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Conhecer aos outros ¢ sabedoria;
Conhecer-se a si mesmo ¢ iluminagao;
O dominio dos outros requer forga;

O dominio de si mesmo requer fortaleca.
Aquele que sabe que tem suficiente € rico.
Perseveranca ¢ um sinal de querer poder.
Aquele que fica resiste.

Morrer, porém ndo apodrecer ¢ estar presente eternamente.

Lao Tsu

Se a medicina ¢ moderna ou antiga ndo € o que interessa,

e sim, si esta cura.

Jen-Hsu Lin
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durante o periodo de aplicacdo de ozoénio. LSC: limite superior de

controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle. (Aplicagdes
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FIGURA 5 — Estimativas de segmentados (x10° uL'l) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplica¢do de ozonio. LSC: limite superior de

controle, LM: Ilimite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 6 — Estimativas de bastonetes (x10 uL'l) em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozdnio. LSC: limite superior de

controle, LM: Ilimite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 7 — Estimativas de linfocitos (x10* uL™") em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior de

controle, LM: Ilimite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 8 — Linfocito com granulagdes azurofilas detectado durante o periodo de
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FIGURA 9 — Estimativas da freqiiéncia de linfocitos com granulagdes azurofilas (%)
em MT500 (machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas
com 500 mL), MT1000 (machos tratados com 1000 mL) e FT1000
(fémeas tratadas com 1000 mL), durante o periodo de aplicacdo do
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FIGURA 10 — Estimativas de monocitos (x10° uL'l) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 11 — Estimativas de baséfilos (x10 uL'l) em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozdnio. LSC: limite superior de

controle, LM: Ilimite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 12 — Estimativas de eosinofilos (x10° uL™") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 13 — Estimativas de plaquetas (/por campo) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 14 — Estimativas de glicose (mg dL™") em MT500 (machos tratados com 500
mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 15 — Estimativas de fibrinogénio (mg dL™") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 16 — Estimativas de creatina quinase (U L") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicacdo de ozonio. LSC: limite superior

de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.
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FIGURA 17 — Estimativas de gama glutamiltransferase (U L") em MT500 (machos
tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite
superior de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de
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CAPITULO V

FIGURA 1 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) imediatamente antes de cada
aplicagdo. MT500 (machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas
tratadas com 500 mL), MT1000 (machos tratados com1000 mL) e
FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL). LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de
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FIGURA 2 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) até 10 minutos depois da
administracdo do ozoénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500
mL), MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas
tratadas com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite

médio, LIC: limite inferior de controle..........cccccveevevvevevvneeeeeeeeiennnn, 122

FIGURA 3 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) até 20 minutos depois da
administracdo de ozonio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MTI1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,

LIC: limite Inferior de CONLIOLE. .......uuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 123

FIGURA 4 — Estimativas da freqliéncia respiratéria (rpm) imediatamente antes da
administracio do o0zdénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
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FIGURA 5 — Estimativas da freqiiéncia respiratoria (rpm) até 10 minutos depois da
administracdo de ozoénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,

LIC: limite Inferior d& CONTIOLE. .....uuuuueeeeeeeeeeeeeees 125
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FIGURA 6 — Estimativas da freqiiéncia respiratoria (rpm) até 20 minutos depois da
administracdo do o0zdénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,

LIC: limite Inferior de CONTIOLE. .....uuuuueueeeeeeeeeeeeees 126
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RESUMO

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2006. Efeitos da ozonioterapia sobre parametros clinicos, hematoldgicos e da
bioquimica sangiinea em equinos. Orientadora: Maria Verdnica de Souza, Co-
Orientadores: John Jairo Hincapié, Jos¢ Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos
Benjamim.

O objetivo deste estudo foi avaliar em eqiiinos submetidos a ozonioterapia, os
parametros hematoldgicos (hematdcrito, hemoglobina, eritrocitos, leucocitos totais,
segmentados, bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosindfilos e plaquetas) e
da bioquimica sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina quinase e gama
glutamiltransferase), segundo o comportamento imediato (até 24 horas) entre
aplicagdes da mistura do gés (periodo de repouso), assim como as tendéncias,
positivas e/ou negativas durante o periodo de aplicagdo do ozdnio e a influéncia da
dose, sexo ou interacdo destes fatores nestes parametros. Também foram monitorados
0 comportamento, tendéncias e efeitos do 0zonio sobre pardmetros fisiologicos, como
freqliéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) durante o periodo de recuperagdo (até 20
minutos apds a ozonioterapia). Para isso, foram utilizados 12 eqiiinos mesticos sadios,
sendo 6 machos e 6 fémeas, com idades compreendidas entre 4 ¢ 20 anos. Os animais
foram submetidos a ozonioterapia, mediante administracdo de 500 ou 1000 mL da
mistura do gas, por via intravenosa, a cada trés dias, por um periodo total de 24 dias.
Os animais foram divididos em quatro grupos: MT500, MT1000, FT500 e FT1000,
sendo machos (M) que receberam 500 mL e 1000 mL e, fémeas (F) que receberam
500 e 1000 mL, respectivamente. Os diferentes efeitos do 0zénio sobre os parametros
hematologicos e da bioquimica sangiiinea foram inicialmente estudados durante o
periodo de repouso (1, 6 e 24 horas apos cada aplicagdo de ozbénio), e para as
freqliéncias cardiaca e respiratoria, esta avaliacdo imediata foi durante o periodo de
recuperagao (até 20 minutos apos cada aplicagdo de ozoénio). Além disso, os
parametros foram avaliados ao longo do tempo do periodo experimental. Os
resultados demonstraram que os Unicos pardmetros que sofreram efeito linear durante
o periodo de repouso foram a contagem total de plaquetas e a concentragdo de glicose
e de gama glutamiltransferase, que revelaram concentracao aumentada (plaquetas) ou
diminuida (glicose e gama glutamiltransferase). Foram observadas tendéncias

positivas apds ozonioterapia, mediante aumento nos valores do hematocrito e
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eritrocitos, sendo que, com relagdo aos ultimos, as fémeas mostraram médias
superiores. Também ocorreu aumento na concentragao dos segmentados, ainda que de
forma tardia. Adicionalmente, foi possivel verificar aumento transitério nos valores
dos bastonetes, assim como comprovar o aumento na contagem das plaquetas e o
efeito hipoglicemiante em todos os eqiiinos. Com relagdo as enzimas, somente a gama
glutamiltransferase apresentou uma elevacao inicial bastante evidente, com posterior
redu¢do em todos os grupos. Com relagdo ao sexo, os resultados demonstraram que
este foi um fator de relevancia na concentracdo dos eritrocitos (p<0,05) em resposta a
ozonioterapia, sendo que as fémeas revelaram valores médios mais altos deste
parametro, independentemente da dose do 0zonio administrada. Por fim, com relagao
aos parametros freqiiéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR), observou-se aumento na
FC (p>0,05) e FR (p<0,05) em todos os eqiiinos expostos ao ozdnio, independente do
sexo, dose ou da interagdo destes fatores. Transcorridos o periodo de recuperagao (até
20 minutos posteriores a ozonioterapia), os valores médios desses parametros
diminuiram, sendo um indicio de que a terapia auxilia no condicionamento cardio-
respiratorio dos eqiiinos. Efeitos adversos ndo foram observados nos animais em
decorréncia da administracdo do ozonio pela via intravenosa durante o periodo

experimental.
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ABSTRACT

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2006. Effects of ozone therapy on equine clinical, hematological and blood
biochemistry parameters. Adviser: Maria Verdnica de Souza, Co-Advisers: John
Jairo Hincapié, Jos¢ Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos Benjamim.

The purpose for this study was to evaluate equine hematological (hematocrit,
hemoglobin, erythrocytes, leukocytes, neutrophils, bands, lymphocytes, monocytes,
basophils, eosinophils and platelets) and biochemical parameters (glucose, fibrinogen,
creatine kinase and gamma glutamyltransferase) submitted to ozone therapy, in behalf
of the immediate response pattern (the following 24 hours) in between the gas mixture
applications (resting period), as well as the positive and/or negative tendencies during
the application period and the dose and sex influence or the interaction of these
factors on the parameters. Moreover, pattern, tendency and effects of ozone therapy
over heart (HR) and respiratory (RR) rates during the recovery period (up to 20
minutes after ozone therapy) were monitored. Twelve cross bred horses, 6 males and
6 females, between 4 and 20 years old were exposed to ozone therapy through the
intravenous application of 500 and 1000 mL of the gas mixture, every three days,
during 24 days. Four groups were conformed: MT500, MT1000, FT500 and FT1000,
which comprised males (M) and females (F) receiving 500 and 1000 mL of ozone,
respectively. The different ozone effects over the hematological and blood
biochemistry parameters were at first studied during the resting period (1, 6 and 24
hours after each ozone application) and for heart and respiratory rates this immediate
evaluation was during the recovery period (until 20 minutes after each ozone
application). Furthermore, the parameters were assessed during the experimental time.
The results revealed that only the platelets count and glucose and gamma
glutamyltransferase concentrations, revealed a linear pattern in response to ozone
therapy during the resting period. The former was increased (platelets) and the others
diminished (glucose and gamma glutamyltransferase). Positive tendencies were
observed after ozone therapy through the hematocrit and erythrocytes values increase,
the later count was greater within the mares. Also an augment was registered on
neutrophils count even though in a later phase. Furthermore, a transient augment in

bands count, platelets and a hypoglycemic effect within each experimental group was
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seen. Only gamma glutamyltransferase showed an evident initial increase with a later
decrease in each group. According to sex, the results revealed that this was a relevant
factor on the erythrocytes blood count (p<0.05) in response to ozone therapy, where
the females showed higher mean values of this parameter, independently of the
administered dose. Finally, related to the heart rate (HR) and respiratory frequency
(RF), the results revealed an increase in HR (p>0.05) and RF (p<0.05) in all horses
exposed to ozone, independent on sex, dose or the interaction between these factors.
After the recovery period (until 20 minutes after ozone therapy), the HR and RR mean
values decreased, fact that could imply preconditioning on the horses
cardiorespiratory performance. Adverse effects induced by ozone were not observed

in the animals through the intravenous application during the experimental period.
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CAPITULO I
CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUGCAO GERAL

Desde os mais remotos tempos, t€ém-se buscado formas alternativas de
tratamento com terapias economicamente viaveis e eficientes. Entre estas formas
relata-se a ozonoterapia, que ¢ uma forma de tratamento que utiliza uma mistura de
oxigénio-ozonio (0O,-03), mediante a passagem de oxigé€nio puro por uma descarga
elétrica de alta voltagem e alta freqiiéncia. Este tratamento ¢ realizado por um
equipamento de eletromedicina, que produz um gis com distintas concentragdes de
0z0nio.

ApOs penetrar no organismo, o ozonio ¢ capaz de melhorar a oxigenagao e,
conseqlientemente, o metabolismo, o que contribui para a eliminagdo de produtos
toxicos gerados pelo catabolismo celular e para a regulacdo dos mecanismos de defesa
imunoldgica, inclusive com efeito imunomodulador (Recio del Pino et al., 1999).

O poder oxigenante do ozdénio ¢ superior ao do oxigénio, uma vez que
estimula diferentes sistemas enzimaticos protetores do organismo (Diaz ef al., 2001).
Mais especificamente no sangue, melhora a circulacdo sangiliinea através dos
capilares, mediante discreto aumento da pressdo arterial, assim como das propriedades
reologicas do sangue, aumentando a capacidade de distribuicdo e absor¢do do
oxigénio nos eritrocitos (Pérez ef al., 2003). Como resultado, ocorre uma notavel
melhora na microcirculagdo e, conseqiientemente, do oxigénio para os tecidos,
intensificando a regeneracdo (Hernandez & Gonzalez, 2001) e cicatrizacdo tecidual
(Recio del Pino et al., 1999). Adicionalmente, possui agdo bactericida, fungicida e
viricida (Guerra et al., 1999); reduz a agregacdo plaquetéria, além de atuar como
antialgico, antiinflamatério e estimulante do sistema reticuloendotelial (Herndndez &
Gonzalez, 2001).

