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RESUMO

GAUDENCIO, Fabricio Nascimento. Avaliacdo da Seguranca Clinica e Eficacia do
Coumafés no Tratamento de Ctenocephalides felis felis (BOUCHE, 1835) e
Rhipicephalus Sanguineus (LATREILLE, 1806) em Caes Infestados Artificialmente
2012. 79p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas) — Curso de
Pbs-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012.

Os objetivos do estudo foram avaliar a eficacia pulguicida para Ctenocephalides felis felis e
carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus, bem como verificar a seguranca clinica do
organofosforado coumafds sob formulacdo comercial na forma de apresentacdo de sabonete
parasiticida para cées. Foram utilizados 16 cées da raca Beagle, mantidos no Laboratério de
Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), do Departamento de
Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Os espécimes de C. f. felis e R. sanguineus utilizados nas infestacdes artificiais foram
provenientes das col6nias mantidas no LQEPV. As eficacias pulguicidas nos dias +2 e +7,
foram respectivamente 100% e 63,11%, enquanto que as eficcias carrapaticidas, foram
respectivamente 99,62% e 43,25%. O coumafds apresentou boa eficacia pulguicida e
carrapaticida com 48 horas de uso, porém, ndo houve boa eficicia residual apds nova
infestacdo. Em relacdo a seguranca clinica, foram realizados exames hematologicos
(hemograma completo) e bioquimicos (ALT, AST, fosfatase alcalina, GGT, uréia, creatinina e
colinesterase serica) para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos. Os animais ndo apresentaram
alteracbes em exame clinico e laboratoriais que pudessem ser associados a efeitos adversos
provenientes do uso do produto testado, demonstrando assim que o coumafos na formulacéo
de sabonete parasiticida é seguro para uso em caes.

Palavras-chave: organofosforado, parasiticida, colinesterase.
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ABSTRACT

GAUDENCIO, Fabricio Nascimento. Evaluation of Safety Clinical and Effectiveness of
Coumaphos in Treatment to Ctenocephalides felis felis (BOUCHE, 1835) and
Rhipicephalus sanguineus (LATREILLE, 1806) on Dogs Infested Artificially 2012. 79p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas) — Curso de Pos-
Graduacdo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2012.

The objectives of this study were to evaluate the effectiveness against the flea
Ctenocephalides felis felis and the tick Rhipicephalus sanguineus, and also verify the clinical
safety of organophosphate coumaphos in the commercial formulation in the form of
presentation of parasiticide soap for dogs. Were used 16 Beagles dogs, kept in the Laboratory
of Experimental Chemotherapy in Veterinary Parasitology (LQEPV), Department of Animal
Parasitology, Veterinary Institute, University Federal Rural of Rio de Janeiro. Specimens of
C. f. felis and R. sanguineus used in artificial infestations were derived from colonies
maintained in LQEPV. Pulicide efficiencies in day +2 to +7, were respectively 100% and
63.11%, while the efficiencies acaricides were respectively 99.62% and 43.25%. The
coumaphos presented good efficacy against fleas and ticks within 48 hours of use, however,
there was no good residual efficacy after re-infestation. In relation to clinical safety,
hematology tests were performed (complete hemogram) and biochemical (ALT, AST,
alkaline phosphatase, GGT, urea, creatinine, and serum cholinesterase) for evaluation of
possible toxic effects from the use of the product. The animals showed no changes in clinical
examination and laboratory tests that could be associated with adverse effects from the use of
tested products, thus demonstrating that the coumaphos parasiticide in the formulation of soap
is safety for use in dogs.

Key words: organophosphate, parasiticide, cholinesterase.

\l



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Classes e mecanismos de acdo de pesticidas de uso comum no controle
08 BCLOPAIASITAS. ... vtttk e bbbt b bttt e b e bbb bbb 6

Tabela 2. Quantidade de cdes da raca Beagle, sexo, peso e quantidade de sabonete
UtT11Zado dUrante 0 ESTUAOD. .......ocueeiieie et 16

Tabela 3. Cronograma de execucdo e 0 resumo das etapas da avaliacdo da
seguranca e eficacia do produto com as datas de infestacdo dos cées, coleta de
sangue e exame CliNiCo COMPIELO. .......ooviiiie e 19

Tabela 4. Eficacia pulguicida para Ctenocephalides felis felis e carrapaticida para
Rhipicephalus sanguineus do coumafds em formulacdo comercial para C8es. ...........ccccvevnnen. 21

Tabela 5. Médias e desvios padrbes das frequéncias respiratorias (movimentos/
minuto) dos cdes dos grupos controle e tratado com coumafds. ..........ccccevvveiiiiiii e 22

Tabela 6. Meédias e desvios padroes das frequéncias cardiacas
(batimentos/minuto) dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
(0100 0 =0 TSP 23

Tabela 7. Médias e desvios padrfes das temperaturas (°C) dos caes dos grupos
controle e tratado COM COUMATDS. ........cvirieiiiiie e 25

Tabela 8. Médias e desvios padrbes das contagens de hemacias (céls/pL) dos caes
da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos............ccccceeveiieiieci e, 26

Tabela 9. Médias e desvios padrdes dos valores de hemoglobina (g/dL) dos cées
dos grupos controle e tratado com COUMAFOS. .........cccoveieiiieiiie e 27

Tabela 10. Médias e desvios padrbes dos valores de hematocrito (%) dos cées dos
grupos controle e tratado COM COUMATFDS. .........ccociiieiieii e 28

Tabela 11. Médias e desvios padrdes dos valores de volume corpuscular médio
(VCM) (fL) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos............ccceeevveiciiicinennne 30

Tabela 12. Meédias e desvios padrbes dos valores de hemoglobina corpuscular
média (HCM) (pg) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos...........ccccveevivennnne 31

Tabela 13. Médias e desvios padrdoes dos valores de concentracdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/dL) dos cdes dos grupos controle e
tratado COM COUMATOS. ... ..viieieite ittt b beene e 31

VI



Tabela 14. Médias e desvios padrdes das contagens de leucdcitos totais (céls/pL)
dos cées dos grupos controle e tratado com coUMAfOS. ......cceveveieiiiicieeee e 34

Tabela 15. Médias e desvios padrbes das contagens de segmentados (céls/uL) dos
caes dos grupos controle e tratado com COUMAFOS. ......ccevveiieiiiiiiiicecee s 35

Tabela 16. Médias e desvios padrdes das contagens de linfocitos (céls/uL) dos
cdes dos grupos controle e tratado com coumMafos. .........ccceiieiieii i 36

Tabela 17. Médias e desvios padrfes das contagens de mondcitos (céls/uL) dos
caes dos grupos controle e tratado com COUMAFOS. ......ccevverieriiiiiiieceee e 37

Tabela 18. Médias e desvios padroes das contagens de eosinofilos (céls/pL) dos
cdes dos grupos controle e tratado com coumafos. .........ccccceeieiiiii i 38

Tabela 19. Médias e desvios padrdes das contagens de plaquetas (céls/pL) dos
cdes dos grupos controle e tratado com coumafos. .........ccccevveiiiie i 40

Tabela 20. Médias e desvios padrfes das concentracbes de proteina plasmaética
total (g/dL) dos cdes dos grupos controle e tratado com coumafos.........c.ccevevereveiciecnnnnen, 41

Tabela 21. Médias e desvios padrGes das atividades enziméticas de alanina
aminotransferase (ALT) (U/L) dos cdes dos grupos controle e tratado com
COUIMATOS. ...ttt bbbt bbb bbb e e st e s et et et e nbeebenbenbeenes 42

Tabela 22. Médias e desvios padrdes das atividades enzimaticas de aspartato
aminotransferase (AST) (U/L) dos cdes dos grupos controle e tratado com
(07000 T 0 1SS 43

Tabela 23. Médias e desvios padrdes das atividades enzimaticas de fosfatase
alcalina (U/L) dos cdes dos grupos controle e tratado com coumafos. ...........ccccceeveiveiieennnn, 45

Tabela 24. Médias e desvios padrGes das atividades enzimaticas de gama
glutamil-transferase (GGT) (U/L) dos cdes dos grupos controle e tratado com
(07000 =0 1SS 46

Tabela 25. Médias e desvios padrfes das concentracOes séricas de uréia (mg/dL)
dos caes dos grupos controle e tratado COmM COUMATOS. ........ccververieiiieiiere e 48

Tabela 26. Médias e desvios padrdes das concentragdes sericas de creatinina
(mg/dL) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos. ...........ccccceeeeeeiieic e, 49

Tabela 27. Médias e desvios padrdes das atividades enzimaticas da colinesterase
sérica (U/L) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafds................ 51

IX



INDICE DE QUADROS

Quadro 1. Classes e subclasses de alguns organofosforados. ...........cccceevviveiiecciiese e 10

Quadro 2. Sinais clinicos mais comumente observados decorrentes da
intoxicacdo por drogas anticOliNeSterasiCas M CABS. .......c.ccververeerieeresieeseese e e sre s e sreenees 12

Quadro 3. Valores de referéncia para pardmetros de exame clinico, exame
hematol0gico € bIOQUIMICO PAra CAES.........covririirieerieiieeee e 64



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Férmula estrutural da molécula de acetilcoling .............cocooeiiiniiiiiiiire e 8
Figura 2. Estrutura basica de um organofosforado............ccccocevveieiiieiiieic s 9
Figura 3. Férmula estrutural da molécula de coumafds. ...........cccvveieiieie e 13

Figura 4. Frequéncia respiratoria (movimentos/ minuto) com limites de
normalidade (limite maximo e minimo), dos cdes da raca Beagle dos grupos
controle e tratado COM COUMATDS. .....c.voiiieiiiiie e 23

Figura 5. Frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) com valores de referéncia
(limite maximo e minimo), dos caes da raca Beagle dos grupos controle e tratado
COM COUMATDS. ...ttt bbbttt b et bbbt enreenes 24

Figura 6. Temperatura, (em °C) com valores de referéncia (limite maximo e
minimo), dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos..................... 25

Figura 7. NGmero de hemécias (10° cél/uL) com limites de normalidade (limite
maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
COUIMATOS. ...ttt bbbttt bbbt bt b e e st e s et et e be st e benbenreanes 26

Figura 8. Valor de hemoglobina (g/dL) (a) e hematocrito (%) (b)
respectivamente, com limites de normalidade (limite méximo e minimo) dos cées
da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos. ..........ccccvevevveieieiene s 29

Figura 9. Valor de volume corpuscular médio (VCM) (fL) (a), hemoglobina
corpuscular média (HCM) (pg) (b) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (g/dL) (c) respectivamente, com limites de normalidade (limite
maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
COUMATOS. ...ttt sttt e bt b e e st e s e b et e sbenbeebeebeeneanes 33

Figura 10. Numero de leucdécitos (cel/uL) com valores de referéncia (limite
maximo e minimo) dos cédes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
COUMATDS. ...ttt ettt ettt et e et e et e et e e be e b e e abeeaeesbeebeeabesbeebeentesaeereeneenns 34

Figura 11. Numero de neutréfilos segmentados (a), linfocitos (b), eosinéfilos (c)
e mondcitos (d) (cél/pL) respectivamente, com valores de referéncia (limite
maximo e minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
COUMATDS. ...ttt e et et et et e bt e st e st e s e et et et e nbesbeareeneenes 39

Xl



Figura 12. Numero de plaquetas (cél/uL) com valores de referéncia (limite
maximo e minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com

COUIMIAT OIS, e ettt ettt e e e et e e e aas

Figura 13. Concentracdo de proteina plasmatica total (g/dL) com valores de
referéncia (limite maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle do grupo controle e

TrAtAd0 COM COUMATOS. ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e eeeaeees

Figura 14. Atividade enzimatica sérica de alanina aminotransferase (ALT) (U/L)
(a) e aspartato aminotransferase (AST) (U/L) (b) respectivamente, com valores de
referéncia (limite méximo e minimo) dos cées da raca Beagle do grupo controle e

Hratado COM COUMATOS. ...ttt et e e e e e e e e

Figura 15. Atividade enzimatica sérica da fosfatase alcalina (U/L) (a) e da gama
glutamil-transferase (GGT) (U/L) (b) respectivamente, com valores de referéncia
(limite maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado

COIM COUMIATOS. .ottt et oo e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeas

Figura 16. Concentracdo sérica de uréia (mg/dL) (a) e creatinina (mg/dL) (b)
com valores de referéncia (limite maximo e minimo) dos cées da raca Beagle do

grupo controle e tratado Com COUMAFBS. ........cccveieiiieie e

Figura 17. Atividade da colinesterase sérica (U/L) com valores de referéncia
(limite maximo e minimo) dos cées da raca Beagle do grupo controle e tratado

COIM COUMIATOS. ettt e et ettt e e e e et e e ettt e e e e e e e e e e e eeeeas

....... 50

Xl



ACh
AChE
ALT
AST
bat/min
cels/uL
CHCM
DDT
DP

fL

g/dL
GGT
HCM

Média Ar.

mov/min
OF

Py

PPT
TGO
TGP
U/L
VCM

LISTA DE ABREVIACOES

Acetilcolina

Acetilcolinesterase

Alanina aminotransferase
Aspartato aminotransferase
Batimentos por minuto

Células por microlitro
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
Dicloro-Difenil-Tricloroetano
Desvio-Padréo

Fentolitros

Gramas por decilitro
Gama-glutamil-transferase
Hemoglobina corpuscular média
Média aritmética

Movimentos por minuto
Organofosforado

Picogramas

Proteina plasmaética total
Transaminase glutdmica oxalacética
Transaminase glutdmica piravica
Unidade por litro

Volume corpuscular médio

X



SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt 1
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt et s e 2
2.1 ECtOPArasitas 8 CABS ......vevuveiiiiieiieeitesie e ettt te et e s te et be e e s re e steene e re e be e e e sneenreenee e 2
2. 1.1 CAITAPALOS ...ttt b et b e E et r e r e 2
N 2 U [ SR 4
2.2 Medidas de Controle de ECIOPAraSItas ........ccoeiereriririeieiesiesie st 5
2.2.1 CONEIOIE MECANICO ....vvivieieiieite sttt et bbbttt b et e bbbt beene e 5
2.2.2 Controle através de agentes DIOIOGICOS .........ccooiiriiiiiiiee e 5
2.2.3 CONLIOIE QUITMICO ...veeuiiciie ittt te e te e be e e nneenneenee e 5
2.3 ECOPAASITICIAAS ...ttt b bbb bbb 7
2.4 Consideragdes Sobre a Fisiologia da Sinapse COlNErgiCa.........cccccevvvevverieieeseeieseesie e 7
2.5 Antiparasitéarios Inibidores da AcetilcOliNEStErase ........c.covevevereiiiiiecieiesese e 9
W T O 10 Ta o) {01S] (0] Lo [0 1 OSSR 9
2.5.2 CArDAMALOS ... .ecvieiieeiecie ettt e et se et e be et e e re e nbe e re e re e e nneenrn 14
SMATERIAL E METODOS ...ttt ettt ettt 15
T8 oo | OSSO P PR PRRO 15
3.2 Manutencao e Selegio dOS ANIMAIS .......ccoiiiiiiiiiieiee e 15
3.3 Avaliaga0o da EfICACIA.........ccceeiieiie et 15
KT BN N g L = L] o S 17
3.4 Avaliacdo da Seguranca CHNICA.........ccecveiieii e 17
KR A . T 4 L= o 1] oo OSSP 17
3.4.2 Exame hematoldgico € BIOQUIMICO .......ccveivieieiic e 18
3.4.3 ANALISE ESTALISTICA ...ve.veviveiieieeieie ettt bbb enes 19
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....ooveveeeieeeeeteeeeeeiess s ves s ses s esas s nansn s, 20
O T Vo T WSS 20
4.2 Avaliacdo da Seguranca ClNICA.........ccccvueiieiieie et 21
4.2.1 FreqUeNCIa reSPITALONIA .......eveeeieeeeieieste ettt 21
4.2.2 FreQUENCIA CANTIACA .........eiveevecieitie ettt ettt sttt e s be et e e saeeneenne e 23
4.2.3 TEeMPEratura COMPOTaAl ..........uiiiiiiiieiieie et 24
4.2.4 Exame hematOlOgiCO .......ccviiueiii ettt 25
4.2.5 EXaME DIOQUIMICO ... .ottt sttt 41
4.2.6 Avaliacdo da atividade enzimatica da colinesterase SEriCa ............coceevvevveerreiiveseesreennnns 50
5 CONCLUSOES. ..ottt 54
6 CONSIDERACOES FINAIS ..ot eees s ssnee st 55
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oovioeteeeeeeeteeeveeeeeses e enes s, 57
ANEXO ...ttt bR bRt R ettt benbeereeneens 64
Anexo A. Quadro 3. Valores de referéncia para parametros de exame clinico,

exame hematol0gico € bioquIMICO PAara CAES. ........ccceveeiieeiieiieie e 64

Anexo B. FICHA DE EXAME CLINICO DETALHADO .......coovveieeeeceeeeeeeserese e 65



1 INTRODUCAO

A venda de ectoparasiticidas para o controle de parasitas artropodes em animais
domesticos constitui um importante setor no mercado global de saude animal.

Dentre as diferentes classes de farmacos destinados ao combate de ectoparasitas, uma
das mais utilizadas sdo os organofosforados, disponiveis comercialmente sob diversas formas
de apresentacdo, como coleiras, sabonetes, pos ¢ ‘Spot-on’; nas mais variadas formulagoes.

O mecanismo de agdo destes farmacos se baseia em prolongar a atividade do
neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica através da inibicdo irreversivel da enzima
acetilcolinesterase (ASTROFF et al., 1998; HSIEH et al., 2001). Com isso, 0 inseto morre
devido a uma superestimulacao dos receptores colinérgicos e paralisia.

Contudo, 0 mau uso destes produtos pode causar grave intoxicacdo nos cées, podendo
até mesmo leva-los a morte, principalmente pela acdo desses agentes anticolinesterasicos ao
nivel de sistema nervoso central, digestorio e respiratorio. Além da acetilcolinesterase do
sistema nervoso e juncbes neuromusculares, a colinesterase plasmatica, embora menos
atuante na hidrélise da acetilcolina, também pode ser Util no diagnostico de intoxicacdo por
tais compostos, por justamente também sofrer acdo inibitoria destes. Esta enzima também é
conhecida como pseudocolinesterase (TECLES; CERON, 2001; CHEN et al., 2009).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do organofosforado coumafds
sob a forma de apresentacdo de sabonete parasiticida, no controle de dois ectoparasitas de
cdes: Rhipicephalus sanguineus e Ctenocephalides felis felis, e verificar a seguranca do
produto frente a uma avaliacdo clinica dos animais, hematolégica, bioquimica — hepatica,
através das enzimas ALT(TGP), AST(TGO), fosfatase alcalina e GGT; e funcéo renal através
das concentracdes séricas de uréia e creatinina. Também se avaliou a atividade enzimatica da
colinesterase sérica dos cdes, uma vez que, esta enzima representa um importante alvo de
acao do produto.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ectoparasitas de Céaes

As infestacBes por parasitas externos frequentemente representam um desafio para 0s
criadores de pequenos animais sob varias perspectivas, desde a identificacdo dos parasitas,
passando pelas opc¢des de tratamento, até as praticas de manejo para prevenir as infestacoes
(ARTHER, 2009).

Dentre os ectoparasitas de importancia médica e veterinaria destacam-se as pulgas,
importantes causadoras de dermatites alérgicas e transmissoras de patdgenos (KNOLHOLFF;
ONSTAD, 2007; ILG et al., 2010), os carrapatos, por também serem vetores de patdgenos
entre as espécies animais e também aos seres humanos (DANTAS-TORRES, 2007;
CHOMEL, 2011); os acaros causadores de sarnas (TAYLOR; COOP; WALL, 2007), e os
piolhos (principalmente Tricodectes canis) (POLLMIER et al., 2002).

2.1.1 Carrapatos

Embora sejam considerados artropodes de vida livre, os carrapatos necessitam se
alimentar de sangue pelo menos durante uma fase da vida (FRITZ, 2009) e € justamente por
este comportamento, que eles se tornam responsaveis por causar grandes perdas econémicas
na pecudria, irritacdo intensa e doenca de pele nos animais de companhia, além de serem
preocupantes pela questdo da saude publica, por transmitirem zoonoses (TAYLOR, 2001).

