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RESUMEN

Introduccién: La Mentha spicata L. (MS) es una planta herbacea muy usada por la poblacion
para fines terapéuticos. Objetivo: Determinar la actividad antihelmintica in vitro del aceite
esencial (AE) de MS sobre Ascaris lumbricoides (AL) comparado con albendazol. Métodos: Se
realizd un estudio experimental, preclinico, analitico y prospectivo en Trujillo, Peru, utilizando
AE de MS. Se evaluaron huevos infectantes de AL mediante muestreo aleatorio simple, en
concentraciones de MS al 100% (MS100), 75% (MS75) y 50% (MS50), comparandose con
controles positivo (albendazol) y negativo (DMSO). Se analizé el efecto antihelmintico segun el
Egg Hatch Test alos 2, 5, 15 y 21 dias. Se usé Kruskal Wallis y post hoc de Dunn para comparar
porcentajes de inhibicion de eclosion. El nivel de significancia fue 5%. Resultados: Se observaron
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento para cada dia de evaluacion (p<0,001).
La prueba de post hoc mostré que MS100 y MS75 fueron superiores al control negativo solo a
partir del dia 5 (p<0,05), y MS50 a partir del dia 15 (p<0,05). Todos los grupos de tratamiento
fueron inferiores a albendazol en todos los dias evaluados (p<0,05). MS100 fue superior a MS75
en el dia 15 (p=0,048) y superior a MS50 en el dia 21 (p=0,021). Conclusidn: El AE de MS tiene
efecto antihelmintico sobre los huevos infectantes de AL, siendo su efecto evidente a partir del
dia 5 a concentraciones de 75% y 100%; y a partir del dia 15 en concentracion de 50%.

Palabras claves: Antihelminticos; aceites; Mentha spicata; Ascaris lumbricoides; albendazol
(DeCS Bireme).

ABSTRACT

Introduction: Mentha spicata L. (MS) is an herbaceous plant widely used by the population
for therapeutic purposes. Objective: To determine the in vitro anthelmintic activity of the
essential oil (EQ) of MS against Ascaris lumbricoides (AL) compared to albendazole. Methods: An
experimental, preclinical, analytical, and prospective study was conducted in Trujillo, Peru, using
MS EO. Infective AL eggs were evaluated through simple random sampling, in concentrations of
100% MS (MS100), 75% MS (MS75), and 50% MS (MS50), compared with positive (albendazole)
and negative (DMSO) controls. The anthelmintic effect was analyzed using the Egg Hatch Test at
2,5, 15, and 21 days. Kruskal Wallis and Dunn’s post hoc tests were used to compare percentages
of hatching inhibition. The significance level was set at 5%. Results: Significant differences were
observed between treatment groups for each evaluation day (p<0.001). The post hoc test showed
that MS100 and MS75 were superior to the negative control since day 5 (p<0.05), and MS50 since
day 15 (p<0.05). All treatment groups were inferior to albendazole on all evaluated days (p<0.05).
MS100 was superior to MS75 on day 15 (p=0.048) and superior to MS50 on day 21 (p=0.021).
Conclusion: The EO of MS has an anthelmintic effect on infective AL eggs, with its effect evident
from day 5 at concentrations of 75% and 100%; and from day 15 at a concentration of 50%.

Key words: Anthelmintics; oils; Mentha spicata; Ascaris lumbricoides; Aloendazole (Source:
MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La helmintiasis, especialmente la ascariasis, representa un
problema de salud publica a nivel global. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente
1 500 millones de personas (24% de la poblaciéon mundial)
estan infestadas por helmintos, siendo Ascaris lumbricoides
uno de los principales parasitos involucrados®¥. Esta
situacidn es especialmente preocupante en areas tropicales
y calurosas con malas condiciones sanitarias, donde la
prevalencia de parasitosis por Ascaris lumbricoides es
elevada®™. El Per( tendria una prevalencia de parasitosis
por helmintos de 28,6% en la poblacién escolar, con
un mayor porcentaje de enteroparasitosis en zonas
marginales®9,

El tratamiento adecuado para la ascariasis es fundamental
para reducir su impacto en la salud de las personas
afectadas. El albendazol, un farmaco perteneciente a la
familia de los benzimidazoles, es el medicamento principal
utilizado en el tratamiento de la ascariasis . Sin embargo,
existe un creciente interés en el potencial de las plantas
medicinales como alternativa terapéutica para tratar
ésta parasitosis, debido a su bajo costo, minimos efectos
adversos y aceptacién por parte de la poblacién ®® Karpacz.