O presente estudo visou a verificacdo de mudangas (positivas ou negativas) em
parametros sob avaliagdo, mediante a aplicacdo do ozonio (0O,-O;) em equinos
clinicamente sadios, com a finalidade de se obter uma maior inser¢do da ozonioterapia

em protocolos da pratica veterinaria.



REVISAO DE LITERATURA GERAL

O ozo6nio, que em grego significa “cheiroso”, foi descoberto em 1840 por
Christian Frederick Schonbein, ao submeter o oxigénio a uma descarga elétrica
(Hernandez & Gonzalez, 2001). Porém, o primeiro relato da sua utilizagdo em
medicina humana ocorreu durante a primeira guerra mundial, quando o Dr. Albert
Wolf utilizou o gés no tratamento topico para desinfeccdo de feridas e na
potabilizacdo da agua.

O ozdnio, composto por trés atomos de oxigénio, tende a se degradar
rapidamente devido ao seu forte poder oxidativo (Recio del Pino et al., 1999), ndo
resultando em residuos téxicos, jd& que ao entrar no organismo, se converte
instantaneamente em oxigénio (Gonzélez et al., 1999). Sendo assim, a ozonioterapia
atua melhorando os parametros reologicos e a circulagdo sangiiinea, por aumentar a
elasticidade da hemacia, favorecendo a chegada do oxigénio nos tecidos (Pérez et al.,
2003). Ao reagir com acidos graxos insaturados da membrana, o 0zdnio origina
perdxidos hidrofilos que estimulam a formag¢do de compostos desoxigenantes, que
agem sobre a oxihemoglobina, para liberar o oxigénio, aumentando assim a
distribui¢@o deste nos tecidos (Hernandez & Gonzélez, 2001).

A melhora na perfusdo dos tecidos danificados permite a chegada de
componentes humorais, o que auxilia no controle da inflama¢dao. O o0z6nio tem
afinidades com o grupo sulfidrila, que ¢ caracteristico dos aminodcidos essenciais
como a cisteina e a metionina, o que lhe permite intervir no metabolismo das
proteinas (Pérez et al., 2003), contribuindo assim para a produgdo de citocinas, sintese
de anticorpos e ativagao dos linfocitos T, o que melhora significativamente a
oxigenagdo e o metabolismo celular por meio da vasodilatagdo (Clive et al., 2004).
Também aumenta a resposta enzimatica antioxidativa (Guerra et al., 1999; Clive et
al., 2004), o que lhe confere um papel imunorregulador.

O ozdnio também age sobre o mecanismo hemostatico, por meio da inibi¢ao
no aumento de célcio plasmatico induzido pelo coldgeno e trombina, o que pode
resultar na inibicdo da agregacdo plaquetdria (Diaz et al., 2001). Atua diminuindo a
viscosidade do sangue e do plasma, por reducdo das macromoléculas plasmaticas e da
capacidade de formacao de coagulo, o que pode ser constatado pelo aumento no
tempo de trombina (TT), fator von Willebrand (vWF) e do plasminogénio (t-PA),

assim como pela diminui¢do do fibrinogénio (Zee & De Monte, 2001).



Adicionalmente, aumenta a fluidez da membrana do eritrécito e diminui a capacidade
de aglutinagdo dos glébulos vermelhos e, no interior dessas células, acelera a glicolise
(Bulies, 1996).

Segundo Bulies (1996), o 0z6nio também age nos mecanismos de oxi-redugao
(NADH-NADPH), ativando a via da pentose/fosfato (via alternativa do ciclo de Krebs
para a glicolise), o que incrementa a transformacao da glicose.

Esse gas, que tem alto poder oxidante de forma seletiva, age sobre a camada
fosfolipidica da membrana dos eritrocitos desenvolvendo uma cadeia de reagdes dose-
dependente, que pode ser benéfica ou deletéria ao organismo (Giunta et al., 2001).

Quando em contato com o sangue, provoca a formagao de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Com a formagao dos ROS e radicais livres, o sistema antioxidante
enddgeno ¢ ativado. Se a formagdo da espécie reativa supera o sistema de defesa, o
organismo comega a sofrer o estresse oxidativo, com a degradacdo subseqiliente de
lipideos, proteinas e DNA, com conseqiiente dano celular. Entretanto, em
concentracdes adequadas, o 0zonio promove o processo oxidativo celular, mas de
forma benéfica, ja que também ativa o sistema antioxidante endégeno. Parte do gés ¢é
inibida por este mesmo sistema de defesa e o restante reage com acidos graxos
poliinsaturados, gerando perdxido de hidrogénio (molécula ndo ionizada) e produtos
de oxidacao lipidica (Tylicki et al., 2003).

O aumento de peroxido de hidrogénio gera um processo celular toxico que ¢
transferido ao ambiente intraplasmatico, onde entdo ¢ neutralizado pela glutationa
reduzida (GSH), que faz parte do sistema endogeno ndo-enzimatico de defesa contra o
estresse oxidativo. Esta decresce durante a ozonioterapia, devido ao consumo celular
aumentado durante o tratamento (Tylicki ez al., 2003).

No metabolismo celular normal, constantemente se produz energia (adenosina
trifosfato -ATP), sendo o oxigénio um elemento importante para esta produ¢do. Em
casos de isquemia, este processo ¢ interrompido, € o ATP ¢ degradado em adenosina
monofosfato (AMP) e adenosina. Esta ultima, extracelularmente, ¢ metabolizada em
inosina e hipoxantina. Quando a oxigenacdo ¢ adequada, a hipoxantina ¢ degradada
em acido Urico pela xantina-desidrogenase (XD). Em casos de hipoxia, a XD ¢
convertida em xantina-oxidase (XO), tendo como resultado um acimulo de
hipoxantina. Subseqlientemente, na reperfusdo, a XO interfere na conversdo da
hipoxantina em radicais superoxidos que reagem com as membranas celulares,

ocasionando lesdo (Abreu, 2003).



A via xantina/xantina oxidase tem efeitos deletérios no organismo, gerando
espécies reativas de oxigénio em animais com quadro de isquemia. O tratamento
prévio com a ozonioterapia tem mostrado uma diminui¢do significativa no acimulo
de xantina e, portanto, na producdo de espécies reativas de oxigénio, o que afirma o
seu efeito antioxidante. Adicionalmente, estudos realizados em humanos e na espécie
eqiina tém demonstrado reducdo na concentracdo das transaminases aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e do lactato (Scrollavezza et
al., 1997; Zee & De Monte, 2001).

Pela sua alta capacidade de interagdo com os acidos graxos insaturados na
membrana fosfolipidica (ozondlise), que leva a formagdo de peroxidos hidrofilicos,
ocorre a detoxificagdo de sustancias, como por exemplo, os radicais livres (Tylicki et
al. 2003). Além disso, devido ao fato de que processos enzimdticos nio inativam o
0zonio, tem-se reconhecido o seu poder bactericida, viricida e fungicida (Pérez et al.,
2003). Os efeitos bactericidas ocorrem pela interrupcdo da integridade dos
fosfolipidios e lipoproteinas da membrana citoplasmatica e da parede celular das
bactérias (Bulies, 1996; Clive et al., 2004), sendo que as Gram negativas sao as mais
sensiveis ao ozonio, mediante a peroxidagdo desses componentes de membrana. Seu
efeito viricida € por causar danos na regido do capsideo, ja que este é estruturado por
fosfolipidios e glicoproteinas, mas a sensibilidade do virus ¢ muito varidvel. O
mecanismo fungicida ainda nao ¢ muito bem compreendido; entretanto ja foi
demonstrado o poder inibitdorio do ozdnio sobre estes agentes (Herndndez &
Gonzalez, 2001).

A vida média do ozbénio é de 40 minutos a 25°C. Apods este tempo, se
decompde em oxigénio, dependendo da temperatura ambiental. Sendo assim, produtos
ozonizados devem ser produzidos imediatamente antes da sua utilizagao (Bulies et al.,
1997). Em medicina humana, utilizam-se concentragdes de ozonio-oxigénio entre 1 e
100 pg mL-' (Hernandez & Gonzilez, 2001). Em veterinaria, utilizam-se as
concentracdes de 6, 30 e 50 pg mL-' (Scrollavezza et. al., 1997; Ogata & Nagahata,
2000; Alves et. al., 2004).

Na medicina humana, a ozonioterapia vem sendo utilizada em distintos tipos
de tumores; em afecc¢des inflamatorias (conjuntivite, estomatite, hepatite, pancreatite,
cistite, glomerulonefrite, endometrite, epididimite, orquite, osteomielite, tendinite,
espondilite anquilosante, septicemia); em feridas, eczemas, ulceras, gangrenas e

psoriase; anemias; processos isquémicos e arteriosclerose; glaucoma, diabetes; asma;
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tétano; hérnia de disco lombar, mialgia, neuropatias e osteoartrite. Também tem sido
utilizada nos casos de amebiase, giardiase, babesiose, bartonelose, brucelose, doenga
de chagas, erlichiose, coronavirose, leishmaniose, listeriose, salmonelose,
toxoplasmose e, inclusive, na intoxicacao alimentar (Al-Dalien ef al., 1999; Recio Del
Pino et al., 1999; Espinosa et al., 2000; Piloto & Urrutia, 2000) e no choque séptico
(Zamora et al., 2001). A via de administragdo nesta espécie pode ser a intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intra-articular, assim como por insuflagdo vaginal e retal.
Também pode ser realizada a autohemotransfusdo (extracdo e ozonizagdo de sangue,
que posteriormente ¢ administrado ao paciente) e o tratamento tdpico (com gas ou
6leo ozonificado) (Guerra et al., 1999; Hernandez & Gonzalez, 2001).

Na medicina veterinaria, ainda sao poucos os relatos de afeccdes tratadas pela
ozonioterapia. Em suinos, aves e coelhos tém-se utilizado a aplicacdo topica de 6leo
ozonizado para acelerar a cicatrizagdo, com uma ou duas aplica¢des por dia, durante
uma semana (Camps et al., 2003; Navil et al., 2004). Em vacas leiteiras com mastite
clinica aguda, a terapia tem sido utilizada por via intra-mamaria, por um periodo de
trés semanas, sendo um tratamento a cada dois dias na primeira semana e,
posteriormente, um Unico tratamento semanal (Ogata & Nagahata, 2000). Em
eqiiinos, ha relatos da sua aplicacdo em afecgdes locomotoras (sinovite da bursa do
o0sso navicular; osteoartrite da articulagdo interfalangiana distal; tenopatia no local de
insercao do tendao do musculo flexor digital profundo) (Pastoriza, 2002), tratamento
de processos isquémicos (Alves et al., 2004) e na diminui¢do dos efeitos negativos do
metabolismo aerobico/anaerébico, em condigdes de maximo esforgo em animais de
corrida (Scrollavezza et al., 1997), sendo neste ultimo, utilizado um protocolo de
aplicagdo a cada trés dias. Segundo Alves et al. (2004), a utilizagdo do 0zonio ¢ uma
possivel alternativa no tratamento de eqiiinos acometidos por abdome agudo, ja que as
propriedades bioquimicas do 0zénio induzem a modulagdo de enzimas antioxidantes,
o que leva a um efeito conservador do trato gastrointestinal.

