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RESUMO

Justino CHS. AVALIAQAO DO PARASITISMO POR LARVAS DE
NEMATOIDES COM POTENCIAL ZOONOTICO EM CACHARAS
(Pseudoplatystoma fasciatum, LINNAEUS, 1766) E TESTES DA ACAO
LARVICIDA DA CITRONELA (Cymbopogon sp., SPRENG, 1815) SOB A
APRESENTACAO DE OLEO ESSENCIAL E IN NATURA. Cuiaba, 2007.

[Tese de Mestrado — Faculdade de Ciéncias Médicas da UFMT]

Os peixes sao excelentes hospedeiros intermediarios e paraténicos de
parasitos, 0s quais sao transmitidos principalmente para aves piscivoras,
gue atuam como hospedeiros definitivos, resultando em relagdes ecoldgicas
eficientes para a manutencao de ciclos biolégicos (VICENTE e PINTO, 1999;
VICENTE et al., 1995). A participacdo do homem como hospedeiro acidental
de algumas espécies de parasitos de peixes, cada vez mais tem chamado a
atencdo de pesquisadores e autoridades sanitarias no mundo inteiro, por
determinarem problemas de saude publica, em infeccbes decorrentes do
consumo de carne de peixe crua ou mal cozida. Visando conhecer a atual
situacdo do parasitismo por larvas com potencial zoon6tico em peixes
provenientes do rio Cuiaba e avaliar a resisténcia destas larvas a fitoterapia
por citronela, foram definidos os seguintes objetivos: Analisar o parasitismo
por larvas de nematéides com potencial zoonético, em cacharas
provenientes do rio Cuiaba, com célculo de prevaléncia, intensidade de
infeccéo, fator de condicao e correlagédo entre o parasitismo e 0s parametros
biométricos dos peixes parasitados; avaliar a resisténcia de larvas de
nematoides com potencial zoonético ao 6leo essencial de citronela in vitro e
testar de eficacia da citronela in natura, sobre o parasitismo por larvas de
Contracaecum sp. em coelhos infectados experimentalmente. Foram
utilizados cento e quarenta e nove espécimes de cacharas capturados do rio
Cuiaba, no periodo de outubro de 2004 a abril de 2006, para analisar o
parasitismo por larvas de nematoides, encontrando-se prevaléncia de 100%
por larvas de Contracaecum sp. e Eustrongylides sp. A



analise foi feita por registro da prevaléncia e localizacdo das larvas.
Posteriormente, o 6leo essencial de citronela (Cymbopogon sp.) foi utilizado
in vitro para avaliar sua acao sobre larvas (L3) de Contracaecum sp. Os
parametros observados foram motilidade e integridade morfolégica das
larvas apés contato com o produto. A avaliacdo da acao larvicida da planta
in natura foi feita através da inoculacdo de larvas (L3) de Contracaecum sp.
em coelhos machos, adultos. Foram utilizados 24 coelhos divididos em 6
grupos. Com intervalos regulares de 24 horas ap6s o inicio do fornecimento
da planta, foi necropsiado um animal de cada grupo para analise de
possiveis alteracbes macroscépicas e microscépicas. Todos ao animais
foram submetidos a avaliacao fisica, somente os animais do Grupo Controle
Geral e Controle Citronela foram submetidos também a avaliacdo
hematoldgica. Cinco cacharas (3,35 %) apresentaram parasitismo por larvas
de Contracaecum sp. na musculatura esquelética e cento e quarenta e sete
(98,65%) no mesentério. Cinglienta cacharas (33,55 %) apresentaram larvas
de Eustrongylides sp. na musculatura esquelética e cento e dezessete
(78,52 %) no mesentério. Foi observada uma intensidade média de infec¢éo
de 15,42 larvas/peixe para Contracaecum sp. e de 6,37 larvas/peixe para
Eustrongylides sp. O dleo essencial de citronela demonstrou-se bastante
eficaz, em teste in vitro, causando morte de todas as larvas em no maximo
duas horas. Os danos causados as larvas, foram avaliados
microscopicamente em cortes histologicos, encontrando-se ruptura cuticular
e lise da parede intestinal das larvas. A planta in natura ndo revelou acao
larvicida sobre L; de Contracaecum sp. em coelhos infectados
experimentalmente. A Citronela in vitro apresentou acao larvicida contra
larvas de Contracaecum sp., porém é necessaria a realizacdo de novos
testes, utilizando seus diferentes componentes, a fim de isolar o principio
ativo e outros estudos devem ser realizados, para investigacdo das variaveis

gue possam interferir na agéo larvicida da planta in natura.

Palavras chave: Cymbopogon.; Contracaecum, Eustrongylides, Citronela,

Anisakidae.



ABSTRACT

Justino CHS. EVALUATION OF PARASITISM BY NEMATODE LARVAE
WITH ZOONOTIC POTENTIAL IN CACHARAS (Pseudoplatystoma
fasciatum, LINNAEUS, 1766) AND TESTS OF THE LARVICIDE ACTION
OF THE CITRONELLA (Cymbopogon sp., SPRENG, 1815) UNDER THE
PRESENTATION OF THE ESSENTIAL OIL AND IN NATURA. Cuiaba,
2007. [Master Dissertation — Department of Medical Sciences of the UFMT]

Fish are excellent intermediary and paratenic hosts of parasites, which are
transmitted mainly to the piscivore birds that act as definite hosts, resulting in
efficient and ecological relations for the maintenance of the biological cycles
(VICENTE and PINTO, 1999; VICENTE et al., 1995). Man’s participation as
an accidental host of some species of fish parasites, more and more has
called the attention of researchers and sanitary authorities worldwide,
because they bring public health problem in infection resulting from the
consumption of raw or undercooked fish meat. Aiming at knowing the current
situation of parasitism by larvae with zoonotic potential in fish found in the
Cuiabad River and evaluating the resistance of these larvae to the
phytotherapy by citronella, the following goals were defined: To analyze the
parasitism nematode larvae with zoonotic potential in cacharas found in the
Cuiaba River, with calculus of prevalence, severity of infection, condition and
correlation factors between parasitism and the biometric parameters of the
infected fish; to evaluate the resistance of the nematode larvae with zoonotic
potential to the citronella essential oil in vitro and to test the efficiency of the
citronella in natura, on the parasitism by Contracaecum sp. larvae in
experimentally infected rabbits. A hundred and forty-nine specimens of
cacharas captured in the Cuiaba River from October 2004 to April 2006 were
used to analyze the parasitism by nematode larvae finding a 100%
prevalence by Contracaecum sp. and Eustrongylides sp. The analysis was

done through the registration of the prevalence and localization



of the larvae. Later, the Citronella essential oil (Cymbopogon sp.) was used
in vitro to evaluate its action on the larvae (Lz) de Contracaecum sp. The
parameters observed were motility and morphological integrity of the larvae
after having contact with the product. The evaluation of the larvicide action of
the plant in natura was done through the inoculation of larvae (L3) de
Contracaecum sp. in adult male rabbits. Twenty-four rabbits divided into 6
groups were used. With regular intervals of 24 hours after the beginning of
the ministration of the plant, one animal from each group went through a
necropsy for analysis of possible macroscopic and microscopic alterations.
All the animals were submitted to a physical evaluation, only the animals of
the General Control Group and the Citronella Control were also submitted to
a hematological evaluation. Five cacharas (3,35 %) presented parasitism by
Contracaecum sp. larvae in the skeletal muscles and a hundred and forty-
seven (98,65%) in the mesentery. Fifty cacharas (33,55 %) presented larvae
of Eustrongylides sp. in the skeletal muscles and a hundred and seventeen
(78,52 %) in the mesentery. A medium intensity of infection of 15,42
larvaelfish for Contracaecum sp. and of 6,37 larvae/fish for Eustrongylides
sp. was observed. The Citronella essential oil showed to be very efficient, in
test in vitro, killing all the larvae in maximum 2 hours. The damages caused
to the larvae, were evaluated by microscope in histological cuts, finding
cuticular rupture and lysis of the intestinal walls of the larvae. The plant in
natura didn’t show larvicide action over L; de Contracaecum sp. in
experimentally infected rabbits. The Citronella in vitro presented larvicide
action against the larvae Contracaecum sp., however, new tests are
necessary, using its different components, to isolate the active principle and
other studies must be done to investigate the variables that can interfere in

the larvicide action of the plant in natura.

Key words: Cymbopogon.; Contracaecum, Eustrongylides, Citronella,

Anisakidae.
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1 INTRODUCAO

Os peixes sao excelentes hospedeiros intermediarios e paraténicos
de parasitos, os quais sao transmitidos principalmente para aves piscivoras,
gue atuam como hospedeiros definitivos, resultando em relagdes ecoldgicas
eficientes para a manutencdo de ciclos biolégicos (VICENTE et al., 1995;
VICENTE e PINTO, 1999). A participacdo do homem como hospedeiro
acidental de algumas espécies de parasitos de peixes, cada vez mais tem
chamado a atencdo de pesquisadores e autoridades sanitarias no mundo
inteiro, por determinarem problemas de saulde publica, em infeccbes
decorrentes do consumo de carne de peixe crua ou mal cozida. Até o
presente momento, relatos destas parasitoses em humanos no Brasil, sdo
citados para fagicolose, difilobotriose e clonorquiose (LEITE et al., 1989;
CHIEFFI et al., 1990; CHIEFFI et al., 1992; DIAS et al., 1992; SANTOS e
FARO, 2005; EDUARDO et al., 2005a; EDUARDO et al., 2005b; EMMEL et
al., 2006). Acredita-se que isso se deva a falta de diagndstico adequado e
ndo a inexisténcia destas doencas no pais, resultando em dificuldades no
registro de casos clinicos. Para estas parasitoses, as medidas de prevencao
sdo a inspecdo sanitaria e o uso de técnicas seguras de conservacao por
congelamento do pescado. Destaca-se também a importancia da orientacéo
do publico consumidor, evitando-se a ingestdo de pescados oriundos de
areas de risco.

A Anisaquiose € considerada a mais preocupante dentre as
parasitoses transmitidas por pescados, com inimeros casos descritos para o
continente europeu, sendo decorrente do parasitismo por larvas de Anisakis
sp., apoés a ingestao de carne de peixe cru, mal passado ou defumado a frio.
Os sintomas apresentados podem variar bastante, embora em sua maioria
resultem em dores gastricas, seguidas ou ndo de vomitos, podendo evoluir
para uma sindrome abdominal aguda, caracterizada por dores abdominais,
com tensdo anormal da musculatura e manifestagcbes semelhantes a um
quadro clinico de apendicite. A penetracdo das larvas na mucosa do trato
gastrointestinal, pode levar a formacdo de abscessos ou granulomas



eosinofilicos, além de ulceracdes gastroentéricas, colite eosinofilica,
perfuracbes, obstrucdes e reacdes alérgicas (DOl et al., 1989; SAO
CLEMENTE et al., 1995; AUDICANA et al., 1997; CUENDE et al. 1998;
LOPEZ-SERRANO et al. 2000). A ocorréncia de alteragdes de
hipersensibilidade, com urticarias e mesmo anafilaxia, tem sido relatada
mesmo em pacientes com histérico de consumo de pratos a base de
pescados submetidos a coccédo, revelando uma manutencdo de potencial
alérgeno em “particulas parasitarias” existentes no pescado consumido.
(OKOMURA et al., 1999; LOPEZ-SERRANO et al., 2000)

Para o Estado de Mato Grosso sao relatadas prevaléncias altas do
parasitismo por larvas de Contracaecum sp. e Eustrongylides sp., em peixes
dulcicolas como traira (Hoplias malabaricus), piraputanga (Brycon
microlepis), piranha (Serrassalmus sp.), cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum) e barbado (Pinirampus pirinampu) (BARROS et al, 2004a). Ainda
ndo ha relatos da infeccdo de seres humanos por larvas de Contracaecum
sp., porém atraves de infec¢gBes experimentais em mamiferos, revela-se uma
grande possibilidade da mesma ocorrer (VIDAL-MARTINEZ et al., 1994,
BARROS et al., 2004b). J& a infec¢cdo humana por larvas de Eustrongylides
sp. foi inicialmente descrita por GUERIN et al. (1982).

