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RESUMO

O amitraz, um pesticida formamidinico, € uma das drogas de escolha no tratamento da sarna demodécica canina.
Alteragdes inflamatérias encontram-se associadas a presenga, em nimero elevado, do &caro Demodex canis na pele. As
justificativas paraaindicacdo do amitraz baseiam-se apenas nasuaagdo acaricida. Emboraal guns autores tenham sugerido
uma possivel acdo analgésica e anti-inflamatéria, pouco tem-se feito para entender os possiveis mecanismos que
proporcionam tal efeito. Para verificar essa sugerida ag8o, células esplénicas de camundongos C3H/He foram cultivadas
e estimuladas com 5pg/mL de Concanavaina A (Con A) ou 10ug/mL de lipopolissacéride (LPS) de Escherichia coli
0111:B4 em presencade 0,00; 0,78; 1,56; 3,13; 6,25 e 12,50ug/mL de amitraz diluido em arol ou quantidade equivalentedo
diluente. A viabilidade das células foi significativamente reduzida quando cultivadas por 48 horas em quantidadesiguais
ou superiores a 3,13 ug/mL de amitraz. A atividade mitocondria de esplendcitos, medida pela reducéo do MTT, ndo se
alterou quando eles foram tratados com amitraz em concentragdes iguais a 1,56 ug/mL, porém essa atividade foi
significativamente reduzida quando os esplendcitos foram estimulados com Con A e posteriormente tratados com amitraz.
A proliferagdo doslinfocitos T estimulada por Con A ndo se aterou quando se utilizou o0 amitraz naconcentragéo (1,56ug/
mL) capaz deinibir o metabolismo dessas células. A proliferacdo doslinfocitos B também néo se mostrou alterada quando
0s esplendcitos foram tratados com LPS. A producéo de IFN-y foi inibida pelo amitraz em concentragdes iguais ou
superioresal,56pg/mL. Osresultados apresentados demonstram que um dos possiveis mecanismos daagdo anti-inflamatoria
do amitraz decorre de sua capacidade em inibir o metabolismo e a produgdo de |FN-y por linfécitos T, sem afetar-lhes a

proliferacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Amitraz. Linfécito T. Interferon gama. Arol. Sarnademodécica.

1 Médica Veterinaria. Doutoranda do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal, SP.

2 Médico Veterinario. Professor Adjunto Il da Universidade Federal de Lavras, Departamento de Medicina Veterinéria.

3 Bidloga. Professora Adjunto IV da Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias BiolGgicas, Departamento
de Bioquimica e Imunologia.

4 Médica Veterinaria. Professora da Universidade Federal de Lavras, Departamento de Medicina Veterinéria.

5 Médica. Professora Titular da Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de Imunologia.

6 Médico Veterinario. Professor Adjunto Il da Universidade Federal de Goids, Instituto de Patologia Tropical e Saiude
Publica, Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e Patologia. Sala 324. Rua 235, §/n, Goiania, GO, CEP.
74070-150. End. Eletrénico: mapoliv@iptsp.ufg.br

138



JUMMARY

Amitraz, aformamidine pesticide, is one of the selected drugs for the treatment of the canine demodectic mange.
Inflammatory alterations are found associated with the presence of high numbers of the mite Demodex canis in the skin.
The reasons for the indication of amitraz are based only on its acaricide action. Some authors have suggested analgesic
and anti-inflammatory properties for this drug, but few studies have been done to understand the mechanisms that prove
such effect. To validate this suggested action, splenic cells from C3H/He mice were cultured and stimulated with either
5pg/mL of ConcanavalinA (ConA) or 10pg/mL of lipopolysaccharide (L PS) from Escherichia coli 0111:B4 in the presence
of 0.00; 0.78; 1.56; 3.13; 6.25 and 12.50ug/mL of amitraz diluted in arol or equivalent amount of solvent. Theviability of the
cellswas significantly reduced when these cell swere cultured for 48 hours with amounts equal or higher than 3.13 pug/mL
of amitraz. The mitochondrial activity of spleen cells, analyzed by the MTT reduction method, did not change when amitraz
was used in concentrations equal or higher than 1.56 ug/mL, athough this activity was significantly reduced when the
spleen cellswere stimulated with Con A and then treated with amitraz. The proliferation of T lymphocytes stimulated with
Con A did not change when amitraz was used in the concentrations equal or higher than 1.56pug/mL. The proliferation of B
lymphocytes also did not change when spleen cells were treated with LPS. The production of 1FN-y was inhibited by
amitraz in concentrations equal or higher than 1.56pg/mL . The results described here demonstrate that one of the possible
mechanismsfor the anti-inflammatory effect of amitraz relatesto its ability of inhibiting the T lymphocyte metabolism and
IFN-y production, without affecting the proliferation of these cells.