A ozonoterapia ¢ reconhecida e aplicada em Cuba, varios paises da Europa e
Asia. Alguns estados norteamericanos estdo legalizando a sua utilizagdo como terapia
alternativa (Scrollavezza et al., 1997; Ogata & Nagahata, 2000; Hernandez &
Gonzalez, 2001; Di Paolo et al., 2004). No Brasil, o tratamento com 0z6nio medicinal
vem sendo realizado desde 1975, apos a sua introdugdo pelo médico paulista Heinz
Konrad. Desde o ano de 1995, a Dra. Claudia Catelani Cardoso (UNIFENAS-MG)

vem utilizando a ozonioterapia na area clinica, com pesquisas avaliando as atividades



antiinflamatdrias e cicatrizantes do 6leo ozonizado (oleozon) e na prevencdo de
osteomielite. Também o Dr. Glauco de Souza Brito, do Departamento de Imunologia
Clinica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo vem estudando os
efeitos do gas desde 2003. Além disso, durante a I Conferéncia Internacional sobre o
uso médico e odontoldgico do 0zbnio, realizada em Santo André/SP (17 a 19/09/04),
se constituiu a Sociedade Brasileira do Ozonio.

Sao raros os efeitos colaterais registrados em humanos. Entretanto, o 0z6énio
pode ser irritante e toxico quando administrado por via respiratdria, podendo
ocasionar alteracdes na densidade do tecido pulmonar, irritacdo do epitélio traqueal e
bronquial, além de enfisema (Di Paolo et al., 2004), o que pode resultar em
dimunuicao da resisténcia a agentes infecciosos.

Os sinais de intoxicagdo descritos na espécie humana sdo os seguintes: tosse,
congestdo nasal, irritagdo das vias aéreas superiores, dor na regido peitoral,
dificuldade ou dor ao respirar, falta de ar, dor de cabega, fadiga, mudangas no campo
visual, epifora, diminui¢ao na freqiiéncia cardiaca e na pressdo arterial. Por outro
lado, todos esses efeitos dependem da dose e da exposi¢do prolongada ao ozdnio
(Gonzalez et al., 1999). Em bovinos pode ocorrer hipoglicemia transitoria'.

Apesar das propriedades terapéuticas do ozonio em diversos sistemas, ainda
sdo poucos os trabalhos cientificos em animais domésticos. Nesse sentido, é preciso
investigar melhor a ozonioterapia para que se possa implementar efetivamente a sua

utilizagdao na Medicina Veterinaria.

! Comunicagio pessoal. Dr. John Jairo Hincapié. Escuela Agricola Panamericana , Honduras. Tel. (504)-776-
6140, ext. 2216. E-mail: jhincapie@zamorano.edu




MATERIAL E METODOS

A parte experimental da pesquisa foi realizada entre os meses de janeiro e abril
de 2006, na Escuela Agricola Panamericana (EAP), no Vale de El Zamorano,

Honduras.

Os exames complementares foram realizados no Laboratério Molina e no
Centro de Diagnostico Médico Veterinario (DIMEVET) da Clinica de Veterinarios de
Eqtiinos (VETEQUI), na cidade de Tegucigalpa, Honduras.

Um estudo piloto foi realizado antes do experimento propriamente dito,
utilizando-se dois animais que ndo pertenceram ao grupo experimental, com a
finalidade de se verificar o comportamento dos parametros que foram posteriormente
avaliados nos animais durante a pesquisa.

A realizagio deste estudo foi aprovada pelo Conselho de FEtica do
Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,

Brasil.

Animais

Foram utilizados doze eqiiinos mestigos de Quarto de Milha com Puro Sangue
Andaluz ¢ de Quarto de Milha com Peruano, sendo seis machos e seis fémeas, com
idades compreendidas entre 4 e 20 anos (média de 11 anos). Os critérios abaixo
relacionados foram utilizados para a sele¢do desses animais:

a. Se mostrar clinicamente sadio durante a realizagdo do exame fisico.

b. Apresentar parametros hematologicos e da bioquimica sangiiinea dentro dos valores
considerados como de referéncia para a espécie.

c. As fémeas ndo poderiam estar gestantes nem lactantes.

Ap6s a selecdo, os animais foram semi-confinados em baias abertas e anexas a
um pequeno piquete, sendo alimentados com feno de capim estrela (Cynodon
nlemfuensis) e ragdo (proteina: 15%, gordura minima: 3%, umidade maxima: 13%,
fibra maxima: 10% e cinzas maximas: 10%). A 4gua foi deixada ad libitum.

Todos os animais foram vermifugados 30 dias antes do inicio do experimento.

Durante a realizacdo da fase experimental, os animais foram levados dos
piquetes anexos para as baias de confinamento para receberem a aplicacao do ozonio.

As baias apesar de abertas possuiam telhado, de forma que, os animais ndo eram



expostos ao sol, reduzindo assim, a possibilidade de alteragdes que levassem ao
estresse térmico, além de modificacdes na freqiiéncia cardiaca e respiratdria e nos

parametros hematologicos e da bioquimica sangiiinea que seriam avaliados no estudo.

Sensibilizacdo dos animas a ozonioterapia

Para a sensibilizagcdo dos eqiiinos a ozonioterapia, foram colhidos 250 mL de
sangue da veia jugular, mediante a utilizagdo de bolsas de flebotomia, contendo o
anticoagulante citrato de sodio a 3,8%. Posteriormente, este sangue foi ozonizado com
250 mL de ozonio a uma concentragdo de 30 pg mL-', segundo a técnica utilizada por
Scrollavezza et al. (1997). O aparelho ozonizador utilizado foi da marca
Meditrénica®™, sendo conectado a um tanque portatil de oxigénio de 2000 Ib.
Imediatamente apds a ozonizacdo do sangue ex vivo, realizou-se a

autohemotransfusao.

Tratamento de manutencéo

Ap0s a sensibilizag¢do (tempo zero, Quadro 1), os animais foram submetidos a
dois tratamentos, sendo o T500, aquele em que seis eqiiinos, trés fémeas (F) e trés
machos (M), receberam por via intravenosa, uma dose crescente da mistura oxigénio-
ozonio, chegando a um volume total de 500 mL de gés. No segundo tratamento
(T1000), os outros seis animais (trés fémeas e trés machos) também receberam uma
dose crescente da mistura do gas, porém o volume maximo foi de 1000 mL (Quadro
1). Foi utilizado como veiculo para aplicagdo do gas, 250 mL de solugdo salina a
0,9%. As aplicagdes dos tratamentos foram realizadas a cada trés dias, perfazendo um
total de nove aplicagdes por tratamento. Desta maneira foram formados quatro grupos
de trabalho MT500, FT500, MT1000 e FT1000.

A dosagem final recebida pelos eqiiinos foi de 35 ¢ 70 pug kg no tratamento
de 500 e 1000 mL, respectivamente. A concentracdo da mistura de gas foi de 30 pg

mL™.

'Acupuntura de Equinos: Carretera 42 #7 A sur 92, Apto. 1203, Balsos de Oviedo, Medellin, Colombia



QUADRO 1 — Concentra¢des do ozonio utilizadas na sensibiliza¢do e periodos
de aplicacdes nos eqiiinos.

Sensibilizagdo Tratamento 500 mL ozénio (O3)
(AHT) (T500)
Tempo 0 3 6 9 12 15 18 | 21 | 24 | 27
(dias)
Ozobnio 250 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | O
(mL)
Sensibilizag¢do Tratamento 1000 mL ozénio (O;)
(AHT) (T1000)
Tempo 0 3 6 9 12 15 18 | 21 | 24 | 27
(dias)
Ozobnio 250 | 500 | 750 | 1000|1000 [ 1000 | 1000|1000 |1000| O
(mL)

AHT: autohemotransfusdo ozonizada.

Durante a fase experimental os animais continuaram recebendo agua ad
libitum, porém com restricdo alimentar, até que fosse efetuada a coleta de sangue
correspondente a uma hora (1h) apos a ozonioterapia, quando entdo recebiam somente
feno de capim estrela (Cynodon nlemfuensis). Este jejum alimentar teve como
principal finalidade evitar coleta de amostras com valores glicEémicos alterados pela
alimenta¢do. Adicionalmente, como a chegada do alimento ao c6lon ocorre em torno
de trés horas ap6s a sua ingestao (Stein, 2002), aliado ao fato de que o amido pode
aumentar o nivel glicémico num prazo de 2 a 3 horas, com retorno aos valores
normais em seis horas (Casalecchi, 2003), a ultima amostragem do dia foi realizada
seis horas apds o acesso ao feno, sem que fosse fornecido ragdo ao animal.

Houve acompanhamento dos eqiiinos por pelo menos dois médicos
veterinarios durante a fase de sensibilizacdo e manutencdo dos tratamentos, para que
se pudesse intervir prontamente caso o bem-estar do animal ndo estivesse sendo

mantido.

Parametros clinicos avaliados

Todos os animais foram submetidos a exame fisico diario, onde foram
avaliados os parametros freqiiéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm),
freqii€éncia respiratdria (respiragdes por minuto - rpm) € temperatura retal.

Além disso, como parte do exame clinico, foram avaliados o tempo de
preenchimento capilar (TPC) e a coloragdo das mucosas as mucosas € o tempo de

preenchimento capilar (TPC).



Esses parametros foram considerados normais de acordo com as classificagdes

descritas por Speirs (1999) para a espécie eqiiina.

Parametros laboratoriais avaliados

Amostras de sangue foram colhidas para realizagio de hemograma
(hematdcrito, hemoglobina, eritrocitos, leucocitos totais, segmentados, bastonetes,
linfécitos, mondcitos, basofilos, eosindfilos e contagem total de plaquetas) e de
plasma ou soro para a determinagdo dos valores dos pardmetros bioquimicos
(fibrinogénio, glicose, creatina quinase - CK e gama glutamiltransferase - GGT), que
se repetiu durante todo o experimento.

Os parametros foram analisados imediatamente antes e em trés tempos (1, 6 €
24 horas) apds administragdo do ozoénio, perfazendo um total de 36 amostras por
animal durante todo o periodo experimental. Adicionalmente, foi realizada uma
medigdo trés dias apos a ultima administragdo do ozoénio, perfazendo um total de 444

amostras.

Obtencdo das amostras

Amostras de sangue (5 mL) foram colhidas por pun¢do da veia jugular, em
tubos de vidro a vacuo, contendo o anticoagulante EDTA tripotassico, para realizagdo
de hemograma completo.

Para a determinacdo da concentragdo da glicose, creatina quinase e gama
glutamiltransferase, foram colhidos 10 mL de sangue em tubos de vidro a vacuo sem
anticoagulante, também por puncao da veia jugular. Essas amostras foram submetidas
a sedimentacdo em temperatura ambiente e, posteriormente, por centrifugacdo a 3.500
rpm durante 10 minutos, para a obteng@o do soro.

A concentragdo do fibrinogénio foi determinada mediante a colheita de 5 mL
de sangue em tubos de vidro a vacuo contendo o anticoagulante citrato de sodio
(3,8%). A amostra foi centrifugada por 10 a 15 minutos a 3.500 rpm, para a obtengado
do plasma, que foi transferido para tubos de polietileno.

As amostras de sangue, soro ¢ plasma foram mantidas sob refrigeracdo em
recipientes térmicos contendo gelo até posterior analise, que ndo excedeu de um total

de 10 horas.
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A primeira amostragem, efetuada antes das aplicagcdes do ozonio (0 h), durante
todo o periodo experimental (até o 27° dia), foi realizada as 7:00 horas, quando a

temperatura ambiente estava mais confortavel (entre 28-32 °C).

Técnicas utilizadas para a determinacao dos parametros laboratorias
Hemograma completo

A contagem do numero de heméacias (células x 10° uL-') e leucécitos totais
(células x 10° pL-"), assim como a mensuragio da hemoglobina (g dL-") e hematdcrito
(%) foi realizada mediante a utilizagdo do aparelho semi-automatico Cell Dyn 400" .