Considerando o crescente aumento na industria do pescado, no
Estado de Mato Grosso, associado a pouca informacdo sobre métodos
eficazes de tratamento para estas parasitoses, tornam-se importantes
estudos sobre a resisténcia de larvas de nematoides encontradas em peixes

as substancias que possam ser aplicaveis ao controle.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Parasitos de peixes do Brasil com potencial zoondtico

Diversas enfermidades podem ser transmitidas através da ingestéo de
carne de pescado e considerando a reducéo dos estoques naturais, devido a
pesca predatéria, as populacbes humanas tornam-se cada vez mais
dependentes da atividade de producdo em cativeiro. Nessas pisciculturas,
devido a restricdo de espaco fisico e a ndo ocorréncia de predadores
naturais, espera-se um aumento da possibilidade da ocorréncia de
enfermidades (THATCHER e NETO, 1994; OKOMURA et al., 1999; WOLFF
et al., 1999).

O peixe é um excelente mantenedor do ciclo biolégico de uma série
de parasitos, onde atua como hospedeiro intermediario ou paraténico, sendo
geralmente predado por aves piscivoras, que atuam como hospedeiros
definitivos naturais (VICENTE et al., 1995; VICENTE e PINTO, 1999).

A carne de pescado € bastante consumida por seres humanos, devido
a facilidade de obtencdo e mais recentemente, devido as suas
caracteristicas nutricionais. Na manutencdo de focos de zoonoses
parasitérias, os fatores socioculturais sdo fundamentais, uma vez que o
habito de consumir a carne de pescado crua, mal cozida ou defumados a frio
em pratos como sushi e o sashimi (pratos orientais), o ceviche (hispano-
americanos) e o green herring (holandés), sdo determinantes para a
transmisséo destas parasitoses ao homem (SAO CLEMENTE et al., 1996;
OKUMURA, et al., 1999; JUGLARD et al.; 1998). Atualmente, o habito de
ingerir alimentos mais saudéveis, esta relacionado ao ndo cozimento
adequado da carne de pescado, em funcdo de se preservar melhor os
nutrientes. Este habito também favorece a transmissdo de zoonoses
parasitarias (OKUMURA, et al., 1999; WOLFF et al., 1999).

Muitas vezes, o0 peixe € utilizado na alimentacdo humana, sem que
seja submetido a nenhum tipo de exame por inspecdo sanitaria, favorecendo
0 risco de transmissao de patégenos que possam vir a infecta-lo. Desse
modo o homem pode assumir o papel de hospedeiro dessas parasitoses.



Torna-se oportuno entéo, do ponto de vista sanitario e de saude publica, o
estudo mais aprofundado destas zoonoses parasitarias, como por exemplo a
eustrongilidiose, a anisaquiose, a difilobotriose e a fagicolose, que dentre
outras, podem resultar em manifestacdes clinicas relevantes, podendo
mesmo culminar com a morte (LEITE et al., 1989; CHIEFFI et al., 1990;
CHIEFFI et al. 1992; DIAS et al.,, 1992; THATCHER e NETO, 1994;
EDUARDO et al., 2005a; EDUARDO et al., 2005b; SANTOS e FARO, 2005;
EMMEL et al. 2006).

2.2 Parasitos de importancia zoonética transmitidos por pescado

2.2.1 Eustrongilidose

A eustrongilidose é uma enfermidade parasitaria causada por
parasitos do género Eustrongylides sp.. A forma larvaria € encontrada em
répteis e anfibios, além dos peixes, que sdo os tradicionais hospedeiros
intermediarios (OKOMURA et al., 1999; WITTNER et al., 1989; WOLFF et
al., 1999).

Os primeiros casos de infeccdo em humanos por larvas de
Eustrongylides sp., ocorreram em Maryland, EUA (GUERIN et al., 1982),
outros relatos de infeccdo natural por este parasito foram feitos por
EBERHARD et al.(1989) e WITTNER et al.(1989), também nos EUA. Todos
préximo a costa do Atlantico, sendo diagnosticados por intervencdes
cirdrgicas, com a recuperacdo de larvas infectantes em laparotomia
exploratéria.

Em Mato Grosso, REGO e VICENTE (1988) analisaram a ecologia da
parasitose em peixes e aves no Rio Cuiaba, onde puderam concluir que a
piranha (Serrasalmus nattereri) era o hospedeiro com os maiores indices de
prevaléncia e intensidade de infecgdo por Eustrongylides ignotus. Em um
outro estudo de histopatologia de peixes também do Rio Cuiabd, realizado
por EIRAS e REGO (1988, 1989), foi encontrado um nimero relativamente

alto de trairas (Hoplias malabaricus) parasitadas por esta mesma espécie de



nematéide e BARROS et al. (2005), observaram que durante os meses de
outubro e novembro, os cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) coletados
do rio Cuiaba, parasitados por larvas de Eustrongylides sp., apresentaram os
maiores indices de intensidade média de infecc¢éao.

PAVANELLI (1994) afirma que ap6s a ingestdo, as larvas de
Eustrongylides sp. s&o digeridas ou eliminadas do organismo, n&o trazendo
nenhum maleficio ao hospedeiro acidental, no caso o homem. Porém, sabe-
se que os seres humanos podem apresentar alguns sinais clinicos, os quais
cursam principalmente com dor abdominal, os quais podem ser confundidos
com apendicite aguda (EBERHARD et al.,, 1989; NARR et al.,, 1996),
podendo haver também nausea, vomito e anorexia (WITTNER et al., 1989).
A hematologia pode revelar uma contagem leucocitaria com elevado nimero
de polimorfos nucleares, assim como aumento na contagem de mondcitos e
linfécitos (NARR et al., 1996).

Em coelhos infectados experimentalmente com larvas de
Eustrongylides sp., foram observados granulomas hepaticos, apdés a
perfuracdo intestinal e peritonite (WOLFF et al., 1999). SHIRAZIAN et al.
(1984) e BARROS et al. (2004b) demonstraram que coelhos infectados
experimentalmente, apresentaram lesdes hemorragicas por perfuracao da
parede gastrica, caracterizando o alto grau de patogenicidade deste

parasitismo, levando alguns animais a 0bito por peritonite.

2.2.2 Fagicolose

A fagicolose, é a infeccao causada por Ascocotyle (Phagicola) longa,
um parasito com baixa especificidade parasitaria na sua forma adulta e que
tem sua etiopatogenia associada a ingestdo de carne de peixes da familia
mugilidae, destacando-se a tainha (Mugil platanus) que ¢é facilmente
encontrada em toda a costa atlantica e muito utilizada na elaboracdo de
pratos japoneses (BARROS LA, 1993; BARROS GC, 1994).

Em um estudo realizado por ARMAS DE CONROY (1986) sobre a
ocorréncia de Ascocotyle (Phagicola) longa em tainhas de &guas sul

americanas, foram encontradas metacercarias em alevinos provenientes de



ambiente marinho, em ciclo migratério para aguas fluviais, o que sugere que
a infeccao por este parasito ocorra em ambiente marinho.

Segundo ANTUNES e DIAS (1994), DIAS e WOICIECHOVKSY
(1994) a prevaléncia de metacercarias encistadas e identificadas como
Ascocotyle sp. em peixes mugilideos é de 100%. Isto sugere um alto risco
de transmissdo para o consumidor deste pescado sob a forma de sushi ou
sashimi (HUTTON, 1957; MATEO et al., 1985).

Em seres humanos, o parasito pode causar sintomas tipicos como
cllicas, flatuléncia, diarréia, emagrecimento, dentre outros sinais
caracteristicos de helmintoses gastrointestinais (CHIEFFI et al., 1990;
CHIEFFI et al., 1992; DIAS e WOICIECHOVKSY, 1994). Tais sinais clinicos
sédo geralmente inexpressivos, sendo por muitas vezes ignorados e exames
parasitologicos fecais, muitas vezes também sao inconclusivos, em virtude
da pequena quantidade de ovos liberados pelo parasito (BARROS e
AMATO, 1995). Os sinais clinicos devem ser sempre associados ao
historico, principalmente quando o mesmo cursa com a ingestéo de carne de
pescado crua ou mal cozida, como o caso descrito por CHIEFFI et al. (1990),
em que uma mulher apresentou dores abdominais apds ingerir “sushi”
confeccionado com carne de tainha. Ao exame coproparasitolégico
constatou-se a presenca de ovos de trematodeos.

2.2.3 Anisaquiose

Dentre os parasitos de pescado, 0os anisaquideos constituem o grupo
de nematdides mais importante, por serem amplamente distribuidos no
mundo, parasitando tanto espécies marinhas quanto dulcicolas, com
prevaléncia relativamente alta, quando comparada com outros helmintos. Os
nematoéides responsaveis pela anisaquiose humana, ja descritos, pertencem
aos géneros Phoconema sp., Anisakis sp. e Pseudoterranova sp. (CHENG,
1982; ACHA e SZYFRES, 1986; SHIRASAKA et al., 1996; KOH et al., 1999;
YU et al., 2001). A anisaquiose ocorre pela migracao de larvas em terceiro

estagio desses parasitos pela parede do trato gastrointestinal do hospedeiro



(KATES et al., 1973), atingindo a forma adulta em seus hospedeiros
definitivos, que podem ser aves piscivoras ou mesmo mamiferos marinhos.

Trata-se de um grupo de parasitos em que a infeccdo humana ocorre
acidentalmente através da ingestdo da carne de peixe crua ou
insuficientemente cozida (KATES et al.,, 1973; TORRES et al., 1978;
OKUMURA et al., 1999; WOLFF et al., 1999; JUGLARD et al., 1998). Uma
vez ingeridas, as larvas podem morrer, entretanto caso sobrevivam, sdo
eliminadas apés algumas horas por regurgitacdo ou tosse (KATES et al.,
1973; LITTLE e MOST, 1973; CHITWOOD, 1975; LICHTENFELS e
BRANCATO, 1976; KLIKS,1983; WOLFF et al., 1999), ou ainda, podem
penetrar na parede gastrica ou intestinal, onde ocasionam Uulcera e
granuloma eosinofilico o qual pode levar a obstrucéo intestinal (KATES et
al.,, 1973; LITTLE e MOST, 1973; KLIKS, 1983; JUGLARD et al.,, 1998;
WOLFF et al., 1999).

Os sinais clinicos apresentados geralmente sdo de dor abdominal
branda a severa, distensdo abdominal apresentando ou nao surtos de
vomito (JUGLARD et al., 1998; TAKABE et al., 1998; MUGURUMA et al.,
1999; WOLFF et al., 1999), podendo haver também obstrucdo intestinal,
assim como também ja foram descritos casos de dor toracica grave (WOLFF
et al., 1999). Por muitas vezes, o diagnostico errbneo de apendicite aguda,
abdome agudo, obstrucdo interna e até mesmo cancer ocorre, sendo
necessario para a clinica, um diagnostico mais acurado a fim de distinguir
com mais clareza os sinais (OKUMURA, 1999; WOLFF et al., 1999).

As larvas de anisaquideos em muitos casos, podem ser encontradas
em locais incomuns, como descrito por LITTLE e MacPHAIL (1972), que
encontraram uma larva de terceiro estagio, removida cirurgicamente de um
aneurisma na artéria iliaca de um homem. Algumas vezes a larva pode ser
expelida por via oral, geralmente apds o paciente sentir prurido na garganta
e tossir (KATES et al.,, 1973; LITTLE e MOST, 1973; CHITWOOD, 1975;
LICHTENFELS e BRANCATO, 1976; KLIKS,1983). A presenca de larvas de
Anisakis simplex no tecido subcutaneo e o relato de um provavel caso de
anisaquiose pulmonar foram descritos por OSHIMA (1987). A habilidade da



larva desse nematodide causar alguma patologia em seu hospedeiro,
depende de dois fatores: da sua habilidade em permanecer viva e da sua
capacidade de invadir os tecidos (KATES et al., 1973).

