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Avaliação  da resistência de larvas de Contracaecum  sp.
(nematoda: anisakidae) à ação da citronela, Cymbopogon  sp.,

in natura,  administrada como tratamento da anisakiose
em coelhos infectados experimentalmente

Evaluation of the resistence of the Contracaecum  sp. larvae,  (nematoda:
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 administered as treatment of anisakiosis in experimentally infected rabbits
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Resumo

A avaliação da ação larvicida da citronela, Cymbopogon sp., in natura foi feita através da administração da planta ad libitum
a coelhos, Oryctolagus cuniculi, experimentalmente infectados com larvas de Contracaecum sp. Com intervalos regulares
de 24 horas após o início da administração da planta, foram realizadas eutanásias e necropsias dos animais infectados,
analisando-se a eficácia através de parâmetros como número e viabilidade de larvas recuperadas.  A citronela in natura
apresentou baixa ação larvicida sobre Contracaecum sp.
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Abstract

The evaluation of the larvicide action of the citronella, Cymbopogon sp., in natura was done through the feeding of the
citronella grass ad libitum to rabbits, Oryctolagus cuniculi, experimentally infected by Contracaecum sp. larvae. By regular
intervals of 24 hours after the beginning of the experiment, the infected animals went submitted to eutanasy and necropsy
exams to analyse the action of the plant, using parameters as the number and viability of the recovered larvae. The citronella
in natura produced low larvicide action over Contracaecum sp. experimentally.
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Introdução

O consumo de pescado é uma prática comum em muitas
populações humanas, desde a Antiguidade. Isso se deve
principalmente ao alto valor nutricional desta fonte de alimento
e à facilidade logística de sua captura para alguns povos.
Porém, em algumas culturas pode-se observar o hábito de
consumir o pescado cru ou malcozido, predispondo ao risco
de contrair  enfermidades parasitárias.

O estudo das zoonoses parasitárias transmitidas pelo
consumo da carne de pescado torna-se fundamental para a
saúde pública, uma vez que o homem pode assumir o papel
de hospedeiro acidental, contraindo infecções parasitárias
como a eustrongilidose, a anisaquiose, a difilobotriose, a

fagicolose e outras, que  podem levar a manifestações
clínicas graves (Chieffi et al., 1990; Chieffi et al. 1992; Santos
e Faro, 2005; Eduardo et al., 2005a,b; Emmel et al. 2006;
Leite et al., 1989; Dias et al., 1992).

O despreparo dos profissionais de saúde e a falta de
conhecimento mais aprofundado sobre este assunto são
agravantes à situação de importância destas parasitoses.

Para o estado de Mato Grosso são relatadas prevalências
altas do parasitismo por larvas de Contracaecum sp. e
Eustrongylides sp., em peixes como a traíra (Hoplias
malabaricus), piraputanga (Brycon microlepis), piranha
(Serrassalmus marginatus), cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum), barbado (Pinirampus pirinampu), pintado
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(Pseudoplatystoma corruscans) e jaú (Paulicea luetkeni
(Barros et al., 2006; Barros et al., 2007).

O crescente aumento na indústria do pescado, associado à
pouca informação sobre métodos profiláticos e de tratamento
para estas parasitoses, revelam a premente necessidade
de buscar informações  sobre a ocorrência destes parasitos
em espécies de peixes destinadas ao consumo humano,
assim como métodos seguros de diagnóstico e testes de
eficácia de terapias voltadas para o controle de larvas em
hospedeiros infectados.