Ao se alimentar, o carrapato introduz o aparelho bucal profundamente na pele do
hospedeiro e regurgita grandes volumes de saliva, sua principal via de inoculagdo de
patégenos (KAUFMAN, 2010). No processo de alimentacdo, eles causam: a¢do traumatica,
pela dilaceracdo de células e tecidos; acdo mecanica pela compressdo de células; espoliacdo
direta pelo hematofagismo; acao toxica pela inoculacdo de substancias de alto peso molecular
pela saliva; além da depreciacdo do couro e predisposicdo a miiases e abscessos (MASSARD;
FONSECA, 2004).

Muitos patdgenos virais, bacterianos e parasitarios tém sido associados a transmisséo
por carrapatos, incluindo agentes recentemente identificados em humanos e animais
domeésticos, especialmente em cdes (CHOMEL, 2011). Devido ao fato de serem hematdfagos,
0s carrapatos estdo em segundo lugar, abaixo apenas dos mosquitos, como fonte de
transmissdo de patdgenos aos seres humanos, engquanto que, nos animais, eles ocupam o
primeiro lugar (MASSARD; FONSECA, 2004; BISSINGER; ROE, 2010; CHOMEL, 2011).

Alguns dos géneros de carrapatos que mais comumente parasitam cdes S&o
Amblyomma spp. e Rhipicephalus sp. (BLEGBERN; DRYDEN, 2009).

No ambiente rural brasileiro e na periferia das areas urbanas, € comum a presenca de
cdes parasitados por espécies de carrapatos do género Amblyomma spp., como A. ovale e A.
aureolatum. As espécies deste género assumem grande importancia na transmissdo de
patdgenos, pois se utilizam de mais de um hospedeiro e possuem ampla distribuicao
geografica. Trata-se de carrapatos de parasitismo eclético, cujas larvas podem ser encontradas
sobre qualquer mamifero doméstico, silvestre, aves e no homem (MASSARD; FONSECA,
2004).

Outra espécie importante de carrapato, o “carrapato marrom do cao”, Rhipicephalus
sanguineus (LATRIELLE, 1806), oriundo do continente africano, possui distribuicdo
cosmopolita e os canideos sdo considerados 0s Unicos hospedeiros para seus trés estagios
parasitarios (larva, ninfa e adulto) (SILVEIRA; PASSOS; RIBEIRO 2009), embora algumas
vezes, 0 homem possa ser um hospedeiro ocasional deste parasita (DANTAS-TORRES,
2008).



Entre as doengas transmitidas pelo R. sanguineus, destacam-se a Borreliose (Borrelia
burgdoferi), Ricketsiose (Ricketsia ricketsi), Erlichiose (Erlichia spp.), Babesiose (Babesia
spp) e a Hepatozoonose (Hepatozoon spp) (BREMER et al., 2005; COUTINHO et al., 2005;
DANTAS-TORRES, 2008; CHOMEL, 2011), além da hipotese do envolvimento deste na
transmissédo de Leishmania chagasi (COUTINHO et al., 2005; PAZ et al., 2010).

Os carrapatos rigidos da familia Ixodidae, a qual pertence Rhipicephalus sanguineus,
se alimentam de sangue por um periodo de tempo prolongado, podendo permanecer fixados
aos hospedeiros por varios dias antes de ficarem repletos de sangue. A pratica do
hematofagismo, em sucessivos e diferentes hospedeiros, em cada fase evolutiva (larva, ninfa e
adulto) é o que permite a transmissdo dos patdgenos de um hospedeiro a outro, veiculados
pelo sangue (FRITZ, 2009; BLEGBERN; DRYDEN, 2009).

Os carrapatos e 0s agentes transmitidos por eles possuem uma faixa zoogeografica
baseada no deslocamento de seu hospedeiro e dos fatores climaticos da regido. Assim, com o
aumento da mobilidade dos animais de estimacdo através de viagens, houve também um
aumento na faixa zoogeogréfica para muitas espécies de carrapatos (SHAW et al., 2001).

Os carrapatos da espécie R. sanguineus sao pequenos, ttm o corpo em formato
alongado, possuem olhos e festdes, séo, geralmente, sem ornatos e possuem palpos curtos. A
coxa | possui uma fissura profunda e as placas espiraculares sdo em formato de virgula nos
machos (DANTAS-TORRES, 2008). No contato com o hospedeiro, o carrapato usa suas
queliceras para perfurar a pele e seu hipostoma para ancorar-se. A fixacdo no hospedeiro €
reforgada pela secregédo de substancias cimectantes, como a saliva, em torno do local da ferida
(SONESHINE; LANE; NICHOLSON, 2002).

Tal como outros carrapatos de trés hospedeiros, as larvas de R. sanguineus eclodem
dos ovos depositados no meio ambiente, encontram um hospedeiro, alimentam-se, e depois
saem deste para fazerem a muda para ninfa no ambiente. As ninfas, por sua vez, procuraréo
um novo hospedeiro, se alimentardo, e depois se desprenderdo para realizarem a muda para
adulto no ambiente. Adultos machos e fémeas, em seguida, deverdo encontrar um terceiro
hospedeiro no qual irdo se alimentar e copular. Fertilizadas, as fémeas deverdo deixar
novamente o hospedeiro, repletas de ovos, para finalmente colocé-los no ambiente (LITTLE;
HOSTETLER; KOCAN, 2007). Os machos se alimentam pouco e geralmente permanecem
em seus hospedeiros, se alimentando repetidas vezes enquanto inseminam varias fémeas
(SONESHINE; LANE; NICHOLSON, 2002).

Os carrapatos ixodideos geralmente desenvolvem-se em ambientes externos; porém,
Rhipicephalus sanguineus, € comumente encontrados em ambientes internos e fechados. Por
isso, € conhecido como o carrapato que infesta habitacbes humanas e canis na América do
Norte. Embora pareca ser intolerante ao frio, R sanguineus pode suportar areas de baixa
umidade, e persiste em regides temperadas por habitar canis e casas. Estes carrapatos, quando
no estagio de vida do ambiente, sobem paredes, podendo ser encontrados até no teto
(BLAGBURN; DRYDEN, 2009).

O controle do carrapato R. sanguineus, em certas areas, foi baseado apenas no uso
indiscriminado de produtos quimicos, que consequentemente, levaram a uma selecao de cepas
resistentes (DANTAS-TORRES, 2008). Por isso, se faz necessario que 0s veterinarios
exercam o papel de educadores e informem aos proprietarios de cées os problemas associados
a um uso inadequado de acaricidas. Uma boa estratégia para o controle de carrapatos deve
incluir métodos quimicos e ndo-quimicos e qualquer estratégia de controle deve se basear no
conhecimento da ecologia do carrapato, pois sé assim se observara uma melhora na eficiéncia
do programa. Com isso, reduzem-se o risco de resisténcia acaricida e também a poluicéo
ambiental (DANTAS-TORRES, 2008).



2.1.2 Pulgas

As pulgas, Classe Insecta, Ordem Siphonaptera, sdo insetos pequenos, achatados
lateralmente e sem asas (RUST, 2005). Tanto os machos quanto as fémeas adultas séo
ectoparasitas hematofagos obrigatérios de mamiferos e aves (BITAM et al., 2010).

Entre as espécies que afetam cées e gatos, Ctenocephalides felis (BOUCHE, 1835) ¢ a
espécie mais amplamente distribuida em todo o mundo (CARLOTTI; JACOBS, 2000; RUST,
2005), embora outras espécies como C. canis, Pulex irritans, Echidnophaga gallinacea e
Xenopsylla cheopis possam também causar infestagcdes em cdes (CANON-FRANCO;
PEREZ-BEDOYA, 2010). Nos animais domésticos, a pulga Ctenocephalides felis felis,
popularmente conhecida como “pulga do gato”, pode causar dermatite alérgica, devido as
picadas (RUST, 2005), além de transmitirem agentes causadores de doencas como bactérias,
filarideos e cestoides (BLEGBERN; DRYDEN, 2009).

Os patdgenos os quais até o momento € sabido serem transmitidos pela pulga
Ctenocephalides felis sdo: bactérias (Rickettsia typhi, Rickettsia felis, Bartonella spp,
Mycoplasma haemofelis, e em casos raros, Yersinia pestis); o filarideo nematdideo nédo
patogénico Dipetalonema reconditum; e cestéides, Dipylidium caninum e Hymenolepis nana
(BLEGBERN; DRYDEN, 2009).

Adicionalmente, a ocorréncia de populagdes ndo-controladas de pulgas em cées e
gatos pode ainda provocar prurido intenso, levando a automutilacdo e, anemia (CARLOTTI,;
JACOBS, 2000). Em alguns individuos, a exposicao a picadas de pulgas, eventualmente, leva
a uma condicdo mais séria de dermatite alérgica, também conhecida como hipersensibilidade
a picada de pulga (DAP). Uma vez que tenha ocorrido a sensibilizacdo, o recrudescimento das
lesbes pode ser desencadeado apenas por um pequeno numero de picadas, embora a
sensibilidade varie entre os individuos (CARLOTTI; JACOBS, 2000).

Por serem insetos holometabdlicos, as pulgas completam o ciclo de ovo a adulto
através de varios estagios larvais e um estagio pupal, para enfim, chegarem a fase adulta. A
conclusdo de todo ciclo de vida, de ovo a adulto, pode variar significativamente entre as
espécies (BITAM et al., 2010).

Devido ao fato de somente 5% da populacdo de pulgas estarem sobre o hospedeiro e
95% encontrarem-se no ambiente (LINARDI; GUIMARAES, 2000), um tratamento ocasional
com pulguicidas pode ser adequado para manter sob controle apenas uma simples pulicose,
mas esta abordagem ndo quebraria todo o ciclo epidemioldgico. A presenca de ovos, larvas e
pupas no ambiente doméstico garantiriam que um animal, mesmo tratado, se tornasse
novamente infestado (CARLOTTI; JACOBS, 2000).

As larvas recém-emergidas dos ovos penetram pela trama dos carpetes e estofados, em
maoveis e mobilias, em fendas e rachaduras. Novos adultos podem aparecer em duas semanas,
mas a emergéncia da pupa pode demorar por periodos superiores a cinco meses. Logo, uma
nova infestacdo pode ocorrer assim que o efeito residual do pesticida tenha cessado
(CAROLTTI; JACOBS, 2000).

Durante os Gltimos 10 anos, o controle de pulgas em cées e gatos foi revolucionado
por inseticidas sisttmicos e tdpicos como lufenuron, fipronil, imidacloprid, e, mais
recentemente a selamectina (RUST, 2005). Atualmente, sdo descritos varios grupamentos
qguimicos disponiveis para o controle de C. f. felis, como piretroides, organofosforados,
carbamatos, fenilpirazoles, nitroguanidinas, neonicotindides e lactonas macrociclicas, além
dos reguladoras de crescimento (SCOTT et al., 2002).

A frequéncia de tratamentos necessarios para um controle de pulgas, a longo prazo,
varia entre os diferentes compostos e formulagdes. Porém, os intervalos de tratamento ficam
normalmente na faixa de um a seis meses (COOP, 2002).



2.2 Medidas de Controle de Ectoparasitas

O controle de ectoparasitas em animais tem sido, em grande parte, baseado no uso de
substancias quimicas, com os produtos para o controle de pulgas representando a maior
parcela deles (TAYLOR; COOP; WALL, 2007). Porém, o desenvolvimento de abordagens
integradas, nas quais as taticas de gerenciamento adotariam os parasiticidas como um
componente a ser utilizado em circunstancias necessarias, pode ser a via mais adequada para
se alcancar este objetivo (WALL, 2007).

2.2.1 Controle mecéanico

Além do controle quimico, também é fundamental que se faca um controle mecanico a
fim de impedir a proliferacdo de parasitas, pois, antes de introduzir os compostos quimicos, as
recomendacdes para o controle de pulgas consistem no tratamento do ambiente, interno e
externo — onde 0s ovos, larvas e pupas residem — e dos animais, que albergam a fase adulta do
parasita (RUST, 2005).

Dentre as medidas a serem tomadas incluem-se a catacdo manual, a penteacdo
frequente (LINARDI; GUIMARAES, 2000), o uso de aspirador de p6, a lavagem do piso e da
cama do animal, o0 manejo adequado da vegetacao e solo, e a restricdo do contato do cdo com
outros animais, externos ao domicilio (MELO, 2006).

2.2.2 Controle através de agentes bioldgicos

O uso de patdgenos bioldgicos de ocorréncia natural, como nematoides, bactérias,
fungos e virus, oferecem uma abordagem particularmente interessante a0 manejo de
ectoparasitas. O uso de fungos patogénicos para o controle de carrapatos tem sido
amplamente estudado por muitos pesquisadores (ANGELO et al.,, 2010; FERNANDES;
BITTENCOURT; ROBERTS, 2011; FERNANDES et al., 2011; PERINOTTO et al., 2011).

Além disso, atualmente, também tem se investido em pesquisas para o estudo de
vacinas através de uma compreensdo sobre os linfécitos T e seus processos imunomediados,
baseadas em técnicas de “Western blotting” e imunolocalizacdo. Espera-se que estas
pesquisas sirvam de ferramentas para o estabelecimento de uma imunidade aos ectoparasitas,
como ja vem sendo demonstrado para alguns parasitas de cavalos e ovelhas (COOP, 2002).

Através de uma tecnologia de recombinacdo produz-se uma vacina baseada em uma
molécula funcionalmente importante presente no parasita. Assim, ao se alimentar, 0s
anticorpos produzidos no hospedeiro atuariam no parasita, levando-o a morte ou a uma
reducdo substancial do nimero de ovos produzidos. Uma desvantagem desta abordagem, por
exemplo, é que a pulga precisaria picar 0 animal para se tornar exposta ao anticorpo, o que
tornaria esta estratégia ndo adequada para o tratamento da DAP (CARLOTTI; JACOBS,
2000).

2.2.3 Controle quimico

A aplicacdo de inseticidas naturais, principalmente de origem vegetal, precede de um
longo periodo de tempo, antes dos inseticidas sintéticos. Em certas partes da Europa, pelo ano
de 1690, as plantas ja eram pulverizadas com extrato de tabaco; e no periodo entre 1900 e
1940, a anabasina, nicotina, piretrinas, rotenona, e quassia eram usadas, em associacdo aos
inseticidas inorganicos (MATOLCSY, 1988).

Mas o primeiro grande marco na historia dos pesticidas sintéticos veio com a
descoberta, no século XIX, do kerosene e do “verde de Paris” para combater o escaravelho da
barata. Até o inicio da Segunda Guerra Mundial, a selecdo de inseticidas limitava-se aos
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compostos citados anteriormente, mas foi com o advento da guerra que se conheceu as
propriedades dos organoclorados, dos quais o DDT é o mais conhecido (SANTOS, 2002).
Contudo, devido a persisténcia e biomagnificacdo destes pesticidas na cadeia alimentar, seu
uso entrou em declinio e logo eles foram substituidos pelos inibidores da acetilcolinesterase
(SHARMA, 2006).

E assim, posteriormente, inameras novas formulagdes, com diferentes mecanismos de
acdo foram sintetizadas. Na Tabela 1, encontram-se algumas classes farmacolégicas de
parasiticidas com seus respectivos mecanismos de acao.

Tabela 1. Classes e mecanismos de acdo de pesticidas de uso comum no controle de
ectoparasitas.

Classe Exemplo Modo de acao
Piretroides Permetrin “Vazamento” dos canais de sddio de neuronios
Organoclorados — 1 DDT “Vazamento” dos canais de sddio de neuronios
Organoclorados — 2 Dieldrin Bloqueio dos canais de cloreto GABA-€rgicos
Organofosforados Coumafos Inibicdo da acetilcolinesterase
Carbamatos Carbaryl Inibicdo da acetilcolinesterase
Formamidinas Amitraz Ligacdo a receptores de octopamina
Spinosinas Spinosad Agonista do receptor nicotinico colinérgico
Neonicotindides Imidacloprid Agonista do receptor nicotinico colinérgico
Fenilpirazois Fipronil Bloqueio dos canais de cloreto GABA-érgicos
Avermectinas Ivermectina Ativacdo de canais de cloreto

Fonte: (KNOLHOFF; ONSTAD, 2007).

Em suma, muitos dos produtos quimicos utilizados para controle de ectoparasitos de
importancia veterinaria atuam como neurotoxinas, seletivamente no sistema nervoso de
artropodes. No entanto, elas apresentam uma série de inconvenientes, como o0
desenvolvimento de resisténcia por parte dos ectoparasitas e preocupac¢des quanto a seguranca
humana e ambiental (COOP, 2002).

A busca por compostos mais seguros tem sido dificil devido ao fato de haver um
namero limitado de “alvos” conhecidos nos artropodes e 0 custo para pesquisa e
desenvolvimento de compostos com novos modos de acdo ser elevado. Desenvolvimentos
recentes incluem a introducéo dos reguladores de crescimento de insetos e uma melhoria nos
métodos de aplicacdo dos produtos (COOP, 2002).

Para preservar a viabilidade de uso dos compostos inseticidas é importante que se
criem programas de gestdo de manejo de parasitas com base em uma multiplicidade de
técnicas, onde o uso de inseticidas deve ser integrado de forma racional a fim de evitar o
surgimento da resisténcia (WALL, 2007).

Além dos ectoparasiticidas, 0 uso de repelentes também é considerado uma importante
medida quimica de protecdo contra carrapatos (BISSINGER; ROE, 2010). Nesta categoria,
existem dois tipos de repeléncia: um que consiste no fato de que os parasitas sdo
desencorajados a irem ao hospedeiro pelo “vapor” do composto, como exemplo, 0 0leo de
citronela. E um segundo tipo, no qual o parasita precisaria entrar em contato primeiro com a
substancia, para depois sair, mecanismo exibido por alguns piretréides sintéticos
(CARLOTTI; JACOBS, 2000).



Atualmente, reconhecem-se propriedades repelentes em varias substancias, oriundas
de diversas matérias-primas (principalmente plantas) (BISSINGER; ROE, 2010). O repelente
ideal deve oferecer protecdo contra um amplo espectro de artropodes hemat6fagos por pelo
menos 8 horas, ndo ser toxico, ndo ser irritante, ser inodoro e ndo ser oleoso (BISSINGER,;
ROE, 2010).

2.3 Ectoparasiticidas

O termo “Pesticida”, tal como definido pela “Federal Insecticide, Fungicide, and
Raticide Act” representa qualquer substancia ou mistura de substancias destinadas a prevenir,
destruir, repelir ou reduzir qualquer praga, como insetos, roedores, nematoides, fungos,
plantas daninhas, ou outras formas de plantas terrestres ou aquéticas, vida animal ou virus,
bactérias ou outros organismos, que se declare como sendo uma praga; além de toda
substancia ou mistura de substancias destinadas para 0 uso como um regulador vegetal,
desfolhante ou dessecante (ROSE; HODGSON; ROE, 1999).

O uso de pesticidas € validado por suas muitas contribuicdes para a sociedade, ainda
que por sua propria natureza, muitas vezes, os pesticidas possam apresentar também efeitos
deletérios. Inseticidas e raticidas estdo entre os pesticidas com maior probabilidade de
produzir toxicidade aguda em humanos e animais selvagens, mas, muitos dos novos
inseticidas apresentam maior seletividade aos insetos que os mais antigos (ROSE;
HODGSON; ROE, 1999).

Os produtos quimicos disponiveis utilizados no tratamento de ectoparasitas de
importancia veterindria podem agir tanto sistemicamente, baseando-se na captacdo do
composto pelos tecidos dos hospedeiros, quanto por contato direto com o parasitas-alvo apés
a aplicacdo externa. Devido as diferengcas no comportamento farmacocinético e na captacao
dos locais de aplicacdo, diferentes formulacdes de uma preparacdo de drogas podem ser
indicadas para diferentes parasitas-alvo (TAYLOR, 2001).