A contagem das plaquetas foi determinada nos esfregacos sanguineos
realizados, mediante visualizagio em microscopio da marca Olympus CX31%

A determinacdo do diferencial de células brancas também foi realizada

utilizandose microscopia de luz.

Fibrinogénio

Para a determinagdo do fibrinogénio (mg dL™) utilizou-se o aparelho
Humaclot Duo’, que é um coaguldmetro que realiza a mensuracdo desse pardmetro
mediante um sistema Optico, que detecta uma variagao repentina na densidade Optica,

quando um coagulo ¢ formado.

Glicose, Creatina quinase (CK) e Gama glutamiltansferase (GGT)

Para a analise da glicose (mg dL"), CK (U L") ¢ GGT (U L") foram
utilizados kits especificos para cada parametro. A leitura foi realizada sob o
fundamento de quimica seca, mediante fotometria de refletancia, utilizando o aparelho

da marca Reflotron®”,

'Rankin Biomedical Corporation: 14515 Mackey Road, Ste. 100 Holly, MI 48442, USA.

?International Medical Equipment: 170 Vallecitos De Oro, San Marcos, CA 92069, USA.

3Comercializadora de Productos para Laboratorios Ltda..: Santafé de Bogota, calle 106, No. 29-76, Colombia .
4Boehringer Mannheim Corporation: 9115 Hague Road, Indianapolis, IN 46256, USA.
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Analise estatistica

A estatistica abaixo descrita variou com o objetivo de cada capitulo.
Capitulo II: em cada grupo (MT500, MT1000, FT500 e FT1000), as caracteristicas
hematologicas (hematdcerito, hemoglobina, eritrdcitos, leucéceitos totais, segmentados,
bastonetes, linfécitos, mondcitos, basofilos, eosindfilos e plaquetas) e da bioquimica
sangiiinea (fibrinogénio, glicose, CK ¢ GGT) foram avaliadas ao longo do periodo de
aplicagdo (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 dias), assim como imediatamente antes (0
hora) e apds cada aplicacdo do 0zdnio (1, 6 e 24 horas).

O estudo compreendeu uma andlise de regressdo, para avaliar o
comportamento de todas as caracteristicas em fungdo do tempo de amostragem
(horas) em cada periodo de aplicacao (dias) e para cada combinagdo estudada, cujos

coeficientes foram testados pelo teste t a 5% de probabilidade.

Capitulo III: em cada grupo (MT500, MT1000, FT500 e FT1000), as caracteristicas
hematoldgicas (hematdcerito, hemoglobina, eritrécitos, leucocitos totais, segmentados,
bastonetes, linfécitos, mondcitos, basofilos, eosindfilos e plaquetas) e da bioquimica
sangiiinea (fibrinogénio, glicose, CK e GGT) foram avaliadas ao longo do periodo de
aplicacao (0, 3, 6,9, 12, 15, 18, 21 e 24 dias).

No dia 27, as caracteristicas também foram avaliadas para se verificar a
durabilidade dos resultados depois de realizado o ultimo periodo de aplicacdao do
0zOnio, porém sem que o mesmo fosse administrado aos animais.

Com o objetivo de monitorar o comportamento médio das caracteristicas ao
longo do periodo de aplicacdo, se construiram graficos de controle =~ de Shewhart,
para cada combinagdo, sendo a linha média (LM) constituida pela média amostral

geral e os limites de controle inferior (LIC) e superior (LSC), estimados para k=3.

Capitulo IV: foi realizado um esquema fatorial 2x2, relativo aos fatores aplicacdo de
ozonio com duas dosagens (T500=concentragio maxima de 500 mL, e
T1000=concentragdo méaxima de 1000 mL) e sexo (M: macho e F: fémea),
distribuidos segundo o desenho inteiramente casualizado com trés repeti¢des.

Em cada tratamento (MT500, MT1000, FT500 e FT1000), as caracteristicas
hematologicas (hematdcerito, hemoglobina, eritrdcitos, leucéceitos totais, segmentados,

bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinodfilos e plaquetas) e da bioquimica
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sangiiinea (glicose, CK, GGT e fibrinogénio) foram avaliadas ao longo do periodo de
aplicacao (0, 3, 6,9, 12, 15, 18, 21 e 24 dias).

Para a analise do fatorial 2x2 em cada periodo de aplicagdo, os resultados das
caracteristicas avaliadas foram constituidos pelas médias de todos os tempos de
amostragem. Para isso, foi realizado o teste F, com o objetivo de verificar os efeitos
principais dos dois fatores e da interag@o entre eles, até 5% de probabilidade, em cada
periodo de aplicagdo separadamente.

Os principais efeitos dos dois fatores foram definidos como a diferenca no
valor da resposta quando se passa da dossagem T500 para a T1000 ou do sexo F para
0o M. Assim, os efeitos positivos foram estimados quando os valores da dosagem
T1000 e do sexo M foram maiores que os da dosagem T500 e do sexo F,
respectivamente. Caso contrario, as estimativas dos efeitos seriam negativas.

No caso da interacdo, os efeitos positivos foram obtidos quando a média dos
tratamentos MT1000 e FT500 foram maiores que a média dos tratamentos MT500 e

FT1000. Caso contrario, os efeitos seriam negativos.

Capitulo V: em cada grupo (MT500, MT1000, FT500 e FT1000) estudado, os
parametros FC e FR foram avaliados ao longo do periodo de aplicagdo (0, 3, 6, 9, 12,
15, 18, 21 e 24 dias), assim como imediatamente antes (0 horas) e ap6s cada aplicagao
do o0zonio (10 e 20 minutos).

A primeira parte do estudo compreendeu uma andlise de regressdo, para
estudar a relacdo de dependéncia dos parametros estudados em fun¢do do tempo de
recuperagdo (T) em minutos, para cada periodo de aplicacao (dias) e tratamento, a 5%
de probabilidade pelo teste t.

O segundo estudo foi realizado com o objetivo de monitorar o comportamento
da FC e FR ao longo do periodo de aplicacao (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 dias),
assim foram construidos graficos de controle ~ de Shewhart, para cada tratamento,
sendo a linha média (LM) constituida pela média amostral e os limites de controle
inferior (LIC) e superior (LSC), estimados para k=3.

Na terceira parte do estudo foi realizado um esquema fatorial 2x2, relativo aos
fatores aplicacdo do ozonio com dois niveis (T500=concentracdo maxima de 500 mL,
e T1000=concentracio maxima de 1000 mL) e sexo (M: macho e F: fémea),
distribuidos segundo o desenho inteiramente casualizado com trés repeticdes. Todos

os grupos foram avaliados ao longo do periodo de aplicacdo (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21
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e 24 dias). Para isso, foi realizado o teste F, com o objetivo de verificar os principais
efeitos dos dois fatores e da interagdo entre eles, até 5% de probabilidade.

Para a andlise do fatorial 2x2 e para a construcao dos graficos de controle, em
cada periodo de aplicagdo, os resultados dos pardmetros avaliados foram constituidos

pelas médias de todos os tempos de amostragem.
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CAPITULO I
COMPORTAMENTO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS SANGUINEOS NO PERIODO DE REPOUSO DURANTE
APLICACAO DE 0ZONIO EM EQUINOS

RESUMO

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2006. Efeitos da ozonioterapia sobre parametros clinicos, hematoldgicos e da
bioquimica sanglinea em equinos. Orientadora: Maria Verdnica de Souza, Co-
Orientadores: John Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos
Benjamim.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, o comportamento dos pardmetros
hematologicos (hematocrito, hemoglobina, eritrocitos, leucocitos totais, segmentados,
bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinodfilos e plaquetas) e da bioquimica
sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina quinase e gama glutamiltransferase),
durante o tempo de repouso entre aplicacdes de ozonioterapia. Para isso, foram
utilizados 12 eqiiinos mestigos sadios, sendo 6 machos e 6 fémeas, com idades
compreendidas entre 4 e 20 anos. Os animais foram submetidos a ozonioterapia,
mediante administracao de 500 ou 1000 mL da mistura do gas, por via intravenosa, a
cada trés dias, por um periodo total de 24 dias. Os animais foram divididos em quatro
grupos: MT500, MT1000, FT500 e FT1000, sendo machos (M) que receberam 500
mL e 1000 mL e, fémeas (F) que receberam 500 e 1000 mL, respectivamente. Os
resultados demonstraram que os Unicos parametros que sofreram efeito linear durante
o periodo de repouso foram a contagem total de plaquetas e a concentragdo de glicose
e de gama glutamiltransferase, que revelaram concentragdo aumentada (plaquetas) ou
diminuida (glicose e gama glutamiltransferase).

Palavras-chave: cavalos, ozonioterapia, hematologia, bioquimica sangiiinea.
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ABSTRACT

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2006. Effects of ozone therapy on equine clinical, hematological and blood
biochemistry parameters. Adviser: Maria Verdnica de Souza, Co-Advisers: John
Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos Benjamim.

The purpose for this study was to assess, in vivo, the hematological
(hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, leukocytes, neutrophils, bands, lymphocytes,
monocytes, basophils, eosinophils and platelets) and biochemical parameters (glucose,
fibrinogen, creatine kinase and gamma glutamyltransferase) pattern, within the resting
period in between each ozone application. Twelve cross bred horses, 6 males and 6
females, between 4 and 20 years old were exposed to ozone therapy through the
intravenous application of 500 and 1000 mL of the gas mixture, every three days,
during 24 days. Four groups were conformed: MT500, MT1000, FT500 and FT1000,
which comprised males (M) and females (F) receiving 500 and 1000 mL of ozone,
respectively. Only the platelets count and glucose and gamma glutamyltransferase
concentrations, revealed a linear pattern in response to ozone therapy during the
resting period. The former was increased and the others diminished.

Key-words: horses, ozone therapy, hematology, blood biochemistry.
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INTRODUCAO

Na procura de métodos menos invasivos, mais baratos, porém eficazes e
menos nocivos a saude, ¢ cada vez mais evidente o interesse por protocolos
medicamentosos alternativos ou complementares aos tratamentos convencionais.

A ozonioterapia ¢ considerada uma forma de medicina alternativa por ainda
ndo estar completamente elucidado o seu mecanismo de agcdo no organismo. No
entanto, varios desses mecanismos j& constituem linhas de pesquisa e protocolos de
tratamento na medicina humana, estando ainda poucos explorados na medicina
veterinaria.

As pesquisas realizadas ja demonstram como o ozonio € eficaz no tratamento
de algumas afec¢des, sendo descritos alguns dos efeitos biologicos que este
desencadeia no organismo humano e animal, embora a maioria da literatura cientifica
tenha sido desenvolvida sob ambiente in vitro (Bocci 1994a).

Estes efeitos bioldgicos conferem ao 0zdénio propriedades terap€uticas que
possibilitam sua utilizacdo na drea médica, com baixas porcentagens de risco ou de
efeitos secundérios ao ser aplicado pela via de administracdo adequada (Barroetabefia
et al., 2002; Escarpanter, 2005).

As interpretagdes na hematologia e da bioquimica sangiiinea resultam
complicadas por terem marcadas diferencas segundo a raca, atividade,
condicionamento, idade e sexo do animal sob avaliagdo (Lumsden et al., 1980,
Ribeiro et al., 2004, Santos, 2006).

