerolidol y farnesol (Navarro-Moll y cols., 2011)

e AE de menta y sus componentes; metol, mentona y acetato de metilo (Romero y

cols., 2012)

e El perillaldehido (Valero y cols., 2015).
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo de revision bibliografica sobre tratamientos naturales frente a Ia

anisakidosis nos lleva a las siguientes conclusiones:

1. Los compuestos naturales ha mostrado ser una alternativa terapéutica a los actuales
tratamientos frente a la anisakidosis.

2. Hay diferencias importantes entre la actividad de los compuestos in vitro e in vivo
pudiendo ser debido a los cambios de pH en la cavidad gastrica.

3. De todos los compuestos ensayados in vivo el perillaldehido fue el que mejor resultado
tuvo teniendo en cuenta que no se encontraron lesiones en la mucosa de los animales
y que su capacidad larvicida fue del 91 %.

4. La sinergia entre compuestos naturales como los componentes de M. chamomilla, Z.
officinale y M. alternifolia pueden tener un papel importante en la actividad larvicida
frente a A. simplex tipo | lo cual abre campos nuevos de investigacién.

5. El AE de menta y sus componentes y derivados terpénicos como: geraniol, citral,
carvagol, citronelol, timol, nerolidol y farnesol, han tenido prometedores resultados en
sus estudios evitando la infeccién del animal y la aparicion de lesiones, a la vez que no
resultaban toxicos a las dosis utilizadas.

6. Los radicales libres podrian ser perjudiciales para la supervivencia de la larva L; por lo
que se pueden plantear nuevos estudios para comprobar esta hipédtesis.

7. Se pueden plantear estudios sobre la capacidad profilactica del citral ya que hay
ensayos en los que evita la patogenicidad de L; de A. simplex tipo | en modelos en los

que infestaciéon y tratamiento se dan a tiempo cero.
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