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RESUMO. Na agqiiicultura brasileira, formulagées a base de diflubenzuron para uso
agricola sio utilizadas indiscriminadamente no controle de ectoparasitas de peixes. Na
auséncia de formulagdes para uso em peixes cultivados, surgem protocolos terapéuticos
repletos de incertezas quanto 3 sua eficicia, impacto ambiental e perfil hematolégico dos
peixes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do diflubenzuron sobre os seguintes
parimetros hematoldgicos de jundids (Rhamdia. quelen) infestados por Lernaea cyprinacea:
nimero total de eritrécitos, niimero total de leucdcitos, hematdcerito e contagem diferencial
de leucdcitos. Jundids divididos em 4 grupos foram expostos a banhos de imersio de 24
horas com diflubenzuron nas concentragdes: 0,0 mg.L™", 0,01 mg.L", 0,1 mg.L" e 1,0 mg.L°
!. Essas concentragdes nio apresentaram diferencas significativas na hematologia (teste
Tukey p<0,05). Novos trabalhos devem pesquisar o efeito do diflubenzuron sobre em
periodos de exposi¢io prolongados, para verificar a existéncia de efeito cronico atribuido ao
principio ativo.
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ABSTRACT. Effect of the treatment with diflubenzuron in the hematology of
Jundias Rhamdia quelen (Pimelodidae) infected by Lernaea cyprinacea (Copepoda) in
24-hour immersion baths. There are no specific formulations of diflubenzuron for the
treatment of ectoparasities in freshwater fishes. Many therapeutics protocols of untested
efficacy, environmental impact and unknown hematological effects have been introduced in
Brazilian aquaculture. The aim of this study was evaluate the diflubenzuron eftect on the
hematological parameters (total number of erythrocytes, hematocrit, total number of
leucocytes and difterential count of leucocytes) of “Jundias” (Rhamdia. quelen) infected by
Lernaea cyprinacea. Four groups of jundias were exposed to a 24 hour immersion bath
containing diflubenzuron in concentrations: 0.0 mg.L™!, 0.01 mg.L", 0.1 mg.L" and 1.0
mg.L". These concentrations of diflubenzuron did not show any significant difference in
the basal parameters of hematology (Tukey test p<0.05) of Jundias. More studies about the
effect of diflubenzuron on the hematology of infected fishes exposed to a long period of
treatment are needed to test chronic effects.

Key words: aquaculture, diflubenzuron, Lernaea cyprinacea, jundia, haematology.

Introdugio

O uso indiscriminado de firmacos na
aqiiicultura, para tratamento de enfermidades, ¢ uma
realidade preocupante. Sabe-se que na piscicultura
brasileira é comum a pritica de utilizagio de
produtos, como organofosforados, avermectinas e
diflubenzuron no combate as ectoparasitoses. Dados
levantados em pisciculturas do Rio Grande do Sul
indicam que o porcentual de uso destes produtos no
tratamento da lerncose ¢ de 19,04% para as
avermectinas, 9,52% de organofosforados e 33,33%
para o diflubenzuron. Muitos desses produtos nio

sao registrados para uso veterindrio na aqiicultura,
como ¢ o caso do diflubenzuron. Os efeitos destes
produtos sobre a fisiologia dos peixes, o meio
ambiente e a satde da populacio nio estio
esclarecidos no meio cientifico. Assim, as
implicagdes do seu uso nio podem ser repassadas aos
produtores sob a forma de orientagio técnica
adequada.

O emprego do diflubenzuron na aqiiicultura e os
impactos ambientais atribuidos a sua alta toxicidade
sobre organismos zooplanctdnicos ji foram
discutidos por Mabilia et al. (2004a). Este composto
¢ capaz de reduzir abruptamente o desenvolvimento
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e a reprodugio de importantes grupos de crusticeos
nio alvos como cladoceros, copepodas e ostracodas
(Cunningham, 1986). A ictiofauna, que depende do
zooplincton, como fonte de alimento, pode sofrer
conseqiiéncias indiretas, mas nem por isso, de
menor magnitude. E dificil estimar com precisio o
impacto do diflubenzuron sobre a comunidade
zooplanctdnica, justamente por existir uma
variabilidade dos fatores que atuam na determinagio
de sua meia vida relacionados as particularidades de
cada meio ambiente. Sob condic¢bes de cativeiro,
Ludwig (1993) observou que a larvas de “Stripped
Bass” (Morone saxatalis) tiveram maior sobrevivéncia
em tanques nio tratados com este pesticida, quando
comparados 3 sua sobrevivéncia em tanques tratados.
Os riscos s3o maiores, especialmente, para fases de
vida mais jovens e que dependem do zooplincton
como fonte de alimento. A hipdtese que esse efeito
possa ocorrer em ambientes naturais também nio
pode ser descartada. Nos Estados Unidos e na
Europa, o uso deste produto sofre sérias restrigdes
devido ao seu potencial de impacto ambiental
(WHO, 1995; EPA, 1997).