Com o intuito de promover a pesquisa ¢ aplicagdo da ozonioterapia em
medicina veterinaria, o objetivo deste estudo foi observar o comportamento imediato
(até 24 horas) entre aplicacdes da mistura do gas, dos pardmetros hematoldgicos
(hematdcrito, hemoglobina, eritrocitos, leucocitos totais, segmentados, bastonetes,
linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinofilos e plaquetas) e da bioquimica sangiiinea
(glicose, fibrinogénio, creatina quinase ¢ gama glutamiltransferase), com a finalidade
de verificar o efeito sobre os pardmetros acima mencionados durante o tempo de
repouso e, se possivel, detectar qual o melhor momento para realizar eficientemente a

amostragem.
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REVISAO DE LITERATURA

Sanchez et al. (1998), constataram, ao aplicar azeite ozonizado em curativos
de feridas de pele em ratos, acdo estimuladora do processo de fibroplasia. Matsumoto
et al. (2001), utilizaram por via topica azeite de oliva ozonizado, com éxito na
regressdo de feridas cronicas e fistulas pods-cirirgicas em pacientes humanos. Ja
Camps et al. (2003), demonstraram a eficiente cicatrizagao de feridas apods castragao
de suinos da raca Yorkshire, com aplicacdes topicas diarias de 6leo ozonificado por
cinco dias.

No estudo da influéncia do ozonio sobre o processo de cicatrizacdo em
camundongos, Sanchez et al. (1998), consideraram periodos maiores de avaliacao: 24
horas, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28 e 32 dias depois de realizados tratamentos didrios com
6leo de girassol e 0zdnio por sete dias consecutivos. Neste caso as avaliagdes foram
realizadas pela observagao de alteragdes macroscopicas e microscopicas.

Verrazo et al. (1995) ao estudar parametros hemorreologicos (deformabilidade
de eritrocitos, porcentagem do hematdcrito e concentracdo do fibrinogénio) em
pacientes humanos com doenga arterial vaso-oclusiva, realizaram amostragens em trés
tempos, 30 minutos antes, 15 minutos ¢ 24 horas ap6s o primeiro e ultimo tratamento
com ozonioterapia ou terapia hiperbarica. Estes autores conseguiram detectar
alteragdes significativas no aumento da filtrabilidade dos eritrocitos e, com isto,
diminui¢do da viscosidade do sangue depois de transcorridos 15 minutos (p<0,001) do
primeiro tratamento e 24 horas ap6s o ultimo (p<0,05). O fibrinogénio diminuiu
significativamente (p<0,05), entretanto, os autores concluiram que estes resultados
foram transitorios por ndo se repetirem depois de transcorridas 24 horas.

Ohtsuka et al. (2006) ao avaliarem a ativagcdo imune, in vivo, em vacas sadias
e sob alguma alteracdo inflamatoria, apds a administragdo de o0z6nio via
autohemotransfusdo, realizaram amostragens antes da AHT eno 1, 2, 3,4, 5,7 ¢ 14
dias depois da mesma. Ainda que ndo imediatas, as amostragens sangiiineas
realizadas, conseguiram determinar alteracdes significativas na contagem dos
linfécitos e monocitos no terceiro e quarto dia, respectivamente.

Quando avaliados fatores ativadores de plaquetas em porquinhos da india
(Cavia porcellus), Wright et al. (1994) realizaram amostragens imediatamente apos

exposicao in vitro das plaquetas ao 0z6nio, dentro do minuto seguinte a exposi¢ao ao
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gas, conseguindo observar alteragdes na concentragdo do fator ativador de plaquetas
(PAF) que pode alterar a contagem desse parametro.

Como pode ser observado, tempos diferentes t€ém sido considerados em varios
estudos realizados com 0z6nio; porém, nenhum sustenta o porqué do determinado
protocolo nem mesmo discute qual o protocolo ideal para a amostragem dos

parametros avaliados.

22



RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhum momento do periodo experimental, os animais demonstraram
incomodo ou alteragdo do comportamento devido a ozonioterapia ou imediatamente
apoOs a mesma, assim como apos as atividades didrias.

Entretanto, um dos animais apresentou um ferimento acidental, que ocorreu na
época da oitava aplicagdo.

Durante avaliagdo clinica didria, os eqiiinos ndo apresentaram sinais de
alteragdo, encontrando-se todos com paradmetros clinicos dentro dos considerados
como de referéncia para a espécie eqiliina. Os valores médios de temperatura corporal,
freqiiéncia cardiaca e respiratoria foram de 37,01 °C, 34 bpm e de 24 rpm,
respectivamente. As mucosas se mantiveram de cor rosiacea e, umidas e a tempo de
preenchimento capilar inferior a dois segundos, tal como descrito por Speirs (1999),
para a espécie eqiiina.

Um discreto aumento da freqiiéncia cardiaca e/ou respiratoria poderia ser
observado, ja que o estresse pode elevar estes pardmetros (Fernandes, 1997).

Durante a aplicacdo do ozdnio, foi possivel escutar, sem a utilizacdo de
estetoscopio, os movimentos intestinais dos animais, particularmente 5 minutos apos
o inicio da aplicacdo da mistura do gas. Além disso, todos os animais defecavam ao
redor de meia hora apds a aplicagdo do ozonio, o que pode sugerir estimulo ou acao
do 0zdnio sobre os mecanismos do trato gastrointestinal. Pérez et al. (2003) avaliaram
pacientes humanos com a sindrome de ma absorc¢do intestinal causada por Giardia
lamblia, no entanto os autores ndo mencionaram achados semelhantes ao nosso.

Alves et al. (2004), estudaram o processo de isquemia e reperfusdo no jejuno
de eqiiinos, demonstrando o efeito de protecdo tecidual do ozonio sobre lesdes de
reperfusdo no trato gastrointestinal ainda que a via de administragdo tenha sido a
intravenosa.

O termo, tempo de repouso, utilizado neste estudo considera o periodo antes e
mais proximo apds cada aplicagdo de ozonio (0, 1, 6 e 24 horas), quando foram
realizadas as coletas de sangue, sem que houvesse uma nova administracdo da mistura
do gas.

De maneira geral, como demonstrado nas Tabelas de 1 a 5, os pardmetros
hematologicos avaliados (hematdcrito, hemoglobina, eritrocitos, leucdcitos,

segmentados, bastonetes, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos), ndo
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determinaram (p>0,05) um comportamento caracteristico influenciado pela
ozonioterapia em fun¢do do tempo de repouso (0, 1, 6 e 24 horas) durante as nove
aplicagdes da mistura do gas; com exceg¢do de alguns parametros, que revelaram
alguma resposta (p<0,05) a terapia neste periodo de repouso, porém nao em todos os
periodos de aplicagdo. Desta maneira, estes achados indicam que até 24 horas apds
aplica¢dao da mistura do gas ndo houve variagdes (p>0,05) nos valores dos parametros
avaliados, o que reflete a semelhanca entre os valores médios ou que o
comportamento dos mesmos nao demarcou um padrao linear.

Os valores do hematdcrito (%) como apresentados na Tabela 1 refletem um
comportamento constante sem variagdes no tempo de repouso, indicando que os
valores médios para cada combinacao estudada, foram similares (p>0,05) em cada
periodo de aplicacdo, concordando com os relatos de Bocci (2004), que ndo encontrou
alteracdes na concentragdo do hematocrito em diferentes trabalhos com humanos
utilizando a autohemotransfusdo ozonizada.

Os valores da concentracdo da hemoglobina (Tabela 1), também foram
similares (p>0,05), no entanto as fémeas mostraram em dois periodos de aplicagdo um
efeito positivo (p<0,05) da ozonioterapia no periodo de repouso. Quando tratadas com
500 mL apdés o segundo periodo de aplicagdo, o efeito foi de incremento na
concentracio de hemoglobina de aproximadamente 0,141 g dL'/hora, durante o
periodo de repouso e; quando tratadas com 1000 mL apds o terceiro periodo de
aplicagdo o efeito positivo foi de aproximadamente 0,572 g dL"'/hora. Embora estes
discretos aumentos ndo sejam consistentes, poderiam estar relacionados com a reagao
imediata do 0zonio sobre células endoteliais, que segundo Bocci & Aldinucci (2004) e
Lopez (2005), leva a liberagdao do 6xido nitrico para interagir com a hemoglobina,
resultando em S-nitrosohemoglobina, encarregada das reagdes a distancia, com
relacdo ao transporte desta substancia a outros sitios, modulando assim, através da
vasodilatagdo, o efeito sobre a microcirculagdo e a oxigenagao tissular.

Os valores médios na concentragdo de eritrocitos (Tabela 1) resultaram
similares (p>0,05) durante o periodo de repouso quando os animais receberam 500
mL da mistura de ozonio; a diferenca de quando receberam 1000 mL, quando foi
observado o efeito da ozonioterapia neste periodo mencionado. Para os machos, o
comportamento resultou negativo (p<0,05) diminuindo aproximadamente 0,037
eritrocitos x10° pL"/hora e; nas fémeas, o efeito apés a terceira e quarta aplicagdo, foi

de aumento (p<0,05) de 0,087 e 0,033 eritrdcitos x10° uL'l/hora, respectivamente.
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Uma possivel diminui¢do pode indicar uma baixa porcentagem de hemolise

(Bocci, 2004), em resposta ao estresse oxidativo na membrana celular dos eritrdcitos

(Sentiirk et al., 2001), porém ndo de maneira intensa, uma vez que este ¢ um efeito

transitorio e seletivo (Verrazo et al., 1995; Zimran et al., 1999), nao resultando em

risco a saude do animal exposto ao 0zdnio.

TABELA 1 - Estimativas dos parametros de hematdcrito (%), hemoglobina (g dL™h,
eritrocitos (x10° uL ™) e leucocitos (x10° uL™") em fungdo do tempo de
repouso (H) para cada combinagdo (tratamento x sexo) e periodo de

aplicagdo.
Pardmetro Combinagado Periodo de Equacdo de Regressdo R’
Tratamento x Aplicagao
Sexo
Hematocrito MTS500 1-9 Y =38,22 -
FT500 1-9 Y = 40,46 -
MT1000 1-9 Y = 40,63 -
FT1000 1-9 Y =41,44 -
Hemoglobina MTS500 1-9 Y =926 -
FT500 1;3-9 Y =10,48 -
2 ¥ =10,5024+0,140554*H  0.89
MT1000 1-9 Y =10,12 -
FT1000 1-2; 4-9 Y =10,45 -
3 ¥=10,2068+0,571876*H  0-80
Eritrocitos MT500 1-9 Y =17,80
FT500 1-9 Y =936
MT1000 1-7; 9 Y =17,90 -
8 ¥=8,71705-0,0378985*H  0.80
FT1000 1-2; 5-9 Y =8,87 -
3 Y =8,58148+0,0872826*H  0:94
4 F=9,12284+0,03296675H 4
Leucdcitos MT500 1-9 Y =17,55 -
FT500 1-9 Y=9,14 -
MT1000 1-9 Y =8,48 -
FT1000 1-9 Y =8,14 -

H = tempo de repouso em horas. * Significativo pelo teste t (p<0,05). MT500: machos tratados com
500 mL, MT1000: machos tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000:

fémeas tratadas com 1000 mL.
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No tempo de repouso ndo houve diferenga (p>0,05) entre os valores médios na
contagem de leucoécitos totais, como apresentado na Tabela 1. Na realidade, esta
auséncia de efeito estd presente durante todo o periodo experimental, concordando
com os achados de Terasaki et al. (2001) e Ohtsuka et al. (2006) na espécie bovina.