KEY -WORDS: Amitraz. T lymphocytes. IFN-y. Arol. Canine Demodex.

RESUMEN

El amitraz es un pesticida formamidinico y una de las drogas escogidas en el tratamiento de la sarna demodésica
canina. Alteracionesinflamatorias se encuentran asociadas con la presencia, en nimero elevado, del acaro Demodex canis
enlapid. Lasjustificativas paralaindicacion del amitraz se basan apenas en su accion acaricida. Aungue algunos autores
han sugerido una posible accion analgésica y antiinflamatoria, poco se ha hecho para entender 1os mecanismos que
proporcionan tal efecto. Para verificar esta supuesta accion, células esplénicas de ratones C3H/He, fueron cultivadas y
estimuladas con 5 pg/ml de ConcanavalinaA (Con A) o 10 pg/ml de lipopolisacéridos (L PS) de Escherichia coli 0111:B4,
enpresenciade0; 0.78; 1.56; 3.13; 6.25y 12.50 pug/ml de amitraz diluido en arol, o unacantidad equivalentedediluyente. La
viabilidad de las células fue significativamente reducida cuando cultivadas por 48 horas en cantidades igual es o superiores
a 3,13 pg/ml de amitraz. Laactividad mitocondrial de los esplenocitos, medida por medio de lareduccién del MTT, no se
alterd cuando estos fueron tratados con amitraz en concentraciones iguales a 1,56 pg/ml. Por lo tanto, esta actividad fue
significativamente reducida cuando | os esplenocitos fueron estimulados con Con A y posteriormente tratados con amitraz.
Laproliferacion deloslinfocitos T estimuladapor Con A no sealteré cuando se utiliz6 el amitraz en unaconcentracion (1,56
pg/ml) capaz de inhibir el metabolismo de estas células. La proliferacidn de los linfocitos B tampoco mostré ser alterada
cuando los esplenocitos fueron tratados con LPS. La produccién de IFN-y fue inhibida por el amitraz en concentraciones
iguales o superiores a 1,56 pg/ml. Los resultados presentados muestran que uno de |os posibles mecanismos de la accién
antiinflamatoriadel amitraz se debe a su capacidad deinhibir el metabolismoy laproduccion delFN-y por loslinfocitosT,
pero sin afectar su proliferacion.

PALABRAS-CLAVE: Amitraz. LinfocitosT. Interferon gama. Arol. Sarnademodésica.

INTRODUCAO considerada uma dermatopatia ndo neoplasica de dificil
terapia, apresenta-se de duas formas. A primeira é

A demodiciose dos cées, sarna demodécica ou conhecida como localizada, umaforma branda da doenca

sarnafolicular, éumadoencaparasitariadapele de caréter
inflamatdrio, associada a um estado de imunodeficiéncia
e caracterizada pelapresenca, em nimero elevado, do écaro
Demodex canis nas estruturas cuténeas. O Demodex canis
faz parte da microbiota normal da pele canina, estando
presente em ndmeros diminutos nos animais sadios
(MUELLER, 2004, CURTIS, 2004). Essa ectoparasitose,

caracterizada pelapresencade éreas de alopeciae eritema,
podendo se resolver espontaneamente mesmo naauséncia
detratamento. A formageneralizada, queevolui apartir da
localizada, éumaformamaisgrave dadoenca, caracterizada
por uma extensareacao inflamatdria, associada a quadros
dealopecia, eritema, edema, disqueratinizagao, piodermite
eintenso prurido, podendo, em algunscasos, levar o animal
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aohito(MEDLEAU eWILLEMSE, 1995, HUGNET etdl.,
2001). Embora alguns cées jovens possam curar-se
naturalmente, é impossivel para o clinico descobrir qual
animal evoluiraparaacuraespontanea e qua apresentard
complicagBes(BAKER, 1970, FOLZ et d., 1984, MUEL L ER,
2004).