ReacBes de hipersensibilidade devido a presenca de antigeno
parasitario na carne de peixe bem cozida, sdo relatados em estudos mais
recentes, devendo-se considerar esta parasitose no diagnéstico diferencial
de urticarias em seres humanos. A severidade das reacdes variam desde
uma simples urticaria ao choque anafilatico (LOPEZ-SERRANO et al., 2000).

Ainda nao existem relatos da ocorréncia de infeccdo humana por
larvas de Contracaecum sp., tendo sido feito apenas infeccdes
experimentais em mamiferos, apresentando evidéncias de injurias, o que
indica a possibilidade da importancia zoonética dessa espécie (VIDAL-
MARTINEZ et al., 1994; BARROS et al., 2004b).

A prevaléncia do parasitismo por Contracaecum sp. em outras
espécies de peixes dulcicolas e marinhos tem sido bastante estudada,
sendo encontradas altas prevaléncias nos peixes examinados (BARROS,
1994; SAO CLEMENTE et al. 1994; SILVA et al., 2000; SILVA e SAO
CLEMENTE, 2001, MADI e SILVA, 2005). VICENTE et al. (1985), ao
realizarem uma revisdo taxondmica de nematoides encontrados em animais
que vivem nos rios interiores da América do Sul tropical, observaram larvas
de Contracaecum sp. em 18 espécies de peixes.

Para o Estado de Mato Grosso sao relatadas prevaléncias altas do
parasitismo por larvas de Contracaecum sp., em peixes como traira (Hoplias
malabaricus), piraputanga (Brycon microlepis), piranha (Serrassalmus sp.),
cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) e barbado (Pinirampus pirinampu)
(BARROS et al, 2004a). EIRAS e REGO (1989) estudaram a histopatologia
de peixes do Rio Cuiab4a, encontrando pintados (Pseudoplatystoma
coruscans) parasitados por larvas de Contracaecum sp., concluindo que
todos os tecidos adjacentes aos nodulos parasitarios, ndo sofreram
alteracoes significativas, sugerindo que os organismos destes hospedeiros

intermediarios ndo devem ser gravemente afetados pelo parasitismo.



2.3 Plantas medicinais utilizadas no controle parasitéario

Alguns extratos de plantas, ja conhecidos possuem efeito sobre
alguns parasitos, como € o caso da Mirra (Commiphora molmol) que possui
atividade anti esquistossomal (MASSOUD et al, 2004), outro extrato vegetal
testado e que também apresentou efeito sobre formas adultas e na producéo
de ovos de Schistosoma mansoni foi produzido a partir do gengibre (Zingiber
officinale), em estudo realizado por SANDERSON et al (2002), entretanto
ndo verificaram uma reducao significativa da carga parasitaria na utilizacao
do extrato in vivo. Outras plantas como a pimenta (Aframomum sanguineum)
e a vassoura vermelha (Dodonea angustifolia) também ja foram testadas
para o tratamento de helmintoses em animais de producéo, sendo utilizadas
por fazendeiros e pastores, ndo apresentando resultados satisfatérios
(GITHIORI et al., 2003).

O vimang, extrato aquoso da haste da manga (Mangifera indica) e o
mangiferin (polifenol também presente na haste), ja foram submetidos a
experimentos, a fim de verificar a sua eficAcia como anti-helmintico, no
controle de Trichinella spiralis em camundongos, sendo observado um
decréscimo significativo dos niveis séricos de IgE especificos anti-
Trichinella, o que sugere que tais extratos podem ser Uteis no tratamento
dessas enfermidades (GARCIA et al., 2003).

O extrato etandlico da haste de mangava brava (Lafoensia pacari), foi
testado em camundongos infectados por Toxocara canis, apresentando
atividade n&o so anti-helmintica, mas também anti-inflamatéria (ROGERIO et
al., 2003). Outros extratos vegetais, como 0s obtidos a partir de bagas de
Phytolacca dodecandra (Caruru-do-campo), foram avaliados quanto as suas
propriedades em combater a infeccdo de caramujos por cercérias e
miracidios de Schistosoma sp., observando-se uma alta mortalidade de
cercarias, bem como uma inibicdo completa da infeccdo pelos miracidios
(BIRRIE et al., 1998).

Alguns extratos de plantas sédo Uteis no combate in vivo e in vitro de
alguns parasitos de peixes, como foi demonstrado por EKANEM et al.
(2004b), que utilizaram extratos obtidos a partir da semente de Piper
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guineense (pimenta do reino), sobre parasitos de pele e branquias de
Carassius auratus auratus (peixe-dourado), em diferentes concentracoes,
observando-se maior eficacia desse extrato in vitro.

FASAKIN e ABEREJO (2002) testaram a eficacia de extratos de
plantas, pulverizados sobre parasitos de peixe. No estudo realizado, foram
utilizadas as folhas de Tithonia diversifolia (girassol silvestre ou unha de
gavido) e Nicotiana tabacum (tabaco), e as sementes de Afromomum
melegueta (Pimenta malagueta), Monodora myristica (iobd) e Piper
guineense (pimenta do reino), as quais foram secadas e trituradas, para
posteriormente serem pulverizadas sobre as diferentes fases de
desenvolvimento de Dermestes maculatus (“besouro dos peixes”). Deste
modo, foi possivel demonstrar uma eficacia maior dos extratos de
Afromomum melegueta, e Piper guineense, onde tais extratos poderiam ser
utilizados para deter a eclodibilidade do ovo, bem como a emersdo do
adulto, reduzindo as perdas durante o armazenamento.

EKANEM et al. (2004a) avaliaram também, o efeito de extratos crus
de Mucuna pruriens (mucuna-cinza ou feijdo mucuna) e Carica papaya
(mamao papaia) sobre o protozoario parasito de peixe, Ichthyophtirius
multifiliis, um ciliado enquadrado como um dos parasitos mais patogénicos
para peixes em cativeiro. No estudo realizado por estes autores, foi
investigado o efeito do extrato de folhas de M. pruriens e do extrato oléico
das sementes de C. papaya, em condi¢des in vivo e in vitro. Nesse caso,
espécimes infectados de Carassius auratus auratus (peixe-dourado),
apresentaram uma reducdo de 90% na quantidade de |. multifilis, apés a
aplicagéo do extrato. Consequentemente, a mortalidade “parasito-induzida”
reduziu significativamente, ja os testes in vitro, demonstraram 100% de
mortalidade de |. multifiliis, ap6s 6 horas de contato com os extratos de M.
pruriens e de C. papaya.

Normalmente os extratos das plantas sdo utilizadas como inseticidas,
ou apenas repelentes de insetos, produzindo excelentes resultados, como a
Citronela (Cymbopogon sp.) (MATSUDA et al., 1996; DE MENDONCA et al.,
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2005; WONG et al, 2005), ou o Citrus (Atlantia monophylla)
(SYVAGNANAME e KALYANASUNDARAM, 2004)

O extrato aquoso de Citronela (Cymbopogon sp.) ja foi também
utilizado in vitro, sobre cultivo de larvas de nematoides gastrointestinais em
fezes de caprinos, demonstrando ser bastante eficaz, sendo determinado
através da reducdo da carga parasitaria verificada no exame de
coproparasitolégico (ALMEIDA et al., 2003).

MATSUDA et al. (1996) e SCHANEBERG e KHAN (2002), utilizando-
se a técnica de cromatografia gasosa, determinaram a composicao do 6leo
essencial de citronela, onde foram destacados alguns compostos
especificos, como geraniol e o citronelol, esses mesmos compostos além de
outros monoterpenos foram utilizados, in vitro, por HIERRO et al. (2004), em
seu experimento, sobre larvas de Anisakis simplex. Posteriormente HIERRO
et al. (2006) testaram a acao larvicida desses mesmos compostos sobre
larvas (L3) de Anisakis simplex em um experimento in vivo, em fémeas de

camundongos infectadas experimentalmente com essas larvas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

1 - Estudar o parasitismo por larvas de nematdides com potencial
zoonético em cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) provenientes do Rio
Cuiaba;

2 - Avaliar o efeito da Citronela (Cymbopogon sp.) in vivo e in vitro
sobre larvas de Contracaecum sp..

3.2 Objetivos especificos

1 - Calcular a prevaléncia, intensidade de infeccao, fator de condicao
e correlacdo entre o parasitismo e os parametros biométricos dos peixes
parasitados por larvas de nematéides com potencial zoon6tico em cacharas
provenientes do rio Cuiaba;

2 - Determinar os locais de parasitismos nos peixes examinados;

3 - Avaliar a resisténcia de larvas de nematéides com potencial
zoonGtico ao 6leo essencial de citronela in vitro;

4 - Testar de eficacia da citronela in natura, sobre as larvas de

Contracaecum sp. em coelhos infectados experimentalmente.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em trés etapas distintas. Na primeira
etapa, foi realizada a andlise do parasitismo por larvas de nematdides com
potencial zoonético, em cacharas provenientes do rio Cuiaba. Na segunda
etapa, foi avaliada a resisténcia dessas larvas ao 6leo essencial de citronela
in vitro e na terceira etapa, realizou-se um teste de eficacia da planta in
natura, sobre larvas de Contracaecum sp. em coelhos infectados

experimentalmente.

4.1 Primeira etapa: analise do parasitismo em peixes

Para esta etapa os cacharas foram medidos e em seguida
necropsiados, posteriormente procedeu-se a coleta de dados por localizagéo
do parasitismo no organismo do hospedeiro e quantificacdo da
infrapopulacdo de parasitos para o célculo de prevaléncia, intensidade de
infeccédo, fator de condicéo e correlacéo entre o parasitismo e comprimento e
peso de Cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum) coletados do rio Cuiaba.

A correlagdo entre a intensidade de infeccdo de cada espécie de
parasito e o comprimento do peixe e entre a intensidade de infecgédo e o
fator de condicdo (K) foram testadas pelo coeficiente de correlagdo de
Sperman (rs). O fator de condicao foi estimado pelo quociente entre 0 peso
observado e o0 peso esperado para um dado comprimento (K=Pobs/C"),
sendo o valor de b estimado a partir da relacdo entre o0 peso e o
comprimento: Peso=a*C®, e os coeficientes a e b estimados por regressdo
nao linear (VAZZOLER, 1996).

Os termos prevaléncia e intensidade de infeccdo foram utilizados
segundo BUSH et al. (1997).

4.1.1 Espécime de peixe utilizada

O cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) (Figura 1) é um peixe
carnivoro. Pertence a familia Pimelodidae, e possui habito noturno, sendo

normalmente encontrado nas partes mais fundas dos rios. Sua carne é
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bastante apreciada pelo publico consumidor, desse modo é bastante
procurado por pescadores e facilmente encontrado no comércio em Mato
Grosso, devido as suas caracteristicas organolépticas, apresentando ainda
importante potencial para producéao.

Os peixes foram identificados segundo BRITSKI et al. (1999) e um
espécime representativo foi depositado na colecéo zooldgica de vertebrados
do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso. Um
espécime representativo de cachara foi depositado da Colecdo Zooldgica de
Vertebrados do Instituto de Biociéncias da UFMT sob o nimero 0788.

et T

el t-_.uu_u'“_!:“(‘.'m.

Figura 1 — Cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) proveniente do Rio

Cuiaba, Barado de Melgaco, MT.

4.1.2 Captura dos peixes

Os locais de coleta foram trechos do rio Cuiaba, localizados no
municipio de Bardo de Melgaco, localizado a 16° 12’ 59” Sul e 55° 57' 51"
Oeste, e na regido metropolitana, nos municipios de Varzea Grande e
Cuiaba, MT, aproximadamente a 15°35'46" Sul e 56°05'48" Oeste.

Para a andlise do parasitismo por nematodides, foram capturados 149

cacharas (P. fasciatum) com o auxilio de anzbis ou redes, sendo
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posteriormente acondicionados em caixas térmicas e transportados ao
laboratério de Parasitologia Veterinaria da UFMT, onde foram medidos, com
uso de fita métrica e pesados em balanca digital’.