Os ectoparasiticidas podem ainda ser classificados de acordo com a classe
farmacoldgica ao qual pertencem. Os trés grupos principais que compuseram a base dos
ectoparasiticidas foram os organoclorados, organofosforados e piretrdides sintéticos
(TAYLOR; COOP; WALL, 2007). Os demais grupos incluem os carbamatos, formamidinas,
triazinas, benzil-benzoatos, avermectinas e milbemicinas e 0s compostos que afetam o
crescimento e o desenvolvimento dos insetos, que baseados em seus mecanismos de acgéo,
podem ser divididos em inibidores da sintese de quitina e andlogos do horménio juvenil
(CARLOTTI; JACOBS, 2000; TAYLOR; COOP; WALL, 2007).

Nos ultimos anos, assistimos, entdo, a descoberta e desenvolvimento de varios novos
pesticidas inseticidas e acaricidas, projetados especificamente por seus fabricantes para matar
as pragas de maneira mais rapida e segura para 0s animais e pessoas. Os mecanismos de acao
destes pesticidas exploram diferencas fisiologicas entre os insetos e mamiferos, resultando em
baixa toxicidade para o hospedeiro. Com isso, a incidéncia de intoxicacdo associada ao uso
destes novos ectoparasiticidas em cédes e gatos parece estar mais limitada. Comparado aos
inseticidas mais agudamente toxicos como os organofosforados, carbamatos e metais pesados,
bem como com os problemas ambientais da bioacumulacdo associados ao uso de alguns
inseticidas organoclorados, os novos inseticidas, parecem aliviar esses problemas conhecidos
enquanto continuam a fornecer atividade inseticida satisfatoria (HOVDA; HOOSER 2002).

2.4 Consideracdes Sobre a Fisiologia da Sinapse Colinérgica

A acetilcolina (hidroxido de acetil-etanol-trimetilam6nio) € um neurotransmissor
liberado nas jungdes neuromusculares, das sinapses pré-ganglionares do sistema nervoso
autbnomo e nas terminacdes nervosas pés-ganglionares parassimpaticas. Ela interage com
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dois tipos de receptores colinérgicos: nicotinicos e muscarinicos e sua funcdo pode ser
excitatoria ou inibitdria, dependendo dos receptores (REY, 2008).

A acetilcolina é sintetizada no axénio terminal do neurénio motor a partir da colina e
acetil coenzima-A, sob a influéncia da colina-O-acetiltransferase (POPE; KARANTH; LIU,
2005). Apos serem sintetizadas, muitas moléculas de acetilcolina permanecem livres no
citoplasma, mas uma pequena quantidade é armazenada em vesiculas, contendo de 5.000 a
10.000 moléculas (ARROWSMITH, 2007).

A medida que se liga aos seus receptores pds-sinapticos, os canais iénicos ligante-
dependentes se abrem, promovendo um influxo de Na* para o interior da célula muscular,
causando a despolarizacdo da membrana pos-sinaptica (BEUGNET, 2004; CUNNINGHAM,
2004; GUYTON; HALL, 2006). O influxo de ions sodio na fibra muscular, quando os canais
colinérgicos se abrem, causa variacdo do potencial elétrico no interior da fibra, no local da
placa motora, criando um potencial local chamado potencial de placa motora (GUYTON;
HALL, 2006). Os potenciais de acdo que chegam a membrana da célula muscular levam a
contragdo ou encurtamento mecéanico da célula. Quando esta contragdo é simultanea ao
encurtamento de muitas células musculares, ocorre 0 movimento do corpo (CUNNINGHAM,
2004).

Figura 1. Férmula estrutural da molécula de acetilcolina

Uma vez liberada na fenda sinaptica, a ACh pode ser hidrolisada pela
acetilcolinesterase (AChE); ligar-se transitoriamente aos receptores para acetilcolina ou ainda
difundir-se pela fenda sinaptica e ser hidrolisada por (pseudo)colinesterases inespecificas
(ARROWSMITH, 2007).

No sangue dos mamiferos existem pelo menos dois tipos de colinesterases (ChE): a
colinesterase eritrocitaria (CE3.1.1.7), também conhecida como acetilcolinesterase ou
colinesterase verdadeira (TECLES et al. 2000; WILSON, 2001), presente também em uma
grande variedade de tecidos, tais como cérebro, masculo esquelético, ganglios autdbnomos,
tecido cardiaco (MARABLE et al., 2007) musculos lisos dos bronquiolos e bexiga e nas
células efetoras das glandulas salivares (ABDELSALAM, 1987), e a colinesterase plasmatica
(PsChE; CE3.1.1.8), também conhecida como pseudocolinesterase ou butirilcolinesterase
(BuChE) (TECLES et al. 2000; WILSON, 2001) encontrada no figado, coracdo, rim e plasma
(ABDELSALAM, 1987).

A acetilcolinesterase pode hidrolisar a acetilcolina, mas ndo outros ésteres de colina.
Enquanto que a pseudocolinesterase pode hidrolisar outros ésteres de colina, tais como butiril
e propionilcolina, bem como a acetilcolina (TECLES et al., 2000; WILSON, 2001).

Embora a BuChE também seja encontrada nas sinapses, placas motoras e fibras
musculares, juntamente com a AChE, sua atividade é restrita ao soro (WILSON, 2001), e
mostrou ser mais sensivel que a acetilcolina quando sob administragdo de coumafos em cées
(TECLES et al., 2000).

A atividade da colinesterase no sangue é comumente usada para avaliar os efeitos
colaterais indesejaveis apds a exposi¢cdo aos compostos organofosforados e carbamatos
(DELLINGER; MOSTROM, 1988; CAVALIERE et al., 1996; CHEN et al., 2009) embora a
AChE neural, principalmente em se tratando de organofosforados, seja geralmente aceita
como um alvo toxicoldgico desses inseticidas (CAVALIERE et al.,, 1996; GARCIA;
ASCHNER; SYVERSEN, 2006; MARABLE et al., 2007), pois estes compostos pesticidas
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inibem a acdo desta enzima (CHARPENTIER et al., 2000; GARCIA; ASCHNER,;
SYVERSEN, 2006). Consequentemente, a acetilcolina acumulada na fenda sinaptica se liga a
ambos os receptores muscarinicos e nicotinicos colinérgicos, levando a toxicidade (GARCIA,;
ASCHNER; SYVERSEN, 2006).

Atualmente, os inibidores da colinesterase também tém sido utilizados no tratamento
de doencas em seres humanos, no controle de insetos, e mais notoriamente como agentes de
guerra quimica e armas do terrorismo (POPE; KARANTH; LIU, 2005).

2.5 Antiparasitarios Inibidores da Acetilcolinesterase
2.5.1 Organofosforados

Os organofosforados representam uma ampla classe de substancias quimicas utilizadas
como pesticidas em todo o mundo (KENDALL, 1961; CHARPENTIER et al., 2000; HSIEH
et al., 2001; RAHIMI; ABDOLLAHI, 2006; STARKS et al., 2011). Seu modo de agéo, bem
como o0 mecanismo pelo qual a intoxicacdo se manifesta nos mamiferos, é através da
fosforilagcdo, com subsequente inativacédo da acetilcolinesterase. A inativacgao desta enzima faz
com que haja um actmulo de acetilcolina nos terminais sindpticos do sistema nervoso central
e periférico permitindo entdo uma superestimulacdo dos receptores colinérgicos (ASTROFF
et al., 1998; HSIEH et al., 2001). Assim, eles causam paralisia e morte dos insetos em virtude
da inibig&o irreversivel da enzima e do acumulo da acetilcolina (BEUGNET, 2004; GUPTA,
2006).

Os OFs, de modo geral, se apresentam com uma estrutura caracteristica basica, como
ilustrado na Figura 2:

o)
R

Rz
Figura 2. Estrutura basica de um organofosforado. (Fonte: ROSE; HODGSON; ROE, 1999).

De acordo com a férmula estrutural representada na Figura 2 acima, R1 e R2 poderiam
ser substituidos por ramificaces (geralmente grupos alquil ou aril) ligadas diretamente a um
atomo de fosforo ou uma ponte —O— ou —S—; a ramificacdo X seria responsavel por subdividir
os organofosforados em até quatro categorias principais, onde o X poderia ser substituido por
um nitrogénio quaternario; Fldor; Cianato, tiocianato, cianeto ou um halogénio, que néo fosse
o fldor; ou ainda um radical alquil, alcéxi, arila ou heterociclico (ROSE; HODGSON; ROE,
1999).

Frente a estas diversas possibilidades de arranjos estruturais, tem-se que dentro desta
classe encontram-se um grande nimero de compostos: clorfenvinfés, coumafés, crotoxifds,
crufomato, citioato, diazinon, diclofention, diclorvos, fenthion, iodofenfés, malathion,
phosmet, propetanfds, ronnel, tetraclorvinfos e triclorfon (GUPTA, 2006; TAYLOR; COOP;
WALL, 2007).

Rose; Hodgson; Roe (1999) e Gupta (2007) relataram que o primeiro composto
organofosforado sintetizado foi o pirofosfato de tetraetila, em 1854, por Philipe de Clermont e
que, em 1932, Lange e Kruger descreveram a sintese de dimetilfosforofluoridatoetilico, mas
somente mais tarde, Gerhard Schrader, durante a Segunda Guerra Mundial, observou que
estes poderiam ser usados como inseticidas.

Schrader foi o primeiro a descobrir as propriedades inseticidas desses compostos ao
desenvolver alguns dos primeiros inseticidas organofosforados, o schradan e o
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tetraetilpirofosfato (TEPP), os primeiros a serem comercializados (ABDELSALAM, 1987;
ROSE; HODGSON; ROE, 1999; GUPTA, 2007).

Assim, desde a Segunda Guerra Mundial, estima-se que milhares de organofosforados
tenham sido sintetizados para diversos fins, sendo a maioria deles, usados como pesticidas. Ja
outros, usados como agentes que atuam no sistema nervoso, ou como parasiticidas na
medicina veterinaria (ABDELSALAM, 1987; HILMAS; ADLER; BASKIN, 2006; GUPTA,
2006).

Os compostos organofosforados também séo conhecidos por inibir esterases que nao
sdo colinesterases, como carboxilesterases (as aliesterases) e também outras enzimas como a
tripsina, a quimiotripsina e a tipase do leite. Eles também interferem com o metabolismo
hepatico dos hormdénios esterdides e provocam a liberacdo de esterdides adrenais e
catecolaminas (ABDELSALAM, 1987).

No Quadro abaixo sdo apresentados o0s grupamentos quimicos de alguns
organofosforados encontrados atualmente no mercado sob a forma de sprays, pds, "spot-on™ e
colares, segundo Beugnet (2004):

Quadro 1. Classes e subclasses de alguns organofosforados.

Grupamento quimico Produto

clorpirifés, coumafos, citioato, diazinon,

Fosforotioatos fenitrothion, fenthion, malathion

Fosforamidas propetamfos e triclofon

Fosfatos diclorvés

Fonte: (BEUGNET, 2004)

A acdo de um composto quimico num determinado periodo de tempo é regulado por
sua farmacocinética: absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo. Estes processos
diferem entre as espécies e indicam diferentes reagdes quando expostas aos
anticolinesterasicos (OEHME; MANNALA, 2001; GARCIA, 2006).

Muitos dos compostos OFs sdo absorvidos rapida e completamente e distribuidos
difusamente pelos sistemas corporais, garantindo amplo espectro de efeito inseticida.
Entretanto, estes compostos possuem meia-vida curta (FLEMING, 1981; OEHME;
MANNALA, 2001; BEUGNET, 2004).

Apobs a absorcdo, os compostos OFs sofrem diversas reacdes de biotransformacao.
Uma vez que estes, em sua composicdo, tenham alto carater lipofilico, para facilitar a
penetracdo no inseto, as primeiras reacOes de biotransformacdo sdo direcionadas
principalmente a formacédo de compostos mais polares (JOKANOVIC, 2001).

A ativacdo do organofosforado pode ser definida como a transformagéo metabdlica de
compostos inativos a compostos ativos e a conversdao dos ativos a outros compostos também
ativos. A desintoxicacdo inclui sua biotransformacdo em metabolitos ndo-toxicos. Esta etapa,
também chamada de degradacdo, é a reacdo mais significativa no metabolismo destes
compostos (JOKANOVIC, 2001).

Os organofosforados, de um modo geral, se acumulam rapidamente no tecido adiposo,
figado, rins e glandulas salivares. Os fosforotioatos (P = S), grupo ao qual pertence o
coumafds (e outros como diazinon, parathion e bromofos), sdo mais lipofilicos que os fosfatos
(P - O), como diclorvos, e por isso, sdo armazenados extensivamente na gordura, 0 que pode
contribuir para uma intoxicagdo mais prolongada com recaida clinica apds aparente
recuperacdo, fato observado nas intoxicagdes por esses inseticidas (MARRS, 2006).

Uma caracteristica marcante destes farmacos é que eles persistem na pele por um
periodo razoavel, embora seus residuos durem pouco tempo no tecido do animal (OEHME;
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MANNALA, 2001; BEUGNET, 2004; TAYLOR; COOP; WALL, 2007). Alguns deles tém a
habilidade de agirem sistemicamente, ao serem administrados pela via oral, parenteral ou
mesmo pour-on, mas 0s niveis plasmaticos se mantém por apenas 24 horas (TAYLOR;
COOP; WALL, 2007).

Outra diferenga marcante € que os fosfatos sdo biologicamente ativos, enquanto que 0s
fosforotioatos necessitam de uma bioativacdo ao metabolito correspondente (Oxon) para se
tornarem biologicamente ativos. Como consequéncia, as caracteristicas da intoxicagdo podem
ser adiadas, até que ocorra a oxidacdo do fosforotioato para gerar 0S primeiros 0xons
(JOKANOVIC, 2001; MARRS, 2006).

Por fim, estes oxons, que inibem a acetilcolinesterase podem, em seguida, ser
desativados por hidrolases, como carboxilesterases, e esterases, como paraoxonase. Os
compostos organofosforados sofrem ainda outras transformacfes mediadas pelo citocromo
P450, que ndo resultam na producdo de um metabdlito ativo, incluindo desalquilacéo
oxidativa e desarilacdo (MARRS, 2006).

As enzimas envolvidas na fase de ativacdo séo: enzimas do complexo citocromo p450,
NADPH-citocromo p450-redutase e monoxigenases. J& na fase de degradacdo, as enzimas
participantes sdo: hidrolases triester fosforicas, carboxilesterases e sistema redox-glutationa.
A medida que se formam os metabodlitos polares e estes sdo conjugados a substratos
enddgenos como glicuronideos, sulfatos, acetatos e aminoécidos, formam-se produtos
hidrossollveis que podem ser prontamente excretados pela urina (JOKANOVIC, 2001).

Embora a absor¢do dérmica de compostos OF tenda a ser lenta, 0 envenenamento
grave pode acontecer se a exposicao for prolongada. O grau de absorcdo depende do tempo de
contato com a pele, a lipofilicidade do agente envolvido e a presenca de solventes e
emulsificantes na composicdo, que podem facilitar a absor¢cdo (MARRS, 2006). A
sensibilidade do animal ao pesticida pode variar ainda em relacdo a idade, pois diferengas
toxicocinéticas entre diferentes grupos de faixas etarias podem contribuir para sensibilidades
distintas, com diferengas na biotransformag&o como sendo o maior fator (POPE, 2001).

A exposicdo a compostos organofosforados pode produzir efeito localizado no sitio de
contato ou efeitos sistémicos. O efeito local € melhor visto na auséncia de outros sinais
indicativos de envenenamento. Sobre a pele, pode-se observar fasciculacdes, além de lesbes
cuténeas localizadas, causadas pela descamacdo excessiva do epitélio queratinizado. A
toxicidade é principalmente aguda ou subaguda, contudo, pode ser crdnica, mas apenas se a
exposicdo for repetida, pois estes compostos sdo rapidamente metabolizados e excretados
(ABDELSALAM, 1987).

Os sinais clinicos de intoxicacdo comecam quando pelo menos 50% da
acetilcolinesterase corporal ¢ inativada (ENZO, 2006) e sdo classificados como muscarinicos,
nicotinicos e centrais (DECLEMENT]I, 2007).

Os sinais muscarinicos sdo devido aos efeitos em nervos pos-ganglionares e efetores
autondmicos. Os sinais nicotinicos sdo devido aos efeitos sobre os nervos pré-ganglionares e
somaticos, 0 que resultam em estimulacdo seguida de fraqueza, depressdo e paralisia dos
musculos esqueléticos (DECLEMENTI, 2007). E os sinais centrais sdo devido ao efeito direto
sobre 0 SNC produzido pelos lipidios organofosforados soluveis (ABDELSALAM, 1987).

A hiperestimulagéo colinérgica produz uma gama de sinais de intoxicagdo, sendo os
primeiros sintomas resultantes da estimulacdo parassimpética, como bradicardia, miose,
diarréia, miccdo, lacrimejamento e salivacdo (GARCIA, 2006). A super-estimulacdo das
juncOes neuromusculares pode resultar em espasmos e, em doses mais elevadas, paralisia
(ROSE; HODGSON; ROE, 1999; GARCIA, 2006).

Na intoxicacdo aguda, ocorre principalmente insuficiéncia cardiorrespiratoria por
comprometimento do sistema nervoso autbnomo, o que leva a uma miopatia caracterizada por
degeneracdo de células musculares, comprometendo, sobretudo, a musculatura respiratéria
(CAVALIERE et al., 1996).
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Hilmas; Adler; Baskin (2006) relataram toxicidade pulmonar por organofosforados
associada a inalacdo de aerossdis ou liquidos. A ocorréncia da intoxicacdo por tais compostos
se baseia no aumento da secrec¢do glandular pelo trato respiratério, broncoconstric¢éo, efeito
nicotinico sobre os musculos respiratorios toracicos e do pescoco, causando dificuldade
respiratdria, e efeito toxico ao nivel do controle central da respiragéo.

Os organofosforados podem interferir também na homeostase da glicose, levando a
hiperglicemia, através de uma série de mecanismos, 0s quais incluem-se estresse oxidativo,
inibicdo da paraoxonase, pancreatite, estimulacdo adrenal e distarbio no metabolismo
hepatico do triptofano (RAHIMI; ABDOLLAHI, 2006).

Apesar de alguns estudos sugerirem que 0s pesticidas anticolinesterasicos sejam
imunotdxicos, de modo geral, o que se observa é que pode haver supressdo ou aumento da
imunidade mediada pelos pesticidas anticolinesterasicos. Tais alteracBes sdo observadas
apenas nas situacfes em que € possivel observar sinais sistémicos de intoxicacdo e, neste
caso, a alteracdo imunoldgica pode ser atribuida ao estresse sistémico (SHARMA, 2006).

No Quadro 2, a seguir, sdo descritos alguns sinais nervosos sistémicos decorrentes da
intoxicacé&o.

Quadro 2. Sinais clinicos mais comumente observados decorrentes da intoxicacéo por drogas
anticolinesterasicas em cées.

EFEITOS SINAIS E SINTOMAS REFERENCIA
Dor abdominal, diarréia ABDELSALAM,
’ 1987; ROSE et al.,
1999

Sialorréia, lacrimejamento,
secre¢do nasal, bradicardia, miose,
MUSCARINICOS sudorese, tosse, vomito, miccao, MONICI, 2009
hipermotilidade gastrintestinal e

broncoconstricao.

ABDELSALAM,
Dispnéia, broncoespasmo, cianose. 1987; CAVALIERI et
al.,1996

‘ Espasmos musculares e fraqueza, ROSE et al., 1999
NICOTINICOS levando a paralisia. MONICI, 2009
Convulsoes, hipertonicidade. MONICI, 2009

ConvulsGes, tremores. ROSE et al., 1999
GARCIA, 2006
SISTEMA NERVOSO Hlpotermlfil, dor de cabega. GARCIA, 2006
CENTRAL Depressdo dos centros GARCIA, 2006
respiratorios no cerebro. MONICI, 2009
Ansiedade, inquietacao, tontura, MONICI. 2009

coma e morte.