Una planta de interés en este contexto es la Mentha spicata
L., conocida en la poblacion como “hierbabuena”, una
planta aromatica cuyas hojas se emplean ampliamente en
la preparacion de infusiones y remedios tradicionales 9. La
Mentha spicata L. ha demostrado varios efectos bioldgicos,
destacando su actividad antimicrobiana 1%V, En Per, el uso
de la Mentha spicata L. como tratamiento antiparasitario es
conocido y aceptado por la poblacidn, a pesar de la falta de
estudios cientificos que respalden su eficacia ©.

La relevancia de esta investigacion radica en la necesidad
de explorar tratamientos naturales, econdémicos y no
invasivos para la infestacién por parasitos, especialmente
en poblaciones con alta prevalencia de parasitosis vy
limitado acceso a medicamentos convencionales. Se
espera que los resultados proporcionen evidencia
sobre el potencial terapéutico de la Mentha spicata
L., favoreciendo su aceptacién e implementacion por
pacientes y profesionales de la salud, y sentando las
bases para futuras investigaciones en terapias basadas en
plantas medicinales™-3),

Por ende, el objetivo de esta investigacion es determinar
la actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial
de Mentha spicata L. “hierbabuena” sobre Ascaris
lumbricoides comparado con albendazol.

Cabrera Acevedo OM, et al.

METODOS

Disefio y area de estudio

Se realizd una investigacion experimental, pre clinica,
analitica y prospectiva. Se ejecutd en la ciudad de Truijillo,
ubicada en el norte del Perd, utilizando para ello aceite
comercial de Mentha spicata L. cultivada en la Amazonia
peruana.

Poblacién y muestra

La poblacion estuvo constituida por un basal de 29
huevos infectantes de Ascaris lumbricoides por cada
recuento en las ldminas portaobjetos de sus respectivos
crioviales. Se incluyeron huevos en etapa reproductora,
recién expulsados, sin eclosionar y sin contacto previo
con agentes antihelminticos. Se excluyeron huevos no
infectantes, decorticados o expuestos a antiparasitarios.
Se utilizd un muestreo probabilistico aleatorio simple,
para ello se enumeraron los huevos y se asignaron
aleatoriamente a cada grupo hasta saturar cada muestra.

Variables e instrumentos

La variable independiente fue el agente antihelmintico
con Mentha spicata L. en diferentes concentraciones:
100%, 75%, 50%. Para ello se compard con el grupo
control positivo con albendazol y control negativo con
dimetilsulféxido (DMSQ). La variable dependiente fue
el efecto antihelmintico segun el Egg Hatch Test (EHT),
método por el cual se calculaba el porcentaje de inhibicion
de eclosion de los huevos de Ascaris lumbricoides en
diferentes estadios de desarrollo (a los 2, 5, 15y 21 dias)
de acuerdo al tratamiento dado. Se considerd un efecto
antihelmintico positivo si el porcentaje de inhibicidn
era de 50% o superior®, el cual fue el caso de todos
los tratamientos. La medida de efecto consistidé en la
comparacién de las medianas de los porcentajes de
inhibicién de las repeticiones de cada grupo. Se utilizd
la concentracion de 100% ya que es la encontrada en la
forma comercial del aceite esencial de Mentha spicata L,
mientras que las concentraciones de 75% y 50% fueron
planteadas para determinar un efecto dosis dependiente.