H34 evidéncias de toxicidade, imunotoxicidade e
carcinogenicidade em relagio ao metabdlito 4-
Cloroanilina em humanos (Chhabra et al., 1990,
1991). Em pessoas que manipulam este pesticida, ji
foi reportada, em curtos periodos de exposi¢io, a
ocorréncia de sulfametahemoglobina e, para
periodos prolongados de exposigio, a ocorréncia de
metahemoglobina (EPA, 1997). Em peixes, as
implicacées de uso parecem nio ter a mesma
gravidade, quando comparada aos riscos ambientais,
pois estudos de toxicidade em peixes (Hunn et al.,
1993)  classificam o  diflubenzuron  como
praticamente atéxico. No entanto, nio hd trabalhos
que investiguem o efeito do diflubenzuron sobre o
namero total de eritrécitos, o ntimero total de
leucécitos, o hematderito e a contagem diferencial
de leucécitos em peixes durante o tratamento de
ectoparasitas. Nesse contexto, o presente trabalho
tem o objetivo de avaliar o efeito do diflubenzuron
sobre o perfil hematoldgico do jundid Rhamdia quelen
Quoy R gairuard, 1824, infestado pelo ectoparasita
Lernaea cyprinacea L., 1758.

Material e métodos

Os animais estudados foram jundiis (Rhamdia
quelen) oriundos de uma estacio de piscicultura do
noroeste do Rio Grande do Sul. Foram utilizados 64
peixes com peso médio de 190 * 26 gramas,
divididos em 4 tratamentos com 4 repetigdes. Cada
repeti¢gio era formada por 4 animais, totalizando 16
animais para cada tratamento. As concentragdes de
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diflubenzuron  utilizadas  foram: 0,0 mg.L"
(controle), 0,01 mg.L™", 0,1 mg.L" e 1 mgL", sendo
adose de 0,01 mg.L"" a recomendada por Post (1987)
no tratamento da lerneose. Os banhos de imersio
tiveram a duragio de 24, horas numa {nica
aplicagio, como ocorre no protocolo adotado por
muitos piscicultores na regido Sul do pais.

A escolha desta espécie deve-se i sua importincia
econdmica ¢ potencial zootécnico promissor para a
piscicultura do Estado do Rio Grande do Sul. O
jundid (R. quelen) é um peixe de couro nativo da
regiio onde o estudo se desenvolveu. Essa espécie é
freqiientemente acometida por este ectoparasita.
Pode ser encontrado desde o norte do México até o
sul da Argentina (Silfvergrip, 1996). Os peixes
estudados deveriam apresentar parasitas adultos de
Lernaea cyprinacea e seus estigios intermedidrios do
ciclo de wvida. Para diagndstico parasitirio dos
copepoditos infectantes, realizou-se raspado cutineo
e secgdo dos arcos branquiais de 5% da populagio,
para visualizacio sob microscopia éptica de luz 10x.
Os  parasitas  adultos  foram  visualizados
macroscopicamente ¢ removidos com auxilio de
uma pinga de dissecgio simples. Apds coletados,
foram fixados em formalina 10%, de acordo com
Becky (2001).