A atividade da AChE é rotineiramente medida no sangue ou plasma para o diagnostico
de envenenamento por organofosforados (TECLES et al. 2000; TECLES; CERON, 2001;
CHEN et al., 2009), mas a estimativa da atividade da AChE em tecidos também podem
fornecer provas Uteis de exposicdo aos OFs. O cérebro é o Orgdo principal que da uma
indicacdo precisa, mas a atividade da AchE no figado, rim, coracdo e nas glandulas salivares
também poderiam ser usadas como um indice de envenenamento por tais compostos
(ABDELSALAM, 1987). Para a avaliacdo da atividade da colinesterase sérica, 0 substrato
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butirilcolina demonstrou ser Gtil na determinacdo da atividade desta enzima em cées, segundo
metodologia descrita por Tecles e colaboradores (2000), pois além de ser mais predominante
no plasma sanguineo que a acetilcolina, apresentou tambem sensibilidade superior a esta
mediante o uso do anticolinesterasico.

Segundo Tecles e colaboradores (2000) e Tecles e Cerdn (2001), a utilizacdo dos dois
substratos (acetil e butirilcolina) é recomendado para anélises de colinesterase no sangue total
na animais domesticos, pois permite a monitorizacdo de ambas as atividades de acetil- e
butirilcolinesterases, respectivamente. Consequentemente, hd uma deteccdo mais precisa da
exposi¢do aos compostos anticolinesterasicos.

O diagndstico de envenenamento por pesticidas OFs deve ser baseado na historia do
paciente, apresentacdo clinica e exames laboratoriais. Em um paciente com uma historia
positiva, 0 odor tipico na respiracdo, sintomas caracteristicos, e reducdo da atividade
colinesterasica plasmatica e eritrocitaria, o diagnostico ndo seré dificil de se estabelecer. Mas
infelizmente, o histérico é muitas vezes inalcancavel. Além disso, as caracteristicas clinicas
de envenenamento podem nédo ser reconhecidas como tal se o paciente se apresenta, por
exemplo, com um bloqueio cardiaco, gastroenterite, convulsdes ou cetoacidose. A consciéncia
dessa diversidade de apresentacdo € o primeiro passo para um diagnoéstico preciso (MARRS,
2006).

Segundo Marrs (2006), uma intervencdo bem sucedida no caso de intoxicagdo por OFs
depende da compreensdo dos mecanismos de toxidade; do diagndstico preciso; da gravidade
da intoxicacdo; da manutencdo das fungdes vitais; do uso adequado dos medicamentos de
eleicdo para reversdo dos sinais clinicos (atropina, oxima e diazepam) e da minimizagdo da
absorcéo do pesticida.

Antes de se instituir a terapia com antidotos para a intoxicacdo, 0s animais
monogastricos, tais como o cdo, devem receber lavagem géastrica (SHELTON, 2002; GUPTA,
2006). Também pode ser dado carvéo ativado para impedir uma maior absorcdo do inseticida
(GUPTA, 2006; CHEN et al., 2009). Além disso, 0s animais expostos a inseticidas pela via
dérmica, devem ser banhados com agua e a fluidoterapia intravenosa é sempre benéfica
(GUPTA, 2006).

Deve-se utilizar também o sulfato de atropina (0,2 a 2 mg/kg) para bloquear os efeitos
muscarinicos centrais e periféricos causados pelos OFs (CABRINI et al.,, 2007;
DECLEMENTI, 2007; THIERMANN et al., 2011). O farmaco Pralidoxima (Contrathion®)*
na dose de 10 a 15 mg/kg pode ser utilizado para regenerar a acetilcolinesterase e aliviar 0s
sinais nicotinicos, porém este devera ser instituido dentro de 24 a 48 horas, pois 0 complexo
organofosforado/acetilcolinesterase pode se tornar n&do-responsivo ao regenerador em
consequéncia do “envelhecimento” desse complexo (CABRINI et al., 2007).

O coumafds € um po ligeiramente acastanhado, com odor fraco desagradavel; derrete a
90-92°C, é estavel a agua e ao calor moderado. E soltvel em solventes aromaticos, um pouco
soltvel em &lcoois e cetonas e insolivel em dgua (INCHEM, 1972).
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Figura 3. Férmula estrutural da molécula de coumafés (UNGER, 1996).

! Contrathion® (Sanofi-Aventis Farmacéutica LTDA)
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Este organofosforado atua tanto como inseticida quanto anti-helmintico, pois possui
acao sistémica. Nos Estados Unidos, foi registrado para o controle de alguns parasitas como
piolhos, sarnas, moscas e carrapatos, e de ectoparasitas de bovinos, ovinos, caprinos, equinos,
suinos e aves domésticas. Também ¢é utilizado, muitas vezes, para a limpeza dos carrapatos de
bovinos de areas de quarentena na fronteira do México e também no tratamento de bicheiras.
Formulaces especiais pré-misturadas sao disponiveis para uso em alimentos para o controle
de endoparasitas em aves e bovinos (LANCASTER; MEISCH, 1986).

Quanto a sua eficacia, Sobrinho; Silva e Linhares (1997) demonstraram que a eficacia
do coumafos para Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi de 91,2%. Entretanto, Bicalho et
al. (2001) demonstraram que exceto para as ninfas e fémeas adultas ndo alimentadas expostas
ao composto, todos os outros estadios de carrapato foram sensiveis a formulacéo testada.

Davey, George, Miller (2003) ao testarem diferentes concentracdes de coumafés em
uma cepa de Rhipicephalus (B.) microplus, constataram que, em relacdo a cepa testada, o
coumafds também demonstrou ndo ser eficaz no controle do carrapato. Enquanto que, Borges
et al. (2007) também verificaram baixa eficacia para o coumafds em relagédo as cepas testadas
em Goiania (GO) e os pesquisadores atribuiram este resultado a resisténcia dos carrapatos a
este principio ativo.

2.5.2 Carbamatos

Os carbamatos constituem o grupo mais versatil de pesticidas, podendo encontrar-se
compostos deste tipo atuando como pesticidas, herbicidas, fungicidas e até antibacterianos
(SANTOS, 2002). Eles estdo intimamente relacionados com os organofosforados, e como
estes, também agem como anticolinesterasicos (TAYLOR, 2001). Porém, comparados aos
OFs, os carbamatos sdo relativamente mais recentes (GUPTA, 2006) e contrariamente aos
compostos OFs, causam um blogueio espontaneamente reversivel na enzima
acetilcolinesterase sem alterar sua conformacéo (TAYLOR, 2001).

Embora os sintomas de envenenamento sejam quase idénticos para OFs e carbamatos,
ha algumas diferengas significativas entre eles. Por exemplo, em contraste com os OFs, as
doses de carbamatos responsaveis por causar 0s primeiros sintomas toxicos sdo bem distantes
da dose necessaria para causar a morte dos animais. Isto se deve as diferencas entre as
propriedades de ligacdo dos OFs e dos carbamatos a acetilcolinesterase (ROSE; HODGSON,;
ROE, 1999).

Além de seu uso como praguicidas, os carbamatos também sdo usados como drogas de
eleicdo na medicina humana para o tratamento da doenga de Alzheimer, miastenia gravis e
glaucoma, e em medicina veterinaria como parasiticidas (GUPTA, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de averiguar a seguranca clinica e a
eficdcia pulguicida e carrapaticida, sob condigdes controladas e conforme as instrugdes e
dosagens fornecidas pelo fabricante, de uma formulacdo comercial > & base do
organofosforado coumafds para uso em caes.

3.1 Local

O presente estudo foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV), na Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

3.2 Manutencéo e Selecao dos Animais

Foram selecionados 16 cées da raca Beagle, saudaveis ao exame clinico, com idade
variando entre 1,5 anos e seis anos, sendo oito machos e oito fémeas, mantidos no canil
experimental do LQEPV. Para ambos 0s grupos experimentais (controle e tratado) haviam 4
machos e 4 fémeas. Todos os cdes do experimento eram identificados com transponder
implantado no tecido subcutaneo, entre as escapulas.

Antes de dar inicio a fase experimental, os cdes passaram por um periodo de adaptacédo
e climatizacéo por 14 dias em baias individuais de alvenaria com piso cimentado (dimensdes:
1,5m?), com a limpeza das instalacdes sendo realizada diariamente.

A &gua e a alimentagdo foram fornecidas ad libitum por meio de bebedouros e
comedouros que eram manejados diariamente. Os animais recebiam agua fresca e racdo
comercial® contendo 10% de umidade (max.), 2,9% matéria fibrosa (méx.), 21% de proteina
bruta (min.), 10% de matéria mineral (max.), 7% de extrato etéreo (min.), 1,8% de calcio
(min.) e 0,8% de fosforo (min).

Os animais do grupo 1 (controle) ndo receberam tratamento, enquanto que 0s animais
do grupo 2 foram banhados uma Unica vez, no dia zero, com o sabonete comercial a base de
coumafos.

Na Tabela 2, a seguir, estdo indicados 0 sexo, 0 peso e a quantidade em gramas do
produto administrado de acordo com o peso do animal.

Durante o estudo, a quantidade média de sabonete utilizado foi de 25,795g, com
desvio padréo de 0,022g.

3.3 Avaliacdo da Eficacia

Delineou-se um estudo controlado no qual os animais foram infestados artificialmente
com pulgas e carrapatos. Em seguida, eles foram avaliados através da remoc&o mecéanica dos
parasitos. Através da comparacdo do numero de parasitos recuperados do grupo controle e
tratado, foram calculadas as eficacias.

As infestacOes aconteceram no dia -7 (antes do tratamento, para efeito de
ranqueamento), dia -2 e, posteriormente, dia +5, para avaliacdo da eficacia.

? Sabonete Asuntol® da Bayer. Formula: Cada100g contém: 1g de coumafés; 100g de excipiente g.s.p.

*Racao da marca Spike® Carne, Frango e Vegetais para cées adultos da Empresa Farmina.
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Apbs o ranqueamento, procedeu-se o sorteio dos grupos experimentais (controle e

tratado) e o remanejamento dos animais para cada grupo.

As infestagbes foram realizadas colocando-se os parasitos em diferentes regides do
corpo do animal. Para este procedimento os animais tiveram que ser contidos manualmente

por 10 minutos.

Cada cédo foi infestado com 100 pulgas adultas Ctenocephalides felis felis nao
alimentadas (50 machos e 50 fémeas) e 50 carrapatos adultos Rhipicephalus sanguineus néo
alimentados (25 machos e 25 fémeas), oriundos de uma colénia laboratorial mantida nas

dependéncias do LQEPV.

Tabela 2. Quantidade de cdes da raca Beagle, sexo, peso e quantidade de sabonete utilizado

durante o estudo.

Grupo Animal  Sexo Peso (kg) Quantidade de sabonete utilizado (g)
1 M 11,25 -
2 M 12,40 -
3 M 10,95 -
4 M 13,45 -
5 F 10,25 -
Controle 6 F 8,55 -
7 F 11,30 -
8 F 10,80 -
Média
Ar. 11,12 -
DP 1,44 -
9 M 16,30 25,76
10 M 10,15 16,98
11 M 12,10 21,86
12 M 9,50 23,51
13 F 12,00 14,49
Tratado 14 F 14,75 28,06
15 F 10,30 18,46
16 F 11,65 25,40
Média
Ar. 12,09 25,795
DP 2,35 0,022

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrdo; M: macho; F: fémea.

Os animais foram inspecionados individualmente. Para cada dia de avaliagéo,
inspecionaram-se 0s animais quanto a presenca de carrapatos vivos e fixados, através do
exame manual de toda a superficie corporal e também para a presenca de pulgas vivas, com 0
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auxilio de um pente fino prdprio, com aproximadamente 13 dentes por centimetro linear
(“comb-test”). Os animais foram entdo penteados até que ndo fosse recuperada mais nenhuma
pulga.

As pulgas e carrapatos recuperados foram contabilizados e fixados em alcool 70° GL.

No dia 0, os animais foram tratados conforme a recomendacéo do fabricante. Para esta
finalidade os animais foram molhados e ensaboados até que se formasse bastante espuma e
toda a pelagem foi friccionada protegendo-se os olhos e as orelhas. Apds cinco minutos, eles
foram enxaguados. Para melhor efeito, seguindo-se a recomendacdo do fabricante, os caes
foram ensaboados novamente, deixando-os secar com a espuma, impedindo que eles a
ingerissem. Apds o tratamento, eles foram observados nas tomadas de tempo de 1 hora e 2
horas pos-tratamento e os dados de exame clinico foram registrados em ficha de exame
clinico geral.

Para a avaliacdo da eficécia, foi feita a catagdo manual para carrapatos e também uso
de um pente proprio para retirada das pulgas.

A eficécia pulguicida foi calculada com base na seguinte férmula: Percentagem de
eficacia = (nimero médio* de pulgas vivas recuperadas no grupo controle — nimero médio de
pulgas vivas recuperadas no grupo medicado) / (nimero médio de pulgas vivas recuperadas
no grupo controle) x 100.

A eficacia carrapaticida foi calculada com base na seguinte férmula: Percentagem de
eficacia = (nimero médio de carrapatos vivos e fixados recuperados no grupo controle —
nimero médio de carrapatos vivos e fixados no grupo medicado) / (nimero médio de
carrapatos vivos e fixados recuperados no grupo controle) x 100.

3.3.1 Andlise estatistica

Na analise estatistica, os numeros de pulgas adultas vivas e carrapatos vivos e fixados
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Quando se apresentaram normais, 0S
dados eram submetidos ao Teste T. J& os dados que nao tiveram distribui¢cdo normal foram
submetidos ao Teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia a ser considerado foi de 95%
(p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico computacional
livre Bioestat 5.0.

3.4 Avaliacdo da Seguranca Clinica

Esta avaliacdo baseou-se em duas etapas: exame clinico dos animais e coleta de sangue
para exames laboratoriais.

3.4.1 Exame clinico

Os exames clinicos detalhados aconteceram catorze e sete dias antes e no dia do
tratamento (Dia 0) com 1 hora e 2 horas de aplicacdo do produto, e novamente nos dias +1,
+3, +7 e +10. Para avaliacdo do exame clinico foram aferidas: a temperatura retal, a
frequéncia cardiaca (batimentos por minuto), frequéncia respiratoria (nimero de movimentos
respiratorios por minuto), e tempo de preenchimento capilar (em segundos), além da
observagdo das manifestacGes clinicas, seguindo-se um protocolo pré-estabelecido e
parametros que constam na ficha de exame clinico em anexo (Anexo A).

As avaliacOes clinicas foram orientadas por sistema orgéanico ou regido, contemplando,
especialmente, o exame da pele, pélos, olhos, mucosas, sistema circulatério, respiratorio,
nervoso, atividade somatomotora e comportamental. Sinais clinicos comuns aos quadros de

* Média aritmética.
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intoxicacdo como tremores, convuls@es, dilatacdo pupilar, sialorréia, diarréia, letargia, apatia
e coma foram monitorados.

3.4.2 Exame hematoldgico e bioquimico

Nos dias experimentais -14 e -7, que precederam o tratamento, e nos dias +1, +2, +7 e
+10, apos o tratamento, foram coletadas amostras de sangue dos animais para a realiza¢éo do
exame hematoldgico completo e exame bioguimico.

A via de acesso para a coleta de sangue foi a veia jugular, com o uso de acopladores
vacutainer. Foram utilizados tubos contendo anticoagulante EDTA para a realizacdo do
hemograma e tubos sem anticoagulante para obtencdo de soro e realizacdo do exame
bioquimico.

A medida que foram coletadas, as amostras eram encaminhadas ao laborat6rio para
que fossem processadas.

Para avaliacdo da seguranca do produto, foram realizados 0s seguintes exames
hematoldgicos:

A) Hemograma completo

e Hematimetria: hematocrito, concentracdo de hemoglobina e contagem de hemaécias,
permitindo a determinacdo dos indices hematimétricos, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM);

e Leucometria: Contagem total de leucdcitos e leucometria especifica;

e Plaguetometria.

B) Bioquimica sérica

Nos exames bioquimicos foram avaliadas as atividades séricas das enzimas ALT
(TGP), AST (TGO), fosfatase alcalina, gama-glutamil-transferase (GGT) e
butirilcolinesterase sérica (BuChE), além da concentracgdo sérica de uréia e creatinina.

As avaliagOes das atividades enzimaticas de ALT, AST, fosfatase alcalina e GGT
foram realizadas por cinética mono-reagente, a creatinina e a uréia foram dosadas por reacao
de tempo fixo mono-reagente e a atividade da colinesterase sérica (butirilcolinesterase) foi
feita por cinética bi-reagente. Para todas foi empregado método automatizado.

Para as etapas de hematimetria, leucometria global e plaquetometria, foi utilizado o
equipamento pocH 100iV Diff® da Sysmex. Para o exame bioquimico foi utilizado o
equipamento A15® da Biosystems. Os kits de reagentes, com excecdo do reagente para a
butirilcolinesterase, sdo todos da Biosystems. O kit para a butirilcolinesterase é do laboratorio
Labtest. A concentracao da proteina plasmatica total foi mensurada por refratometria.

Na Tabela 3, a seguir, esta representado um resumo das atividades para a execucao do
estudo com as respectivas datas experimentais e as avaliacdes correspondentes de cada dia.
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Tabela 3. Cronograma de execugdo e o resumo das etapas da avaliagdo da seguranca e
eficacia do produto com as datas de infestacdo dos cées, coleta de sangue e exame clinico
completo.

DIA ATIVIDADES
EXPERIMENTAL

Aclimatacdo e exame clinico detalhado dos animais. Coleta de

-14 L L
sangue para exames hematologico e bioquimico
Exame clinico detalhado. Infestagdo dos animais para efeito de

-7 ranqueamento. Coleta de sangue para exames hematologico e
bioguimico

5 Avaliacdo das infestacOes através da retirada mecéanica dos parasitos.
Ranqueamento dos animais

-2 Infestacdo dos animais

0 Tratamento (banho). Exame clinico detalhado nos tempos de 10
minutos, 1 e 2 horas apds o tratamento

+1 Exame clinico detalhado dos animais. Coleta de sangue para exames
hematoldgico e bioquimico

42 Avaliacdo das cargas parasitarias dos animais através da retirada
mecanica dos parasitos

43 Exame clinico detalhado. Coleta de sangue para exames
hematoldgico e bioquimico

+5 Nova infestacdo dos animais

Avaliacdo das cargas parasitarias dos animais através da retirada
+7 mecanica dos parasitos. Exame clinico detalhado. Coleta de sangue
para exames hematoldgico e bioquimico

Exame clinico detalhado. Coleta de sangue para exames

+10 hematoldgico e bioquimico

3.4.3 Andlise estatistica

Na analise estatistica dos valores hematoldgicos e bioquimicos e alguns parametros
clinicos, foram analisados quanto a sua distribuicdo (normal ou nao) pelo teste de Shapiro
Wilk. Considerou-se que os dados com distribuicdo normal, o valor deveria ser >0,05.
Quando a distribuicdo dos dados observados era normal, o método empregado foi o teste T
para duas amostras independentes. Optou-se pela realizacdo do teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para duas amostras independentes, no caso de dados com distribuicdo
anormal. A analise foi efetuada pelo programa estatistico computacional Bioestat 5.0 (Ayres
et al., 2007). Foi realizada uma anélise estatistica pelo teste T para duas amostras relacionadas
dentro de cada grupo tratado, ou seja, comparou-se a média de cada parametro do dia -14 e -7
com os valores dos dias ap0s o inicio do tratamento (+1, +3, +7 e +10). Para a analise dos
dados os parametros foram transformados em Log de 10. O nivel de significancia considerado
foi de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Eficacia

Foi detectada diferenca significativa (p<0,05) entre as médias de pulgas vivas dos
grupos controle e tratado para os dias experimentais +2 e +7.

O grupo controle apresentou médias de pulgas vivas de 76,25 e 66,75, respectivamente
para os dias +2 e +7 (Tabela 4). J& o grupo tratado apresentou médias de pulgas vivas de 0 e
24,63 respectivamente para os dias +2 e +7 (Tabela 4). O produto em teste apresentou
resultados de eficacia pulguicida de 100% e 63,11% respectivamente para os dias +2 e +7
(Tabela 4).