4.1.3 Necropsia dos peixes

A técnica de necropsia consistiu em uma incisdo ventral longitudinal
da abertura cloacal a regido branquial, com retirada das visceras da
cavidade celomética, para exame e coleta dos parasitos, seguindo a
metodologia adotada por PAVANELLI et al. (1998) (Figura 2), do mesmo
modo, a musculatura foi “filetada” e examinada com o auxilio de uma mesa
de luz (HUSS, 1988; HALL, 1997) (Figura 3 e 4). Os dados referentes as

necropsias foram anotados em fichas individuais.

Figura 2 - Necropsia de um espécime de cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum)

11 Filizola® MOD BP3



Figura 3 - Exame da musculatura esquelética de cachara

(Pseudoplatystoma fasciatum) com o auxilio de uma
mesa de luz.

Figura 4 -

Exame da musculatura esquelética de cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum) com o auxilio de uma

mesa de luz, mostrando a retirada de uma larva (L) de
Eustrongylides sp..

16
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4.1.4 Processamento e identificacao das larvas

As larvas encontradas durante a necropsia foram mantidas em placas
de Petri, com solucdo salina fisiologica a 0,65% NaCl e posteriormente
fixadas e processadas, segundo metodologia descrita por AMATO et al.
(1991).

A identificacdo taxondmica foi realizada de acordo com HARTWICH
(1974) e espécimes representativos foram depositados na colecao
helmintol6gica do Instituto Oswaldo Cruz, sob os numeros CHIOC 35505
(Contracaecum sp.) e CHIOC 35506 (Eustrongylides).

4.2 Segunda etapa: teste de resisténcia in vitro ao 6leo essencial de

citronela

Devido a comprovada eficacia de compostos monoterpénicos sobre
larvas de Anisakis simplex e a existéncia de compostos semelhantes na
composicdo do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon sp., Spreng, 1815),
optou-se por testar este produto sobre larvas de Contracaecum sp. e
Eustrongylides sp. in vitro.

4.2.1 Oleo essencial de Citronela

O oOleo essencial de citronela foi adquirido em farmacia de
manipulacdo (Férmula Certa, Cuiab4d-MT, Lote N.° 000789). Os seus niveis
de pureza foram garantidos através de analises sensoriais e fisicas, as quais
se encontravam dentro da normalidade, segundo fornecido pela EML -
Distribuidora Ely Martins. Uma amostra do mesmo lote do 6leo foi analisada
por cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa® (CG-EM), a

fim de determinar os compostos presentes em sua formulacao.

2 Aparelho Shimadzu® GCMS-QP5050A
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4.2.2 Espécie de peixe utilizada para a obtencdo de nematoides

para o testein vitro e in vivo

Como fonte de larvas de Contracaecum sp. e Eustrongylides sp,
foram utilizados 38 trairas (Hoplias malabaricus, Bloch, 1794) (Figura 5), por
tratar-se de um peixe carnivoro, predador de ampla distribuicdo em territério
nacional, que pode ser encontrado em ambientes lacustres e fluviais
interiores. Além de ser predador de outros peixes, € facilmente utilizado por
aves piscivoras, bem como por mamiferos, incluindo o homem, como fonte
de alimento, conferindo a essa espécie um papel importante como
hospedeiro intermediario e paraténico de helmintos.
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Figura 5 — Espécimes de traira (Hoplias malabaricus) capturadas do
rio Mimoso, Distrito de Mimoso, MT.

4.2.3 Captura das trairas

Os espécimes de trairas foram capturados com anzol no rio Mimoso,
municipio de Santo Anténio de Leverger, localizado a 140 km de Cuiab4, a

16° 12' 50" Sul, 55° 48' 29" Oeste. ApGs a coleta foram acondicionados em
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caixas térmicas e transportados ao laboratério de Parasitologia Veterinaria

da Universidade Federal de Mato Grosso.

4.2.4 Necropsia dos peixes

As trairas foram necropsiadas seguindo os mesmos procedimentos

descritos para cacharas no item 4.1.3.

4.2.5 Avaliagéo das larvas

As larvas encontradas durante a necropsia foram mantidas em placas
de Petri, com solucdo salina fisiolégica (0,65% NaCl) e posteriormente
avaliadas quanto a viabilidade em estereomicroscépio®, utilizando como

parametros, a motilidade e a integridade estrutural.

4.2.6 Distribuicao dos grupos

As larvas de Contracaecum sp. consideradas viaveis, foram
separadas em seis grupos de dez larvas cada, sendo quatro tratamentos
(identificados como T1, T2, T3 e T4), um controle e um contendo larvas
destinadas a confirmacao do diagndstico taxondmico. As larvas deste Ultimo
grupo foram processadas segundo a metodologia descrita por AMATO
(1991) e identificadas segundo HARTWICH (1974).

4.2.7 Avaliagéo in vitro

A cada uma das placas dos grupos testes, adicionou-se 5 ml de 6leo
essencial de citronela e na placa contendo o grupo controle, foi mantido o
mesmo volume de solucao fisioldgica (0,65% NaCl), posteriormente as
placas foram colocadas em uma camara de incubacéo®, com temperatura
média de 28,4° C (+ 0,8° C) e umidade relativa de 62% (+ 4%). ApGs 0 inicio
do experimento, com intervalos regulares de uma hora, foi retirada uma

placa teste da camara de incubacao, as larvas foram lavadas com solucéo

% Olympus® Sz-4045
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fisiologica e levadas ao estereomicroscroscopio®, a fim de serem
examinadas, utilizando-se como parametros a motilidade e a integridade
estrutural. O grupo controle também foi avaliado a cada hora, utilizando-se
0S mesmos parametros durante o decorrer do experimento.

As larvas mortas foram fixadas com formalina 10%, e posteriormente
processadas conforme as técnicas histolégicas descritas por PROPHET
(1992), sendo cortadas em espessura de 3um, utilizando-se um micr6tomo
manual®. As laminas confeccionadas foram coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina (ALLEN, 1992), e posteriormente examinadas e
microfotografadas, com aumentos de 40X e 100X, com o auxilio de
microscopio 6ptico’ visando avaliar possiveis alteracdes decorrentes da
acao da citronela fornecida aos coelhos.

A avaliacdo do desempenho entre os grupos tratados e néo tratados
com o 6leo essencial de Citronela, foi realizado por meio do Teste de Fisher
monocaudal, utilizando-se como ferramenta o programa estatistico Epi
Info™ 6.0.

4.3 Terceira etapa: teste do efeito larvicida do capim citronela in natura,

sobre larvas de Contracaecum sp. in vivo

A terceira etapa consistiu em testar a planta in natura, sobre larvas de
Contracaecum sp. em coelhos infectados experimentalmente, e submetidos

ao fornecimento da planta verde recém colhida.

4.3.1 Dados Sobre a planta utilizada

A citronela é uma forragem pertencente a familia Poaceae, que possui

como propriedades medicinais, acdo calmante, bactericida, febrifuga,

*B.0.D. 347 CD

® Olympus® MOD. SZ 40
® Microm® HM 325

" Olympus® MOD. BX-41
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sudorifica, carminativa e funciona ainda como repelente de insetos, com
ampla distribuicdo no Brasil (CARLINI et al., 1986).

Um exemplar representativo da planta, foi encaminhado ao Herbario
Central da Universidade Federal de Mato Grosso, para identificacdo e
deposito. Este foi identificado como Cymbopogon sp. e depositado sob o
namero 37263. (Figura 6)

Figura 6 — Plantacdo de Citronela (Cymbopogon sp.) no
setor de Horticultura da FAMEV/UFMT.

Foram utilizadas folhas de plantas cultivadas no setor de horticultura
da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Mato Grosso.

Optou-se por fornecer a planta in natura ad libidum, como Unica fonte
de alimento aos coelhos, considerando-se que a mistura com outra fonte
alimentar, reduziria a quantidade ingerida de principio(s) ativo(s) que se
desejaria testar. As folhas foram fornecidas verdes e recém colhidas, a fim
de que ndo houvesse alteracdo ou perda do(s) principio(s) ativo(s)
existentes na planta, por evaporacao e secagem.
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4.3.2 Separagao dos animais em grupos

Foram utilizados 24 coelhos machos adultos, da raca Nova Zelandia,
obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso,
subdivididos em seis grupos, contendo quatro animais cada, sendo eles:

* Grupo Controle Geral (GCG): composto por animais ndo infectados,
e alimentados com racéo comercial para coelhos®;

* Grupo Controle Citronela (GCC): composto por animais nhao
infectados e alimentados apenas com citronela ad libidum;

» Grupo Controle Parasitado (GCP): composto por animais infectados,
com larvas de Contracaecum sp. e alimentados com racdo comercial para
coelhos’; e

» Grupos Teste (GT1, GT2 e GT3): compostos por animais infectados
com larvas de Contracaecum sp. e alimentados apenas com citronela ad
libidum.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente
refrigerado com temperatura e umidade relativa controladas, sendo
respectivamente 24,1 +5,5°C, 51 +15%, a fim de evitar o estresse térmico

por variacao de temperatura e umidade relativa.

4.3.3 Obtencéo de larvas para infeccao

Foram necropsiados 240 espécimes de trairas coletadas do rio
Mimoso, no mesmo trecho descrito no item 4.2.3. A necropsia dos peixes e
processamento das larvas procederam conforme citado nos itens 4.1.3 e
4.2.5 respectivamente.

4.3.4 Infeccéo dos coelhos

Foram selecionadas 560 larvas de Contracaecum sp. consideradas
viaveis para infeccdo, subdivididas em 16 inéculos com 35 larvas/animal. As

infeccdes dos coelhos seguiram as técnicas descritas por BARROS et al.

® Do Sitio Coelhdo® - Guabi
° Do Sitio Coelhdo® - Guabi
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(2004b) (Figura 7 e 8). Os animais nao foram deixados em jejum pré-
infeccdo, para que a velocidade na taxa da passagem do indculo pelo trato
gastrointestinal fosse mantida dentro dos padrdes de normalidades

fisiolégica, ndo interferindo desse modo na fixacdo das larvas.

Figura 7 — Contencdo de um coelho (Oryctolagus cuniculi), para a
infeccdo per os com larvas de Contracaecum sp.
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Figura 8 - Infeccdo experimental per os de um coelho (Oryctolagus
cuniculi) com larvas (L3) de Contracaecum sp. utilizando-se
de sonda.

4.3.5 PGs-infeccéo

Durante as primeiras 24 horas pés-infeccdo, os animais infectados
foram mantidos com racdo e agua ad libidum, observando-se possiveis
alteracdes comportamentais nos coelhos.

Decorridas as primeiras 24 horas, iniciou-se o fornecimento da planta
aos grupos GT1, GT2, GT3 e GCC em substituicdo a racdo comercial.

4.3.6 Necropsia dos coelhos

Com intervalos regulares de 24 horas ap6s o inicio da administracédo
da planta, foi sacrificado e necropsiado um coelho de cada grupo, para
analise de possiveis alteracdes macroscopicas e microscopicas nos locais
de fixacéo das larvas no GCP, bem como avaliar a agdo da planta sobre as
larvas nos Grupos Teste. Todos os animais do GCG foram mantidos vivos
até o 7° dia apoés o inicio do experimento, a fim de certificar que os animais
ndo sofreram qualquer tipo de interferéncia que representasse risco a saude
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dos mesmos e todos os animais do GCC foram mantidos vivos até o 14° dia
apos o inicio do experimento seguindo os critérios recomendados por
BRASIL (1996). Estes grupos também foram destinados ao fornecimento de
sangue para a avaliacdo de parametros hematolégicos, segundo
recomendado por BRASIL (1996), a fim de verificar possiveis reacdes de
toxicidade da planta sobre o organismo dos animais.

A insensibilizacdo e sacrificio dos animais, obedeceram as normas
preconizadas por BRASIL (2000) e a necropsia foi realizada segundo a
técnica descrita por FELDMAN e SEELY (1988).

Todas as larvas recuperadas durante a necropsia assim como
fragmentos de tecidos onde elas encontravam-se fixadas, foram coletados e
mantidos em placas de Petri, contendo solucdo salina fisiologica (0,65%
NaCl) (AMATO et al., 1991).