Para estudo hematoldgico, coletou-se sangue por
pungio do pedunculo caudal com agulha 25 x 0,7

mm  de  seringas  descartiveis,  contendo
anticoagulante EDTA. Para determinagio do

namero total de eritrécitos e leucdcitos, foi utilizada
a diluicio 1:100 do diluente (Natt-Herick, 1952).
Para a contagem de eritrdcitos, utilizou-se 5
quadrados pequenos de cada reticulo expressando o
resultado em células/pl, ou seja, ntimero encontrado
multiplicado pelo fator 5.000 (Stoskopf, 1993). Para
a contagem de leucdcitos, foram utilizados os 4
quadrados grandes de um reticulo, expressando o
resultado em células/mm’, ou seja, o ndmero
encontrado vezes 250 mm? de sangue (Hrubec ef al.,
1986). O hematdcrito foi realizado em duplicatas
(Goldenfarb et al., 1971). A técnica de extensio
sangiiinea foi aplicada, segundo Archer (1966). As
lAminas de extensio foram confeccionadas em
duplicata e coradas, segundo Rosenfeld (1947) para
contagem diferencial.

A anilise estatistica realizada foi a comparacio
multipla de médias pelo teste ANOVA seguido do
teste Tukey 5%, ambos com auxilio do Software
SAS.

Resultados

Os resultados encontrados para o ertitrograma
encontram-se na Tabela 1 e para o leucograma na
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Tabela 2. Nio houve diferenca significativa pelo
teste Tukey 5% (p< 0,05) entre os diferentes
tratamentos para nenhuma varidvel hematolégica
avaliada. Nio houve eficdcia deste protocolo de
tratamento, sugerindo que o tempo de exposigio de
24 horas nio ¢ suficiente para que o diflubenzuron
atue sobre a sintese de quitina das diferentes fases de
vida deste parasita.

Tabela 1. Contagem total de eritrcitos e hematderitos de
jundids (R. quelen) parasitados por L. cyprinacea ap6s banho de
imersio de 24 horas com diferentes concentragcdes de
diflubenzuron.

Eritrécitos X10°uL
Tratamentos N Valores Amp. CV  Valores Amp. CV
Meédios (%)  Médios (%)
0mgL’ 15 271£03a 20-31 11,02 32743622 27-40 11,07
001 mgL" 16 267+04a 19-3,1 1509 329+#261a 30-38 795
01mgL' 16 256+03a 183-3,0 1275 31,1#280a 2635 898
1mgL" 16 260+04a 159-3,1 1555 30,1+1,7a 27-33 553
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05). Amp. =
Amplitude.

Hematdcritos (%)

Tabela 2. Contagem total e diferencial de leucécitos de jundids
(R. quelen) parasitados por L. cyprinacea apés banho de imersio de
24 horas com diferentes concentracoes de diflubenzuron.

Tratamentos N Parimetros Valores  Amplitude CV (%)
Meédios
Leucécitos Totaisx 10°uL  134+27 7,75-1725 2027
Ln (%) 62,1£57  54-72 9,14
Controle 15 Nt(%) 253+55 16-34 21,65

OmgL* Mn(%) 11,6+29 8-18 2540
Eos(%) 200 2-2 0

CGE(%) 27412 2-4 4330

Leucécitos Totaisx 10°uL 132+29 725-1225 22,44

Ln (%) 619+68 54-74 1091

T1 Nt(%) 269 £58 16-36 21,56
001mgL" 16 Mn(%) 109+ 45  4-20 4137
Eos(%) 20+0 2-2 0
CGE(%) 20 0 2-2 0
Leucécitos Totaisx 10°uL  126+2,1  80-155 1635
Ln (%) 24163 5272 10,15
T2 16 Nt(%) 25967  16-36 2609
0.1 mgL" Mn(%) 11,1 +35  4-14 3146
Eos(%) 20+0 2-2 0
CGE(%) 200 2-2 0
Leucécitos Totaisx 10°uL. 122424  70-170 19,66
Ln (%) 62,6164 54-76 1021
T3 16 Nt(%) 259+7,1  4-14 2728
1,0mgL* Mn(%) 10643  4-14 4049
Eos(%) 20+0 2-2 0
CGE(%) 40 +20 2-6 50

Ln (linfécitos), Nt (Neutréfilos), Mn (Mondcitos), Eos (Eosinéfilos) e CGE (Célula
Granulocitica especial).