Uma das drogas utilizadas no tratamento dessa
dermatopatia é o amitraz, um inseticida e acaricida
formamidini co mundial mente empregado no controle dos
ectoparasitasem caes, gatos(AGIN et al., 2004, MUEL LER,
2004, COWAN e CAMPBELL, 1988), bovinos e ovinos
(FOLZ et al., 1983, QUEIROZ-NETO et al., 1994,
KAGARUKI, 1996, ELFASSY et al., 2001). Inicialmente
sintetizado, nos EUA, para uso pecudrio e agricola
(PALMER et d., 1971), congtituiu-se em uma das drogas
de escolha para o tratamento da demodiciose canina
(BUSSIERASeCHERMETTE, 1980, SCOTT eWALTON,
1985, AGIN, 2004). O mecanismo de agdo do amitraz €
complexo, incluindo a inibicdo da atividade da enzima
mitocondrial monoaminaoxidase, a qual possui agéo
catalisadora no processo de desaminacdo de
catecolaminas, resultando assim no aumento dos niveis
de noradrenalinae serotoninano sistemanervoso central,
produzindo excessiva ativagdo simpética (AZIZ e
KNOWLES, 1973, MOSER e MACPHAIL, 1989). H&
evidéncias também de sua agdo direta em canais de sodio
e, ainda, atividade agonista sobre receptores o.2-
adrenérgicos responsavel em parte por sua
neurotoxicidade (COSTA et al., 1988, COSTA etd., 1991,
CHEN eHSU, 1994, VILLAREAL eSANTANA, 1997, AGIN
et al., 2004, MUELLER, 2004). As judtificativas para a
indicacdo do amitraz como droga de escolha para o
tratamento da sarna demodécica baseiam-se
fundamentalmente na sua ag&o parasiticida. Embora
alguns autores tenham sugerido uma possivel acdo
analgésicaeanti-inflamatériadessadroga(VILLARREAL
et al., 1996), pouco tem sido feito para se entender os
possivei s mecani smos que proporcionam tal efeito. Assim
sendo, objetivou-se, por meio deste trabalho, verificar
possiveis mecanismos envolvidos na acéo anti-
inflamatdriado amitraz na sarna demodécica.

MATERIAL E METODOS

Animais. Camundongos C3H/He fémeas de 8-16
semanas de idade provieram do Biotério do Departamento
delmunologiado ICB/USPoudo Biotério do IPTSP/UFG.
Osanimaisforam mantidos em gaiolas coletivascom até 5
camundongos por gaiola, sendo &gua e racdo fornecidas
a vontade.

Obtencao dos esplendcitos dos animais e cultura
celular: Osanimais foram sacrificados por deslocamento
cervical, o baco retirado em condicgdes assépticas e
triturado em placas de seis pocos de fundo chato

(COSTAR) com émbolo de seringa de 5 mL. Os
esplendcitos foram lavados duas vezes (centrifugaram-
se as células a 300 x g por 10 min e as células foram
resuspendidas em PBS (PBS1- SIGMA Chemical
Corporation, St Louis, MO, USA). As hemécias foram
lisadas pelaadicdo de 1 mL desolugéo delise(Tris-HCI 17
mM + cloreto deaménia0,144 M) por 1a2min. A lisefoi
interrompida pela adicdo de 10 mL de salina tamponada
com 0,1 M de fosfato, pH 7,3 (PBS1-SIGMA) contendo
10% desoro bovinofetal (SBF-INVITROGEN, San Diego,
CA, USA). Ascélulas foram lavadas mais duas vezes em
PBS(PBS1-SIGMA), sendo, apdsalltimacentrifugagao,
ressuspensas em 1 mL de RPMI 1640 (R6504- SIGMA),
suplementado com 10% de SBF, 2mM de L-glutamina
(G6784- IGMA), 100 U/mL depenicilina(G6784- SIGMA),
100 pg/mL deestreptomicina(G6784 - SSIGMA), 50 uM de
2-mercaptoetanol (M7522 - SIGMA). A contagem das
céulas foi feita em hematocitdmetro e a verificacdo da
viabilidadefoi feitacom o auxilio dacoloragéo por azul de
tripan (T6146 - SIGMA) a0,5% em PBS (PBS1-SIGMA).
PreparacGes de esplendcitos com viabilidade inferior a
95% foram descartadas. A suspensdo de célulasfoi diluida
parauma concentracdo final de 0,5 a5 x 10° esplendcitos/
mL em placasde culturade 96 pogos (COSTAR) deacordo
com o experimento. A cultura foi mantida a 37°C por 48
horas em estufa comum.