Procedimientos

Obtencidn del aceite esencial de Mentha spicata L

Se adquirid el aceite esencial de Mentha spicata L. de la
empresa proveedora de aceites esenciales Nua. Segun la
ficha técnica del producto, el aceite esencial fue extraido
de las partes aéreas de la planta cultivada en la Amazonia
peruana, mediante destilacién completa por arrastre de
vapor; la fecha de produccién fue mayo del 2020 y de
vencimiento en mayo del 2024, el aceite esencial tuvo una
apariencia liquida limpida mavil y de color amarillo claro,
con densidad de 0,920-0,937, con punto de inflamacién
de 63 °C, insoluble en agua y con una composicion,
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medida mediante cromatografia de gases, consistente
en monoterpenos (limoneno 22,14%), monoterpenoles
(mentol 0,71%), monoterpenonas (carvona 63,21%, (Z)-
dihidrocarvona + (E)-dihidrocarvona 1,98%) y o&xidos
(1B-olneol 1,40%).

Preparacion de los grupos de tratamiento

Para llevar a cabo las concentraciones de Mentha spicata
L. al 100%, no fue necesario diluir la muestra, utilizandose
directamente en su forma pura a partir del aceite esencial
obtenido. Para obtener una concentracién al 75%, se
mezclaron 3 ml del aceite esencial con 1 ml de DMSO.
Para lograr una concentracion al 50%, se mezclaron 2 ml
de aceite esencial con 2 ml de DMSO. El grupo control
positivo consistio en albendazol en suspension a una
concentracion de 400 mg/10 mL y el grupo control
negativo consistio en DMSO.

Obtencion de huevos de Ascaris Ilumbricoides vy
determinacion de actividad antihelmintica

Se llevd a cabo la diseccién de dos nematodos hembra
adultos de Ascaris lumbricoides utilizando un bisturi
ndmero 15. La diseccidon se realizd en una placa Petri
que contenia solucion salina con un pH de 7,2. Tras la
diseccidn, se filtraron los huevos mediante el uso de una
gasa de 10 cm? colocada sobre un vaso de precipitados,
lo que permitid separar los huevos de las estructuras
uterinas del nematodo.

A continuacion, los huevos fueron lavados mediante
centrifugacién a una velocidad de 2 000 revoluciones por
minuto durante dos minutos, con el objetivo de eliminar
impurezas. Una vez obtenida una suspensién libre de
impurezas, se examind al microscopio para determinar la
cantidad de huevos presentes en cada campo visual. Se
encontraron 43 huevos viables, lo cual llevo a la utilizacion
de NaCl para diluir ain mas la suspension hasta formar
un menisco en el tubo. Se volvié a centrifugar el tubo 2
minutos. Se lavo los huevos en centrifuga, se descartd
sobrenadante y se volvid a suspender en agua.

Tras la dilucién, se observaron 29 huevos en total por
campo visual, lo que se consideré como el 100% de la
muestra. Este proceso permitié obtener una muestra
adecuada de huevos de Ascaris lumbricoides para su
posterior analisis y estudio.

Se distribuyeron 500 pL de la suspension de huevos en 40
crioviales, afiadiendo la misma cantidad de aceite esencial
en concentraciones del 100%, 75% y 50%. La primera
columna de crioviales contenia una concentracién al 100%,
la segunda columna al 75%, y la tercera al 50%. La cuarta
columna consistié en controles positivos, con crioviales
gue contenfan 500 uL de suspensién de huevos mas 500
pL-de albendazol, y la quinta columna representd un
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control negativo, en el cual los crioviales con la suspension
de huevos recibieron DMSO. Los huevos se incubaron a 27
°C durante 48 horas en los diferentes crioviales, usando
una estufa de marca Memmert. Posteriormente, la rejilla
con los crioviales se mantuvo a temperatura ambiente. Se
realizaron 8 repeticiones para cada grupo, un total de 40
observaciones de los huevos a microscopio a 4x y 40x a los
2,5,15y 21 dias.

Analisis estadistico

Se procesaron los datos en Microsoft Excel 2019 y se utilizd
SPSS version 26 para Windows. Se halld la distribucion de los
datos con la prueba de Shapiro Wilk. Se aplicaron pruebas
no paramétricas de Kruskal Wallis para detectar diferencias
significativas del desenlace de acuerdo a grupos tratamiento
y controles, esta comparacion se repitid por cada dia de
observacién. Ademads, se realizaron diagramas de cajas vy
bigotes para representar los porcentajes de inhibicién para
el dia 21. El nivel de significancia se establecid en p<0,051).