Material e métodos

Duzentos e quarenta espécimes de traíras, Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794), foram capturadas com anzol no
rio Mimoso, município de Santo Antônio de Leverger,
localizado a 140 km de Cuiabá, estado de Mato Grosso, a
16° 12' 50"  de latitude Sul, 55° 48' 29" de longitude Oeste.
Após a captura, estes peixes foram acondicionados em
caixas térmicas e transportados ao Laboratório de
Parasitologia Veterinária da Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT), onde foram medidos, pesados e
necropsiados para a coleta de larvas de Contracaecum sp.,
segundo metodologia descrita por Amato et al. (1991). Os
dados referentes às necropsias foram anotados em fichas
individuais e as larvas encontradas foram mantidas em
placas de Petri, com solução salina fisiológica (0,65% NaCl)
para serem avaliadas quanto à viabilidade em estereomicros-
cópio, utilizando como parâmetros a motilidade e a integrida-
de estrutural. A identificação taxonômica foi realizada segundo
Vicente et al. (1995).

A planta citronela, Cymbopogon sp., utilizada foi cultivada no
setor de horticultura da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinária da UFMT, para ser fornecida in natura e ad libitum
a modelos experimentais infectados com larvas de
Contracaecum sp. Utilizou-se a citronela como única fonte
de alimento durante o experimento, garantindo a maior in-
gestão possível da planta. Com o objetivo de minimizar riscos
de alteração ou perda do(s) princípio(s) ativo(s) por eva-
poração e secagem, utilizando-se folhas verdes e recém-co-
lhidas.

Vinte e quatro coelhos (Oryctolagus cuniculi) machos adultos,
da raça Nova Zelândia, provenientes do Biotério Central da
UFMT, foram utilizados como modelos experimentais,
subdivididos em seis grupos, contendo quatro animais cada,
sendo utilizada a seguinte denominação para os grupos:

• Grupo Controle Geral (GCG): composto por animais não
infectados, e alimentados com ração comercial para coelhos;

• Grupo Controle Citronela (GCC): composto por animais
não infectados e alimentados apenas com citronela ad
libitum;

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

• Grupos Testes (GT1, GT2 e GT3): compostos por animais
infectados com larvas de Contracaecum sp. e alimentados
apenas com citronela ad libitum.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente refrigerado com temperatura e umidade relativa
controladas, 24,1±5,5oC, 51 ±15%.

Após a separação dos grupos foram selecionadas 560 larvas
de Contracaecum sp. consideradas viáveis para infecção.
Essas larvas foram subdivididas em 16 inóculos com 35
larvas/animal e administradas aos coelhos a serem
infectados, seguindo a técnica descrita por Barros et al.
(2004). Os animais não foram deixados em jejum pré-
infecção, para que a velocidade na taxa da passagem do
inóculo pelo trato gastrintestinal fosse mantida dentro dos
padrões de normalidade fisiológica, não interferindo desse
modo na fixação das larvas à mucosa do trato gastrointestinal.
Durante as primeiras 24 horas pós-infecção, os animais
foram mantidos com ração e água ad libitum, observando-
se possíveis alterações comportamentais.

Decorridas as primeiras 24 horas, iniciou-se o fornecimento
da planta aos grupos GT1, GT2, GT3 e GCC em substituição
à ração comercial. Com intervalos regulares de 24 horas
após o início da administração da planta, foi eutanasiado e
necropsiado um coelho de cada grupo, para avaliar a ação
da planta sobre as larvas nos Grupos Testes, bem como
analisar possíveis alterações macroscópicas e microscó-
picas nos locais de fixação das larvas no GCP. Os animais
do GCG foram mantidos vivos até o 7o dia após o início do
experimento, a fim de avaliar eventuais interferências que
pudessem representar risco à saúde dos mesmos. Os
animais do GCC foram mantidos vivos até o 14o dia após o
início do experimento, para avaliação de possíveis alterações
nos parâmetros hematológicos e reações de toxicidade
causados pelo consumo da planta, segundo os critérios
recomendados por BRASIL (1996). A insensibilização e a
eutanásia dos animais obedeceram às normas preconiza-
das por Brasil (2000) e a necropsia foi realizada segundo a
técnica descrita por Feldman e Seely (1988).