Estimulos e drogas: Os esplendcitos foram
cultivados na presengca ou auséncia de amitraz
(TRIATOX®, Schering-Ploug Salide Animal - Brasil - 1,5
di-(2,4-dimethylphenyl)-3-methyl-1,3,5-tri-aza-penta-1,4
diene; metabdlito ativo BTS27271), previamente dissolvido
no solvente arol ou em arol puro, ambos gentilmente
cedidos pela Schering-Ploug Sadde Animal, nas
concentracdes indicadas nas figuras. O estimulo dos
esplendcitos foi feito com Concanavalina A (ConA)
(C5275- SIGMA) a5ug/mL ou LPS de Escherichia coli
0111:B4 (L4391- SIGMA) al0ug/mL.

Avaliacdo do metabolismo celular: A avaliagéo
do metabolismo celular foi feita como descrito por
Mosmann (1983). Brevemente, as célulasforam cultivadas
apartir de 0,5 x 10° esplendcitos/mL como descrito acima
na presenca ou auséncia de ConA, amitraz e/ou do
solventearol. Apds 48 horas de culturaforam adicionados
10uL deMTT (CGD1- SIGMA) abmg/mL em PBS estéril.
As células foram mantidas em cultura a 37°C por mais 4
horas, quando foram adicionados 100uL de uma solugdo
dedodecilssulfato desddio (SIGMA) a10% emHCI 0,01N.
As placas foram mantidas em 37°C por 18horas e a
densidade dpticalidaem leitor de ELISA a550 nm.

Avaliacdo da proliferacéo de linfécitos T ou B:
ApGs 48 horas de cultura adicionou-se aos esplendcitos
0,5 mCi/poco de metil-[*H] timidina ([*H] TdR, Amersham
Pharmacia, Biotech UK Ltd, Little Chalfont, Bucks., UK).
ApGs 18 horas a cultura foi coletada em papel de filtro
(Titerterk, Flow lab, McLean, VA. EUA) por coletor celular
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(“cell harvester”, Skatron, Lier, Norway). A incorporagdo
detritio foi medida apds a adicdo de liquido de cintilagdo
em cintilador automatico (Packard Instrument, Co,
Meriden, CT, USA). Os resultados foram expressos em
contagem média por minuto (c.p.m.) das triplicatas da
cultura.

Quantificacdo da producéo de Interferon-y (IFN-
y): A producdo de IFN-y foi avaliada pelo método
imunoadsorventeligado aenzima(ELISA), variagdo ELISA
de captura como descrito por Tadokoro e Abrahamsohn,
(2001). Os anticorpos monaclonais XMG 1.2 (anticorpo
de cobertura) e o anticorpo AN18 biotinilado foram
produzidos a partir de culturade hibridomas. A reacdo foi
revelada pela adicdo de extravidin® (E2511- SIGMA)
conjugada a peroxidase seguido da adicéo do cromogeno
ABTS (2,2'—-azino-bis (3—ethylbenzothiazoline-6—
sulfonic acid) A1227- SIGMA) contendo 0,001% deH,0,
(C8531- SIGMA). A leiturafoi feitaem leitor deELISA a
405 nm. Os sobrenadantes de cultura dos esplendcitos
foram testados em duplicatas e os resultados expressos
em média+ desvio-padréo damédia. O limite de deteccéo
foi de 1,6 ng/mL.