Aspectos éticos

La investigacion siguid las pautas de la declaraciéon de
Helsinki y el Codigo de Etica y Deontologia del Colegio
Médico del Peru, priorizando la ética sobre los intereses
cientificos y considerando el bien comun en la aplicacion
del agente medicamentoso sobre la muestra.

RESULTADOS

En la Tabla 1, se observan la media del porcentaje de
inhibicién con los diferentes grupos de tratamiento, donde
Mentha spicata L. al 100% obtuvo 83,45%. En la Tabla 2,
se observa la mediana de los porcentajes de inhibicién, a
los 21 dias con Mentha spicata L. al 100% fue 82,55%; al
75% fue 63,30%; y finalmente, al 50% fue 57,10%.

Enla Tabla 3, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la Mentha spicata L. en sus tres
concentraciones comparadas cada una con el grupo de
albendazol a 400 mg/10 mL en el dia 2, 5, 15 y 21. Por
otro lado, solo hubo diferencias significativas frente al
grupo control negativo con DMSO a partir del dia 5 para
las concentraciones de aceite esencial de Mentha spicata
L. al 100% y 75%; mientras que a partir del dia 15 para
la concentracién de 50%. Solo hubo diferencia entre los
grupos de tratamiento de aceite esencial de Mentha
spicata L. al 100% y 75% en el dia 15 (p=0,048); y al 100%
y 50% al dia 21 (p=0,021).

En la Figura 1, a través de un diagrama de cajas y bigotes,
se representa la actividad antihelmintica in vitro del
aceite esencial de Mentha spicata L., alcanzada el dia
21 en sus tres concentraciones, siendo la mayor a una
concentracion de 100%.
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Por Ultimo, la Figura 2A, imagen captada a los 21 dias, a
40x, hay una notable diferencia al momento de producir
inhibicion de la viabilidad de los cigotos con albendazol,
dejando detritos y microparticulas de la destruccién de
los huevos de Ascaris lumbricoides. En cambio, en la
Figura 2B, imagen captada a los 21 dias, a 40x, se observa
la superficie intacta del pardsito, sin capacidad de mitosis
ni evolucion a larva.

Tabla 1. Actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial de Mentha
spicata L. a concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre la eclosion de
huevos de Ascaris lumbricoides a los 2, 5, 15y 21 dias.

Media * desviacion estandar de los porcentajes de

inhibicion (%)

Grupos 2 dias 5 dias 15 dias 21 dias
Mentha

spicata al 1,36+1,88 12,6049,06  65,61+16,51  83,45t6,46
100%

Mentha

spicata al 1,81+1,94 9,81+11,44 44,96%9,13  70,07+14,55
75%

Mentha

spicata al 0,00+0,00 1,9242,8 53,23+12,48  59,33+7,00
50%

Albendazol 100,0+0,0 100,040,1 100,040,0 100,040,0
DMSO 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00

DMSO: Dimetilsulfoxido. Albendazol: Suspension de albendazol a 400 mg/10 mL.
Mentha spicata: Aceite esencial de Mentha spicata L.

Tabla 2. Actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial de Mentha
spicata a concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre la eclosion de hue-
vos de Ascaris lumbricoides a los 2, 5, 15 y 21 dias.

Mediana (rango intercuartilico) de los porcentajes de
inhibicion (%)

Grupos 2 dias 5 dias 15 dias 21 dias
Mentha
i 65,1 (54,15- 82,55 (80,9-
spicata al 0(0-3,6) 13 (5-20,5)
76,25) 90,2)
100%
Mentha
i 42,2 (38,75- 63,3 (58,55-
spicata al 1,75 (0-3,6) 6 (0-19,02)
52,25) 85,7)
75%
Mentha
) 51,05 (44,4- 57,1 (55-
spicata al 0(0-0) 0(0-4)
61,25) 64,55)
50%
100 (100- 100 (100- 100 (100- 100 (100-
Albendazol
100) 100) 100) 100)
DMSO 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Valor de p
(prueba de p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Kruskal-Wallis)

DMSO: Dimetilsulfoxido. Albendazol: Suspension de albendazol a 400 mg/10 mL.
Mentha spicata: Aceite esencial de Mentha spicata L.
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Tabla 3. Comparacion de la actividad antihelmintica entre los grupos
de tratamientos y controles con sobre la eclosion de huevos de Ascaris
lumbricoides alos 2,5, 15y 21 dias.