Ao término da necropsia, 0s procedimentos de fixacdo e
processamento histolégico adotados, foram semelhantes aos descritos no
item4.2.7.

Os animais do GCP e GCC foram submetidos aos mesmos exames
laboratoriais, tendo como valores de referéncia para coelhos machos
adultos, os apresentados por MITRUKA e RAWNSLEY (1977), para
hemograma (Tabela 1) e bioquimica sérica - atividade das enzimas ALT e
FA, determinac@es das uréia e creatinina (Tabela 2).

Para a avaliacdo estatistica da resisténcia das larvas de
Contracaecum sp. a planta in natura, foi realizado o teste qui-quadrado,
utilizando-se como ferramenta o programa estatistico Epi Info™ 6.0.
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Tabela 1 - Parametros hematolégicos de referéncia para coelhos machos
adultos.

PARAMETROS VALORES DE REFERENCIA*
Hemécias (x 10°) 4,0a6,0
Hemoglobina (g/dl) 6,0a8,0
Hematocrito (%) 35a44
VGM p® 58.5-66.5
CHGM g/d| 30-37
Leucdcitos (x 10%/mm?) 6,02 10,0
CONTAGEM DIFERENCIAL Relat. % Abs 10°
Bastonetes (%) Oal 0-0
Neutrofilos (%) 15a45 1,5-3,2
Eosindfilos (%) la4 0,01-0,15
Basofilos (%) Oal 0,06-0,4
Linfécitos (%) 45a70 3,4-7,0
Monacitos (%) 3alo 0,05-0,45
Plaquetas x10° 250 — 610
Proteina plasmatica g/dI 5-8,5

Fonte: modificado de MITRUKA e RAWNSLEY (1977).

Tabela 2 - Parametros bioquimicos de referéncia para coelhos machos
adultos.

Parametros Valores normais
ALT — UI/L 10,4
FA — UI/L 65,7
Uréia - 19.2
Creatinina - 1,59

Fonte: modificado de MITRUKA e RAWNSLEY (1977).
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4.3.7 Exames laboratoriais

4.3.7.1 Hemograma

A hematimetria, a contagem de plaquetas e a leucometria total de
células foi realizada pelo método manual, técnica do hemocitdmetro (LIN et
al., 2000).

A contagem diferencial de leucdcitos e a avaliacdo da morfologia dos
eritrécitos, dos leucocitos e das plaquetas, foi realizada através de
esfregacos sanglineos, corados pelo método Romanowsky (JAIN, 1993),

com corante hematoldgico instantaneo.

4.3.7.2 Alanina Aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (FA)

Para a determinagcdo da atividade da alanina aminotransferase
(ALT)™ foi utilizado o método UV otimizado. A fosfatase alcalina (FA)™* no
soro foi quantificada por meio do método otimizado para determinacao

cinética da mesma.

4.3.7.3 Uréia e Creatinina

A dosagem das proteinas totais no soro foi determinada pelo método
colorimétrico - Biureto'®. A albumina sérica foi determinada por meio do
método cinético™® e a dosagem de globulina foi obtida pelo resultado da
subtracdo entre as proteinas totais e a albumina.

19 Kit para determinacao sérica de ALT/-Gold analisa®

' Kit para determinagéo sérica de FA/ Gold analisa®

'2 Kit para determinacao sérica de uréia — Gold Analisa®

'3 Kit para determinacao sérica de creatinina — Gold Analisa®



28

5 RESULTADOS

5.1 Prevaléncia Parasitaria

Todos os peixes examinados apresentaram parasitismo por larvas de
nematoéides,de espécies ndo identificadas pertencentes aos géneros
Eustrongylides e Contracaecum. Dentre os peixes examinados e parasitados
foram registradas prevaléncias de 16,78% (25/149) para peixes parasitados
somente por Contracaecum sp., 1,34% (2/149) somente por Eustrongylides
sp. e 81,88% (122/149) com infec¢cdes mistas por larvas de Contracaecum
sp. e Eustrongylides sp.. O parasitismo na musculatura esquelética por
larvas de Contracaecum sp. foi registrado em 5 cacharas (3,35 %) e no
mesentério em 147 cacharas (98,65%), ja para larvas de Eustrongylides sp.,
50 cacharas (33,55 %) apresentaram na musculatura esquelética e 117
(78,52 %) no mesentério. A intensidade média de infeccdo foi de 15,42
+24,48 larvas/peixe para Contracaecum sp. e de 6,37 +9,26 larvas/peixe
para Eustrongylides sp. O peso dos peixes examinados variou de 1,9 a 10,5
kg, sendo o peso medio estimado em 5,59 +2,13 kg; o comprimento total
variou de 63,5 cm a 105 cm, com média estimada em 82,39 + 9,6 cm
(Tabela 3).

Tabela 3 - Intensidade média de infeccéo e prevaléncia do parasitismo por
larvas de Contracaecum sp. e Eustrongylides sp. em cacharas
(Pseudoplatystoma fasciatum) coletados do rio Cuiaba, MT, durante o
periodo de outubro de 2004 a abril de 2006.

Intensidade Amplitude de _ N total
_ o _ _ Prevaléncia
Parasito Média de intensidade %) de
0
infeccéo de infeccao larvas
Contracaecum sp. 15,42 (+24,48) 1-138 99,33 2282
Eustrongylides sp. 6,37 (£9,26) 1-68 83,22 790

N&o houve correlacéo significativa entre o comprimento do peixe e a

intensidade de infeccdo de Contracaecum (rs= -0,141; p>0,05) e entre o
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comprimento do peixe e a intensidade de infeccdo de Eustrongylides
(rs=0,269; p>0,05).

A relacdo entre o peso e o comprimento do cachara pode ser descrita
pela equacdo: P=0,00001*C3%® (R?=0,90; N=149) O fator de condico
relativo estimado a partir desta relacdo nao foi significativamente
correlacionado tanto com a intensidade de infeccdo de Contracaecum
(rs=0,09; p=0,271), quanto com a intensidade de infeccdo de Eustrongylides
(rs=0,05; p=0,488) (Figuras 9 e 10).

Espécimes representativos de larvas coletadas durante este trabalho,
foram depositados na Colecdo Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz
(CHIOC) com os seguintes numeros: CHIOC 35505 (Contracaecum sp.) e
CHIOC 35506 (Eustrongylides sp.).

i | | | 1

nimers de Eustrongylides

G0 il a0 S0 100 110
Comprimento (C)

Figura 9 - Relagéo entre o comprimento do cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum) e a
intensidade de infeccao por
Eustrongylides sp..



30

15':' | | | |
]

=
[ i 0
k]
o

R
& 100 -
=
o
L]
- -
ak} 0 p
] O
O g = 5
o a0 o o il
=
~3 L n ]
L [u}

I:I Lem A CH Py R L
g0 o a0 g0 100 110
Compim ento (cm)

Figura 10 - Relagdo entre o comprimento do
cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum) e a intensidade de
infeccéo por de Contracaecum sp..

5.2 Avaliagéo in vitro

ApG6s uma hora de contato com o 6leo essencial de citronela, apenas
quatro larvas permaneceram vivas na placa T 1, revelando eficacia de 60%
na acao larvicida deste produto.

Apés decorridas 2 (duas) horas foi examinada a placa T 2.
Constatando-se que todas as larvas estavam mortas. As placas T3 e T 4
foram examinadas respectivamente com 3 (trés) e 4 (quatro) horas apos o
inicio do experimento, assim como observado na placa T 2, todas as larvas
estavam mortas. Foi observado, um aumento do volume corporal das larvas
em espessura. As larvas da placa controle permaneceram viaveis com
motilidade e integridade estrutural inalteradas durante todo o periodo do
experimento.

A avaliagdo microscopica, demonstrou que o0 Oleo essencial de
citronela causou ruptura cuticular e lise da parede intestinal, com eventual

projecao de 6rgados para a parte externa do parasito, produzindo eventuais
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protuberancias, que foram mais evidentes no decorrer de cada hora

observada (Figuras 11 - 14).

— |

Figura 11 - Corte transversal de larva (L3) de Contracaecum sp. (grupo
controle), demonstrando integridade cuticular e de O4rgaos
internos, corado por Hematoxilina-Eosina. (barra = 2 ym)

Figura 12 - Corte transversal de larva (L3) de Contracaecum sp., apos
decorrida 1 hora em contato com o Oleo de citronela,
demonstrando uma leve perda na aderéncia cuticular,
corado por Hematoxilina-Eosina. (barra = 2 pm)



Figura 13 - Corte transversal de larva (L3) de Contracaecum sp., apos
decorridas 2 horas em contato com o 6leo de citronela,
demonstrando perda total na aderéncia cuticular, corado
por Hematoxilina-Eosina. (barra = 2 ym)

Figura 14 - Corte transversal de larva (L3) de Contracaecum sp., apos
decorridas 4 horas em contato com o 6leo de citronela,
demonstrando lise de parede intestinal e ruptura cuticular,
corado por Hematoxilina-Eosina. (barra = 2 pm)

32
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Através da comparacdo da taxa de mortalidade das larvas de
Contracaecum sp., foi demonstrada a eficiéncia do tratamento com Citronela
em relacdo aos parasitos nédo tratados (p=0,04) (Tabela 4).

Tabela 4 - Taxa de mortalidade das larvas (L;) de Contracaecum sp.,
verificados a cada hora, em contato com o 6leo essencial de Citronela.

NUumero de larvas NUmero de larvas
Tempo (horas) .
vivas / % mortas / %
1 4 (40) 6 (60)
2 0 (0) 10 (100%)
3 0 (0) 10 (100%)
4 0 (0) 10 (100%)

Todas as larvas destinadas a identificacdo taxondémica, foram
diagnosticadas como larvas de Contracaecum sp. em terceiro estagio de
desenvolvimento.

A cromatografia gasosa constatou-se que 0s principais compostos
presentes no 6leo essencial de citronela, utilizado para o experimento in

vitro, foram o geraniol, citronelal e o citronelal.

5.3 Avaliagéo in natura

O GCG foi considerado livre de doencas baseado no conjunto de
achados do exame clinico e exames complementares que apresentaram
resultados dentro dos padrdes de normalidade, tendo em vista tais valores,
foi possivel observar que os dados hematoldgicos apresentados pelo GCC,
nao caracterizaram toxicidade da planta sobre o organismo dos animais.

Estes dados podem ser melhor analisados nas Tabelas 5, 6, 7, 8, 9 e 10.
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Tabela 5 — Achados hematoldgicos de eritrograma, de coelhos do Grupo
Controle Geral (GCG).

PARAMETROS

Hemécias (x
10°)
Hematdécrito (%)
Hemoglobina
(g/dl)
VGM *
CHGM g/dl

ERITROGRAMA (GCG)

Machos Controle Geral

Animal 1

5,6

12,4

39

69,7
31,8

Animal 2

59

13,0

41

69,5
31,7

Animal 3

Coagulado
Coagulado
Coagulado

Coagulado

Coagulado

Animal 4

4,9

10,8

34

69,4
31,7

Tabela 6 - Achados hematoldgicos de leucograma, de coelhos do Grupo
Controle Geral (GCG).

Leucécitos (x
10°)

Bastonetes (%)
Neutrofilos (%)
Eosindfilos (%)
Basofilos (%)
Linfécitos (%)

Mondcitos (%)

Plaquetas x10°

Ptn plasm g/dl

LEUCOGRAMA
5,0 7,9 Coagulado 19
CONTAGEM DIFERENCIAL
Relat. Relat. Relat. Relat.

% Abs % Abs % Abs % Abs
0 0 0 0 Coagulado 0 0
40 2,0 35 2,8 Coagulado 44 0,8
0 0 0 0 Coagulado 0 0
0 0 0 Coagulado 0
55 2,7 58 4.6 Coagulado 56 11
5 0,3 7,0 0,5 Coagulado 0 0
378 Agregados Coagulado 270
6,6 8,4 Coagulado 6,0

Relat.= Relativo.
Abs. = Absoluto.

Ptn plasm = proteinas plasmaticas.
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Tabela 7 - Achados hematolégicos de eritrograma, de coelhos do Grupo

Controle Citronela (GCC).