Andlise estatistica: Todos os resultados foram
avaliados por andlise devariancia(ANOVA) seguido pelo
teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A toxicidade de drogas pode variar muito nos
diversos tipos celulares e 6rgaos de um individuo,
dependendo, por exemplo, do mecanismo de acdo dadroga
em questdo. Em ratos, foi demonstrado que o amitraz tem
acdo inibitoria sobre a monoamino oxidase (MOSER e
MACPHAIL, 1986), suprime a formagdo de AMPc e
liberac8o de insulina (CHEN e HSU, 1994), promove
agregacdo de plaguetas (JOHNSON e KNOWLES, 1985)
entre outros efeitos. Em linhagens de células tumorais,
essadroga ndo se mostrou téxica em cultura por 48 horas
em concentragBesinferioresa3ug/mL (UENG et d., 2004).
Por outro lado, linhagem de célula epitelial de rim suino
ndo sofreu alteracdo da sua proliferacdo quando cultivada
com amitraz na concentragdo de 10ug/ mL por 48 horas
(D’ ANGEL O e RODRIGUES, 1996). Em estudo prévio
realizado por Di Filippo et al. (2002), a viabilidade de
esplendcitos murinos comegou a diminuir quando
cultivados por 48 horas em concentracdes iguais ou
superiores a 3,13 pg/mL de amitraz (Figura 1). Nessa
concentragado, apenas 71,4 + 3,3% das células mostravam-
se viaveis e capazes de excluir o azul de tripan do
citoplasma. Diante desse resultado, optou-se por trabal har
com concentragBesde até 1,56 pg/mL deamitraz, paraque
os efeitos observados sobre os esplendcitos ndo fossem
decorrentes da diminuicdo do nimero de células vidveis.

O ensaio de reducdo do MTT tem sido
extensivamente usado para estimar a viabilidade e a
proliferacdo celular. Embora a precisa localizagéo das
enzimas responsaveis pela reducdo desse sal tetrazdlico
ainda ndo segja certa, grande parte da reducdo do MTT
depende do potencial redox mitocondrial, fazendo com
gue o uso dessa técnica possa estimar a atividade
mitocondrial ou o metabolismo celular (BERNAS e
DOBRUCKI, 2002, COLLIER e PRITSOS, 2003). A
atividade mitocondrial de esplendcitos murinos ndo se
aterou quando tratados com amitraz em concentracoes
iguais a 1,56 pug/ mL, porém essa atividade foi
significativamente reduzida quando os esplendcitosforam
tratados com amitraz e estimulados com ConA, um
conhecido mitdgeno paralinfocitos T (BOLDT et d., 1975,
MOND e BRUNWICK, 1998). Esse dado sugere que a
presenca do amitraz pode impedir aativacao de linfécitos
T. Quando os linfdcitos T sdo ativados pelos antigenos
especificos ou por mitégenos, essas células rapidamente
proliferam para, depois, comecar a exercer a sua funcgao.
Os resultados demonstram que a proliferacdo dos
linfécitos T estimulada por ConA ndo se alterou quando
oamitraz foi utilizado em concentractes capazesdeinibir
0 metabolismo dessas células, ou sgja, 1,56p0/ mL (Figura
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Figural1- Amitrazem concentracdesiguaisou superiores
a 3,13 ug/mL é toxico para células esplénicas
em culturas. Células esplénicas de
camundongos foram obtidas como descrito em
Material e Métodos. As células foram
cultivadas por 48 horas em presencade amitraz
(previamente dissolvido em arol) em diferentes
concentracdes ou de solvente arol nas
quantidades equivalentes aquelas utilizadas
paradissolver o amitraz. Asbarrasrepresentam
aporcentagem de célulasvivas+ desvio-padrao
de células esplénicas de 4 camundongos. *
representadiferencaestatisticadas células ndo-
tratadascom amitraz ouaral (p<0,05). O gréfico
apresenta 1 de 3 experimentos.
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Figura2 - Amitrazem concentragdesiguaisou superiores
a 1,56 ug/mL inibe o metabolismo de células
esplénicas estimuladas com mitdgeno. Células
esplénicas de camundongos foram obtidas
como descrito em Material e Métodos. As
células foram cultivadas por 48 horas em
presenca de amitraz (previamente dissolvido
em arol) em diferentes concentragdes ou de
solvente arol nas quantidades equivalentes
aquelas utilizadas para dissolver o amitraz. O
metabolismo celular foi avaliado pela
metabolizagdo de MTT por 2 horas. As barras
representam absorbancia 600 nm + desvio-
padrao de células esplénicas de 3
camundongos. A linha pontilhada representa a
absorbancia na auséncia de células. *
representadiferencaestatisticadas células néo-
tratadas com amitraz ou arol (p<0,05). O gréfico
apresenta 1 de 2 experimentos.