O comportamento dos segmentados no periodo de repouso resultou constante,
refletindo médias similares no periodo de repouso. Com relagdo aos bastonetes, foram
observadas algumas respostas a ozonioterapia durante o tempo de repouso (Tabela 2).
Os valores médios na concentragdo de bastonetes nos machos tratados com a menor
dose (500 mL) foram similares (p>0,05) dentro dessas horas de estudo; ja as fémeas
que receberam esta mesma dosagem, apds a quinta e sexta aplicacdo apresentaram
aumento de 0,006 ¢ 0,002 bastonetes x10° uL'l/hora, respectivamente. Similarmente,
quando a dose foi elevada a 1000 mL, o comportamento linear positivo (p<0,05) nos
machos foi na razio de 0,021 bastonetes x10° uL'/hora apés a sexta aplicagio e, nas
fémeas, o comportamento (p<0,05) foi de aumento (0,002 x10°> pL"'/hora) e diminui¢io
(0,001 x10° uL"'/hora) apés a primeira e quinta aplicacio, respectivamente.

Estes achados durante o tempo de repouso foram considerados como isolados
e ndo relevantes pelo fato de terem ocorrido em apenas um ou dois periodos de
aplicacdo, além de mostrarem padrdes de aumento e diminui¢do, o que ndo sugere um
comportamento uniforme durante o tempo de repouso. Ainda assim, o aumento na
contagem destas células pode estar associado a um possivel efeito direto sobre a
medula 0ssea, tal como mencionado por Margalit et al. (2001), ao liberar estas células
de rara ocorréncia na circulagdo periférica dos animais.

Ao avaliar a concentracdo de linfocitos no tempo de repouso (Tabela 2)
somente observou-se um comportamento decorrente da aplicacdo da ozonioterapia,
apos a segunda e quarta aplicagio, com uma diminuigio (0,188 x10°uL'/hora) e
aumento (0,070 x10° pL"/hora) de linfocitos, respectivamente quando administrados
500 mL nas fémeas. Quando aplicados 1000 mL nos machos a resposta positiva
(p<0,05) foi na razdo de 0,017 linfocitos x10° pL'/hora no oitavo periodo.

Para os monocitos (Tabela 3), a resposta a ozonioterapia nos machos que
receberam 500 mL, apds o sexto e oitavo periodos de aplicagdo (p<0,05) mostrou
aumento nestas células na razdo de 0,003 e 0,006 mondcitos x10° uL'l/hora
respectivamente. Nas fémeas submetidas a mesma dosagem da mistura do gas
observou-se que apds a sexta aplica¢do (p<0,05) a concentragdo aumentou em 0,019

mondcitos x10° uL/hora. E possivel que estas células respondam de forma mais tardia
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a exposi¢dao do 0zonio, como relatado por Zee & De Monte (2001) em humanos com
ulceras flebostaticas, com ocorréncia mais tardia no aparecimento destas células no

processo de reparagao tissular.

TABELA 2 - Estimativas dos parimetros de segmentados (x10° pL™), bastonetes
(x10° ],LL'I) e linfocitos (x10° uL'l) em fung¢do do tempo de repouso (H)
para cada combinagdo tratamento x sexo e periodo de aplicagdo.

Pardametro  Combinacdo  Periodo Equacdo de Regressdo R’
Tratamento x de
Sexo Aplicac¢do
Segmentados MT500 1-9 Y =438 -
FT500 1-9 Y =384 -
MT1000 1-9 Y =496 -
FT1000 1-9 Y =432 -
Bastonetes MT500 1-9 Y =0,04 -
FT500 1-4; 7-9 Y =0,05 -
S ¥ =0,0213186+0,00605567*H  0-89
6 Y =0,0127257+0,00211066*H 0.85
MT1000 1-5;7-9 Y =0,05 -
6 ¥=-0,0137769+0,0210572*H 0,90
FT1000 2-4; 6-9 Y =0,06 -
1 ¥ =-0,00503734+0,00249944*H  0-94
> Y =0,03337776-0,00134764*H 0,81
Linfécitos MTS500 1-9 Y =263 -
FT500 1;3;5-9 Y =444 -
2 ¥ = 599115-0,187955 *H 092
4 Y = 3,80844+0,0699546 *H 0.83
MT1000 1-7; 9 Y =2,83 -
8 ¥ = 2,08309+0,0171071 *H .99
FT1000 1-9 Y =268 -

H = tempo de repouso em horas. * Significativo pelo teste t (p<0,05). MT500: machos tratados com
500 mL, MT1000: machos tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000:
fémeas tratadas com 1000 mL.

O comportamento dos valores médios na concentracao de eosinofilos (Tabela
3) durante o periodo de repouso foi similar (p>0,05), sendo apenas observado um
aumento (p<0,05) de 0,006 eosinéfilos x10° pL'/hora nos machos que receberam 500

mL da mistura do gés, depois de realizado o nono periodo de aplicacio.
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Quando a concentragdo de basofilos (Tabela 3) foi avaliada no periodo de
repouso, a resposta a ozonioterapia foi observada (p<0,05) nos machos e nas fémeas
com a menor dose apOs a sexta aplicagdo, no entanto de forma diferenciada, com
aumento destas células (0,001 x10° uL'l/hora) para os machos e diminui¢cao (0,002
x10° pL"/hora) para as fémeas. Quando as fémeas receberam 1000 mL da mistura do
gas, novamente houve (p<0,05) diminuicio (0,002 x10° pL'/hora) apds o sétimo
periodo de aplicagao.

Da mesma forma como ocorreu com a contagem diferencial de outras células
da linhagem branca, o comportamento da concentragdo de basofilos no tempo de

repouso, apresentou resposta a ozonioterapia; porém, de forma isolada.

TABELA 3 - Estimativas dos pardmetros de mondcitos (x10° uL™), eosinofilos (x10°
uL™") e basofilos (x10° uL™") em funcio do tempo de repouso (H) para
cada combinagdo tratamento x sexo e periodo de aplicagao.

Parametro  Combinag¢do  Periodo de Equacdo de Regressdo R’
Tratamento x  Aplicagdo
Sexo

Mondcitos MT500 1-5;7;9 Y=0,15 -
g ¥=0,182071+0,00331344*H 8@3

Y =0,231433+0,00558931*H ’

FT500 1-5; 7-9 Y=0,17 -
6 ¥=0,0918225+0,0191949*H 0,90

MT1000 1-9 Y =021 -

FT1000 1-9 Y=0,15 -

Eosinofilos MT500 1-8 Y =024 -
9 ¥=0,199253+0,00627923*H  0-82

FT500 1-9 Y =024 -

MT1000 1-9 Y =027 -

FT1000 1-9 Y =0,30 -

Basofilos MT500 1-5;7-9 Y=0,10 -
6 ¥=0,0356242+0,00139258*H 097

FT500 1-5; 7-9 Y =0,06 -
6 ¥ =0,0616924-0,00246568*H  0-92

MT1000 1-9 Y=0,11 -

FT1000 1-6; 8-9 Y =0,08 -
7 ¥=0,0506193-0,00214442+*H 0,99

H = tempo de repouso em horas. * Significativo pelo teste t (p<0,05). MT500: machos tratados com
500 mL, MT1000: machos tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000:
fémeas tratadas com 1000 mL.
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A contagem das plaquetas e a concentracdo da glicose nos eqiiinos expostos ao
ozOnio revelaram uma resposta a ozonioterapia com um comportamento linear

(p<0,05) durante o tempo de repouso (Tabela 4).

TABELA 4 - Estimativas dos parametros de plaquetas (por campo) e glicose (mg dL°
", em fun¢io do tempo de repouso (H) para cada combinagdo
(tratamento x sexo) e periodo de aplicagdo.

Pardametro Combinag¢do  Periodo de Equacdo de Regressdo R’
Tratamento x  Aplicagdo
Sexo
Plaquetas MT500 2;4-6;9 Y =993 -
1 ¥=7,20903+0,155824 ‘0 096
g If=13,4277—0,184216 H 8232
3 Y =7,49631+0,0972502°'H 92
Y =9,52895-0,0359937H
FT500 1-9 Y =10,12 -
MT1000 1-4; 6;9 Y =10,04 -
S ¥=6,99955+0,193606'H 098
g f=7,81958+o,120054:H 832
Y =8,30226+0,122289"H
FT1000 4; 6-9 Y =9,30 -
1 ¥ =7,07914+0,650570*H 096
g If= 11,8039-0,103734*H 8332
s Y=122166-0,135480*H (95
Y =9,455227+0,167449*H
Glicose MTS500 1-2; 4-6; 8 Y = 85,31 -
3 7=89,7125-0,511290'H 999
; If=76,5410+o,4o3309 H 822
Y =82,6550-0,299575 ‘H
FT500 1-3; 6-9 Y =91,20 -
4 ¥=93,4118-0,334854'H 092
> Y =90,3720-0,413593 "H 0,90
MT1000 1-6; 8-9 Y = 88,32 -
7 ¥ =83,0709+0,980103'H 092
FT1000 1-6; 9 Y =85,02 -
7 ¥=758185+127074 ‘H 095
8 0,86

Y =79.9106-0,278784 H

H = tempo de repouso em horas. * Significativo pelo teste t (p<0,05). MT500: machos tratados com
500 mL, MT1000: machos tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000:
fémeas tratadas com 1000 mL.
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O tnico grupo sob avaliagdo que apresentou os valores médios na contagem
de plaquetas similares (p>0,05), durante todo o periodo foram as fémeas quando
receberam 500 mL de ozdnio. Quando os machos receberam 500 mL da mistura do
gas, refletiram uma resposta a ozonioterapia durante o tempo de repouso apds a
primeira, terceira, sétima e oitava aplicacdo (Tabela 4), o que indica um
comportamento linear (p<0,05) para este pardmetro. Porém, a escolha do momento
mais adequado para a avaliacdo destes parametros de amostragem até as 24 horas
subseqiientes a ozonioterapia, dependerad do interesse clinico, ou seja, se o relevante
for determinar os valores maximos, o ideal seria realizar a amostragem imediatamente
depois de realizada a ozonioterapia. Por outro lado, cabe mencionar que estas
respostas observadas (aumento e diminui¢ao) na contagem de plaquetas, ndo definem
claramente o comportamento da caracteristica neste tempo de estudo, mas pode estar
indicando certa altera¢do na fluidez do sangue, ja mencionada na literatura cientifica
(Bocci, 1994a; Giunta et al., 2001), além da resposta plaquetaria no momento mais
proximo a administracdo da mistura do gas (Wright et al., 1994; Valacchi & Bocci,
1999; Diaz et al., 2001).

Na tentativa de elucidar o comportamento no tempo de repouso da
concentragdo da glicose, observou-se a resposta a ozonioterapia nos machos tratados
com 500 mL em trés periodos de aplicacdo, o que reflete um comportamento linear
(p<0,05) deste parametro no tempo referido. Como este ¢ um parametro que diminui
por efeito do ozonio (Al Dalien et al., 1999; Barroetabena et al., 2002) e até 24 horas
continuaria a diminuir, a amostragem para avaliacdo do mesmo esta indicada até as 24
horas, quando se deseja verificar o0 maximo efeito na diminui¢do da glicose e, com
isto poder prevenir um quadro de hipoglicemia transitéria decorrente da
ozonioterapia. J4 as fémeas tratadas com a mesma quantidade (500 mL) da mistura do
gas apresentaram resposta (p<0,05) a ozonioterapia durante o tempo de repouso, apos
a quarta e a quinta aplicagdo, com diminui¢do na concentragdo deste parametro 0,335
e 0,414 mg dL"/hora, respectivamente.

Quando os machos receberam 1000 mL de ozdnio, somente foi observada
resposta a terapia apos o sétimo periodo de aplicagdo, com aumento na concentracao
da glicose em 0,980 mg dL'/hora. J4 as fémeas que receberam esta mesma dosagem,
mostraram diferentes (p<0,05) respostas a ozonioterapia na sétima e oitava aplicacao,
com aumento (1,271 mg dL'/hora) e diminui¢do (0,279 mg dL'/hora),

respectivamente, na concentragdo da glicose, o que ndo permite demarcar um

30



comportamento definido deste pardmetro neste tempo, por apresentar efeito somente
em um ou dois periodos de aplicagao.

