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RESUMO. Neste ensaio, avaliou-se a eficicia terapéutica do diflubenzuron contra o
crusticeo Dolops carvalhoi (Crustacea: Branchiura) em pacus Piaractus mesopotamicus
Holmberg 1887 (Osteichthyes: Characidae) naturalmente infestados. A droga foi aplicada
trés vezes na concentragio de 2,0 mg/L de dgua, na forma de banhos com trinta minutos de
duragio e intervalo de 24 horas. Um grupo controle foi submetido ao mesmo
procedimento, sem a adigio do firmaco 2 dgua. A avalia¢io parasitoldgica revelou que a
eficdcia da droga foi de 97,2%. No grupo tratado houve redugio da glicemia, aumento da
quantidade de eritrécitos, redugio do percentual de células granulociticas especiais e
aumento da quantidade de trombdcitos circulantes coincidentes com a eliminagio dos
parasitos, quando comparado ao grupo controle. Os resultados indicam que ocorreu
melhora marcante na satde dos peixes.

Palavras-chave: Dolops carvalhoi, Piaractus mesopotamicus, diflubenzuron.

ABSTRACT. Diflubenzuron effectiveness in Dolops carvalhoi (Crustacea:
Branchiura) control in juvenile pacus Piaractus mesopotamicus (Osteichthyes:
Characidae) naturally infected. This research evaluated the therapeutic efficacy of

diflubenzuron against Dolops carvalhoi (Crustacean: Branchiura) in Piaractus mesopotamicus
(Osteichthyes: Characidae) naturally infested. The drug was applied three times, at a dose
of 2.0 mg/L of water, in the form of baths within thirty minutes and an interval of 24 hours.
A control group was submitted to the same procedure, but without pharmaco in the water.
The parasitological evaluation showed that the drug effectiveness was 97.2%. In the treated
group there were glycemia reduction, increase in the erythrocyte number, decrease in the
percentage of special granulocytic cells and increase in the number of circulant trombocytes
similar to the parasites elimination when compared to the control group. Results showed an
important improvement in fish health.
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Introducao

A expansio da piscicultura no Brasil trouxe
consigo problemas sanitirios relacionados a0 manejo
inadequado e mis condi¢gées ambientais. A
intensificacio dos meios produtivos, o transporte, a
mé qualidade da 4gua, entre outros, atuam como
agentes estressantes, resultando em depressio dos
mecanismos de defesa orginica e¢ aumento da
susceptibilidade dos peixes is enfermidades. O
prejuizo causado por doengas infecciosas em peixes

cultivados nos Estados Unidos foi estimado em
cerca de U$23 milhdes no ano de 1989. Desse
montante, mais da metade foi causado por infec¢oes
parasitdrias (Klesius e Rogers, 1995).

Classificados como ectoparasitos, os crusticeos
branquitiros da espécie Dolops carvalhoi parasitam o
tegumento, nadadeiras, boca ¢ brinquias de virias
espécies de peixes silvestres e cultivados. Segundo
Prieto et al. (1994), o aparelho bucal desse parasito é
dotado de ganchos para fixacio e, para se
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alimentarem, perfuram a pele do hospedeiro,
injetam anti-coagulantes e secreg¢des digestivas e
sugam sangue ¢ células epiteliais digeridas. Assim, o
hibito hematéfago de argulideos causa anemia,
enquanto a histofagia provoca inflamacio do
tegumento  cutineo, abrindo  solugdes  de
continuidade que permitem a instala¢io de infec¢oes
secundirias (Thatcher e Brites-Neto, 1994). Indices
elevados de parasitismo pelos géneros Argulus sp. e
Dolops sp. estio relacionados com a alta densidade
populacional baixas qualidade da 4dgua e das
condig¢oes sanitirias (Tomec et al., 1995)

Para o tratamento de enfermidades provocadas
pelo parasitismo por estes crusticeos, recomenda-se
o uso de organofosforados que tém alto grau de
toxicidade para os peixes, para o ambiente e para o
aplicador do produto (Post, 1987; Noga, 1996).
Assim, novas alternativas devem ser investigadas.