2). Isso indica que o amitraz tem uma agdo seletiva em
algumas atividades dos linfécitos T, ja que inibe a
atividade mitocondrial, mas ndo interfere na proliferacéo
dessascdulas (Figuras2 e 3). A proliferagdo doslinfécitos
B também ndo se aterou quando as células esplénicas
foram tratadas com baixas doses de amitraz e com LPS
(Figura 4), um conhecido mitégeno para linfécitos B
(MOND e BRUNWICK, 1998), permitindo que se infira
que a proliferacdo celular ndo é inibida pela presenca de
doses de amitraz de até 1,56 ug/mL. Uma importante
fungdo doslinfécitos T auxiliares, quando sdo estimulados
por antigenos especificos, € a de producdo de citocinas,
sendo o IFN-y uma das principais citocinas pro-
inflamatdrias produzidas pelos linfécitos T para ativacao
darespostaimune celular (GAZZINELLI et al., 1998). O
IFN-y exerce vérias fungdes sobre o0 sistema imune tais
como: a estimulacéo da atividade microbicida de
macrofagos, o aumento da expressao de moléculas co-
estimulatrias, o estimul o da secregéo de outras citocinas,
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Figura 3 - Amitrazem concentracdesiguaisou superiores
a 1,56 ug/mL néo interfere na proliferacéo de
linfécitos T. Células esplénicas de
camundongos foram obtidas como descrito em
Material e Métodos. As células foram
estimuladas ou ndo com Con A (5ug/mL) e
cultivadas por 48 horas em presencade amitraz
(previamente dissolvido em arol) em diferentes
concentracdes ou de solvente arol nas
quantidades equivalentes aquelas utilizadas
paradissolver o amitraz. Asbarrasrepresentam
a proliferacdo das células T avaliada pela
incorporacdo de timidina [®H] expressa pela
contagem média por minuto (cpm) * desvio-
padrdo de células esplénicas de 3
camundongos. * representa diferenca
estatisticadas células ndo tratadas com amitraz
ou arol (p <£0,05). O gréfico apresenta 1 de 2
experimentos.

dentre outros efeitos. Como apresentado na Figura 5, a
producdo de IFN-ytambém foi reduzidadevido apresenca
do amitraz.

Sabe-se que 0 amitraz, em doses superioresa 3,13
ug/mL, écitotdxico paraesplendcitosmurinos (DI FILIPPO
et a., 2002). Além disso, doses ndo citotoxicas dessa
droga ndo inibem a proliferacdo de linfocitos T ou B,
guando estimulados por mitdégenos policlonais.
Entretanto, na dose de 1,56 ug/mL, o amitraz inibiu a
atividade redox das mitocondrias e a producéo de IFN-y.
Emboraadiminui¢do daatividade mitocondrial observada
possaindicar diversas alteracGes no metabolismo celular
dos linfdcitos, a inibicdo da producéo de IFN-y sugere
umadiminuicdo darespostainflamatoriamediada por
citocina. Esse efeito anti-inflamatério associado ao
potencial acaricida do amitraz pode ser benéfico ao
hospedeiro, pois proporciona um combate ao parasita
associado a uma diminui¢cdo nos danos teciduais
causados pela resposta inflamatoria.
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Figura 4 - Amitraz em concentracdes iguais ou
superiores a 1,56 ug/mL néo interfere na
proliferacdo delinfocitos B. Células esplénicas
de camundongos foram obtidas como descrito
em Material e Métodos. As células foram
estimuladas ou ndo com LPS (10ug/mL) e
cultivadas por 48 horas em presencade amitraz
(previamente dissolvido em arol) em diferentes
concentracbes ou de solvente arol nas
guantidades equivalentes aquelas utilizadas
paradissolver o amitraz. Asbarrasrepresentam
a proliferacdo das células B, avaliada pela
incorporacdo de timidina [*H] expressa pela
contagem média por minuto (cpm) + desvio-
padrao de células esplénicas de 3
camundongos. * representa diferenca
estatisticadas células ndo tratadas com amitraz
ou arol (p < 0,05). O gréfico apresenta 1 de 2
experimentos.
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