ERITROGRAMA (GCG)

Machos Controle Citronela

PARAMETROS
Animal 1
Hemécias (x
6,0
10°)
Hematdécrito (%) 13,4
Hemoglobina
42
(g/dl)
VGM p? 70
CHGM g/dl 31,9

Animal 2
4,6
10,2
32

69,5
31,8

Animal 3
4,6
10,2
32

69,5
31,8

Animal 4
7,1
15,9
50

70,5
31,8

Tabela 8 - Achados hematolégicos de leucograma, de coelhos do Grupo

Controle Citronela (GCC).

LEUCOGRAMA
Leucdcitos (x
5,3 54 2,7 4,7
10°)
CONTAGEM DIFERENCIAL
Relat. Relat. Relat. Relat.
Abs Abs Abs Abs
% % % %
Bastonetes (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Neutrdfilos (%) 22 15 42 3,7 40 2,32 47 2,7
Eosindfilos (%) 1 0,1 0 0 3 0,1 2 0,1
Basofilos (%) 0 0 0 0 0 0 0 0
Linfécitos (%) 72 4.9 54 4,8 59 342 50 2,4
Mondécitos (%) 6 0,4 4 0,4 1 0,05 4 0,2
Plaquetas x10° 504 Agregados  Agregados 468
Ptn plasm g/dl 6,6 4.6 4.4 6,2

Relat.= Relativo
Abs. = Absoluto
Ptn plasm = proteinas plasmaticas.
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Tabela 9 - Dosagem sérica de uréia e creatinina e avaliacdo das atividades
das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) em
coelhos do Grupo Controle Geral (GCG).

Bioquimico Achados
ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4
UREIA mg/dI 40 39 36 21
CREATININA mg/dl 1,3 2,0 1,4 1,3
ALT u/ml 31 52 38 17
FOSFATASE u/l 101 109 172 28

Tabela 10 - Dosagem sérica de uréia e creatinina e avaliacdo das atividades
das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) em
coelhos do Grupo Controle Citronela (GCC).

Bioquimico Achados
ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4
UREIA mg/dI 42 34 40 29
CREATININA mg/dl 1,6 1,8 1,5 1,7
ALT u/ml 27 25 39 33
FOSFATASE ul/l 47 36 62 26

Os animais dos grupos teste (GT1, GT2 e GT3) foram sacrificados e
necropsiados com intervalos regulares de 24 horas, a fim de verificar a acao
didria da citronela in natura sobre as larvas de Contracaecum sp.
previamente inoculadas nos grupos.

Durante a execucéo da necropsia do GCP e dos Grupos Teste (GT1,
GT2 e GT3) foram encontradas tanto larvas soltas quanto aderidas em
diferentes locais do trato gastrointestinal (Tabela 11). Muitas larvas
apresentavam-se vivas (Tabela 12) foi possivel observar uma larva aderida
ao peritbnio (Figuras 15 e 16). Macroscopicamente, observou-se que as
larvas aderidas a mucosa do intestino causaram hiperemia local, com bordos
elevados principalmente nos locais onde havia mais de uma larva aderida. A

microscopia O6ptica, observou-se reacao inflamatéria composta por
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eosindfilos e neutrofilos, além de espessamento de submucosa por edema e

infiltrado polimorfo nuclear (Figuras 17 - 19).

Tabela 11 - Numero total de larvas de Contracaecum sp. recuperadas no
periodo pés-infeccdo de coelhos dos grupos teste (GT1, GT2 e
GT3) e Grupo Controle Parasitado (GCP).

Periodo p6s
infeccéao (dias) Grupos

GCP GT1 GT2 GT3  Total

D1 28 11 13 13 65

b2 10 23 20 20 73

D3 8 14 15 14 51

D4 8 18 19 23 68

total 54 66 67 70 257

Tabela 12 - Avaliacdo da acédo da citronela in natura, sobre larvas de
Contracaecum sp. em coelhos infectados experimentalmente.

Grupos
Dia GClI GT1 GT2 GT3
Solta Aderida Solta Aderida Solta Aderida Solta Aderida
1° 3 25 3 8 4 9 1 11

2° 4 4 19 5 15 5 15
3° 8 0 2 12 2 14 2 12
40 4 1 17 3 16 10 13




Figura 15 — Vista panoramica da cavidade peritoneal, com destaque
para larva (L3) de Contracaecum sp. aderida ao periténio
de um coelho infectado experimentalmente, em exame
pos-morte 48 horas pés-infeccao.

~ ' = ” ,
Figura 16 - Larva (L3) de Contracaecum sp. aderida ao peritbnio de um
coelho infectado experimentalmente, em exame pds-morte
48 horas p6s-infeccdo. (barra = 0,5 cm)
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Figura 17 — Corte histologico de estbmago de coelho (grupo controle
geral), sem alteracdes histoldgicas, corado por
Hematoxilina-Eosina. (barra = 2 um)

Figura 18 - Corte histologico de estbmago de coelho (Grupo Teste), com
de larva de Contracaecum sp. localizada na submucosa,
circundada por reacéo inflamat6ria composta por eosinoéfilos
e neutrdfilos, com espessamento de submucosa por edema
e infiltrado polimorfonuclear, corado por Hematoxilina-
Eosina. (barra =2 um)
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Figura 19 — Corte histolégico de estbmago de coelho (Grupo Teste),
com de larva de Contracaecum sp. localizada na
submucosa, circundada por reacdo inflamatoria
composta por eosindfilos e neutréfilos, corado por
Hematoxilina-Eosina. (barra =5 um)

40



41

6 DISCUSSAO

Larvas de nematbides em peixes capturados do Rio Cuiaba, foram
inicialmente descritas por TRAVASSOS et al. (1927) apud REGO e
VICENTE (1988), em relatério referente a excursdo cientifica a regido de
Porto Jofre em 1922. No entanto o parasitismo por larvas de nematoides em
cacharas provenientes do Rio Cuiaba, s6 foi descrito posteriormente por
VICENTE et al. (1985) e EIRAS e REGO (1988), com registro desta espécie
como um novo hospedeiro para Contracaecum sp. por EIRAS e REGO
(1989). O reduzido numero de peixes examinados por aqueles autores e a
auséncia de andlises de correlacdes, dificultam as discussées com o atual
trabalho. No entanto para o presente estudo, foram registradas prevaléncias
de 100% para o parasitismo por Eustrongylides sp. e Contracaecum sp. no
mesentério dos peixes examinados, o que é um dado compativel com a
prevaléncia registradas em outros estudos.

O parasitismo por larvas de Eustrongylides sp. no mesentério de
cacharas, foi também registrado por SANTOS et al. (2004) nos Rios
Miranda, Aquidauana e Paraguai, MS, com registros de prevaléncia de
100%. O parasitismo por Contracaecum sp. em outras espécies de peixes
dulcicolas e marinhos tem sido estudada por diversos autores, também
encontrando altas prevaléncias nos peixes examinados (BARROS, 1994;
SAO CLEMENTE et al, 1994; SILVA et al., 2000; SILVA e SAO
CLEMENTE, 2001, MADI e SILVA, 2005).

A influéncia do tamanho do hospedeiro sobre a composicao
qualitativa e quantitativa das infrapopulacbes parasitarias € um ponto
bastante investigado, como observado por ADRIANO et al. (2006), que
durante o periodo de realizacdo de seu estudo observaram que a
prevaléncia do parasito estudado, ndo era afetada pelo tamanho do
hospedeiro, pela estacdo do ano ou pelas propriedades da agua. No entanto
SAAD-FAARES e COMBES (1992), LUQUE et al. (1996) e SILVA et al.
(2000) alertam para que generalizacdes sejam evitadas, considerando-se
gue LO et al. (1998) observaram em seu experimento, uma relagéo positiva
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entre o tamanho e a idade do hospedeiro e o tamanho da populagdo de
parasitos. O parasitismo nao necessariamente aumenta nos peixes mais
velhos, devido ao maior tempo de exposi¢cado as infec¢des, ndo tendo sido
observada, neste trabalho, nenhuma correlagcdo significativa entre o
comprimento do peixe e a intensidade de infeccdo de Contracaecum sp. e
Eustrongylides sp.

No 6leo essencial de citronela utilizado no experimento in vitro, foram
detectados, a cromatografia gasosa, o0 citronelol e o geraniol na sua
composicdo, a semelhanca dos resultados obtidos por MATSUDA e
SURGEONER (1996) e SCHANEBERG e KHAN (2002), porém o citronelal,
composto presente em maior quantidade no 6leo essencial comercial, ndo
foi descrito por estes autores.

Para o teste in vitro realizado neste trabalho, foi utilizado o Oleo
essencial de citronela puro, o que justifica a agao larvicida em menor espaco
de tempo, quando comparado aos resultados obtidos por HIERRO et al.
(2004) que em seu experimento utilizaram o geraniol e o citronelol, além de
outros compostos monoterpénicos, sobre larvas de Anisakis simplex em trés
diferentes concentracdes, onde observaram que o geraniol e o citronelol
concentrados, causaram a morte total das larvas em quatro horas de acao
do produto. Os nematoides testados neste e no trabalho de HIERRO et al.
(2004) pertencem a mesma familia porém, de géneros e espécies diferentes.
Isto também deve ser considerado na obtencdo de tempos diferentes de
resisténcia ao produto utilizado.

A citronela in natura ndo apresentou acado sobre as larvas de
Contracaecum sp., em coelhos experimentalmente infectados, entretanto
nao existem precedentes na literatura de testes similares ao realizado neste
trabalho. Porém HIERRO et al. (2006) testou a acdo larvicida de alguns
derivados monoterpénicos in vivo, utilizando-se de camundongos, onde
observaram a eficacia extrato alcodlico de citronelol na concentracdo de
46,90 mg associado a 0,5 ml de 6leo de oliva. Porém, deve-se considerar
gue o resultado obtido nesse experimento deva estar diretamente
relacionado a biologia do hospedeiro, bem como do parasito utilizados.
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Ao avaliar os grupos pelo teste de chi-quadrado, considerando-se a
proporgdo de helmintos inoculados e recuperados observou-se que houve
uma diferenca significativa entre o GCP e demais grupos apenas no primeiro
dia, para os demais dias essa diferenca nao foi clara (p=0,12). Os resultados
apresentados nas repeticdes dos grupos sdo homogéneos e aceitaveis. Nao
foram observados resultados semelhantes nos testes in vivo e in vitro
realizados neste trabalho, no entanto estes resultados devem ser
analisados, considerando-se a existéncia de inUmeras variaveis, que podem
influenciar na acdo da planta, quando testada in vivo, e que nao estao
presentes no teste in vitro, como por exemplo a interferéncia da fisiologia do
hospedeiro sobre a acdo do principio ativo e também o comportamento das
larvas que no hospedeiro encontram-se com a abertura oral obstruida, em
virtude da fixagdo a mucosa do trato gastrointestinal, dificultando deste modo
a ingestao do principio ativo, o que nao € observado no teste in vitro, no qual
as larvas estdo com a abertura oral desobstruida. Diferencas entre teste in
vivo e in vitro foram também observados por IQBAL et al. (2006), que
testaram a acao antihelmintica do tabaco (Nicotiana tabacum) contra
nematoides gastrointestinais de ovelhas, observando menor eficicia do
produto in vivo quando comparado com o teste in vitro, assim como,
EKANEM et al. (2004a), avaliando, o efeito de extratos crus de feijao
mucuna e mamao papaia sobre o protozodrio parasito de peixe,
Ichthyophtirius multifiliis, em condi¢bes in vivo e in vitro, observaram um
significante efeito dose dependente no experimento in vivo com redugéo da
populacdo de parasitos, variando de 59% a 92%, ja in vitro, observou 100%
de eficacia. apresentando uma reducdo de 90%, ap6s 6 horas de contato

com o0s extratos.
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7 CONCLUSOES

- Considerando-se a importancia dos géneros Contracaecum sp. e
Eustrongylides sp. para saude publica, os resultados aqui apresentados
sugerem risco para a populacdo consumidora, quando houver o consumo de
carne crua, mal passada ou defumada a frio de cachara e/ou traira
contaminada;

- O 6leo essencial de citronela puro € eficaz contra as larvas de
Contracaecum sp. quando utilizado sob a forma in vitro, no entanto o
isolamento do(s) principio(s) ativo(s) ainda se faz necessario em futuras
investigacoes;

- Novos estudos utilizando-se a citronela devem ser feitos para a
investigacdo de variaveis que possam interferir na acao larvicida da planta in
natura;

- Dados sobre espécies de peixes mais parasitadas e métodos de
diagnéstico visual do parasitismo, devem ser divulgados de forma simples e
objetiva a populacdo consumidora, principalmente para as espécies

consumidas em pratos a base de peixe cru.
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ANEXO 1: Barros LA, Oliveira RL, Moraes-Filho J, Justino CHS, Mateus
LAF, Analise do parasitismo por Contracaecum sp. (Raillet &
Henry, 1912) e Eustrongylides sp. (Jagerskitld, 1909) em
cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum, Linnaeus, 1766)
(Pisces: Pimelodidae) provenientes do Rio Cuiaba, Mato
Grosso, Brasil. Rev Bras Med Vet 2006; (No prelo).
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Andlise do parasitismo por Contracaecum sp. (Raillet & Henry, 1912) e
Eustrongylides sp. (Jagerskiold, 1909) em cacharas (Pseudoplatystoma
fasciatum, Linnaeus, 1766) (Pisces: Pimelodidae) provenientes do Rio Cuiaba,
Mato Grosso, Brasil.