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que o produto em teste mostrou-se eficaz
na eliminacao das pulgas em cées, porém, ndo apresentou efeito residual de protecdo quando
os animais foram reinfestados. Este resultado pode ser atribuido a uma caracteristica dos
compostos OFs de possuirem meia-vida curta e serem rapidamente eliminados do organismo
(FLEMING, 1981; OEHME; MANNALA, 2001; BEUGNET, 2004) pois, embora persistam
por um periodo razoavel na pele do animal, seus residuos duram por pouco tempo nos tecidos
(OEHME; MANNALA, 2001; BEUGNET, 2004; TAYLOR; COOP; WALL, 2007), o que
faz com que a eficacia do produto abranja apenas um curto periodo de tempo apds a sua
administragao.

Os resultados, entdo, comprovam a importancia de uma estratégia integrada de
controle, uma vez que, se somente 5% da populacdo de pulgas esta sobre o hospedeiro e 95%
encontram-se no ambiente (LINARDI; GUIMARAES, 2000), um tratamento ocasional com o
produto manteria a infestacdo sob controle por apenas um curto periodo de tempo, mas nao
quebraria todo o ciclo epidemioldgico. Como destacado por Carlotti e Jacobs (2000), a
presenca de ovos, larvas e pupas no ambiente doméstico garantiriam que um animal, mesmo
tratado, se tornasse novamente infestado por pulgas.

As médias de carrapatos vivos e fixados dos dois grupos, medicado e controle, para 0s
dias experimentais +2 e +7 foi estatisticamente significativa (p< 0,05).

O grupo controle apresentou médias de carrapatos vivos e fixados de 32,75 e 31,5,
respectivamente para os dias +2 e +7, ap0s o tratamento (Tabela 4). O grupo tratado
apresentou médias de carrapatos vivos e fixados de 0,13 e 17,88, respectivamente para os dias
+2 e +7 (Tabela 4). O produto em teste apresentou resultados de eficcia carrapaticida de
99,62% e 43,25%, respectivamente para os dias +2 e +7 (Tabela 4). Para o dia experimental
+2, a eficacia encontrada neste trabalho foi superior a de outros autores que avaliaram a
eficacia carrapaticida do coumafds sobre cepas de R. sanguineus (BORGES et al., 2007).

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que o produto em teste mostrou-se eficaz
na eliminacdo de carrapatos presentes nos cdes, porém, nao apresentou efeito residual de
protecdo contra reinfestacbes. Tal fato pode ser atribuido as mesmas caracteristicas
farmacoldgicas que foram associadas em relacdo a baixa eficicia residual para pulgas,
relacionada a sua rapida eliminacdo (OEHME; MANNALA, 2001; BEUGNET, 2004,
TAYLOR; COOP; WALL, 2007).
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Tabela 4. Eficacia pulguicida para Ctenocephalides felis felis e carrapaticida para
Rhipicephalus sanguineus do coumafds em formulacdo comercial para caes.

Numero de pulgas vivas NuUmero de carrapatos
GRUPO recuperadas vivos e fixados recuperados
Dia +2 Dia +7 Dia +2 Dia +7
Média Ar. 76,25 66,75 32,75 31,5
Controle
DP 11,3 13,39 7,1 57
Média Ar. 0 24,63 0,13 17,88
Tratado
DP 0 16,34 0,33 7,72
Eficacia % 100 63,11 99,62 43,25
Valor de p 0,0008 0,0046 0,0008 0,0074

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
4.2 Avaliacdo da Seguranca Clinica

Durante todos os dias experimentais (dia 0 ao dia +10), ndo foram observadas
alteracdes/ manifestacGes clinicas sugestivas de possiveis reacdes adversas oriundas do uso do
produto nos animais tratados.

Na avaliacdo clinica completa, os animais foram avaliados seguindo os topicos
presentes em ficha de exame clinico (Anexo B). Durante os dias de avaliacao,
excepcionalmente no dia 0 (dia da aplicacdo do produto), os animais foram monitorados por
1h e 2h ap6s a administracdo do produto no intuito de verificar a ocorréncia de intoxicagdo
aguda imediata ao seu uso.

Para cada parametro do exame clinico (frequéncia respiratéria, cardiaca e
temperatura), os resultados obtidos foram normais para a espécie e sem diferenca significativa
entre os grupos, conforme evidenciado a seguir em gréaficos e Tabelas. Os valores de
referéncia para os parametros da avaliacdo da seguranca clinica encontram-se no Quadro 3 no
Anexo B.

4.2.1 Frequéncia respiratoria

As médias e os desvios padrBes das frequéncias respiratorias dos cdes dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, 0 (1 hora), 0 (2 horas), +1, +3, +7 e +10 estdo registrados
na Tabela 5. Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle
foram: 30,25; 30,25; 28,75; 30,25; 29,75; 30,50; 29,75; 29,25 e do grupo tratado foram:
29,00; 30,00; 31,00; 27,00; 27,50; 31,00; 28,88; 29,50.
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Tabela 5. Médias e desvios padrdes das frequéncias respiratorias (movimentos/ minuto) dos
cdes dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

CIRCIHOE 44 7 o0@h) o@h) 1 3 7 10
Média Ar.  30,25% 30,25% 28,75%° 30,25% 29,75% 30,5° 29,75% 29,252
Controle
DP 2,25 2,71 2,12 2,92 2,25 2,56 2,49 3,01
Média Ar. 29,00%* 30,00”* 31,00% 27,00"* 27,50”* 31,00”* 28,88"% 29,50
Tratado

DP 3,21 2,39 3,70 3,70 3,34 2,39 2,47 2,33

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A% etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e
tratado antes e ap0s o inicio do tratamento (p>0,5).

Quanto aos parametros respiratérios, no dia 0 (1 hora), um animal do grupo tratado
apresentou valor acima da normalidade (36 mov/min; limites de referéncia: 18 a 34 mov/min).
Todavia, a magnitude do aumento da frequéncia respiratdria foi discreta e ndo se associou o
achado a uma possivel intoxicacdo. Além disso, ndo foi observada nenhuma alteracdo
associada a outros parametros, como a frequéncia cardiaca, neste animal para este mesmo
periodo, podendo-se atribuir o ocorrido ao estresse do manejo na hora de ser contido sobre a
mesa de procedimento. A frequéncia respiratdria normalizou-se no momento seguinte (24
mov/min).

Embora seja descrito na literatura a ocorréncia de sintomatologia respiratoria devido as
intoxicagOes por OFs por acdo deste na musculatura intercostal e diafragma (CAVALIERE et
al., 1996; HILMAS; ADLER; BASKIN, 2006), ndo se observou sinais clinicos de dificuldade
respiratdria esperados na ocorréncia de intoxicacdo em nenhum céo.

O gréfico abaixo ilustra o comportamento da frequéncia respiratoria dos cédes de
ambos os grupos controle e tratado durante o periodo experimental, antes e depois da
administracao do produto.
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Figura 4. Frequéncia respiratoria (movimentos/ minuto) com limites de normalidade
(limite maximo e minimo), dos cdes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com
coumafos.

4.2.2 Frequéncia cardiaca

As médias e os desvios padrdes das frequéncias cardiacas dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, 0 (1 hora), 0 (2 horas), +1, +3, +7 e +10 estdo registrados
na Tabela 6. Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle
foram: 109; 115,75; 113,75; 114; 107,75; 111; 111; 105,5 e do grupo tratado foram: 110,5;
113,5; 113,25; 111,25; 119,75; 103,75; 112,5; 101,5.

Tabela 6. Médias e desvios padrdes das frequéncias cardiacas (batimentos/minuto) dos cées
da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS 14 7 o@h)  0(h) 1 3 7 10
Média Ar.  109%  115,75% 113,752 114° 107,752 111° 111%* 105,52

Controle
DP 12,38 3,92 6,36 6,85 7,59 6,76 5,95 9,43
Média Ar. 1105 1135%% 113,25%% 11125% 119,75 103,75 1125 101,5%

Tratado

DP 9,06 7,54 6,92 7,17 25,08 4,95 791 5,93

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
Aab | etras mindsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maiGsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Observou-se diferenca significativa entre os resultados dos grupos controle e tratado
no dia +3, com diminui¢do da média do grupo tratado em relacdo a média do grupo controle,
chegando a maior queda de todos os dias de avaliacdo (103,75 bat/min). Entretanto, as médias
ndo ficaram fora dos limites dos valores de referéncia, e nenhum animal dentro do grupo para
este dia apresentou frequéncia cardiaca abaixo da normalidade.

Embora Monici (2009) tenha relatado que um dos efeitos toxicos observados
decorrentes da inibicdo da acetilcolinesterase seja a bradicardia, a reducdo dos valores dos
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animais neste caso, ndo foi intensa. Portanto, por mais que este resultado nos leve a considerar
que o uso do produto, possa ter causado diminuicdo na frequéncia cardiaca dos cées, ndo
houve bradicardia acentuada em nenhum dos animais tratados.

Trés animais do grupo tratado no dia +1 apresentaram valores acima da normalidade
(140, 140 e 156 bat/min), porém, a média para este dia ndo excedeu o limite superior de
referéncia (intervalo de referéncia: 70 a 120 bat/min).

Como néo foram encontrados na literatura relatos de efeitos adversos dos OFs sobre a
frequéncia cardiaca no sentido de causar aumento desta, conclui-se entdo a partir deste
resultado que um possivel estresse, resultante do manejo e da contencdo na mesa de
procedimento durante a realizacdo da avaliacdo clinica dos animais, possa ser o responsavel
por tal alteragdo, que teve uma variacdo leve e ocasional. Estes animais inclusive, néo
demonstraram alteracGes ao exame clinico ou demais manifestacbes que sugerissem uma
possivel intoxicag&o.
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Figura 5. Frequéncia cardiaca (batimentos/minuto) com valores de referéncia (limite
maximo e minimo), dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafés.

4.2.3 Temperatura corporal

As médias e os desvios padrfes das temperaturas corporais (° C) dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, 0 (1 hora), 0 (2 horas), +1, +3, +7 e +10 encontram-
se registrados na Tabela 7.

Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram:
38,90; 38,79; 38,90; 39,06; 38,68; 38,71; 38,65; 38,76 e do grupo tratado foram: 38,83; 38,91;
38,95; 38,89; 38,91; 38,85; 38,68; 38,74.

Considerando-se os limites de referéncia de 38,4 a 39,4° C para cées, segundo o
Manual Merck (2009), dois animais do grupo controle, apds o tratamento, apresentaram
valores acima da normalidade (39,6 e 39,9° C, para o dia 0 com 1 hora e 2 horas,
respectivamente). Este resultado, por se tratar de uma variacdo discreta e ter acontecido no
grupo controle, pode ser atribuido a agitacéo e contencdo durante a avaliacao clinica.

Enquanto que, no dia +1, um animal apresentou valor abaixo da normalidade (38,2°C)
e no dia +7, trés animais apresentaram valores abaixo do limite inferior (38,1; 38,2 e 38,2° C).
Porém, como a alteracdo foi observada apenas no grupo que nédo recebeu tratamento, ndo ha
nenhuma relagdo entre a ocorréncia de tal alteragdo com o uso do coumafos. Assim, tais
achados podem ter ocorrido devido a uma variagdo individual dos animais em questdo. Além
disso, vale ressaltar que a reducdo abaixo do limite de referéncia para estes animais néo foi
muito intensa.
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No grupo tratado, todos os animais se apresentaram dentro dos valores de normalidade
e ndo houve diferenca significativa na comparacdo pré e pos-tratamento, nem com 0 grupo
controle.

Tabela 7. Médias e desvios padrbes das temperaturas (°C) dos cées dos grupos controle e
tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

RIS 14 7 oah o@h) 1 3 7 10
Média Ar.  38,90®° 38,79% 38,90%° 39,06%® 38,68% 38,71% 38,65% 38,76°
Controle
DP 0,35 0,31 0,45 0,45 0,42 0,26 0,51 0,27
Média Ar, 38,83”% 38,91 3895" 38,89”% 3891°% 38,85"% 38,68"% 38,74"
Tratado

DP 0,24 0,33 0,36 0,30 0,39 0,37 0,32 0,32

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A% etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maidsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).
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Figura 6. Temperatura, (em °C) com valores de referéncia (limite maximo e minimo), dos
caes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.

4.2.4 Exame hematoldgico

Todas as medicdes do exame hematoldgico (exceto leucometria especifica) foram
realizadas em aparelho automatizado de acordo com o principio de impedancia (ou tecnologia
de Coulter) no qual as células foram avaliadas em relagdo ao tamanho e a contagem celular.

Em relagdo ao eritrograma (hematimetria, dosagem de hemoglobina e hematdcrito) e a
avaliacdo dos indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) ndo se observou diferenca
estatistica significativa entre os grupos controle e tratado.

As médias e os desvios padrdes das contagens de hemacias (He) dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 8.
Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram: 6,36;
6,31; 6,03; 6,25; 6,17; 6,55 e do grupo tratado foram: 6,17; 6,38; 6,41; 6,19; 6,15; 6,20.
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Tabela 8. Médias e desvios padrdes das contagens de hemacias (céls/pL) dos cdes da raca
Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

SRR -14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 6,362 6,312 6,032 6,252 6,172 6,552
Controle
DP 0,65 0,64 0,63 0,51 0,32 0,52
Média Ar. 6,17 6,38 6417 619" 615" 620"
Tratado
DP 0,58 0,35 0,54 0,33 0,34 0,35

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A% etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

—+— Grupo controle Grupo tratado - - - Limites de Normalidade

NUmero de heméacias
(108 cél/uL)

w »~ 01 O N 00 ©

-14 -7 1 3 7 10
Periodo experimental (dias)

Figura 7. Numero de hemécias (10° cél/uL) com limites de normalidade (limite maximo e
minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafas.

A concentracdo de hemécias € obtida pela contagem de particulas de hemacias em
amostra de sangue diluido em solucéo isotdnica. Geralmente, o resultado se assemelha ao do
hematocrito e ao da concentracdo da hemoglobina, e o hematdcrito € o parametro preferido
para avaliacdo da massa eritrocitaria. A partir da contagem de hemécias, 0 equipamento
calcula o hematocrito (THRALL et al., 2007).

Durante o presente estudo, apenas um animal do grupo controle, no dia +1, apresentou
valor abaixo da normalidade quanto a contagem de hemaécias (5,37 cél/uL) apos o tratamento.
Porém, como a alteracdo foi observada apenas em um animal e no grupo que nao recebeu
tratamento, ndo se relacionou esta ocorréncia ao uso do produto. Este resultado pode ser
decorrente de uma pequena oscilagdo momentanea no nimero de eritrocitos circulantes deste
animal, pois suas contagens posteriores mostraram-se novamente normalizadas nos demais
dias experimentais. Além disso, a queda apresentada nesta data foi muito proxima do limite
inferior de normalidade (limites de referéncia: 5,5 a 8,5 10° cél/pL).

E importante considerar também que, leves oscilag@es, esporadicas, com decréscimos
momentaneos abaixo do limite inferior de normalidade, ou muito proximo a este, podem ser
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explicadas por variagOes individuais dos animais, uma vez que, Se encontravam
fisiologicamente normais embora margeassem o limite inferior de normalidade. Assim,
aleatoriamente, suas contagens de celulas decresciam e o0s tornavam temporariamente
anémicos, mas ainda estavam clinicamente saudaveis.

No grupo tratado, todos os animais apresentaram contagens de hemaécias dentro dos
valores de normalidade. A andlise estatistica realizada comparando-se os resultados pré-
tratamento com cada tempo apds o tratamento demonstrou que ndo ocorreu variacdo
significativa entre as mesmas, além de ndo ter havido diferenca significativa entre 0s grupos
controle e tratado em nenhum momento.

As médias e os desvios padrbes dos valores de hemoglobina (Hb) e hematocrito (Ht)
dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados nas Tabelas
9 e 10, respectivamente.

Para a hemoglobina as médias do grupo controle, respectivamente para esses dias
experimentais foram: 13,13; 12,74; 12,39; 13,56; 12,70; 13,65 e, do grupo tratado foram:
12,63; 12,93; 13,01; 13,33; 12,63; 12,99.

Para os valores de hematdcrito as médias dos animais do grupo controle foram
respectivamente: 40,56; 39,56; 38,90; 41,18; 38,71; 41,68 e do grupo tratado: 39,55; 40,06;
40,39; 40,04; 38,64; 39,91.

Tabela 9. Médias e desvios padrdes dos valores de hemoglobina (g/dL) dos caes dos grupos
controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

GlRLPOE -14 -7 1 3 7 10
Média Ar  13,13%  12,74* 12,39 1356% 12,70° 13,65°
Controle
DP 1,24 1,22 1,09 0,74 0,71 1,04
Média Ar  12,63% 1293 1301 13,33 12,63™ 12,99/
Tratado
DP 1,25 0,70 0,95 0,90 0,68 0,51

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).
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Tabela 10. Médias e desvios padrdes dos valores de hematdcrito (%) dos cdes dos grupos
controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar  4056% 3956% 38,90% 41,18 38,71% 41,68%
Controle
DP 3,94 3,37 2,96 2,32 1,81 2,73
Média Ar  39,55”% 40,06”% 40,39”% 40,04™* 38,64°% 39,91/
Tratado
DP 3,51 1,98 2,88 2,21 2,01 1,90

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A% etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maidsculas entre médias na
mesma linha nédo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

A andlise estatistica realizada dentro de cada grupo tratado, comparando-se o periodo
pré-tratamento com cada tempo apos o tratamento, para ambos os parametros, concentracao
de hemoglobina e hemat6crito, ndo diferiram significativamente.

Em relacdo a hemoglobina, um animal do grupo controle apresentou concentracao
inferior ao limite de normalidade (11,1 g/dL; intervalo de referéncia 12,0 a 18,0 g/dL) no dia -
14, tendo se mantido abaixo também em mais dois dias de avaliacdo: -7 e +1 (11,6 e 11,8
g/dL). Mais outros trés animais, ainda no grupo controle apresentaram valores abaixo da
normalidade durante o estudo: animal 1: 11,4 e 11,2, nos dias -7 e +1; animal 2: 11,6 no dia
+1; eanimal 7: 11,3 e 11,4 nos dias -7 e +7.

No grupo tratado, um animal apresentou valores abaixo da normalidade (11,2; 11,3;
11,9 e 11,4 g/dL) nos dias -14, -7, +1 e +7, respectivamente e mais outros trés também
apresentaram, em momentos distintos e isolados, valores decrescidos para hemoglobina (11,7
e 11,8 no dia-14 e 11,9 no dia +3).

Tal como discutido anteriormente para a contagem de hemacias, o decréscimo na
concentracdo de hemoglobina nesses animais pode ser atribuido a oscila¢fes individuais. 1sso
acaba por leva-los a apresentar, algumas vezes, resultados hematimétricos muito proximos
dos limites inferiores de normalidade, com leves oscilagdes ocasionais além desses limites,
mas que, na verdade, estdo sempre clinicamente saudaveis.

Além disso, é importante salientar que a reducdo nos valores observados ndo possui
grande relevancia na avaliacdo do estudo, visto que, a queda néo foi acentuada.

Em relacdo ao hematdcrito, também foram observados decréscimos aleatorios em
alguns animais, tanto no grupo controle quanto no tratado.

No grupo controle, trés animais apresentaram valores abaixo da normalidade (animal
1: 35,7 no dia -7; animal 5: 34,1 e 35,8 dias -14 e -7; e animal 7: 36,2 e 35,3%,
respectivamente nos dias -7 e +7).

Enquanto que no grupo tratado, um animal apresentou, em quase todos os dias
experimentais, (com excecdo do dia +10) valores abaixo da normalidade (34,7; 35,5; 36,9;
36,9; 35,3%, para os dias -14, -7, +1, +3 e +7. Além deste, apenas mais um animal apresentou
valor abaixo do limite inferior (36,9 no dia +1).

Uma vez que os trés pardmetros que avaliam a hematimetria (contagem de eritrocitos,
concentragdo de hemoglobina e hematdcrito) estejam intimamente relacionados, é de se
esperar que, havendo uma reducdo em um deles, ha uma grande probabilidade de haver
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reducdo em outro, embora isso ndo necessariamente va ocorrer em 100% dos casos,
principalmente se as oscilacdes forem leves.

Porém, no caso mencionado acima, onde houve redugdo da hemoglobina em quatro
momentos de avaliacdo para 0 mesmo animal, que também apresentou hematdcrito abaixo da
normalidade em quase todos os dias experimentais, estes resultados podem ser enquadrados
nesta situacdo e podem ser justificados devido a uma discreta anemia transitdria observada
nos caes.