Comparacion Dia 2 Dia 5 Dial5 Dia21
Mentha spicata al 100% vs 75% 0,366 0,338 0,048 0,147
Mentha spicata al 100% vs 50% 0,152 0,063 0,193 0,021
Mentha spicata al 100% vs Albendazol 0,001 0,009 0,029 0,044
Mentha spicata al 100% vs DMSO 0,152 0,012 <0,001 <0,001
Mentha spicata al 75% vs 50% 0,086 0,133 0,211 0,163
Mentha spicata al 75% vs Albendazol 0,004 0,003  <0,001 0,003
Mentha spicata al 75% vs DMSO 0,086 0,034 0,028 0,003
Mentha spicata al 50% vs Albendazol <0,001 <0,001 0,003 <0,001
Mentha spicata al 50% vs DMSO 0,500 0,237 0,003 0,042
Albendazol vs DMSO <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

DMSO: Dimetilsulféxido. Albendazol: Suspension de albendazol a 400 mg/10 mL.
Mentha spicata: Aceite esencial de Mentha spicata L.

Figura 1. Actividad antihelmintica in vitro del aceite esencial de Mentha
spicata L. a concentraciones de 50%, 75% y 100% sobre la eclosion de
huevos de Ascaris lumbricoides a los 21 dias.

80

Dia 21

40

MS 100% MS 75% MS 50% Albendazol DMSO

DMSO: Dimetilsulféxido. Albendazol: Suspension de albendazol a 400 mg/10 mL.
Mentha spicata: Aceite esencial de Mentha spicata L.
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Figura 2. Efectos del aceite de Mentha spicata L. (2A) comparado con
albendazol (2B) sobre los cigotos de Ascaris lumbricoides. Captada por
cellSens Standard Software, Laboratorio Universidad César Vallejo.

DISCUSION

En el presente estudio, se encontrd que Mentha spicata L.
tiene un efecto inhibidor importante sobre los huevos de
Ascaris lumbricoides. Este hallazgo es consistente con los
resultados de otros estudios que evaluaron la actividad
antihelmintica de aceites esenciales de diferentes
especies de Mentha. Sebai E. et al.(2020) ' y Sebai E.
et al. (2021) " investigaron el efecto antihelmintico del
extracto hidroetandlico y el aceite esencial de Mentha
pulegium, respectivamente, sobre Haemonchus contortus,
demostrando efectos antihelminticos significativos tanto
in vitro como in vivo en ambos casos. Maggiore M. (2012)
118 estudio los efectos in vitro de los aceites esenciales de
Mentha piperita y Mentha pulegium contra Echinococcus
granulosus, encontrando que ambos aceites tenian
efectos protoscolicidas, siendo M. pulegium mas efectivo
que M. piperita.

En comparacién con otros aceites esenciales evaluados
en estudios similares, Filip Strbac (2022) @ investigd
el potencial in vitro de 11 aceites esenciales y una
combinacion binaria de compuestos aislados de aceites
esenciales en el tratamiento de infecciones causadas
por nematodos gastrointestinales en ovejas. Los aceites
esenciales de Origanum vulgare, Foeniculum vulgare,
Satureja montana, Satureja hortensis y dos tipos de
Thymus vulgaris demostraron ser los mas efectivos en el
ensayo de eclosién de huevos in vitro. Braga M. (2021)
29 evalud la eficacia antihelmintica in vitro de los aceites
esenciales de varias plantas, incluida Mentha arvensis,
contra el Acantocefdlico Neoechinorhynchus buttnerae,
observando que todos los aceites esenciales estudiados
mostraron una eficacia antihelmintica del 100% in vitro
en 24 horas. Estos estudios sugieren que los aceites
esenciales de varias plantas, incluidas las especies de
Mentha, pueden desempefiar un papel prometedor en
el tratamiento de infecciones causadas por helmintos.