Analisys of the parasitism by Contracaecum sp. (Raillet & Henry, 1912) and
Eustrongylides sp. (Jagerskiold, 1909) in cacharas (Pseudoplatystoma
fasciatum, Linnaeus, 1766) (Pisces: Pimelodidae) from Cuiaba river, Mato
Grosso, Brazil.

Luciano Antunes Barros*, René Luiz de Oliveira*, Jonas Moraes Filho*, Christiano Henrique da Silva
Justino* e Lucia Aparecida de Fatima Mateus**

Resumo:

Cento e quarenta e nove espécimes de cacharas foram capturados do Rio
Cuiaba, durante o periodo de outubro de 2004 a abril de 2006, para andlise do
parasitismo por larvas de nematodides. Encontrou-se prevaléncia de 100% destes
peixes parasitados por larvas de Contracaecum sp. e/ou Eustrongylides sp. A
analise do parasitismo foi feita por registro da prevaléncia e localizacao das larvas
encontradas. Cinco cacharas (3,35 %) apresentaram parasitismo por larvas de
Contracaecum sp. na musculatura esquelética e cento e quarenta e sete (98,65%)
no mesentério. Cinquenta cacharas (33,55 %) apresentaram larvas de
Eustrongylides sp. na musculatura esquelética e cento e dezessete (78,52 %) no
mesentério. A intensidade média de infeccdo foi de 15,42 larvas/peixe para
Contracaecum sp. e de 6,37 larvas/peixe para Eustrongylides sp. O peso médio dos
peixes examinados foi de 5,59 kg (1,9-10,5 kg) e o comprimento total médio de
82,39 cm (63,5-105 cm). N&o foi observada correlacao entre parametros biométricos
como comprimento total e peso dos hospedeiros e a intensidade de infeccéo.
Palavras-chave: Contracaecum, Eustrongylides, Pseudoplatystoma, Cachara.

Abstract:

One hundred and forty-nine cacharas specimens were captured from Cuiaba
river, between october of 2004 to april of 2006, intending to analyse the parasitism
by nematode larvae. The prevalence was 100% to parasitism by Contracaecum sp.
and/or Eustrongylides sp. larvae. The analysis of the parasitism were done by
prevalence record and the localization of the larvae founded. Five cacharas (3,35 %)
presented parasitism by Contracaecum larvae in the skeletal muscle and one
hundred and forty-seven (98,65 %) on the mesenterium. Fifty cacharas (33,55%)
presented Eustrongylides sp. larvae in the skeletal muscle and one hundred
seventeen (78,52%) on the mesenterium. The mean intensity of infection was 15,42
larvae/fish for Contracaecum sp. and 6,37 larvaelfish for Eustrongylides sp. The
average of weight to the examined fishes was 5,59 kg (1,9-10,5 kg) and the average
of the total length was 82,39 cm (63,5-105 cm). Correlation between biomethric
parameters as host’s total length and weight and the intensity of infection was not
observed.

Key-words: Contracaecum, Eustrongylides, Pseudoplatystoma, Cachara.
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Veterinaria, UFMT, Av. Fernando Corréa s/n, Coxip6, Cuiaba, MT, CEP 78069-900, |labarros@terra.com.br
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Introducéao:

Os peixes sdo excelentes hospedeiros intermediarios e paraténicos de parasitos,
0S quais sdo transmitidos principalmente para aves piscivoras, que atuam como
hospedeiros definitivos, resultando em relacdes ecoldgicas eficientes para a
manutencdo de ciclos bioldgicos (Vicente e Pinto, 1999; Vicente et al., 1995). A
participacdo do homem como hospedeiro acidental de algumas espécies de
parasitos de peixes, cada vez mais tem chamado a atencdo de pesquisadores e
autoridades sanitarias no mundo inteiro, por determinarem problemas de salde
publica, em infeccbes decorrentes do consumo de carne de peixe crua ou mal
cozida. Até o presente momento, ndo existem relatos destas parasitoses em
humanos no Brasil, exceto para fagicolose, difilobotriose e clonorquiose (Chieffi et
al., 1990; Chieffi et al. 1992; Santos & Faro, 2005; Eduardo et al., 2005a; Eduardo et
al., 2005b; Emmel et al. 2006; Leite et al., 1989; Dias et al., 1992). Acredita-se que
isso se deva a falta de diagnéstico adequado e ndo a inexisténcia destas doencas
no pais. As principais medidas de prevencao sdo a inspecdo correta e 0 uso de
técnicas seguras de conservacao por congelamento do pescado. Destaca-se
também a importancia da orientacdo do publico consumidor, evitando-se a ingestao
de pescados oriundos de areas de risco.

Parasitos da familia Anisakidae tém relevante importancia em saude publica, com
descricao de infec¢cdes em pacientes humanos por larvas de Anisakis sp., resultando
em perfuracdes gastrointestinais, quadros obstrutivos e reacdes alérgicas (Doi et al.,
1989; Audicana et al., 1997; Cuende et al. 1998; Lépez-Serrano et al. 2000).

Apesar de ndo haver relato bibliografico da infeccdo em humanos por
Contracaecum sp., experimentalmente mamiferos tém sido infectados, resultando
em efeitos danosos ao organismo, indicando a possibilidade da importancia
zoonética também para este parasito pertencente a familia Anisakidae (Vidal-
Martinez et al. 1994; Barros et al., 2004).

A infeccao por larvas de Eustrongylides sp. em pacientes humanos foi descrita por
Eberhard et al. (1989) nos EUA, com relato de sintomatologia de dor abdominal e
recuperacao das larvas infectantes por meio de laparotomia exploratéria.

Experimentalmente coelhos infectados com larvas de Eustrongylides apresentaram
lesBes gastricas por congestao e morte por peritonite Shirazian et al. (1984) e Barros
et al. (2004).

O cachara é um dos peixes mais apreciados pela populacdo em Mato Grosso,
devido as suas caracteristicas organolépticas, com importante potencial para
producdo. Este trabalho objetivou pesquisar a presenca de larvas de nematoides
neste hospedeiro, analisando-se dados de prevaléncia e correlacdo parasitaria com
parametros biométricos dos peixes examinados.

Material e métodos:

A area de estudo utilizada foi o Rio Cuiaba, com coletas feitas na regido do
Municipio de Bardo de Melgaco, localizado a 16°12'59.70" Sul e 55°57'51.79" Oeste,
e também na regido metropolitana de Cuiab4, incluindo os municipios de Varzea
Grande e Cuiaba, MT, localizados aproximadamente a 15°35'46" Sul e 56°05'48"
Oeste.
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Cento e quarenta e nove espécimes de cacharas foram capturados, com uso de
anzois e redes, durante o periodo de outubro de 2004 a abril de 2006, visando a
analise do parasitismo por larvas de nematdides.

Os peixes imediatamente ap0s a captura, foram acondicionados em recipientes
sob refrigeracdo e transportados até o Laboratério de Parasitologia Veterinaria da
UFMT, onde foram medidos, pesados e necropsiados segundo metodologia descrita
por Pavanelli et al. (1999). As larvas encontradas foram mantidas em placas de
Petri, com solucdo salina fisiologica a 0,65% NaCl e posteriormente processadas,
segundo metodologia descrita por Amato et al. (1991). A identificagdo taxonémica foi
realizada segundo Vicente et al. (1999).

A correlacdo entre a intensidade de infeccdo de cada espécie de parasito e 0
comprimento do peixe e entre a intensidade de infeccdo e o fator de condicédo (K)
foram testadas pelo coeficiente de correlacdo de Sperman (rs). O fator de condigéo
foi estimado pelo quociente entre o peso observado e 0 peso esperado para um
dado comprimento (K=Pobs/C"), sendo o valor de b estimado a partir da relacéo
entre o peso e o comprimento: Peso=a*C®, e os coeficientes a e b estimados por
regressao nao linear.

Espécimes representativos das espécies encontradas, foram depositados na
Colecdo Helmintoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, RJ.

Um espécime representativo da espécie utilizada como hospedeiro neste trabalho
foi depositado na Colecao Zooldgica de Vertebrados do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal de Mato Grosso.

Os peixes utilizados foram identificados segundo Britski et al. (1999).

Os conceitos foram utilizados segundo Bush et al. (1997).

Resultados:

Todos o0s peixes examinados apresentaram parasitismo por larvas de
nematoides, identificadas como espécies pertencentes aos géneros Eustrongylides e
Contracaecum. Dentre 0s peixes examinados e parasitados foram registradas
prevaléncias de 16,78% (25) para peixes parasitados somente por Contracaecum
sp., 1,34% (2) somente por Eustrongylides sp. e 81,88% (122) com infec¢cdes mistas
por larvas de Contracaecum sp. e Eustrongylides sp. Cinco cacharas (3,35 %)
apresentaram parasitismo por larvas de Contracaecum sp. na musculatura
esquelética e cento e quarenta e sete (98,65%) no mesentério. Cinqlienta cacharas
(33,55 %) apresentaram larvas de Eustrongylides sp. na musculatura esquelética e
cento e dezessete (78,52 %) no mesentério. A intensidade média de infecgéo foi de
15,42 larvas/peixe (24,48 larvas/peixe) para Contracaecum sp. e de 6,37
larvas/peixe (9,26 larvas/peixe) para Eustrongylides sp. O peso dos peixes
examinados variou de 1,9 a 10,5 kg, sendo o peso médio estimado em 5,59 kg
(x2,13 kg); o comprimento total variou de 63,5 cm a 105 cm, com média estimada
em 82,39 cm (£9,6 cm).
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Tabela 1. Intensidade média de infeccdo e prevaléncia do parasitismo por larvas de
Contracaecum sp. e Eustrongylides sp. em cacharas (Pseudoplatystoma fasciatum)
coletados do rio Cuiab&, MT, durante o periodo de outubro de 2004 a abril de 2006.

Parasito . Amplitude
In'\tﬂeéndsigigceie _ d(_a Prevaléncia N total de
infeccao |nte_nS|dac~ie (%) larvas
de infeccéo
Contracaecum sp. 15,42 1-138 99,33 2282
Eustrongylides sp. 6,37 1-68 83,22 790

N&o houve correlagao significativa entre o comprimento do peixe e a intensidade
de infeccdo de Contracaecum (rs=-0,141; p>0,05) e entre o comprimento do peixe e
a intensidade de infec¢ao de Eustrongylides (rs=0,269; p>0,05).