O  diflubenzuron  (1-(4-clorofenil)-3-(2-6-
diflurobenzoil) uréia) € eficaz no controle de
estigios imaturos de insetos, pois interfere na sintese
de quitina durante a fase de muda e tem baixa
toxicidade para vertebrados (Eisler, 1992).

Diante do exposto, ¢ uma vez que Os retro
mencionados crusticeos, possuem esqueleto de
quitina, este ensaio teve por objetivo avaliar a eficicia
terapéutica de 2,0 mg de diflubenzuron/litro de dgua
no tratamento de pacus, Piaractus mesopotamicus,
naturalmente parasitados por Dolops carvalhoi.

Material e métodos

Local, peixes e acondicionamento

O ensaio foi conduzido no Laboratério de
Patologia de Organismos Aquiticos (Lapoa),
pertencente ao Centro de Agqiicultura da Unesp
(Caunesp), Jaboticabal, Estado de Sio Paulo. Foram
utilizados 28  pacus  Piaractus  mesopotamicus
(Holmberg, 1887) (Osteichthyes: Characidae),
provenientes de mesma desova, com comprimento
total médio 21,31 + 2,28 cm e peso médio de 248,52
+ 75,61 g Os animais estavam naturalmente
parasitados  pelo crusticeo branquidro Dolops
carvalhoi. Os peixes foram alojados em quatro
aquirios com capacidade de 200 L cada, com fluxo
continuo de 4gua livre de cloro, com vazio de um
litro/minuto. Inicialmente, passaram por um periodo
de adaptacio durante sete dias, recebendo ragio
comercial contendo 35% de proteina bruta, oferecida
duas vezes por dia até 0 momento da saciedade.

Delineamento experimental

Os peixes foram distribuidos quanto ao grau de
parasitismo, por ordem decrescente, em quatro grupos,
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sendo duas repeti¢des por tratamento. Dois grupos
contendo sete animais cada permaneceram sem
tratamento (controle) e outros dois grupos também
com sete peixes foram tratados com diflubenzuron.

O diflubenzuron foi administrado na concentragio
de 2,0 mg do principio ativo/litro de dgua. Os peixes
foram submetidos a trés banhos consecutivos nessa
solugio, durante 30 minutos com intervalos de 24 horas.
Durante esse procedimento, o abastecimento de 4dgua
dos aquirios foi fechado, sendo a oxigenacio mantida
com aeracio artificial.

Monitoramento da qualidade da 4gua e do comportamento
dos peixes

Diariamente a temperatura da dgua foi aferida com
termdmetro de bulbo, sempre is 16 horas. A cada sete
dias, sempre as 9h, foi determinada a concentragio de
oxigénio dissolvido (OD) com oximetro YSI-Mod. 55, o
potencial  hidrogenidénico (pH) com peagimetro
Corning, a condutividade elétrica (CE) com
condutivimetro Corning. Diartamente, os peixes foram
examinados quanto a eventuais alteragdes clinicas e
patolégicas.

Exame parasitoldgico

No terceiro dia apds o tratamento, os peixes foram
avaliados quanto ao indice de parasitismo pelo crusticeo
¢ determinagio da glicemia. No procedimento de
necropsia, os peixes foram previamente anestesiados por
imersio em solugio de 1,0 g de benzocaina por 10 L de
4gua para a coleta dos parasitos na superficie corpérea e
amostras de sangue por pungio dos vasos caudais. Os
parasitos recolhidos foram fixados em 4lcool 70% para
serem posteriormente  quantificados. A partir  dos
resultados das contagens de parasitos foi calculada a
eficicia terapéutica do diflubenzuron, de acordo com a

equagao:

Eficicia (%) = nmc — nmtx 100
nmc

Sendo que:

nmc = ntmero médio de parasitos do grupo controle
nmt = ndmero médio de parasitos do grupo tratado

Colheita de sangue

Aliquotas de sangue foram colhidas por pungio do
vaso caudal de cada um dos exemplares, utilizando-se
seringas contendo EDTA (10%) para avaliagio das
varidveis eritrocitirias ¢ células sangiiineas de defesa
orginica (leucdcitos e trombdcitos) e glicemia.