Rev Peru Med Integrativa. 2023;8(1):14-20.

Sin embargo, se requieren mas investigaciones vy
pruebas in vivo para confirmar y comparar la eficacia
de estos compuestos en relaciéon con los tratamientos
antihelminticos convencionales.

En nuestro estudio, el albendazol mostré un efecto
antihelmintico superior al de la Mentha spicata L. en el
tratamiento in vitro de Ascaris lumbricoides. Este hallazgo
es consistente con los resultados obtenidos en el estudio
de Zeb A. (2017) ®, donde las fracciones de saponinas
y cloroformo de Isodon rugosus también mostraron
actividad antihelmintica comparable al albendazol,
aunque este Ultimo mostré mejores indicadores de dicha
actividad. Este hallazgo no es sorprendente, ya que el
albendazol es un medicamento ampliamente utilizado
y eficaz en el tratamiento de diversas enfermedades
parasitarias, como la ascariasis o hidatidosis ©?. Sin
embargo, es importante mencionar que, aunque el
albendazol es altamente efectivo, su disponibilidad vy
acceso pueden ser limitados en ciertas areas, como las
zonas rurales o dreas endémicas donde el suministro del
medicamento no siempre es suficiente. Por lo tanto, el
uso de tratamientos alternativos como la Mentha spicata
L. podria ser una opcidén viable para combatir infecciones
por helmintos en aquellos lugares donde el albendazol
no es facilmente accesible. En este contexto, el estudio
de tratamientos alternativos como la Mentha spicata L.
adquiere relevancia, ya que podria ofrecer una opcion de
tratamiento adicional en la lucha contra las enfermedades
parasitarias. El albendazol inhibe significativamente la
viabilidad de los cigotos y destruye los huevos de Ascaris
lumbricoides, mientras que la Mentha spicata L. no dafia la
superficie del parasito, pero impide su mitosis y desarrollo
larvario. Por lo tanto, el albendazol es un helminticida y la
Mentha spicata L. un helmintostatico.

El presente estudio presenta algunas limitaciones. Primero,
el estudio se realizé Unicamente in vitro, o que implica que
los resultados podrian variar en un entorno in vivo, ya que
no se tienen en cuenta factores fisiolégicos y de interaccion
con otros componentes del organismo. En consecuencia, se
recomienda la realizacion de estudios in vivo para confirmar
y ampliar los hallazgos. En segundo lugar, la investigacion
se centrdo solamente en Ascaris lumbricoides, lo que
limita la extrapolacién de los resultados a otros parasitos
helmintos. Seria util investigar el efecto de Mentha spicata
L. en una variedad mas amplia de parasitos para evaluar
su potencial como tratamiento antihelmintico general. Por
ultimo, aunque se evaluaron diferentes concentraciones de
Mentha spicata L., no se exploraron posibles interacciones
sinérgicas con otros agentes antihelminticos, lo que podria
mejorar la eficacia del tratamiento. Estudios futuros
podrian investigar combinaciones de Mentha spicata L. con
otros compuestos naturales o farmacos antiparasitarios
para optimizar su potencial terapéutico.
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Sin embargo, también se presentan varias fortalezas. En
primer lugar, se aplicé un disefio experimental riguroso
y una metodologia estandarizada, incluyendo el uso del
EHT, lo que permitid obtener resultados confiables y
reproducibles. Ademas, se realizaron multiples réplicas
y se evaluaron diferentes concentraciones de Mentha
spicata L., lo que permitié una comparacion adecuada
con el farmaco antihelmintico de referencia, albendazol, y
una evaluacion precisa de la efectividad de la hierbabuena
en funcién de la dosis. Otra fortaleza del estudio es la
utilizacion de un muestreo probabilistico aleatorio simple,
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