A relacdo entre o peso e o comprimento do cachara pode ser descrita pela
equacdo: P=0,00001*C>®® (R?=0,90; N=149) O fator de condicéo relativo estimado
a partir desta relacdo nao foi significativamente correlacionado tanto com a
intensidade de infeccdo de Contracaecum (rs=0,09; p=0,271), quanto com a
intensidade de infeccéo de Eustrongylides (rs=0,05; p=0,488).

Espécimes representativos de larvas coletadas durante este trabalho, foram
depositados na Colecao Helmintolégica do Instituto Oswaldo Cruz (CHIOC) com os
seguintes numeros: CHIOC 35505 (Contracaecum sp.) e CHIOC 35506
(Eustrongylides sp.).

Um espécime representativo de cachara foi depositado da Cole¢édo Zooldgica de
Vertebrados do Instituto de Biociéncias da UFMT sob o nimero 0788.

Discussao:

Larvas de nematoides em peixes capturados do Rio Cuiaba, foram inicialmente
descritas por Travassos et al. (1927), em relatério referente a excursao cientifica a
regido de Porto Jofre em 1922. No entanto o parasitismo por larvas de nematoides
em P. fasciatum provenientes do Rio Cuiaba, s6 foi descrito posteriormente por
Vicente et al. (1985) e Eiras e Rego (1988), com registro desta espécie como um
novo hospedeiro para Contracaecum por Eiras e Rego (1989). O reduzido namero
de peixes examinados por aqueles autores e a auséncia de analises de correlacdes,
dificultam as discussbes com o atual trabalho. No entanto foram registradas
prevaléncias de 100% para o parasitismo por Eustrongylides sp. e Contracaecum sp.
no mesentério dos peixes examinados, o que € um dado compativel com a
prevaléncia encontrada neste trabalho.

Dados sobre o parasitismo por larvas de Eustrongylides sp. no mesentério de
cacharas, foram também registrados por Santos et al. (2004) no Rio Miranda,
Aquidauana e Paraguai, MS, com registros de prevaléncia de 100% para este
parasitismo nos peixes examinados.

A prevaléncia do parasitismo por Contracaecum sp. em outras espécies de
peixes dulcicolas e marinhos tem sido estudada por diversos autores, também
encontrando altas prevaléncias nos peixes examinados (Barros, 1994; S&o
Clemente et al. 1994; Silva et al., 2000; Silva e Sado Clemente, 2001, Madi e Silva,
2005).
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A influéncia do tamanho do hospedeiro sobre a composicdo qualitativa e
guantitativa das infrapopulacdes parasitarias € um ponto bastante investigado. No
entanto SAAD-FAARES e COMBES (1992), LUQUE et al. (1996) e SILVA et al.
(2000) alertam para que generalizagcbes sejam evitadas. O parasitismo nao
necessariamente aumenta nos peixes maiores, devido ao maior tempo de exposi¢cao
as infecgoes.

A analise do indice de condicdo do hospedeiro é um importante indicador
guantitativo do grau de higidez ou de bem estar do peixe hospedeiro, sendo aqui
utilizado como parametro de correlagdo com o parasitismo.
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Action in vitro of Citronellain nematodes

IN VITRO EVALUATION OF THE RESISTENCE OF THE
Contracaecum sp. LARVAE (NEMATODA: ANISAKIDAE), TO
THE ESSENTIAL OIL OF CITRONELLA (Cymbopogon sp.)

Christiano Henrique da Silva Justino® and Luciano Antunes Barros*

Universidade Federal de Mato Grosso, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,
Departamento de Produgao Animal, Av. Fernando Corréa da Costa, s/n, Cuiaba, MT,CEP 78068-000

Abstract

The essential oil of citronella (Cymbopogon sp.) was used in vitro to assess its influence on the
Contracaecum sp. L3 larvae. The parameters investigated were the morphological integrity and
motility of the larvae after being in contact with the product. The essential oil was very effective
in its trade form killing all the larvae at the utmost in two hours. The damage caused to the
larvae was evaluated with a microscope in histological cuts, where cuticular rupture and
disintegration of the intestinal wall of the larvae were found. The results were analyzed through
the use of a monocaudal Fisher test to detect differences between the groups where the
significance of p< 0,05 was obtained.

Key words: Contracaecum — Anisakidae — Cymbopogon — citronella

Introduction

The consumption of the fish is, since
old times, a common practice in many human
populations, because it is easy to obtain and
for its nutritional characteristics. Some
cultures, however, have the habit of eating
uncooked fish, having the risk of catching
some diseases (SAO CLEMENTE et al.,
1996; OKUMURA, et al., 1999).

The study of the parasitic diseases
transmitted through the consumption of fish
meat, becomes essential from the sanitation
and public health point of view, since man in
several situations takes the role of an
accidental host in the biological cycle of some
parasites, such as Eustrongilides ignotus,
Anisaquis simplex, Diphyllobotrium latum,
Ascocotyle longa, among others, many times
with relevant clinical manifestations.

Lack of deeper knowledge about the
methods of diagnosis and treatment; make
these diseases caused by parasitosis more
important in Veterinary Medicine and Public
Health.

The anisakiose is considered the
most common among the diseases by
parasites transmitted by fish, deriving from the
infection by Anisakis sp. larvae, after the
intake of raw fish meat. The symptoms

* chrisjustino@gmail.com
* labarros@terra.com.br

presented may vary a lot, although the most
common are the gastric pains, followed or
not by vomit, which may progress to an
acute abdominal syndrome, with abdominal
pains, abnormal muscular tension and
manifestations similar to appendicitis. The
penetration of the mucosa of the
gastrointestinal tract by the larvae, can lead
to the formation of abscesses or granulomas
eosinophilics, besides the gastro enteric
ulcerations and eosinophilic colitis (SAO
CLEMENTE et al., 1995; LOPEZ-SERRANO
et al., 2000). The occurrence of alterations of
hypersensitivity , with nettle rash and even
anaphylaxis, have been reported in patients
with a history of consumption of food with
cooked fish, revealing the maintenance of
the allergen potential in parasitic particles
existent in the fish that is eaten. (OKOMURA
et al., 1999; LOPEZ-SERRANO et al., 2000).

For the State of Mato Grosso high
prevalence  of  parasitism by the
Contracaecum sp. larvae, are verified in fish
like piraputanga (Brycon microlepis), piranha
(Serrassalmus sp.), cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum), and traira
(Hoplias malabaricus) (REGO & VICENTE,
1988; BARROS et al, 2004; MORAES-
FILHO et al., 2004).



The action of the Contracaecum sp.
larvae upon the gastric mucosa of rabbits,
infected for experiment, was shown by
BARROS et al. (2004), describing the
pathogenic potential of this nematode for
mammals. These authors alert to the
possibility of human infection, as described for
Anisakis sp.

The wuse of alcoholic citronella
compounds upon the Anisakis sp. larvae, was
described in the in vitro test by HIERRO et al.
(2004), observing the larvicide action after 4
(four) hours in contact with the product.

Aiming at getting to know about the
use of citronella on other nematode of the
Anisakidae family and the search for the use
of alternative methods for the treatment of
parasites transmitted by fish, this paper aims
at testing the in vitro action of the essential oil
of citronella on the Contracaecum sp. larvae.

Material and methods

For this study, 38 specimens of trairas
(Hoplias malabaricus) from the district of
Bardo de Melgaco, MT were used. Right after
they were caught, the fish were taken to the
Laboratory of the Veterinary Parasitology-
UFMT in thermal containers.

With a space of 12 hours at the most
after catching the fish, post-mortem exams
were done for the collection of Contracaecum
sp. larvae, in the guts, celomatic cavity and
skeletal musculature of the fish that were
examined using the techniques described by
PAVANELLI et al. (1998), and later the
musculature was “cut in slices” and examined
with the help of a lighted table. After being
collected, the larvae were put on Petri dishes,
with physiologic solution (0,8% NaCl) to be
evaluated for its viability, in a stereo
microscope SZ-4045 (Olympus ®).

The essential oil used in the
experiment was bought in a chemist’'s shop
(Férmula Certa, Lote. N.° 000789), the levels
of purity were guaranteed through sensorial
and physical analyses that were normal,
according to EML - Distribuidora Ely Martins.

The larvae separated for the
experiment, were divided in six groups, each
one containing 10 (ten) larvae and maintained
in Petri plates. Four plates were identified as
T 1to T 4 (as test group), one plate as control
group, and another last plate containing ten
larvae for the confirmation of taxonomical
diagnosis.

For each plate test, 5 (five) ml of the
essential oil of citronella were added and the
control group was maintained in the same
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volume of physiologic solution (0,8% NacCl),
later the plates were put in an incubator
B.O.D. (Model 347 CD) with an average
temperature of 28,4° C (= 0,8° C ) and
relative humidity of 62% (+ 4%).

At the end of each hour, one test
plate was taken out of the B.O.D., and the
larvae were washed with physiologic solution
(0.8% NacCl), to interrupt the process of the
action of the product. The larvae were
examined through the stereomicroscope
using the motility and structural integrity as
parameter. The control group was also
observed every hour during the whole
experiment.

All the dead larvae were fixed in
formalin 10%, and later processed according
to the histological techniques described by
PROPHET (1992). Then they were made
into blocks of paraffin and cut in 5um, width
on a manual microtome (Microm HM 325),
that were tinted by the hematoxilina-eosina
technique (ALLEN, 1992). The exams to
evaluate the possibility of microscopic
damages and microphotographs were done
by optical microscope BX 41 (Olympus®).

The larvae that were separated for
taxonomic identification were fixed and
processed according to the methodology
described by AMATO et al. (1991) and
identified according to HARTWICH (1974).

To evaluate the performance, among
the treated groups and those untreated by
the Citronella, the Fisher monocaudal test
was done, using the statistic program Epi
Info™ 6.0.

Results

After being in contact with the
essential oil for one hour, only four larvae
were alive on the citronella, T 1 plate
showing a 60% effectiveness of the larvicide
action of this product.

After two hours, the T 2. plate was
examined and it was verifying that all the
larvae were dead. The T 3 e T 4 plates were
examined respectively with three and four
hours after the beginning of the experience,
and like what was observed on plate T 2, all
the larvae were dead. An increase in body
volume in thickness was observed. The
larvae of the control plate remained viable
with motility and structural integrity unaltered
during the experimental period.

The microscopic evaluation showed
that the citronella essential oil caused
cuticular rupture and disintegration of the
intestinal wall, with occasional projection of



the organs to the exterior part of the parasite,
producing casual protuberances that were
more evident after each hour.

Through the comparison of the
mortality rate of the Contracaecum sp. larvae,
the efficiency of the treatment with Citronella
on the non-treated parasites (p=0,04) was
shown.

All the larvae reserved for the
taxonomic identification were diagnosed as
Contracaecum sp. larvae in the third stage of
development.

Discussion

In this work the product was used
pure, which justifies the larvicide action in less
time when compared to the results obtained
by HIERRO et al. (2004) that used different
monoterpenic products, diluted in different
concentrations, on Anisakis sp. larvae
observing total death of the larvae in four
hours. Different results can be expected, not
only due to the use of different parasite
species.

The citronella essential oil is efficient
against the Contracaecum sp. larvae,
however, tests using different dilutions, as
well as the search for isolation of the different
compositions that form the pure essential oil,
through the gaseous chromatography, are the
reason for new investigation about the use of
citronella components for the treatments of
parasites of Anisakidae family.
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Figura 1 - Corte transversal de larva L3 de Contracaecum sp. do grupo controle,
demonstrando integridade cuticular e de érgaos internos. (barra = 2 ym)

Figura 2 - Corte transversal de larva L3 de Contracaecum sp., apds decorrida 1 hora em

contato com o 6leo de citronela, demonstrando uma leve perda na aderéncia
cuticular. (barra = 2 um)

Figura 3 - Corte transversal de larva L3 de Contracaecum sp., apés decorridas 2 horas em

contato com o Oleo de citronela, demonstrando perda total na aderéncia
cuticular. (barra = 2 um)

Figura 4 - Corte transversal de larva L3 de Contracaecum sp., apés decorridas 4 horas em

contato com o 6leo de citronela, demonstrando lise de parede intestinal e ruptura
cuticular. (barra = 2 ym)
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