Determinagao da glicemia

A determinagio da glicemia foi feita de acordo com a
metodologia descrita por King e Garner (1947) em 0,5
mL de sangue colhido em seringas contendo EDTA
fluoretado.
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Variveis eritrocitarias

A contagem de eritrécitos foi realizada em
contador automdtico de células sangiiineas (Modelo
CC510, da Celm).

O hematdcrito foi determinado de acordo com as
recomendag¢des de Goldenfarb et al. (1971).
Andlise estatistica

A anilise estatistica seguiu o delincamento
inteiramente casualizado, com duas repeticdes por
tratamento. Efetuou-se a andlise de variincia,
utilizando-se a transformac¢io dos dados observados
em log (x+1), de acordo com Little e Hills (1978).

As anilises foram realizadas aplicando-se o teste F
(SAS, 1996).

Resultados e discussao

O monitoramento da qualidade da dgua
revelou que o valor médio de oxigénio dissolvido
foi de 4,70 * 0,35 mg/L com porcentagem de
saturagio de 62,88 + 4,60; o pH médio foi de
7,94 + 0,08, a temperatura da dgua de 30,03 *
0,18 (°C) e a condutividade elétrica de 198,81 %
0,87 uS/cm. As variagées dentro dos grupos
apresentaram distribui¢io normal, da mesma
forma que nio houve alteragio antes, durante ou
ap6s o tratamento para o mesmo aquario. Entio,
se houve alguma interferéncia de agentes
estressores ambientais, essa foi equivalente em
todos os aqudrios e nio interferiu
significativamente nos resultados deste estudo.
Ou seja, os peixes foram mantidos em condig¢des
adequadas.

Os resultados da avaliagio da eficicia terapéutica
do diflubenzuron para o controle do crusticeo
branquitiro Dolops carvalhoi, da glicemia e da anilise
estatistica estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Pela anilise da Tabela 1, verifica-se que os peixes
tratados  apresentaram ndmero de  parasitos
significativamente (p<0,05) menor que o observado
antes do tratamento. Observa-se que tal redugio
significa  97,3% de eficicia terapéutica do
diflubenzuron (Tabela 2).

Esse achado corrobora resultados anteriores
(Fujimoto et al., 1999), que demonstraram eficicia
de 100% do diflubenzuron no controle do mesmo
parasito em  piaugus, Leporinus macrocephalus,
submetidos a banhos na concentragio de 0,5 a 1
mg/L de dgua com exposi¢cio Uinica ao principio
ativo, durante 24 horas. No presente ensaio, foram
utilizados 2,0 mg/L, em trés exposi¢des de 30
minutos de duragio a intervalos de 24 horas, sendo
os resultados similares.

A literatura recomenda para o controle de
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crusticeos, entre os quais incluem-se Lernaea
cyprinacea, Argulus sp. e Dolops sp., o uso de
banhos com organofosforados como triclorfon e
neguvon ou de aciculas de pinus (Villem et al.,
1998). Porém, hi risco de contaminagio
ambiental ¢ de desenvolvimento de resisténcia
dos crusticeos por tais produtos, ji assinalada
por Roth et al. (1993). Até o momento, a
literatura nio apresenta resultados de resisténcia
dos artropddes ao diflubenzuron. Além disso,
essa droga tem baixa toxicidade para
vertebrados, atuando na inibi¢io da sintese de
quitina durante a metamorfose (Eisler, 1992).

Com nivel de significAncia estatistica
estabelecido para 1%, a andlise demonstrou taxa
de glicemia significativamente menor nos peixes
tratados, que foi coincidente com a eliminagio
dos parasitos.

Quando exposto a agentes agressores, O
organismo desencadeia um conjunto de
respostas fisiolégicas que permitem a adaptagio
do peixe ao estimulo estressante, assumindo
novo patamar de equilibrio orginico. Uma vez
cessado o estimulo adverso ou a agressio, o
organismo retorna a condi¢io inicial (Mazeaud
e Mazeaud, 1981; Robertson et al., 1987). Virios
indicadores sio utilizados para avaliar a
intensidade do estresse, entre eles a glicemia
(Mazaeaud et al., 1977; Tomasso et al., 1980;
Davis e Parker, 1986; Robertson et al., 1987).
Entio, a diferenca estatistica dos valores da
glicemia entre os tratamentos, sugere a
possibilidade de que a elimina¢io dos parasitos
diminua o grau de agressio e o nivel de estresse
dos animais.