Todas as larvas recuperadas durante a necropsia foram
coletadas e mantidas em placas de Petri, contendo solução
salina fisiológica (0,8% NaCl). As larvas mortas foram fixadas
com formalina 10%, e posteriormente processadas conforme
as técnicas histológicas descritas por Prophet (1992), sendo
cortadas com espessura de 3µm, por uso de micrótomo
manual Microm® MOD. HM 325. A coloração foi realizada pela
técnica de hematoxilina-eosina (Allen, 1992) e posteriormente
o material foi examinado e microfotografado, com aumentos
de 40X e 100X,  em microscópio óptico Olympus® BX-41.

Os animais do GCP e GCC foram submetidos aos mesmos
exames laboratoriais, utilizando-se os valores de referência
apresentados por Mitruka e Rawnsley (1977).

Para a avaliação estatística da resistência das larvas de
Contracaecum sp. à planta in natura, foi realizado o teste
qui-quadrado, utilizando-se como ferramenta o programa
estatístico Epi Info™ 6.0.

Resultados

Os dados clínicos apresentados pelo  GCG foi considerado
livre de doenças baseado no conjunto de achados dos
exames clínicos (temperatura, frequência cardíaca,
movimento respiratório) e complementares (volume globular,
hemoglobina), que apresentaram resultados dentro dos
padrões de normalidade.

Durante a execução da necropsia foram recuperadas 258
larvas no trato gastrointestinal, destas 7 (2,71%) mortas não
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aderidas à mucosa, 197 (76,36%) vivas aderidas e 54
(20,93%) vivas não aderidas. Uma larva foi encontrada viva e
aderida ao peritônio de um dos animais dos Grupos Testes
(Tabelas 1 e 2) (Figura 1). Macroscopicamente, observou-se
que as larvas aderidas à mucosa do intestino causaram

hiperemia local e lesão ulcerativa com bordos elevados. À
microscopia óptica, foi observada reação inflamatória com
predominância de eosinófilos e neutrófilos, além de
espessamento de submucosa por edema e infiltrado
polimorfo nuclear (Figuras 2 a 4).

 

  

Figura 4 : Corte histológico de estômago de coelho (Grupo Teste),
infectado com de larva de Contracaecum sp. localizada na
submucosa, circundada por reação inflamatória com
predominância de eosinófilos e neutrófilos, corado por
Hematoxilina-Eosina. (barra = 5 µm)

Figura 1 : Macroscopia de uma larva de Contracaecum sp. aderida ao
peritônio de coelho infectado experimentalmente, em exame
48 horas pós-infecção. (barra = 0,25 cm)

Figura 2 : Corte histológico do estômago de coelho (Grupo Controle
Geral), sem alterações histológicas, corado por Hematoxilina-
Eosina. (barra = 2 µm)

Figura 3 : Corte histológico do estômago de coelho (Grupo Teste),
infectado com larva de Contracaecum sp., circundada por
reação inflamatória com predominância de eosinófilos e
neutrófilos e espessamento de submucosa por edema e
infiltrado polimorfonuclear, corado por Hematoxilina-Eosina.
(barra = 2 µm)
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Tabela 1 : Larvas de Contracaecum sp. recuperadas no período
pós-infecção de coelhos dos grupos teste (GT1,
GT2 e GT3) e Grupo Controle Parasitado (GCP)

* Apresentou uma larva aderida ao peritônio.

Período pós 

infecção (dias) 
Grupos 

 GCP GT1* GT2 GT3 Total 

1 28 11 13 13 65 

2 10 23 20 20 73 

3 8 15 16 14 52 

4 8 18 19 23 68 

total 54 67 68 70 259 

Grupos 

GCP GT1* GT2 GT3 Total LARVAS 

n % n % n % n % n % 

Mortas 0 0 1 0,39 2 0,77 4 1,54 7 2,70 

Vivas aderidas 35 13,51 57 10,42 54 20,85 52 20,08 198 76,45 

Vivas soltas 19 7,33 9 3,47 12 4,63 14 5,40 54 20,85 

total 54 20,85 67 25,87 68 26,25 70 27,03 259 100 

Tabela 2 : Larvas de Contracaecum sp., vivas aderidas ou soltas e mortas, recuperadas no período
pós-infecção de coelhos dos grupos teste (GT1, GT2 e GT3) e Grupo Controle Parasitado
(GCP)

* Apresentou uma larva aderida ao peritônio.