Quando estudados os valores médios da concentragdo do fibrinogénio no
tempo de repouso (Tabela 5), estes ndo variaram ou definiram um comportamento
constante (p>0,05) em resposta a ozonioterapia. Os machos tratados com 500 mL
apresentaram uma resposta somente apos a ultima aplicagdo da mistura do gas,
diminuindo a concentracdo deste pardmetro em 0,550 mg dL'/hora. Por outro, lado as
fémeas que receberam a mesma dose, apresentaram um aumento na concentragdo do
fibrinogénio de forma linear durante o tempo de repouso apos a quarta aplicacdo
(1,307 mg dL'/hora). Quando os machos receberam 1000 mL da mistura do gas,
ocorreu aumento de 4,077 mg dL'/hora na concentracdo do fibrinogénio apds a
terceira aplicacdo. Apesar destes achados, o comportamento ndo foi constante, ndo
sendo observado nas demais aplicagdes de ozonio durante o periodo experimental.

Com relacdo a concentragdo da enzima creatina quinase (Tabela 5) observou-
se de modo geral que ndo houve efeito (p>0,05) da ozonioterapia durante o tempo de
repouso. Apenas foi detectado que os machos que receberam o tratamento de 500 mL
apresentaram apds a nona aplicagdo, aumento (p<0,05) de 9,484 U L'/hora na
concentragdo dessa enzima. Entretanto, quando tratados com 1000 mL da mistura do
gas ocorreu (p<0,05) diminuigdo (2,132 U L"'/hora) e aumento (4,078 U L'/hora)
apés a terceira e a oitava aplicagdo, respectivamente. Nao se observou qualquer
influéncia (p>0,05) no tempo de repouso nas fémeas submetidas a ambos os
tratamentos.

Comportamento linear, em resposta a ozonioterapia, ocorreu (p<0,05) com a
gama glutamiltransferase (Tabela 5), durante o tempo de repouso nos machos tratados
com 500 mL da mistura do gas. A tendéncia deste parametro foi a diminui¢do na
concentragdo desta enzima durante este tempo de repouso, podendo ser recomendada
a amostragem proxima as 24 horas depois de realizada a terapia, quando a finalidade ¢
a verificacdo de uma redugdo na concentragao deste parametro. Quando tratados com
1000 mL de ozdnio, os machos apresentaram diminui¢do na concentracao da GGT em
0,238 U L'/hora, ap6s o sétimo periodo de aplicagao.

Este efeito além de imediato pode ser acumulativo, indicando adaptagdo a
terapia, tal como mencionado por Bocci (2004), podendo estar relacionado com o
aumento no trabalho muscular cardiaco pelo incremento no fluxo sangiiineo (Sunnen,

1989; Giunta et al., 2001).
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TABELA 5 - Estimativas dos pardmetros de fibrinogénio (mg dL™), creatina quinase
(U L") e gama glutamiltransferase (U L), em fungdo do tempo de
repouso (H) para cada combinagdo (tratamento x sexo) e periodo de

aplicagdo.
Parametro Combinag¢do Periodo de  Equagdo de Regressdo R’
Tratamento x  Aplicagdo
Sexo

Fibrinogénio MT500 1-8 Y = 136,06 -
9 ¥ =142,147-0,550101*1  0-80

FT500 1-3;5-9 Y = 145,04 -
4 ¥=121,411+1,30715 *0 081

MT1000 1-2; 4-9 Y = 137,46 -
3 ¥=127.931+4,07670 ‘"0 0,97

FT1000 1-9 Y = 140,43 -

Creatina Quinase MT500 1-8 Y =207,75 -
9 ¥=151,747+9,48424 * 0,93

FT500 1-9 Y =21537 -

MT1000 1-2;4-7;9 Y =208,64 -
2 ¥ =229.984+2,13228*H 8’22

Y =218,730+4,07780*H ’

FT1000 1-9 Y =212,59 -

Gama MT500 2:5-8 Y=11,79 -
glutamiltransferase ; ¥=12,1411-0,0285267*H g,gg
1 Y =16,3640-0,0383635*H 0.95
9 Y =8,33607+0,0184641*H ) 9g

Y =10,9401-0,192265 *H

FT500 1-7 Y =6,52 -

g ¥ =6,52224-0,0289984*H 822
Y =10,6360-0,230668 *H °

MT1000 1-6; 8-9 Y =13,80 -
7 ¥=12,8675-0,238381 *g 092

FT1000 1-7 Y =20,44 -
8 ¥=16,6698-0,0754527*H  0-83
9 0,88

Y =15,0122-0,248560 *H

H = tempo de repouso em horas. * Significativo pelo teste t (p<0,05). MT500: machos tratados com
500 mL, MT1000: machos tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000:
fémeas tratadas com 1000 mL.

No tempo de repouso nao houve diferenga (p>0,05) entre os valores médios na

contagem de leucdcitos totais, como apresentado na Tabela 1. Na realidade, esta
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auséncia de efeito estd presente durante todo o periodo experimental, concordando
com os achados de Terasaki et al. (2001) e Ohtsuka et al. (2006) na espécie bovina.

Linder (2000), ao proporem varidveis da bioquimica sangiiinea para avaliar o
desempenho esportivo em eqiiinos, menciona que niveis altos de GGT podem
demonstrar desempenho negativo em animais da espécie.

O aumento inicial na concentracdo de GGT, observado neste estudo, revela
esse efeito de esfor¢o em todos os grupos.

A avaliagdo do comportamento das fémeas ndo constatou uma resposta linear
a ozonioterapia na concentracdo da GGT. Ficou evidenciado que, apos a oitava e nona
aplica¢ao houve diminuicao (p<0,05) na concentragdo desta enzima em 0,029 ¢ 0,231
U L'/hora, respectivamente, quando aplicados 500 mL. Diminui¢io também foi
observada nestes mesmos periodos apos aplicacdo de 1000 mL de ozdnio (0,075 e
0,248 U L'/hora, respectivamente).

Diante dos resultados obtidos, recomenda-se que quando os parametros
contagem total de plaquetas, concentragdo da glicose e da GGT forem avaliados com
a finalidade de se verificar a eficdcia da ozonioterapia em eqiiinos, que estes sejam
determinados ndo somente durante a administracdo da mistura do gés, mas também
apds cada aplicagdo, tendo em vista que apresentam um comportamento linear no

tempo de repouso.
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CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo experimental e com base nos resultados obtidos

pode-se concluir que:

1.

Os parametros bastonetes, plaquetas, glicose e gama glutamiltransferase
sofrem efeito do o0zonio nas seguintes 24 horas depois de realizada a
ozonioterapia, sendo neste caso recomendado a realizagdo seriada de
amostragens neste periodo, quando se deseja verificar variacdo na
concentragdo destes parametros.

Existe pouco efeito da ozonioterapia no periodo de repouso nos parametros
hemoglobina, eritrocitos, linfocitos, eosinofilos, mondcitos, basoéfilos,
fibrinogénio e creatina quinase.

Nao existe efeito do 0zonio nos parametros hematodcrito, leucocitos totais e
segmentados nas 24 horas apds administragao da mistura do gés, nao sendo
assim necessaria a amostragem imediata (até 24 horas) para a avaliacdo dos
mesmos.

A exposicao de eqiiinos sadios a 500 e 1000 mL da mistura terapéutica de

0zOnio, mediante autohemotransfusao nao acarreta alteragoes clinicas.
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CAPITULO HI
MONITORAMENTO DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS DURANTE OZONIOTERAPIA EM EQUINOS

RESUMO

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2006. Efeitos da ozonioterapia sobre parametros clinicos, hematoldgicos e da
bioquimica sanglinea em equinos. Orientadora: Maria Verdnica de Souza, Co-
Orientadores: John Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos
Benjamim.

O objetivo deste estudo foi monitorar, in vivo, as tendéncias dos parametros
hematologicos (hematocrito, hemoglobina, eritrécitos, leucoceitos totais, segmentados,
bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinodfilos e plaquetas) e da bioquimica
sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina quinase e gama glutamiltransferase), apds
ozonioterapia em eqiiinos. Para isso, foram utilizados 12 eqiiinos mestig¢os, sendo 6
machos e 6 fémeas, com idades compreendidas entre 4 e 20 anos. Os animais foram
submetidos a ozonioterapia, mediante administragao de 500 ou 1000 mL da mistura
do gés, por via intravenosa, a cada trés dias, por um periodo total de 24 dias. Antes,
porém, foram divididos em quatro grupos: MT500, MT1000, FT500 e FT1000, sendo
machos (M) que receberam 500 mL e 1000 mL e, fémeas (F) que receberam 500 e
1000 mL, respectivamente. Os resultados demonstraram uma tendéncia positiva apos
ozonioterapia, mediante aumento nos valores do hematocrito e eritrocitos, sendo que,
com relacao aos ultimos, as fémeas mostraram médias superiores. Também ocorreu
aumento na concentragdo dos segmentados, ainda que de forma tardia.
Adicionalmente, foi possivel verificar aumento transitorio nos valores dos bastonetes,
assim como comprovar o aumento na contagem das plaquetas e o efeito
hipoglicemiante em todos os eqiiinos. Com relagdo as enzimas, somente a gama
glutamiltransferase apresentou uma elevacdo inicial bastante evidente, com posterior
reducdo em todos os grupos.

Palavras-chave: cavalos, 0zonio, hematologia, bioquimica sangiiinea.
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ABSTRACT

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2006. Effects of ozone therapy on equine clinical, hematological and blood
biochemistry parameters. Adviser: Maria Veronica de Souza, Co-Advisers: John
Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos Benjamim.

The purpose for this study was to monitor, in vivo, the hematological
(hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, leukocytes, neutrophils, bands, lymphocytes,
monocytes, basophils, eosinophils and platelets) and biochemical (glucose,
fibrinogen, creatine kinase and gamma glutamyltransferase) parameters tendencies,
after ozone therapy was applied in horses. Twelve cross bred horses, 6 males and 6
females, between 4 and 20 years old were exposed to ozone therapy through the
application of 500 and 1000 mL of the gas mixture, intravenously, every three days,
during 24 days. Four groups were conformed: MT500, MT1000, FT500 and FT1000,
which comprised males (M) and females (F) receiving 500 and 1000 mL of ozone,
respectively. The results demonstrate a positive tendency with increased hematocrit
and erythrocytes, the later count was greater within the mares. Neutrophils count was
increased in a later phase. Furthermore, a transient augment in bands count, platelets
and a hypoglycemic effect within each experimental group was seen. Only gamma
glutamyltransferase showed an evident initial increase with a later decrease in each
group.

Key-words: horse, ozone, hematology, blood biochemistry
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INTRODUCAO

Os parametros hematoldgicos e da bioquimica sangiiinea em eqiiinos podem
variar segundo a fase etdria, fisiologica, sexo, raca, exercicio ou atividade fisica
(Lumsden et al., 1980, Ribeiro et al., 2004, Santos, 2006), sendo assim importante
verificar o comportamento ¢ a tendéncia de alguns desses pardmetros quando se
introduz uma nova terapia aos animais.

Ainda ¢ escassa a literatura cientifica a respeito dos efeitos da ozonioterapia
sobre os parametros hematologicos e bioquimicos de interesse na espécie eqiiina. Por
outro lado, algumas informacgdes estdo disponiveis sobre as células vermelhas em
humanos (Bocci, 2004), células brancas em bovinos (Ogata & Nagahata, 2000;
Terasaki et al., 2001, Ducusin et al., 2003; Ohtsuka et al., 2006) e plaquetas de
porquinhos da india (Wright et al., 1994) submetidos a tratamento com ozdnio.
Adicionalmente, em eqiiinos, o Unico trabalho disponivel avaliou o efeito da aplicacao
de ozonio, através da autohemotransfusdo, sobre o lactato de animais de corrida
(Scrollavezza et al., 1997).