Para se alimentarem os parasitos D. carvalhoi fixam-se
3 pele do hospedeiro com seus ganchos, perfuram-na
com seu aparelho bucal através do qual injetam
substincias anti-coagulantes e secre¢oes digestivas. Deve
ser destacado ainda que o parasito troca constantemente
os pontos de fixagio ou mesmo de hospedeiro,
ampliando a agressio (Thatcher e Brites-Neto, 1994).
Assim, a eliminagio dos parasitos reduz a intensidade do
estimulo agressor promovendo a melhora do bem estar
animal. Quando estressados os peixes sofrem redugio do
apetite com reflexos no ganho de peso (Paoutsoglou et
al., 1998) e o aumento dos niveis circulantes de cortisol
com a conseqliente depressio da atividade dos
mecanismos de defesa orginica (Maule et al., 1989;
Barton e Iwama, 1991; Belo, 2002; Brum, 2003).

Deve-se destacar ainda que nas condi¢oes deste
ensaio nio houve relagdes entre o uso do produto e
hiperglicemia sugerindo que nio houve estresse nos
peixes tratados (Morales et al., 1990).
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Tabela 1. Anilise de varidncia do indice de parasitismo por
Dolops carvalhoi ¢ dos valores da glicemia, transformados em log
(x+1)™, encontrados A necropsia de Piaractus mesopotamicus do
grupo tratado com 2,0 mg de diflubenzuron/L de dgua ¢ do
controle.

Tratamento Dolops carvalhoi. Glicemia
Diflubenzuron 0,714" 41,220°
Controle 28,750" 51,381*
Teste F 12,10 2,85
Pr>F® 0,0019 0,1049
CV (%) 150,07 32,70

(1): Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nio diferem entre si pelo
teste F. (2): Probabilidade de significincia associada ao valor de F. CV: Coeficiente de
Variagio (%).

Tabela 2. Valores médios das contagens e amplitude de variagio
(AV) da infestagio por Dolops carvalhoi em Piaractus mesopotamicus
dos grupos tratado e controle; médias geométricas* e percentual
de eficicia do diflubenzuron trés dias apds o tratamento.

Tratamento Niimero médio AV (%) Eficicia
Diflubenzuron 0,50 0-0,602 97,28
Controle 18,33 0,477 - 2,012 -

* - Média geométrica=antilogaritmo [X log(x+1)/n]-1; AV — amplitude de variagio.

Pela anilise da Tabela 3, verifica-se que o grupo
controle, apresentou ndmero de eritrécitos
significativamente menor em relagio ao grupo
tratado. Esse aumento provavelmente resulta da
redugio da intensidade do  parasitismo e
conseqiientemente da ac¢io espoliativa, uma vez que
o parasito em questio é hematéfago. Outros autores
descrevem fenémeno semelhante em Cyprinus
carpio parasitados por Argulus sp. (Ranzani-Paiva et
al., 1987) e Oreochromis niloticus com ictiofitirfase
(Tavares-Dias et al., 2.002). P. mesopotamicus
portadores de baixo indice de parasitismo por
Argulus sp., durante curto periodo de tempo, nio
sofre alteragdes do eritrograma (Tavares-Dias ef al.,
1999).

Por outro lado, a exposi¢io experimental de
Oncorhynchus masou ao Argulus coregoni, por
curtos periodos de tempo, induz anemia grave
(Shimura et al., 1983), o mesmo ocorrendo em C.
carpio expostas 2 elevada e prolongada infecgio por
Dolops carvalhoi. Nos dois dltimos casos, verificou-
se marcado aumento da quantidade de eritroblastos
nas extensoes sangiifneas como conseqiiéncia da
anemia (Ranzani-Piva et al., 1987). Neste ensaio,
apesar do menor ntimero de eritrdcitos circulantes
nos animais parasitados, nao foi assinalada a presenga
de eritroblastos na circulagio.