Discussao

Os wvalores eritrocitirios médios encontrados
neste estudo, em todos os tratamentos e no controle
(Tabela 1), quando comparados aos valores basais
para mesma espécie sob condigdes de cativeiro, sio
bastante superiores: 1,42 x 10° uL (Soso et al., 2002)
e 1,95 x 10° uL (Tavares-Dias et al., 2002). Nesse
estudo, foi observada alta ocorréncia de eritroblastos
durante a contagem. Em outros estudos com jundids
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(R. quelen) submetidos ao estresse cronico, os valores
médios de eritrécitos também foram elevados,
(2,985 x 10° uL) (Barcellos ef al., 2004) de maneira
semelhante ao que foi verificado neste trabalho.
Estas evidéncias sugerem que a contagem total de
eritrécitos em jundids, acometidos de lerneose, sofre
um aumento atribuido a uma condigio de estresse
cronico, promovida pelo parasita. Estudos de
determinac¢io do perfil hematolégico do jundii
infestado pela L. cyprinacea (Mabilia et al., 2004b)
também encontraram, na contagem de eritrécitos
valores semelhantes, 2,742 x 10° uL, confirmando
esta tendéncia.

Os valores de hematécrito (Tabela 1)
encontrados nos jundids (R. quelen) parasitados para
os diferentes tratamentos (30%, 12%, 32% ¢ 66%)
foram inferiores aos parimetros basais encontrados
na literatura, 35,8% (Santos ef al., 1986), 40,4% (Soso
et al., 2002) e 40,5% (Zuim et al., 1986 apud. Tavares-
Dias ¢ Moraes, 2004). Valores basais em cativeiro,
40,44% (Barcellos et al., 2003) encontram-se acima, e
ap6s estresse cronico, muito préoximos (33,29%) aos
encontrados no presente estudo. Com estes
resultados hd indicativo de que o parasitismo causa
decréscimo nessa varidvel hematoldgica, devido a
uma situagio de estresse cronico.

No leucograma, os linfécitos foram as células
predominantes. O diflubenzuron nio causou
alteragio significativa no porcentual de leucécitos
para os diferentes tratamentos. Em  Oreochromis
niloticus (Mabilia et al., 2004c), também nio se
encontrou efeito em banhos de diflubenzuron
durante exposigio de 24 horas em concentragdes até
1.000 vezes a recomendada na literatura. Em relacio
aos valores de leucdcitos totais (Tabela 2), esses
foram bastante superiores aos encontrados mna
literatura, 2.960 x 10° UL (Soso et al., 2002). Uma vez
que diflubenbzuron nio causou efeito significativo
sobre os leucdcitos totais, sugere-se que esta
leucocitose seja atribuida ao parasitismo. Em estudos
sobre o perfil hematolégico de jundiis parasitados
pelo copepoda L. cyprinacea, Mabilia et al. (2004d)
corroboram com esta observagio ao encontrarem
valores leucocitirios totais semelhantes ao do
presente estudo e superiores aos basais, 13,216 x 10°
ML, referidos na literatura. A compreensio da razio
destes elevados valores para o ntmero total de
leucdceitos, no presente estudo, deve ser muito
cautelosa, uma vez que poucos trabalhos relatam a
interacio entre infestagdes por ectoparasitas ¢ o seu
efeito sobre os leucdcitos totais. A evolugio da
doenga parasitiria ¢ as condigbes ambientais de
cultivo também sdo importantes fatores que devem
explicar muitas diferencas hematoldgicas
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encontradas mna literatura. A instabilidade da
homeostase dos peixes aliada a uma série de outros
fatores intrinsecos ¢ extrinsecos, (Ranzani-Paiva
et al., 2004) causa grande variabilidade dos
parimetros hematolégicos.

Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo
revelam que o diflubenzuron, no protocolo
terapéutico utilizado, nio ¢é eficaz com a = 0,05 no
controle da lerneose, quando os peixes sio expostos
a um unico banho de imersio de 24 horas. O tempo
¢ insuficiente para o copepoda executar suas mudas,
visto que este é o periodo onde o parasita estd
susceptivel ao efeito inibidor da sintese de quitina
promovido pelo diflubenzuron. O diflubenzuron
nio teve efeito sobre as varidveis hematoldgicas
avaliadas. As diferengas encontradas no presente
trabalho, em relagio aos valores de referéncia
encontrados na literatura, podem ser atribuidas 2
condigdo de estresse cronico, causada pelo
parasitismo. Estudos sobre o efeito do diflubenzuron
sobre a fisiologia de peixes cultivados em perfodos
de exposi¢io prolongados devem ser realizados para
verificar a existéncia de efeito crénico sobre o perfil
hematolégico desta espécie.
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