Vale ressaltar ainda que, mesmo nesta situacdo em que houve decréscimo dos
parametros avaliados repetidas vezes durante o estudo, ndo se deve atribuir tal achado ao
tratamento com coumafos, pois os resultados ndo possuiam comportamentos gradualmente
tendenciosos, que indicassem a possibilidade de um aumento ou decréscimo do parametro
analisado ao longo do tempo, 0 que nos leva a concluir que tais achados sdo excepcionais e
aleatorios.
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Figura 8. Valor de hemoglobina (g/dL) (a) e hematdcrito (%) (b) respectivamente, com
limites de normalidade (limite m&ximo e minimo) dos cdes da raca Beagle dos grupos
controle e tratado com coumarfos.

As medias e 0s desvios padrbes dos valores dos indices hematimétricos VCM, HCM e

CHCM dos animais dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10
encontram-se nas Tabelas 11, 12 e 13 respectivamente.
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Respectivamente para esses dias experimentais, as médias dos valores de VCM do
grupo controle foram: 63,84; 62,76; 64,70; 65,99; 62,78; 63,71 e do grupo tratado foram:
64,14; 62,86; 63,06; 64,71; 62,93; 64,50.

O indice VCM aumentado indica aumento no numero de heméacias grandes na
circulacdo (macrocitos), podendo haver reticulocitose (COWELL, 2004), indicando resposta
medular, estar relacionado a idade ou macrocitose hereditaria. Enquanto que, uma queda no
indice, refletindo uma microcitose (abaixo do limite inferior de referéncia), indicaria
principalmente anemia ferropriva (BUSH, 2004; COWELL, 2004).

Todos os animais apresentaram valores dentro da normalidade. A analise estatistica
realizada no grupo tratado comparando-se o periodo pré-tratamento com cada tempo apos o
tratamento demonstrou que ndo ocorreu diferenca significativa entre as mesmas. Também nao
foram verificadas diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e tratado antes
e apds o inicio do tratamento para este parametro.

Tabela 11. Médias e desvios padrbes dos valores de volume corpuscular médio (VCM) (fL)
dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

CRUEOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  63,84% 62,76% 64,70° 6599% 62,78% 63,712
Controle
DP 1,63 1,39 2,74 1,90 1,71 2,19
Média Ar. 64,14"° 6286 63,06 64,71™ 62,93 6450
Tratado
DP 223 0,89 1,66 1,35 1,47 2,94

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

As médias dos valores de HCM dos animais do grupo controle foram: 20,65; 20,19;
20,60; 21,74; 20,58; 20,88 e do grupo tratado foram: 20,46; 20,28; 20,30; 21,54; 20,55; 21,00.
Todos os animais apresentaram valores dentro da normalidade para este parametro.

A hemoglobina corpuscular média € um indice raramente utilizado. Também indica a
guantidade de hemoglobina nas hemacias, mas é menos precisa do que a CHCM, pois €
calculada a partir de duas medidas menos precisas: contagem de hemacias e a concentracdo de
hemoglobina. Ha pouca vantagem em seu relato ou aplicacdo, exceto que, geralmente, varia
na propor¢ao do VCM e qualquer alteracdo desproporcional na HCM sugere erro na contagem
de hemacias ou na determinacdo da hemoglobina (BUSH, 2004).

Nesta pesquisa, ndo foram verificadas diferencas significativas entre as médias dos
grupos controle e tratado antes e apds o inicio do tratamento para HCM. Porém, a analise
estatistica realizada no grupo tratado comparando-se os resultados pre-tratamento com cada
tempo pos-tratamento demonstrou que ocorreu diferenga entre o dia +3 e os demais dias
experimentais, decorrente de um discreto aumento na média para este dia em comparacdo aos
dias pré-tratamento.

Todavia, este achado ndo é compativel com possiveis reacdes adversas que podem ser
observadas mediante o uso do produto. Tal achado deve ser atribuido a uma oscilagcdo
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ocasional e ndo ao tratamento, pois, na comparagdo com o grupo controle, eles ndo diferiram
significativamente nesta data.

Tabela 12. Médias e desvios padrdes dos valores de hemoglobina corpuscular média (HCM)
(pg) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS
GRUPOS

-14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 20,65% 20,19% 2060% 21,74® 2058% 20,88%

Controle
DP 0,69 0,33 0,46 0,93 0,47 0,92
Média Ar. 20,46”°% 20,28"% 20,30"* 21548 2055%% 21,004

Tratado
DP 0,49 0,20 0,37 1,11 0,46 1,02

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A28 etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

As médias dos valores de CHCM dos animais no grupo controle foram: 32,38; 32,18;
31,86; 32,95; 32,80; 32,74 e no grupo tratado foram: 31,90; 32,25; 32,21; 33,26; 32,70; 32,56.

Tabela 13. Médias e desvios padrdes dos valores de concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) (g/dL) dos cdes dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

CRUEOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 32,38% 32,18% 31,86%° 32,95° 32,80% 32,74%

Controle
DP 0,44 0,63 0,91 0,69 0,75 0,78
Média Ar. 31,90”% 32257 3221/ 33268 3270B% 3256

Tratado
DP 0,62 0,48 0,43 1,19 0,44 1,01

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram verificadas diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e
tratado para CHCM. Contudo, alguns animais em ambos os grupos, em todos os dias
experimentais, apresentaram valores abaixo da normalidade antes e ap0s o tratamento.
Entretanto, as médias para todos os dias experimentais se mantiveram dentro da normalidade.

Em suma, tais achados podem ser explicados da seguinte maneira: por se tratar de um
pardmetro matemaético calculado com base na concentragdo de hemoglobina e hematdcrito,
uma vez que estes parametros tenham se mostrado alterados, consequentemente, a CHCM
também sera alterada e sua justificativa sera pela mesma causa que da queda destes dois
anteriores, atribuindo-os a variagdes ocasionais individuais dos cées.
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Aumentos absolutos no CHCM, ou aumentos absolutos da hemoglobina no eritrdcito,
ndo sdo observados e sdo frequentemente artefatuais. Hemolise intravascular ou in vitro
seriam as causas mais comuns que levariam a este tipo de resultado. Como causas de
diminuicdo do indice, tem-se, principalmente, a reticulocitose e a deficiéncia de ferro
(COWELL, 2004).

A andlise estatistica realizada no grupo tratado, comparando-se a média pré-tratamento
com a média de cada tempo apds o tratamento demonstrou ter ocorrido diferenga entre a
média dos dias +3 e +7 e 0s demais dias experimentais. Todavia, este achado também néo é
compativel com possiveis reagdes adversas que podem ser observadas mediante o uso do
produto e tal achado deve ser atribuido a uma oscilagio momentanea e ndo ao tratamento,
pois, na comparagdo com o grupo controle, eles ndo diferiram significativamente nesta data.
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Figura 9. Valor de volume corpuscular médio (VCM) (fL) (a), hemoglobina corpuscular
média (HCM) (pg) (b) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g/dL)
(c) respectivamente, com limites de normalidade (limite maximo e minimo) dos cdes da
raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.

As médias e os desvios padrdes das contagens de leucécitos totais dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 14.
Respectivamente para esses dias experimentais, as méedias do grupo controle foram: 8975,00;
9737,50; 8762,50; 10475,00; 7612,50; 8200,00 e do grupo tratado foram: 8887,50; 9187,50;
8262,50; 10262,50; 8450,00; 8062,50.

Alteracbes na leucometria global sdo denominadas leucocitose ou leucopenia, onde
ocorrem, respectivamente, aumento e diminuicdo na contagem de leucdcitos. Tanto na
leucocitose, quanto na leucopenia, € imprescindivel observar as alteracBes quantitativas que
ocorrem em cada tipo de leucdcito, uma vez que, as interpretacdes consistem na juncdo dos
dois dados (ROCCO, 2009).

Dentre as causas de leucocitose patoldgica, tém-se a ocorréncia de infeccOes
generalizadas ou localizadas, além de outros processos inflamatoérios, de um modo geral, e
também de doencas autoimunes e leucemias leucémicas (ROCCO, 2009).

No caso da leucopenia, esta pode ser balanceada ou restrita a apenas um tipo
leucocitario. Embora quase sempre indique processo patoldgico, representando um
prognostico desfavoravel (ROCCO, 2009), ndo havendo diminuicdo em nenhum dos tipos
celulares em particular, ndo se deve correlacionar o achado a causa patoldgica para a
ocorréncia da queda na contagem global de leucécitos.

No presente estudo, ndo foram verificadas diferencas significativas entre as médias
dos grupos controle e tratado e também ao comparar-se 0s periodos pré-tratamento com cada
momento pos-tratamento.

Dois animais do grupo controle apresentaram valores abaixo da normalidade (5900, no
dia +1; 5500, no dia +10). No entanto, como a alteracdo foi observada apenas no grupo
controle, ndo ha relagdo com o uso do produto. Além disso, ndo se observou na contagem
especifica de leucocitos uma reducdo no numero de neutrofilos — células estas que estdo em
maior proporcdo no sangue e poderiam levar a uma leucopenia caso estivessem decrescidas.
Sendo assim, a queda na leucometria global ndo deve ser relacionada a ocorréncia de
nenhuma enfermidade, sendo sua ocorréncia sem importancia patoldgica.

No grupo tratado, todos os animais apresentaram leucometria global dentro dos limites
de normalidade.

Também néo se observou diferenca estatistica na contagem diferencial de leucocitos
para algumas células, em especial para basofilos, mielécitos, metamieldcitos e bastdes, cujas
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contagens tiveram valores nulos em todos os dias experimentais, mantendo-se dentro da
normalidade.

Tabela 14. Médias e desvios padrfes das contagens de leucdcitos totais (céls/pL) dos caes
dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  8975,00° 9737,50° 8762,50° 10475,00° 7612,50° 8200,00°

Controle DP 234384 246167 183454 74594 101198  1804,76

Tratad Média Ar. 8887,50"* 9187,50"* 8262,50"* 10262,50"* 8450,00"* 8062,50"

DP 2655,15 1761,04 1492,78 962,05 1400,00  1659,55

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).
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Figura 10. Namero de leucdcitos (cel/pL) com valores de referéncia (limite maximo e
minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafds.

As médias e os desvios padrdes das contagens de segmentados dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 encontram-se na Tabela 15.

Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram:
6548,00; 6867,75; 6373,13; 8133,63; 5524,75; 5937,88 e do grupo tratado foram: 6410,25;
6492,25; 5775,50; 7384,63; 5977,63; 5585,38.

Alteracdes quantitativas e qualitativas em um tipo particular de leucocito podem
refletir a natureza do processo e a resposta do organismo a ele. Os neutr6filos (também
chamados de segmentados) sdo os leucocitos presentes em maior porcentagem no sangue dos
animais, portanto, a maioria das leucocitoses estdo associadas a neutrofilia (ROCCO, 2009).
Eles funcionam primariamente como fagocitos e sdo particularmente importantes em quadros
infecciosos e na inflamagéo (KERR, 2003). Contudo, as causas de neutrofilia ainda podem ser
variadas, mas destacam-se, em linhas gerais: causas inflamatorias (especialmente, infecgdes
agudas bacterianas); glicocorticoides (enddgenos ou exogenos); adrenalina e distarbios
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mieloproliferativos. Ja a neutropenia (diminuicdo no nimero de neutrofilos) pode ter como
causa um aumento da demanda tecidual por neutréfilos ou producdo diminuida gracas a acédo
de drogas, toxinas, neoplasias ou substancias quimicas (BUSH, 2004).

Tabela 15. Médias e desvios padrdes das contagens de segmentados (céls/uL) dos caes dos
grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS
-14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  6548,00° 6867,75° 6373,13% 8133,63° 5524,75% 5937,88°
Controle DP 1853,64  1840,80  1377,05 861,45 878,24 142754
Tratad Média Ar. 6410,25"* 6492,25”* 577550"* 7384,63"* 5977,63"* 5585,38"

DP 1962,76 1364,23 1086,71 805,01 983,36 1068,78

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram verificadas diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e
tratado antes e apds o tratamento. Todos os animais apresentaram valores dentro da
normalidade. A analise estatistica demonstrou que ndo ocorreu diferenca significativa no
grupo tratado comparando-se a média pré-tratamento com a media de cada tempo apds o
tratamento.

As médias e os desvios padres das contagens de linfocitos dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 encontram-se na Tabela 16.

Respectivamente para esses dias experimentais, as médias de linfocitos do grupo
controle foram: 1735,75; 1995,38; 1575,88; 1807,88; 1493,63; 1658,13 e do grupo tratado
foram: 1775,00; 1809,25; 1659,25; 2101,50; 1793,50; 1827,25.

A maioria dos linfocitos (mais de 95%) é T ou B; os restantes sdo designados como
células nulas, cujas funcbes ndo estdo estabelecidas (podem representar precursores de outras
células). Os diferentes tipos de linfocitos (T e B) ndo podem ser distinguidos pela sua
aparéncia no esfregaco sanguineo e o namero de linfocitos no sangue depende da quantidade
que entra e da quantidade que sai; uma vez que a producdo de linfécitos diminuida
usualmente resulta em linfopenia, a produgdo aumentada pode ndo resultar em linfocitose —
deve haver uma perda significativa nos tecidos (BUSH, 2004).

A linfocitose é relativamente rara no cdo e ndo causa aumento significativo na
contagem total de leucécitos, embora valores totais de leucécitos possam estar na parte
superior da faixa normal. J& a linfopenia é um achado relativamente comum em animais
doentes (principalmente na ocorréncia de infecces virais, bacterianas macicas, neoplasias,
falhas renais cronicas, dentre outras causas) (BUSH, 2004).
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Tabela 16. Médias e desvios padrGes das contagens de linfocitos (céls/uL) dos cédes dos
grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS
-14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  1735,75% 1995,38° 1575,88% 1807,88% 1493,63% 1658,13%
Controle
DP 342,85 489,11 337,31 325,95 176,10 267,90
Média Ar.  1775,00”* 1809,25”* 1659,25”% 2101,50%° 1793,50”" 1827,25"
Tratado

DP 663,20 340,99 253,33 116,48 326,60 542,58

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
Aa.Bb | etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maiGsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Foram verificadas diferencas significativas para os resultados do grupo tratado apds o
tratamento, mas que ndo diferiram do controle no dia +3 e +7 apds o tratamento. Porém,
todos os animais se apresentaram dentro dos limites de normalidade. No dia +3 houve
aumento da média em relacdo ao periodo pré-tratamento e ao grupo controle, enquanto que,
no dia +7 houve aumento da média em comparacdo apenas com 0 grupo controle. Embora
esta variacdo tenha sido observada no grupo tratado, ndo se atribuiu esta ocorréncia a um
possivel efeito do tratamento, pois a oscilacdo na contagem de linfdcitos foi sutil e ocorreu em
momentos pontuais. Os animais, em outros momentos de avaliacdo, apresentavam-se hora
aumentando, hora diminuindo, com um padréo de contagem irregular, que se manteve assim
durante todo o estudo. Logo, atribuiu-se esse aumento discreto da média neste dia a um efeito
do acaso e sem relacdo ao tratamento.

As médias e os desvios padrbes das contagens de mondcitos dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 17.
Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram: 455,13;
466,63; 546,13; 299,50; 323,38; 365,13 e do grupo tratado foram: 495,00; 489,38; 486,63;
476,63; 437,38; 337,13.

As células do sistema mononuclear fagocitario (grupo ao qual pertencem os mondcitos
e 0s macrdfagos teciduais) tém um grande numero de fungdes, como: fagocitar e destruir
microorganismos, especialmente bactérias intracelulares, aléem de fagocitar material estranho,
detritos celulares e células mortas, danificadas e ndo funcionais. Usualmente, 0s monocitos
sdo referidos também na ocorréncia de doencas cronicas (BUSH, 2004).

36



Tabela 17. Médias e desvios padrdes das contagens de mondcitos (céls/uL) dos cdes dos
grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

RUP
GRUPOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  455,13% 466,63% 546,13% 299,50% 323,38% 365,13°
Controle
DP 116,42 150,84 189,17 80,01 117,33 100,28
; Média Ar. 495,007% 489,38"% 486,63 476,63°° 437,38"% 337,13
Tratado
DP 24859 147,62 14825 12215 17541 88,80

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
Aab | etras mindsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maiGsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Verificaram-se diferencas significativas quanto ao momento de avaliagdo do dia +3
entre o grupo controle e tratado, porém, sem diferir estatisticamente dentro do grupo tratado
na comparagdo entre os periodos antes e pds-tratamento. Além disso, nenhum animal
apresentou valores fora dos limites de normalidade em nenhum dos grupos, para nenhum
momento do estudo. Tal como foi observado para linfocitos, a variacdo na contagem de
monacitos também ndo deve ser atribuida a um possivel efeito do tratamento, visto que, ao
analisar as contagens dos dias anteriores e posteriores, 0 comportamento dos dados é
inconstante e as oscilacfes sdo aleatorias.

As principais fungdes dos eosinofilos sdo reduzir a inflamacéo e limitar sua expanséo,
regular respostas alérgicas e controlar infeccbes parasitarias. NUmeros crescentes de
eosindfilos sdo associados com dano tecidual cronico, envolvendo especialmente reacdes
alérgicas (parasitismo, em particular). Enquanto que, numeros decrescentes sdo associados a
efeitos de glicocorticoides, tanto endégenos, quanto exdgenos (administrados) (BUSH, 2004).

As médias e os desvios padrBes das contagens de eosinéfilos dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 18.
Respectivamente para esses dias experimentais, as médias das contagens de eosindfilos do
grupo controle foram: 236,13; 407,75; 267,38; 234,00; 270,75; 238,88 e do grupo tratado
foram: 207,25; 396,63; 341,13; 299,75; 241,50; 312,75.
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Tabela 18. Médias e desvios padrdes das contagens de eosindfilos (céls/uL) dos caes dos
grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

SRR -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  236,13% 407,75° 267,38% 234,00® 270,75% 238,88°
Controle
DP 91,41 124,11 113,88 102,21 67,37 99,68
| Média Ar. 207,25”% 396,63°% 341,13”% 299,75/% 241507 312,75™°
Tratado
DP 93,27 113,90 150,77 107,63 73,81 115,38

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A% etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram observadas diferencgas significativas entre os grupos controle e tratado antes
e apds o tratamento.

Apenas um animal do grupo controle apresentou valor abaixo da normalidade no dia
+3 (95 cels/pL; intervalo de referéncia: 100 a 750 céls/uL). Entretanto, por se tratar de um
animal do grupo controle, ndo h& nenhuma relacdo com o produto testado, podendo ser
associada nesse caso a um estresse do manejo, particular deste animal.

A andlise estatistica realizada no grupo tratado comparando-se os resultados preé-
tratamento com cada tempo pds-tratamento demonstrou que ndo ocorreu diferenca
significativa entre as mesmas.
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Figura 11. Numero de neutrofilos segmentados (a), linfocitos (b), eosindfilos (c) e
monocitos (d) (cél/uL) respectivamente, com valores de referéncia (limite maximo e
minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.

As médias e 0s desvios padrdes das contagens de plaquetas dos animais dos grupos
controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 19.

Respectivamente para esses dias experimentais, as medias de plaquetas dos animais do
grupo controle foram: 234.875; 268.250; 268.750; 285.250; 244.000; 287.875 e do grupo
tratado foram: 258.250; 259.250; 258.625; 280.625; 256.625; 283.750.
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A principal funcdo das plaquetas é a prevencdo das perdas sanguineas (hemostasia)
por meio da manutencdo da integridade do endotélio vascular, especialmente dos capilares;
reparacdo de danos menores do endotélio pela adesdo ao coldgeno subendotelial e ativagdo e
aceleracdo do processo de coagulacdo sanguinea (KERR, 2003; BUSH, 2004).

A maioria dos aumentos na contagem de plaquetas € de curta duracdo e pouca
intensidade. J& as causas mais frequentes de trombocitopenia estdo relacionadas a diminuicéao

da producdo pela medula 6ssea e/ou aumento da destruicdo ou consumo plaquetario (BUSH,
2004).