No grupo tratado ocorreu aumento no
percentual de trombdcitos e redugio no de células
granulociticas  especiais.  Esses resultados  sio
similares aos observados por Tavares-Dias et al.
(1999), que verificou redugio no percentual de
trombdcitos e aumento no de células granulociticas
especiais em P. mesopotamicus com baixa infestagio
por Argulus sp. Em relacio aos trombdcitos, essa
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mesma espécie  de hospedeiro parasitada  por
Anacanthorus penilabiatus e Piscinodinum pillulare
apresenta redugio do percentual sangiiineo dessas
células (Tavares-Dias et al., 2000). Assim, neste
ensaio, a eficicia da droga em eliminar os parasitos e
sua espoliagio, corrigiu os parimetros alterados de
trombdcitos e células granulociticas especiais.

Apesar de as fungdes de trombdcitos e células
granulociticas especiais serem pouco conhecidas,
existem evidéncias de que o seu percentual em
circulagio possa sofrer alteragdes em peixes
estressados. Assim, Barton e Zitzow (1995),
observaram redugio do percentual de trombdcitos
circulantes e linfocitopenia em Stizostedion vitreum
jovens submetidos ao estresse de captura. Entdo, a
alteragio do percentual circulante das células em
questdo, aponta no mesmo sentido anteriormente
comentado em relagio A glicemia. Ou seja, os peixes
parasitados estavam passando por estresse cronico.

Com base nesses achados foi possivel observar
diferencas entre os tratamentos, suportando a
possibilidade de que a eliminagio do parasitismo
diminui a agressio e melhora sua condi¢io
fisiol6gica. Nas condigdes em que foi realizado este
ensaio nio houve relagées entre o uso do firmaco e
alteragdes hematoldgicas significantes.

Pode-se inferir, portanto, que o wuso de
diflubenzuron na dose de 2,0 mg/L de 4gua, na
forma de banhos, aplicados trés vezes consecutivas,
com intervalos de 24 horas, é adequado ao controle
do parasitismo por Dolops carvalhoi, apresentando
eficicia de 97,28.

A portaria ndmero 48, de 12/05/1997, da
Secretaria da Defesa Agropecudria, do Ministério da
Agricultura, determina que para o registro de anti-
parasitirios para bovinos sua eficicia nio pode ser
inferior a 90%. Entretanto, nio hi até o momento
legislagio para o uso de tais produtos em peixes ou
outros organismos aqudticos ou qualquer referéncia
sobre eventuais prejuizos causados ao meio
ambiente pelo uso de tais drogas. Nio se deve
esquecer que no ambiente aqudtico das pisciculturas
estdo presentes na cadeia alimentar de virias espécies
de peixes organismos como o zooplincton que
realizam metamorfose. Portanto, esses sofreriam
também os efeitos do diflubenzuron. Assim sendo,
embora considerada uma droga relativamente
atéxica, seu uso deve ser parcimonioso ¢ fora do
ambiente de criagio, preferencialmente em
quarentendrios, evitando-se a entrada tanto da droga
quanto dos parasitos naquele ambiente.

Portanto, os resultados deste ensaio permitem
recomendar o uso do diflubezuron para o controle
de Dolops carvalhoi em peixes.
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Tabela 3. Anilise de varidncia de varidveis hematolégicas de Piaractus mesopotamicus dos grupos tratado e controle com os dados

transformados em log (x+1)®.

Eritr. Hemat. Tromb. Linfo Neutrof. Monoc. C.G.E*.
Diflubenz 220,71° 36,00 76,28 " 8,78 4,07* 6,35° 4,50°
Controle 161,41° 37,66* 64,75° 11,58* 3,50° 5,66° 14,33*
Teste F 8,81 1,40 5,55 1,88 0,25 0,04 23,57
Pr>F® 0,0067 0,249 0,027 0,183 0,624 0,83 0,0001
CV (%) 26,030 9,753 17,537 51,535 76,929 137,88 56,962

(1): Médias seguidas de pelo menos uma letra em comum nio diferem entre si pelo teste F. (2): Probabilidade de significincia associada ao valor de F. CV: Coeficiente de Variagio (%).

CGE (Célula granulocitica especial).*
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