Discussão

O teste da citronela in natura sobre as larvas de Contracaecum
sp., não tem precedentes na literatura. No entanto, Hierro et
al. (2006) testaram a ação larvicida de alguns derivados
monoterpênicos in vivo, utilizando camundongos infectados
com larvas de Anisakis sp., observando eficácia do extrato
alcoólico de citronelol na concentração de 46,90mg
associado a 0,5ml de óleo de oliva. O citronelol é um dos
compostos constituintes da citronela, porém, os resultados
não compatíveis podem ser explicados considerando-se as
diferenças entre os organismos hospedeiros e principal-
mente devido às características específicas dos parasitos
em teste, Anisakis sp. e Contracaecum sp. Embora
pertençam à mesma família, a proximidade filogenética não
necessariamente está relacionada com respostas similares
de sensibilidade ao composto testado.

A ação in vitro de compostos monoterpênicos foi testada por
Hierro et al. (2004), observando a ação larvicida dos
compostos geraniol e citronelol. A ação larvicida destas
substâncias ocorreu sobre o sistema excretor das larvas e
sobre a integridade da cutícula e do trato digestivo,
considerando-se que as larvas obrigatoriamente precisam
ingerir o composto testado para observação deste efeito
desejado. Desta forma, o baixo número de larvas mortas

encontrado nos grupos tratados com citronela in natura pode
ser também devido ao comportamento de fixação da larva
sobre a mucosa do trato gastrointestinal, uma vez que a
fixação ocorre por aderência da extremidade anterior da larva
à mucosa. Este fato determinaria provavelmente uma
obstrução da abertura oral, dificultando a ingestão do
princípio ativo da planta pelo parasito.

Outra possibilidade que justifique a discreta ação larvicida
sobre Contracaecum sp., seria a concentração dos
compostos geraniol e citronelol disponível na planta. Embora
a quantidade de planta ingerida tenha sido a maior próxima
possível de acordo com a capacidade de ingesta do coelho,
ainda assim a quantidade dos compostos nesta quantidade
da planta, talvez não tenha sido suficiente para a obtenção
de um adequado efeito larvicida, havendo necessidade de
realização de novos testes da ação larvicida e também da

toxicidade aguda para coelhos, utilizando-se maiores
concentrações dos compostos citronelol e geraniol.

O uso de veículos alcoólicos, aquosos ou oleosos também
pode interferir na ação larvicida, por alteração da solubilidade
dos compostos encontrados na planta. Trabalhos sobre
potencialização do efeito de compostos antiparasitários
foram feitos por Frezza et al. (2007), utilizando a incorporação
de anti-helmínticos a cápsulas lipossomais. Esta técnica
aumentou a disponibilidade do composto no organismo de
cobaios, assim como a sua solubilidade, proporcionando
uma maior absorção pelos parasitos e potencializando os
danos causados a eles.

Ao avaliar os grupos pelo teste de qui-quadrado, conside-
rando-se a proporção de helmintos inoculados e recupe-
rados, observou-se que houve uma diferença estatistica-
mente significante entre o GCP e demais grupos, apenas no
primeiro dia. Para os demais dias, essa diferença não foi
clara (p=0,1). Os resultados apresentados nas repetições
dos grupos são homogêneos.

Os dados clínicos e hematológicos apresentados pelo GCC
não revelaram indícios de toxicidade da planta sobre o
organismo dos animais utilizados neste trabalho.  Testes de
toxicidade desta planta sobre o organismos de coelhos ainda
não haviam sido realizados.
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