Tabela 19. Médias e desvios padrGes das contagens de plaquetas (céls/pL) dos cédes dos
grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  234.875% 268.250° 268.750° 285250° 244.000° 287.875°

Controle DP 23.907,19 39.744,72 45.871,72 62.183,48 40.816,66 82.106,96

Tratad Média Ar. 258.250"% 259.250"* 258.625"* 280.625"* 256.625"* 283.750"

DP 69.917,81 45.424,19 30.593,83 40.574,23 20.113,52 42.857,74

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitisculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram verificadas diferencas significativas entre os grupos controle e tratado antes
e apbs o tratamento. Todos 0s animais, em ambos 0s grupos, para todos os dias de avaliacéo,
apresentaram contagens de plaquetas dentro da normalidade. A analise estatistica realizada no
grupo tratado comparando-se a média pré-tratamento com a média de cada tempo apds o
tratamento demonstrou que nao ocorreu diferenca significativa entre as mesmas.
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Figura 12. Ndmero de plaquetas (cél/uL) com valores de referéncia (limite maximo e
minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.
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4.2.5 Exame bioquimico

As médias e os desvios padrdes das concentracdes de proteina plasmaética total (PPT)
dos animais dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 encontram-se
registrados na Tabela 20.

Respectivamente para esses dias experimentais, as médias de proteina plasmatica total
dos animais do grupo controle foram: 7,20; 7,25; 7,23; 7,15; 7,13; 7,23 e do grupo tratado
foram: 7,25; 7,08; 7,18; 7,13; 7,15; 7,05.

Tabela 20. Médias e desvios padrbes das concentracfes de proteina plasmatica total (g/dL)
dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

SRR -14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  7,20° 7,252 7,232 7,152 7,132 7,232
Controle
DP 0,30 0,26 0,23 0,23 0,21 0,31
Média Ar. 7,252 7,0842 7,187 7,137 7,157 7,057
Tratado
DP 0,30 0,21 0,25 0,26 0,21 0,26

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
A2 Letras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias na
mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foram verificadas diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e
tratado, nem nenhum animal, em ambos 0s grupos, apresentou valores fora dos limites da
normalidade antes ou apds o tratamento. A andlise estatistica para o grupo tratado
comparando-se a média pré-tratamento com a média de cada tempo apds o tratamento
demonstrou que ndo ocorreu aumento significativo entre as mesmas.
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Figura 13. Concentracdo de proteina plasmatica total (g/dL) com valores de referéncia

(limite maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle do grupo controle e tratado com
coumafds.
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Para avaliar a possibilidade de lesdes celulares em hepatdcitos e alteraces
relacionadas a colestase em canaliculos biliares mediante o uso do produto, avaliou-se as
atividades plasmaticas das enzimas hepéticas de vazamento alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), e também as enzimas de colestase Fosfatase Alcalina e
Gama-Glutamil-Transferase (GGT).

As médias e os desvios padrdes das atividades enzimaticas de ALT dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 encontram-se na Tabela 21.
Respectivamente para esses dias experimentais, as meédias do grupo controle foram: 33,25;
23,50; 30,00; 17,88; 22,13; 30,38 e do grupo tratado foram: 43,75; 28,88; 35,25; 22,25; 34,88;
38,25.

Tabela 21. Médias e desvios padrbes das atividades enzimaticas de alanina aminotransferase
(ALT) (U/L) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS
-14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 33,25%  2350% 30,008 17,88%  22,13%*  30,38°
Controle
DP 10,28 12,85 9,64 8,29 10,51 11,53
Média Ar. 43,75 28,887% 3525/ 2297582 348844 3go5Ad
Tratado
DP 18,78 10,19 15,75 12,77 21,18 24,98

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

N&o foram verificadas diferencas significativas na comparagdo entre 0S grupos
controle e tratado.

A anélise estatistica realizada no grupo tratado comparando-se os resultados pré-
tratamento com cada tempo apos o tratamento demonstrou ter ocorrido diferenca entre o dia
+3 e 0s demais dias experimentais. Entretanto, ndo se relacionou este achado a nenhuma
possivel reacdo adversa que poderia ser atribuida ao uso do produto, pois o esperado para uma
possivel toxicidade aguda causada pelo uso do coumafés seria um aumento da atividade
enzimatica, ndo uma diminuicao.

Trés animais apresentaram valores abaixo da normalidade no grupo controle (8,0 e 9,0
no dia -7; e 7,0 no dia +3; limites de referéncia: 10,0 a 88,0 U/L) e um no grupo tratado (9,0
no dia +3). Todavia, este resultado ndo é compativel com a ocorréncia de lesdo hepatocelular
ou qualquer outro indicio de toxicidade aguda provocada pelo uso do produto, pois segundo
Kerr (2003), valores de atividade enzimatica abaixo da normalidade ndo possuem muita
importancia na avaliacdo clinica de um paciente, e apenas nos casos de hipoplasia ou atrofia
de algum orgédo este achado de fato possuiria valor diagnostico. Mesmo que esta fosse a
situacdo, outros achados confirmariam esta ocorréncia, fato que ndo aconteceu.

Apenas um animal no grupo tratado apresentou valor acima do limite superior de
normalidade, porém ndo se correlacionou este achado ao tratamento, visto que, a intensidade
do aumento foi muito discreta. Além disso, deve-se levar em conta que os resultados deste
animal, especificamente, se apresentaram muito varidveis durante todo o periodo de
avaliagéo, estando hora ascendente, hora descendente (79,0 no dia -14; 29,0 no dia -7; 55,0 no
dia +1; 47,0 no dia +3; 81,0 no dia +7 e 90,0 U/L no dia +10).
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As médias e os desvios padrbes das atividades enzimaticas de AST dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo na Tabela 22.
Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram: 19,13;
16,88; 21,38; 13,50; 17,25; 23,00 e do grupo tratado foram: 24,38; 18,38; 21,13; 14,63; 23,75;
27,50.

Tabela 22. Médias e desvios padroes das atividades enzimaticas de aspartato
aminotransferase (AST) (U/L) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS
GRUPOS

-14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  19,13%*  16,88%  21,38%  1350%®  17,25%  23,00°
Controle
DP 4,09 7.10 5,18 513 4,71 4,60
Média Ar. 24,38"% 18,38"% 21,13™ 14,638 2375% 2750
Tratado
DP 13,93 8,94 4,02 8,28 15,13 13,36

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

N&o se observou diferencas significativas entre as médias dos grupos controle e
tratado. A andlise estatistica realizada no grupo tratado comparando-se a média pré-
tratamento com a média de cada tempo ap6s o tratamento demonstrou que ocorreu diferenca
entre a média do dia +3 e os demais dias experimentais, tendo havido uma discreta
diminuigdo. Dois animais apresentaram valores abaixo da normalidade no dia -7 (8,0 e 9,0;
limites de referéncia de 10 a 88 U/L). Porém, este achado ndo é condizente a ocorréncia de
efeito toxico do produto, uma vez que, este fato tenha ocorrido antes do tratamento e a
reducdo da atividade enzimatica da AST ndo possui relevancia clinica patoldgica (KERR,
2003; BUSH, 2004).
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Figura 14. Atividade enzimatica sérica de alanina aminotransferase (ALT) (U/L) (a) e
aspartato aminotransferase (AST) (U/L) (b) respectivamente, com valores de referéncia
(limite maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle do grupo controle e tratado com
coumafos.

As médias e 0s desvios padrdes das atividades enzimaticas de Fosfatase Alcalina dos
animais dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na
Tabela 23 a seguir. Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo
controle foram: 61,63; 50,75; 57,38; 36,38; 39,00; 55,50 e do grupo tratado foram: 56,88;
46,88; 57,13; 31,88; 37,75; 47,13.
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Tabela 23. Médias e desvios padrdes das atividades enziméticas de fosfatase alcalina (U/L)
dos caes dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS
GRUPOS

-14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 61,63 50,75° 57,38%  36,38%  39,00° 5550°
Controle
DP 12,39 24,96 20,27 17,26 11,29 23,67
Média Ar. 56,88°% 46,88”% 57,13”% 31,888 37,75/ 47,13”
Tratado
DP 32,30 26,64 30,83 18,88 14,85 20,95

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foi observada diferenca significativa entre os grupos controle e tratado antes e
apos o tratamento. Um animal do grupo controle apresentou resultado de 19,0 U/L no dia +3
(limite de normalidade: 20 a 150 U/L). Porém, esta queda na atividade da fosfatase alcalina de
maneira eventual e isolada ndo possui nenhum significado patoldgico, devendo ser atribuida a
uma oscilagdo momentanea deste animal, que nos dias seguintes, tornou a apresentar valores
dentro da normalidade. Além disso, a alteracdo foi observada no grupo controle. Portanto,
descarta-se a possibilidade de efeito do tratamento neste achado.

A andlise estatistica realizada no grupo tratado nos diferentes tempos, comparando-se
os valores pré-tratamento com cada tempo pds-tratamento, demonstrou ter ocorrido diferenca
significativa entre o dia +3 e os demais dias experimentais com a média apresentando menor
resultado nesta data (31,88 U/L). Ainda no grupo tratado, dois animais apresentaram valores
abaixo do limite de referéncia estabelecidos, durante alguns dias de avaliacdo (animal 13: 14;
14; 8; 10 e 18 U/L respectivamente para os dias -7; +1; +3; +7; +10; e animal 15: 17 e 18
U/L, respectivamente para os dias -7 e +3). Todavia, este achado ndo é compativel com
possiveis reacfes adversas observadas apds o uso do produto, pois, como ja mencionado
anteriormente, na discussdo das outras duas enzimas hepéticas anteriores, a reducdo da
atividade enziméatica na auséncia de sinais clinicos condizentes, ndo representa valor
diagnostico. Estas variagdes devem ser consideradas oscilacdes inerentes ao animal ndo
devendo ser atribuida a um efeito do tratamento, pois, mesmo antes do tratamento a enzima ja
se mostrava com atividade reduzida em um deles e ambos se apresentaram clinicamente
normais durante todo o estudo.

As médias e os desvios padrdes das atividades enzimaticas de GGT dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 24 a
seguir. Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram:
2,00; 2,38; 1,13; 2,00; 1,00; 1,25 U/L e do grupo tratado foram: 2,13; 2,00; 1,13; 2,25; 1,25;
2,63 U/L.
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Tabela 24. Médias e desvios padrdes das atividades enzimaticas de gama glutamil-transferase
(GGT) (U/L) dos cées dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS
-14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 2,002 2,382 1,132 2,002 1,002 1,252
Controle
DP 0,53 1,00 0,99 1,07 0,53 0,89
Média Ar.  2,13”%  2,00% 1,137 225" 1,258 263/
Tratado
DP 0,99 1,41 0,83 1,67 1,04 3,11

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Né&o foi verificada diferenca significativa entre os grupos controle e tratado antes e
apos o tratamento.

Alguns animais em ambos 0s grupos apresentaram valores abaixo da normalidade
antes e apos o tratamento, obtendo-se como resultado valor 0,0 U/L. Embora Kerr (2003) e
Bush (2004) mencionem que apenas em gatos a GGT pode apresentar valores nulos, sendo
consideradas, em certas situacdes, virtualmente indetectaveis, observamos neste estudo que,
os cdes também, quando na auséncia de enfermidade que provoquem efeitos colestaticos, com
subsequentes aumentos enzimaticos de Fosfatase Alcalina e GGT, esta também pode se
apresentar nula pelo método analitico adotado nesta pesquisa.

Tal achado inclusive, ndo possui relevancia diagndstica e ndo se deve ser associado a
ocorréncia de possiveis reaces adversas encontradas apos o uso do produto, pois sabe-se que,
salvo raras excegOes, a reducdo da atividade enzimatica ndo possui relevancia clinica na
auséncia de sinais clinicos concomitantes.

A andlise estatistica realizada no grupo tratado comparando-se os dados pré-
tratamento com os diferentes tempos pos-tratamento demonstrou ter ocorrido diferenca entre
o0 dia +7 e os demais dias experimentais, mas que ndo diferiram do grupo controle para esta
data, ndo devendo atribuir a variacdo a um possivel efeito do tratamento.

Nenhum animal apresentou atividade enziméatica da GGT acima do limite superior de
normalidade.
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Figura 15. Atividade enzimatica sérica da fosfatase alcalina (U/L) (a) e da gama glutamil-
transferase (GGT) (U/L) (b) respectivamente, com valores de referéncia (limite maximo e
minimo) dos cées da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafas.

Com o objetivo de verificar a ocorréncia de um possivel efeito nefrotoxico decorrente
da excrecdo urinaria do composto OF e subsequentemente, um comprometimento da funcédo
renal, foram determinadas as concentragdes séricas de uréia e creatinina dos cdes dos grupos
controle e tratado.

As médias e os desvios padrdes das concentracdes séricas de uréia dos animais dos
grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela 25.
Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle foram: 43,25;
29,88; 46,25; 24,13; 32,88; 36,75 e do grupo tratado foram: 40,75; 28,25; 48,00; 27,25; 42,50;
44.75.
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Tabela 25. Médias e desvios padrfes das concentracdes séricas de uréia (mg/dL) dos caes dos
grupos controle e tratado com coumafds.

DIAS EXPERIMENTAIS

GRUPOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 4325%  2988%  46,25%  2413*  32,88%  36,75°
Controle
DP 22,08 11,12 25,36 14,91 17,55 15,77
Média Ar.  40,75%% 2825%% 48,0082 2725/  4250%% 44,75
Tratado
DP 24,26 12,04 27,43 13,46 30,52 28,06

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitisculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Alguns animais, em ambos 0s grupos, apresentaram valores acima da normalidade
antes e apos o tratamento.

No grupo controle, é possivel observar que trés animais, especialmente, apresentaram
seus valores acima da normalidade repetidas vezes durante o estudo, mas que em alguns
momentos, o0s valores decrescem numa oscilacdo completamente aleatdria.

Nesse caso, pode-se atribuir tal fato a uma variacdo individual para estes cdes em
questdo, pois em se tratando do parametro analisado, sabe-se que outros fatores, ndo renais,
como aumento de catabolismo proteico, pela dieta rica em proteinas e desidratacdo
(apresentando valores de maiores que 40 mg/dL, excepcionalmente chegando acima de 100
mg/dL), podem estar associados a aumentos leves a moderados da uréia, sem que haja relacéo
com o comprometimento da fungéo renal (BUSH, 2004).

Ja no grupo tratado, foi observada diferenca significativa no dia +1, ao ser comparado
0 periodo pré-tratamento com cada momento pds-tratamento. Varios animais excederam o
limite superior de referéncia neste dia, em discretos a moderados aumentos (44,0; 41,0; 48,0;
64,0; 107,0 mg/dL; limites de normalidade: 15 a 40 mg/dL). Todavia, ndo houve diferenca
estatistica significativa em relacdo ao grupo controle nesta mesma tomada de tempo, nem
ocorréncia de outros sinais clinicos ou aumentos na creatinina que apontassem para problemas
renais em virtude do uso do coumafds. Dessa forma, ndo se deve atribuir tal resultado como
sendo decorrente do efeito do tratamento.

Além disso, tal como foi observado no grupo controle, no grupo tratado também se
verificou que, certos cdes que apresentavam resultados acima do normal, tinham seus valores
excedentes em diversos momentos de avaliagdo, sem apresentar, no entanto, um
comportamento tendencioso a declinio ou ascendéncia, podendo ser atribuido a uma variacao
individual, ou a uma causa ndo-renal para este aumento discreto a moderado na concentracéo
de uréia sérica.

Segundo Bush (2004), apenas concentragcbes acima de 100 a 120 mg/dL sao
consideradas clinicamente significantes e aumentos discretos ndo sdo necessariamente
resultantes de uma insuficiéncia renal. Alteracdes relacionadas a possiveis enfermidades estdo
associadas principalmente a problemas hormonais, catabolismo alterado e alteragdes renais.

No presente estudo, as elevacbes observadas sugerem ser de carater nutricional, pois
estdo presentes em ambos 0s grupos, antes e apds o tratamento, sem aumento significativo
dentro do grupo tratado, quando comparadas as médias pré e pos-tratamento.
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Sdo descartadas possiveis alteragdes em fungdo renal, pois ao considerarmos 0s
valores de creatinina, um parametro mais fidedigno para avaliacdo da funcéo renal (KERR,
2003; BUSH, 2004), estes ndo estiveram acima do limite de normalidade em nenhum
momento do estudo.

Alguns animais também apresentaram valores abaixo da normalidade, em ambos os
grupos controle e tratado, com decréscimos insignificantes abaixo do limite inferior de 15
mg/dL (12 mg/dL; 13 mg/dL e 14 mg/dL). Tais achados (trés animais no controle e um no
tratado) podem ser atribuidos a oscilagdes casuais destes animais. Tal como alguns caes
apresentaram-se margeando limites superiores de normalidade, outros mantiveram-se
préximos aos niveis inferiores e, por vezes, mostraram-se abaixo do limite de referéncia, sem
que houvesse, na verdade, causa clinica aparente.

As meédias e 0s desvios padrbes das concentracdes séricas de creatinina dos animais
dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 estdo registrados na Tabela
26. Respectivamente para esses dias experimentais, as medias do grupo controle foram: 0,86;
0,64; 0,74; 0,46; 0,61; 0,76 e do grupo tratado foram: 0,84; 0,79; 0,79; 0,50; 0,81; 0,80.

Tabela 26. Médias e desvios padrdes das concentracfes séricas de creatinina (mg/dL) dos
cdes dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS

CRUFOS -14 -7 1 3 7 10
Média Ar. 0,862 0,642 0,742 0,462 0,612 0,762
Controle
DP 0,24 0,20 0,21 0,17 0,24 0,16
Média Ar.  0,84”% 0,79  0,79”  050% 0817 0,80
Tratado
DP 0,25 0,22 0,28 0,12 0,32 0,20

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padréo.
#a.B5 | etras minusculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitisculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Como indicadora da funcdo renal, prefere-se a creatinina a uréia, porque € menos
afetada pela variedade de fatores ndo renais que influenciam as concentracdes de uréia
(KERR, 2003; BUSH, 2004). Porém, a uréia também possui importancia diagnostica, pois
além de avaliar fungdo hepatica, auxilia na avaliacdo da funcdo renal, uma vez que, quando
analisada em conjunto com os resultados de creatinina, a uréia pode representar uma
confirmag&o para os resultados alterados deste metabolito. A medida que a creatinina excede
seu limite superior, 0 aumento de uréia sera mais acentuado e em maior proporc¢do que pelas
outras causas ndo-renais.

Seis animais no grupo controle — um antes do dia do tratamento e cinco apds o
tratamento — apresentaram valores de concentragédo sérica de creatinina abaixo da normalidade
(0,3 mg/dL, no dia -7; 0,3; 0,3; 0,4; 0,4 e 0,4 mg/dL no dia +3; limites de referéncia: 0,5a 1,5
mg/dL). Porém, por se tratar do grupo controle, ndo se atribuiu este achado ao efeito do
tratamento. Além disso, segundo a literatura, decréscimos no valor de creatinina ndo possuem
relevancia diagnostica (KERR, 2003), devendo ser atribuido a um problema de acuracia pela
perda progressiva do analito na amostra com o tempo, ndo possuindo causa patoldgica.

A analise estatistica para o grupo tratado comparando-se 0s resultados pré-tratamento
com cada tempo poés-tratamento demonstrou ter ocorrido diferenca entre os dados pré-
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tratamento com o dia +3. Dois cées apresentaram valores inferiores ao limite minimo (0,3 e
0,4mg/dL no dia +3). Entretanto, este achado ndo é compativel com possiveis reacoes
adversas que pudessem ser observadas mediante o0 uso do produto, uma vez que, a ocorréncia
de uma nefrotoxicidade se traduziria em aumento da concentracdo sérica deste metabdlito,
ndo uma diminuicdo deste. A justificativa para tal achado pode ser atribuida & mesma causa
que do grupo controle citada anteriormente.

Ao comparar os dados dos grupos controle e tratado no dia +7, observou-se que houve
diferenca significativa entre eles. Porém, nenhum animal excedeu o limite superior de
referéncia. Além disso, ndo houve diferenca significativa na comparacdo dos resultados
desses animais do grupo tratado no periodo pré-tratamento com o pos-tratamento. Sendo
assim, considerou-se que ndo houve alteracdo na fungéo renal decorrente do uso do produto
testado.
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Figura 16. Concentracdo sérica de uréia (mg/dL) (a) e creatinina (mg/dL) (b) com valores
de referéncia (limite maximo e minimo) dos cdes da raca Beagle do grupo controle e
tratado com coumafos.

4.2.6 Avaliacdo da atividade enzimatica da colinesterase sérica

Um dos alvos de efeito tdxico da acdo dos parasiticidas inibidores da colinestarase, a
colinesterase plasmatica ou pseudocolinesterase, pode ser usada para diagnostico de
intoxicacdo por OFs (TECLES; CERON, 2001; CHEN et al., 2009).
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As médias e os desvios padrdes das atividades enzimaticas da colinesterase sérica dos
animais dos grupos controle e tratado nos dias -14, -7, +1, +3, +7 e +10 encontram-se na
Tabela 27. Respectivamente para esses dias experimentais, as médias do grupo controle
foram: 3158,00; 2995,50; 3572,13; 2141,75; 2673,75; 3793,50 e do grupo tratado foram:
3973,00; 3989,00; 2887,63; 1797,25; 3052,25; 3786,38.

Tabela 27. Médias e desvios padrdes das atividades enziméticas da colinesterase serica (U/L)
dos caes da raca Beagle dos grupos controle e tratado com coumafos.

DIAS EXPERIMENTAIS
GRUPOS

-14 -7 1 3 7 10
Média Ar.  3158,00° 299550% 3572,13% 2141,75° 2673,75%* 3793,50°
Controle
DP 698,61 940,84 837,79 727,05 871,20 961,16
Média Ar.  3973,00" 3989,00"* 2887,63%* 1797,25%* 3052,25" 3786,38™
Tratado

DP 1528,87 1605,56 1333,29 710,45 932,20 1180,25

Média Ar: média aritmética; DP: desvio padrao.
A28 | etras minGsculas iguais entre médias da mesma coluna e letras maitsculas entre médias
na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Em vista da escassez de artigos e relatos na literatura que estabelecam valores de
normalidade de colinesterase em cées, considerou-se os valores descritos por Abdelkader e
Hauge (1986) como referéncia, pois este foi quem se enQuadrou melhor aos resultados
observados, principalmente no grupo controle e no periodo pré-tratamento do grupo tratado
(2000 a 5000 U/L). Thong (1995) apud Saccaro (2007) também descreveram valores de
referéncia para a atividade enzimatica da colinesterase plasmatica em cées da raca Beagle (de
860 a 3600 U/L) realizado pelo método de Ellman. No entanto, estes resultados ndo condizem
aos achados no presente estudo. Além disso, torna-se inviavel a comparacao de resultados dos
diferentes autores devido as diferencas metodoldgicas das técnicas empregadas. Sendo assim,
além dos parametros de normalidade descritos por Abdelkader e Hauge (1986), também se
levou em consideracdo a avaliacdo entre 0s grupos controle e tratado do presente estudo para
titulo de comparacéo entre os valores nos tempos determinados.

Assim, seguindo os limites de referéncia estabelecidos por Abdelkader e Hauge
(1986), trés animais do grupo tratado apresentaram valores acima da normalidade no dia -14 e
dois animais no dia -7 (5153; 5242; 5303, no dia -14; 5526; 5691 U/L, no dia -7). Tais
achados, porém, ndo sdo compativeis com possiveis reacdes adversas encontradas apds o uso
do produto, mesmo porque estes resultados foram obtidos antes de se instituir o tratamento.
Embora Furlanello (2006) apud Saccaro (2007) tenha relatado que tal achado seja indicativo
de fibrose ou cirrose hepéatica em cdes, deveria haver sinais clinicos condizentes com a
enfermidade para que se fechasse este diagndstico, fato que ndo ocorreu neste estudo. Dessa
forma, atribuimos este resultado a variagdo metodoldgica utilizada nesta pesquisa para a
determinacdo da colinesterase sérica, o que conferiu aos animais resultados acima do que
seria 0 limite superior de referéncia estabelecidos por outros autores, porém todos se
apresentavam clinicamente saudaveis e sem quaisquer outras alteracdes laboratoriais que
justificassem a anormalidade. Dessa forma, novos estudos deveriam ser conduzidos a fim de
se estabelecer valores de referéncia para a raca em questdo se utilizando de uma metodologia
que se assemelhasse mais a empregada neste estudo. Assim, os limites de normalidade
poderiam ser mais bem ajustados.
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No grupo controle, quatro animais apresentaram valores abaixo da normalidade nos
dias -7, +3, +7 e +10. Um deles apresentou resultados discretamente inferiores em todas as
datas mencionadas (1845 no dia -7; 1988 no dia +7; 1912 U/L, no dia +10; tendo acontecido o
decréscimo mais significativo no dia +3 com resultado de 1037 U/L). Outros dois animais
apresentaram decréscimos em momentos isolados (1838 e 1919 U/L, respectivamente nos
dias +3 e +7) e um animal apresentou valor abaixo de 2000 U/L nos dias +3 e +7 (1286; 1758
U/L). Contudo, por se tratar do grupo controle, estes resultados ndo podem ser atribuidos a
um possivel efeito tdxico decorrente do uso do produto. Além disso, a magnitude do
decréscimo da atividade enzimatica da colinesterase nesses animais ndo foi tdo intensa a
ponto de representar um dado de relevancia clinica, e nenhum deles excedeu o valor de 1000
U/L (50% do limite inferior), o que poderia ser considerado preocupante para o surgimento de
sinais clinicos, segundo Enzo (2006).

Em relagdo ao grupo tratado, um animal apresentou valores inferiores ao limite de
normalidade durante todo o periodo experimental, tendo havido um decréscimo ainda maior,
inferior a 1000U/L, nos dias experimentais pos-tratamento +1 e +3 (678 e 661 U/L,
respectivamente). Este achado sim pode ser considerado importante na avaliacdo de
toxicidade causada por OFs, uma vez que, é esperada uma diminui¢do da atividade enzimatica
em decorréncia de intoxicacdo por tais compostos (ABDELSALAM, 1987). Nos dias de
avaliagdo posteriores, seus valores subiram novamente, 1442 U/L no dia +7, chegando a 1966
U/L no dia +10, porém néo alcancou o limite inferior de 2000 U/L em nenhum momento.
Dessa forma, pode-se concluir que, para este animal em questao, os dois ultimos resultados e
os dados pré-tratamento (1125 e 1195 U/L para os dias -14 e -7, respectivamente) podem ser
atribuidos a uma variacdo individual do animal para a enzima em questdo, pois ele se
apresentou clinicamente normal durante todo o estudo e seus valores se mostraram
decrescidos desde a primeira avaliagdo pré-tratamento. Todavia, é evidente que o produto
testado, por mais que ndo tenha causado sinais clinicos de intoxicacao, levou a um decréscimo
da atividade enzimatica da colinesterase sérica principalmente nos dias +1 e +3.

Quanto aos demais animais do grupo tratado, além do animal mencionado
anteriormente, mais um cao apresentou reducéo da atividade da colinesterase no dia +1 (1632
U/L), e embora nenhum animal a mais tenha ficado abaixo do limite inferior de normalidade
nesta data, observou-se diferenca significativa ao compararmos o periodo pré-tratamento com
0 poés-tratamento para o dia +1 (as médias pré-tratamento foram 3973 e 3989 UI/L,
respectivamente para os dias -14 e -7; enquanto que no dia +1 foi 2887,63 U/L).

Também foi observada diferenca significativa na comparacdo do dia experimental +3
com o periodo pré-tratamento. No dia +3 foi alcancada a média de 1797,25 U/L para este dia,
a menor do estudo.

A reducdo, abaixo do limite inferior, observada no terceiro dia ap6s o tratamento
ocorreu em sete animais, que apresentaram 0s seguintes resultados: 1862; 1544; 661; 1744,
1703; 1892; 1710U/L. Contudo, Enzo (2006) relatou que os efeitos tdxicos do uso de
compostos OFs sdo observados apenas nos casos em que a atividade enzimatica da
colinesterase esta abaixo de 50%, ou seja, abaixo de 1000 U/L, se considerarmos 0s limites de
referéncia de Abdelkader e Hauge (1986). Isso justifica o fato de ndo terem sido observados
sinais clinicos de intoxicacdo em nenhum dia de avaliagdo destes animais, nem mesmo para o
animal que, de fato, apresentou valores inferiores a 1000 U/L nas datas +1 e +3, mencionado
anteriormente.

Entretanto, ao se observar este resultado conclui-se que o dia +3 representou o
momento critico para a redugdo da atividade enzimatica da colinesterase.

Quanto aos demais dias, no dia +7, apenas dois cdes mantiveram o0s valores de
atividade enzimética ainda abaixo de 2000 U/L (1883 e 1442 U/L), enquanto que, no dia +10,
0 mesmo animal que apresentou resultado de 1442 U/L no dia +7, apresentou novamente
resultado abaixo de 2000 U/L (1966 U/L). Entretanto, vale lembrar que este mesmo animal é
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0 cédo citado anteriormente que durante todo o estudo apresentou valores abaixo do limite
inferior de normalidade.

Os demais animais do grupo tratado retornaram com seus valores para dentro da faixa
de normalidade nos dias +7 e +10 e as medias de ambos 0s grupos controle e tratado
chegaram a ficar até muito proximas (3793,5 do grupo controle e 3786,38 do grupo tratado)
para o Ultimo dia, o que nos leva a supor que, tdo logo a metabolizacdo e excrecdo do
composto acontecam, o produto entdo ja ndo mais oferecerd mais risco de toxicidade aos caes,
pois ja tera sido eliminado do organismo do animal.

Embora o dia +3 tenha se mostrado ser 0 momento mais critico para a inibi¢do da
colinesterase, nos dias +7 e +10 praticamente todos os animais se recuperaram.
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Figura 17. Atividade da colinesterase sérica (U/L) com valores de referéncia (limite
maximo e minimo) dos caes da raca Beagle do grupo controle e tratado com coumafos.
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5 CONCLUSOES

O uso do coumafos sob a formulacdo de sabonete parasiticida apresentou eficacia
carrapaticida para Rhipicephalus sanguineus e pulguicida para Ctenocephalides felis felis em
cdes ao ser realizada uma avaliacdo 48 horas ap0s seu uso nos animais infestados
experimentalmente. Porém, ndo foi eficaz num segundo momento de avaliacdo (dia +7) ap0s
ter sido feita uma nova infestacdo cinco dias apds seu uso.

O coumaf6s se mostrou seguro clinicamente, pois ndo provocou alteracBes nos
parametros clinicos, hematoldgicos e bioquimicos analisados, que denotassem lesdo hepatica
ou comprometimento da funcdo renal dos animais submetidos a tratamento, embora com 72
horas pos-tratamento tenha sido observado um maior efeito inibitério sobre a atividade
enzimatica da colinesterase sérica nos cdes. Porém, ndo houve sinais clinicos condizentes com
uma possivel intoxicag&o.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As propriedades farmacologicas e os possiveis efeitos toxicos de um composto
organofosforado j& estdo descritos na literatura e embora algumas pesquisas relatem a
ocorréncia de resisténcia por algumas cepas de carrapatos — principalmente em bovinos, o
coumafo6s, mesmo apds anos do seu desenvolvimento e uso, ainda se mostra eficaz no
controle de pulgas e carrapatos em caes.

Ao avaliarmos a eficacia de uma formulacdo, ndo devemos nos ater apenas a sua base
quimica e seu efeito residual, sem considerarmos sua apresentacdo comercial, que reflete
diretamente ao qué o produto se propde como antiparasitario.

Embora o sabonete testado neste estudo ndo tenha apresentado eficacia residual, é
importante ressaltarmos algumas consideragfes importantes antes de julgarmos o produto
como ineficaz no controle de ectoparasitas.

Com o investimento em pesquisas e desenvolvimento de novos pesticidas, assistimos
nas Ultimas décadas ao surgimento de inimeras bases quimicas, com seletividades cada vez
mais restritas aos parasitas-alvo, com menor efeito toxico ao hospedeiro e também ao meio
ambiente, nas mais diversificadas formas de apresentacdo (como coleiras, sabonetes, spot-on,
xampus, vacinas, dentre outras). Por isso, muitas vezes, torna-se dificil para o proprietario e
para 0 meédico veterinario a escolha do produto mais adequado para ser usado nos seus
animais de companhia para o controle do parasitismo em questdo. Com isso, na maioria dos
casos, por desconhecimento dos profissionais e proprietarios ou por recomendagoes erréneas
ou equivocadas, estes sdo levados a pensar que o produto de maior efeito residual e maior
eficacia seriam os mais adequados em todas as situacdes, esquecendo-se de avaliar outros
critérios também fundamentais que poderiam ajuda-los a pensar no produto ideal para cada
caso.

Os sabonetes parasiticidas, embora apresentem curto periodo residual, também
apresentam vantagens em relacdo aos novos antiparasitarios mais modernos. Ao levarmos em
consideracdo que os cdes geralmente sdo banhados semanalmente por seus proprietarios, ou
levados as lojas de “pet-shops” para higienizag@o periddica, o curto espago entre um banho e
outro poderiam garantir protecdo ao cdo sem que houvesse a necessidade de aplicar produtos
de longa duracdo. Além disso, nos casos em que 0s cdes sdo criados dentro de apartamentos e
casas — condigOes estas menos favoraveis ao desenvolvimento dos parasitas no ambiente
(tomadas as devidas precaucbes e cuidados complementares através de manejos gque nao
somente 0 quimico), 0 banho com sabonete parasiticida seria ideal no controle do parasitismo,
visto que, 0s estagios de vida livre do parasita representam a maior parcela do nimero destes
no nicho ao qual se encontra o hospedeiro.

Outra vantagem observada com o uso de sabonetes antiparasitarios é a questdo
estética. Na maioria das vezes, inclusive na formulagdo testada neste estudo, os sabonetes
apresentam odor agradavel e deixam o pelo do animal mais macio e limpo, podendo ser uma
boa opcdo aos “pet-shops” que oferecem o servico de banho aos seus clientes. Além de
perfumados, os animais sairiam “protegidos” de infestagdes parasitarias.

O baixo custo deste tipo de produto também é outra vantagem observada, ja que, em
muitos casos, 0 preco é o limitante na escolha de um produto antiparasitario por um
proprietario.

Além da eficicia, o sabonete demonstrou ser seguro clinicamente, pois seu efeito
toxico ndo foi capaz de causar alteragdes clinicas detectaveis através dos exames clinicos e
laboratoriais realizados. Até mesmo para a colinesterase sérica, principal alvo toxicoldgico
desta classe de compostos, sua acao inibitoria ndo foi tdo intensa a ponto de causar efeitos
clinicos adversos aparentes nos animais.
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Assim, conclui-se que antes de se instituir um produto antiparasitario no controle de
uma infestacdo, deve-se levar em conta as propriedades quimicas de cada base farmacoldgica,
sua finalidade e exatamente ao que se propGe como ectoparasiticida, além de pesar as
vantagens e desvantagens da escolha a ser tomada. Pois, somente através de estratégias
integradas, que visem de fato uma boa relagdo custo-beneficio, garantindo eficacia e
seguranca, € que se conseguira estabelecer as medidas mais adequadas para o controle de
ectoparasitas nos animais de companhia.
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ANEXO

Anexo A. Quadro 3. Valores de referéncia para parametros de exame clinico, exame

hematologico e bioquimico para cées.

Parametro — Valores — Referéncia
Minimo Maximo
Hemaécias (x 10%/uL) 55 8,5 Bush (2004)
Hemoglobina (g/dL) 12,0 18,0 Bush (2004)
Hematdcrito (%) 37 55 Bush (2004)
VCM (fentolitros) 60 77 Bush (2004)
CHCM (g/dL) 32 36 Bush (2004)
HCM (pg) 19,5 24,5 Bush (2004)
Leucécitos (x 10° cels/uL) 6,0 17,0 Bush (2004)
Mielocitos (cels/pL) 0 0 Bush (2004)
Metamieldcitos (cels/pL) 0 0 Bush (2004)
Bastdes (cels/pL) 0 300 Bush (2004)
Segmentados (cels/pL) 3000 11500 Bush (2004)
Linfécitos (cels/uL) 1000 4800 Bush (2004)
Monocitos (cels/pL) 150 1350 Bush (2004)
Eosindfilos (cels/pL) 100 1250 Bush (2004)
Basofilos (cels/pL) raros Raros Bush (2004)
Plaquetas (cels/uL) 145000 440000 Kirk e Bonagura (1992)
Proteina (g/dL) 6,0 7,8 Meyer, Coles e Rich (1995)
ALT (U/L) 10,0 88,0 Meyer, Coles e Rich (1995)
AST (U/L) 10,0 88,0 Meyer, Coles e Rich (1995)
GGT (U/L) 1,0 10,0 Meyer, Coles e Rich (1995)
Fosfatase Alcalina (U/L) 20,0 150,0 Meyer, Coles e Rich (1995)
Uréia (mg/dL) 15,0 40,0 Bush (2004)
Creatinina (mg/dL) 0,5 1,5 Bush (2004)
Acetilcolinesterase 2000 5000 Abdelkader; Hauge (1986)
Frequéncia Respiratoria ( mov/min) 18 34 Manual Merck (2009)
Frequéncia Cardiaca (bat/min) 70 120 Manual Merck (2009)
Temperatura (°C) 38,4 39,4 Manual Merck (2009)
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Anexo B. FICHA DE EXAME CLINICO DETALHADO

Animal n® Sexo ( )M ( )F Grupo Dia experimental
OCULAR MUSCULAR RESPIRATORIO
Opacidade s Trem_ores de membros s Dispnéia S|N
anteriores.
Nistagmo S | N | Tremores de membros S | N | Sons respiratorios AN
posteriors
Alteracdo pupilar S | N | Tremores generalizados S | N | Secrecdo nasal S|N
Blefaroespasmo S | N | Labio caido S | N | Apnéia S|N
Cegueria S | N | Paralisia S|N
Protusdo de 32 palpebra S | N | Atonia S|N
Irite S | N | Atrofia S|N
Quemose S|N NEUROLOGICO/COMPORTAMENTAL
Fotofobia S|N TEGUMENTAR AnNsisoso S|N
Congestéo S | N | Alopecia S | N | Apreensivo S|N
Reflexo palpebral S | N | Pélo A | N | Andar em circulos S|N
Conjuntivite S | N | Hidratagdo A | N | Comatose S| N
Secrecdo lacrimal S | N |Prurido S | N | Deprimido S|N
Dermatite S | N | Decubito dorso ventral S| N
CAVIDADE ORAL Leve Decubito lateral S| N
Dor S|N Moderada Decubito lateral e pedalar S| N
Inchago S|N Intensa Sedado S|N
Inflamacéo S | N | Sensibilidade a palpagéo S | N | Prostrado S| N
Necrose S|N Nariz e labios edemaciados S| N
Sialorréia S|N GASTROINTESTINAL Meneios de cabeca S| N
S | N | Consisténcia das fezes A | N | Forgando a cabeca contra objetos | S | N
Diarréia S | N | Protusdo lingual S| N
LINFATICO Cdlica S | N | Convulstes S|N
Linfonodos (palpacédo) A | N | Colica e rolagem S | N | Desequilibrio de membros S|N
anteriores
Musculos abdominais tensos | S | N | Desequilibrio de  membros| S | N
posteriors
Sangue nas fezes S | N | Desequilibrio em estagdo S| N
APETITE/SAUDE GERAL Auscultacio A | N | Desequilibrio em marcha S| N
Consumo alimento AN Incoordenacdo de  membros| S | N
anteriores
Consumo de &gua AN CARDIOVASCULAR Incoordenacdo de  membros| S | N
posteriors
Condicao corporal AlNEC A | N | Ataxia ou paresia de membros| S | N
anteriores
Hidratacéo AlN Coloracdo de mucosas A | N | Ataxia ou paresia de membros| S | N
posteriores
Auscultagdo (sons cardiacos) | A | N | Reflexos anormais S|N
URINARIO/REPRODUTIVO
Sensibilidade a palpagédo A|N
Urina AN

S N |[S=Sim;N=Néo
A N |A = Anormal, N = Normal
Observacdes:
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