Com o intuito de promover a pesquisa e aplicacdo em medicina veterindria da
ozonioterapia, o objetivo deste estudo baseou-se em monitorar parametros
hematologicos (hematocrito, hemoglobina, eritrécitos, leucocitos totais, segmentados,
bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinodfilos e plaquetas) e da bioquimica
sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina quinase e gama glutamiltransferase),
mediante a observagdo das tendéncias, positivas e/ou negativas destes durante o

periodo de aplicacdo in vivo de 0zénio em eqliinos.
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REVISAO DE LITERATURA

A ozonioterapia ja vem sendo utilizada amplamente em medicina humana na
Europa, Asia, Cuba e, atualmente, estd despertando interesse na area de medicina
veterinaria nestas mesmas regioes € na América Latina e Estados Unidos, como uma
alternativa ou complemento dos protocolos terapéuticos tradicionais pela sua
eficiéncia e baixo custo.

Alguns estudos mencionam as vias de aplica¢do (Guerra ef al., 1999; Ogata &
Nagahata, 2000; Hernandez & Gonzalez, 2001; Camps et al., 2003; Clavo et al.,
2003), sendo a respiratdria a Uinica ndo indicada para a realizagdo da ozonioterapia, ja
que pode ocasionar lesdes endoteliais, inflamacao e aumento da permeabilidade (Noa
etal., 1991).

Existem estudos avangados sobre os efeitos do 0zdnio, porém aqueles basicos
que elucidem mecanismos sdo poucos, o que dificulta as interpretagdes dos possiveis
efeitos desta terapia, sendo assim considerada como um tratamento alternativo.

Na opinido de Viebahn (1985), o 0zonio tem propriedades como bactericida,
fungicida, viricida e sobre a circulagdo sangliinea.

Alguns trabalhos vém pesquisando a resposta das células vermelhas (Bocci,
1994a; Zimran et al., 1999) e brancas (Margalit et al., 2001; Deaton et al., 2005),
quando expostas ao 0zonio.

Os eritrocitos sdo o principal alvo do ozdnio, provavelmente, pela superficie
de contato que estes apresentam ao gds quando administrado no organismo. Pela
reacdo oxidativa de membrana, pela melhoria nos aspectos reologicos das hemadcias e,
com isto, a circulagdo e distribui¢do do oxigénio para os tecidos, que passam a ser
mais eficientes (Bocci, 1994a; Zimran et al., 1999).

Margalit et al. (2001) e Deaton et al. (2005), mencionam que a ozonioterapia
promove uma leucocitose com neutrofilia que, segundo os ultimos autores, se deve ao
aumento da capacidade de motilidade e adesdo dos polimorfosnucleares (PMNs), o
que intensifica a atividade fagocitaria destas células. Adicionalmente, a exposi¢ao in
vivo ao 0zbénio pode resultar em efeito direto sobre a mielopoiese (Bocci, 1994a;
Margalit et al., 2001).

A aplicacao da mistura do gés in vitro em células PMNs, de vacas sadias, com
mastite e febre do leite, pode ocasionar tanto efeitos positivos como negativos,

dependendo se o animal esta ou ndo sadio (Ducusin et al., 2003).
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Bocci (1994b) e Ohtsuka et al. (2006), relatam o efeito do 0zdnio sobre células
mononucleares. O primeiro descreve que o 0zénio pode ser um indutor de citocinas,
tais como interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6), interferon (INFp, INFy), fator estimulador
de colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), fator de necrose tumoral o
(TNF a) e fator transformador de crescimento B (TGFf), melhorando com isto a
produgdo de imunoglobulinas e regulando o sistema imune. J4 os segundos autores,
mencionam a produgdo de citocinas apds aplicagdo da mistura do gas por
autohemotransfusao (AHT) ozonizada, sendo a resposta humoral mais marcada em
animais sadios. Os animais com processos inflamatérios mostram uma resposta
particularmente do tipo celular.

A resposta inflamatodria induzida pela exposi¢do a mistura do gas oxigénio-
0zonio pode estar relacionada ao aumento do fator de ativagao plaquetaria (PAF), o
que incluiria também aumento nos niveis dos eucosanoides (Diaz et al., 2001).

Tem sido mencionada a possibilidade da ativagao de fibroblastos pelo 0zonio e
a importancia na sintese de colageno durante o processo de cicatrizagao; este € outros
aspectos como aumento na quimiotaxia de células fagocitirias e liberacdo de
citocinas, refletem a importancia do ozonio em reduzir o tempo de cicatrizacdo de

feridas (Filippi, 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhum momento do periodo experimental, os animais demonstraram
incdmodos ou alteracdo do comportamento durante a ozonioterapia ou imediatamente
apoOs a mesma, assim como apos as atividades didrias.

Durante avaliacdo clinica diaria os eqiiinos ndo apresentaram sinais de
alteragdo, encontrando-se todos com parametros clinicos dentro dos considerados
como de referéncia para a espécie eqiiina. Os valores médios de temperatura corporal,
freqliéncia cardiaca e respiratoria foram de 37,01 °C, 34 bpm e de 24 rpm,
respectivamente. As mucosas se mantiveram de cor rosicea e, umidas e a taxa de
preenchimento capilar inferior a dois segundos, tal como descrito por Speirs (1999),
para a espécie eqiiina. Entretanto, um dos animais apresentou um ferimento acidental,
que ocorreu na época da oitava aplicagdo.

Um discreto aumento da freqiiéncia cardiaca e/ou respiratéria poderia ser
observado, ja que o estresse pode elevar estes parametros (Fernandes, 1997).

Durante a aplicacdo do ozdnio, foi possivel escutar, sem a utilizagdo de
estetoscopio, os movimentos intestinais dos animais, particularmente 5 minutos apos
o inicio da aplicacdo da mistura do gas. Além disso, todos os animais defecavam ao
redor de meia hora apds a aplicagdo do 0zonio, o que pode sugerir estimulo ou acdo
do 0zo6nio sobre os mecanismos do trato gastrointestinal. Pérez ef al. (2003) avaliaram
pacientes humanos com a sindrome de ma absorc¢ao intestinal causada por Giardia
lamblia e tratados com ozoOnioterapia. No entanto os autores ndo mencionaram achado
semelhante ao nosso.

Alves et al. (2004), estudaram o processo de isquemia e reperfusdo no jejuno
de eqiiinos, demonstrando o efeito de protecdo tecidual do ozonio sobre lesdes de
reperfusdo no trato gastrointestinal ainda que a via de administragdo tenha sido a
intravenosa.

Os resultados apresentados nas tabelas e figuras demonstrados a seguir
refletem o efeito da ozonioterapia nos parametros avaliados durante todo o periodo
experimental. O tempo zero corresponde ao inicio deste, onde os animais ainda ndo
tinham sido expostos a mistura do gas. O tempo dez reflete médias dos resultados de
amostragens obtidas apos trés dias de realizada a ltima aplicacdo do ozonio.

Os valores médios da porcentagem do hematdcrito, resultantes da aplicacao de

ozonio (Tabela 1), encontraram-se dentro dos valores referenciais (26-53%) para a
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espécie em estudo (Schalm et al., 1975; Meyer et al., 1995; Jain 1993, Menesis et al.,
1993, Taylor & Hillyer, 1997). No entanto, no periodo de aplicagdao do ozonio (Figura
1) foi possivel observar uma tendéncia geral a um aumento no valor deste parametro
nas combinacdes avaliadas, a excecdo dos machos quando foram tratados com a
menor dose (500 mL), os quais mostraram valores menores quando comparados com
as fémeas que receberam a mesma dose (500 mL). Neste grupo houve inclusive, no
inicio da ozonioterapia, diminui¢ao dos valores médios, sendo inferiores ao do limite
inferior de controle (LIC) quando realizada a terceira aplicagdo. A maioria dos
valores médios da concentragdo do hematdcrito nos eqiiinos encontrou-se acima do
limite médio de controle (LM) durante a segunda metade do periodo experimental.
Uma curva crescente até o final do periodo de aplicagao foi mais evidente nas fémeas
tratadas com 1000 mL da mistura do gas, sendo esta tendéncia mais discreta nos
machos tratados com esta mesma dose. Nos demais animais (MT500 e FT500), este
aumento também foi observado, entretanto de forma ainda mais discreta.

Estes resultados indicam que os valores do hematdcrito aumentam a medida
que sao realizadas as sessOoes da ozonioterapia, demonstrando um possivel efeito
acumulativo e dose dependente desta caracteristica. Efeito similar acumulativo e dose
dependente foram descritos por Bocci (1994a) e Valacchi & Bocci (1999), em
humanos, Plopper et al. (1994), Wright et al. (1994) e Deaton et al., (2005) em ratos,
porquinhos da india (Cavia porcellus), e eqiiinos, respectivamente, que definiram a
resposta pela dose e tempo de exposi¢do a mistura do gas.

J& Verrazo et al. (1995) e Giunta ef al. (2001), ndo encontraram mudang¢as na
concentragdo do hematocrito, quando utilizada a ozonioterapia em pacientes humanos
com doenca arterial oclusiva periférica, apesar de terem observado alteragdoes em
outros pardmetros hemoreologicos relacionados, tal como a viscosidade do sangue,
através de um viscosimetro digital e filtrabilidade dos eritrcitos, utilizando um filtro
de policarbonato de 5 um de didmetro, sob pressdo negativa de 20 cm de agua,
expressando os valores em eritrocitos filtrados por minuto, indicando o tempo

utilizado para filtrar 1 mL de sangue.
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TABELA 1 — Valores minimos, maximos ¢ médios do hematdcrito (%) em eqiiinos
machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL de ozdnio (Aplicagdes

1-9).
Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 33,00 - 44,2 35,8 -41,00 36,80 -41,4 32,70 - 37,20
38,00 37,67 38,63 34,90

1 37,38 - 38,00 36,50 — 40,28 35,00 —43,73 34,23 — 38,6
37,78 37,93 38,27 35,86

2 33,30 -41,15 37,63 — 41,28 31,03 — 48,48 38,30 — 39,43
38,49 39,94 40,56 38,83

3 30,83 — 39,58 40,50 - 42,10 37,15 -42,48 38,53 — 48,78
35,64 41,32 39,78 4297

4 31,85 -40,80 41,85 -42,50 36,55 —-45,53 40,08 — 44,70
36,94 42,08 39,61 4248

5 35,93 — 45,05 39,63 — 40,8 33,25 -49,68 39,20 - 42,33
40,38 40,24 39,88 40,27

6 38,78 — 41,20 35,73 — 43,25 36,25 — 47,45 38,25 - 49,60
39,70 40,43 41,53 43,88

7 35,83 -41,5 39,93 — 41,48 40,25 -41,75 37,90 — 46,18
38,16 40,57 41,03 41,06

8 35,63 — 40,9 41,30 — 43,35 36,58 — 45,00 37,85 —44,25
38,23 42,03 39,53 40,98

9 35,95-4143 36,23 — 45,03 38,25 -50,6 39,35 -49,85
38,68 41,98 42,66 45,82

10 40,00 — 44,30 36,50 - 49,40 34,20 — 52,80 40,50 — 49,80
41,53 44,87 41,50 44,17

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Os valores médios da concentragio de hemoglobina (g dL™) obtidos nas
quatro combinagdes avaliadas durante a ozonioterapia (Tabela 2), se mantiveram
dentro dos considerados como de referéncia (8-19 g dL™) para a espécie eqiiina
(Schalm et al., 1975; Jain 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor &
Hillyer, 1997). Ao monitorar estes valores durante o periodo da ozonioterapia (Figura
2), observa-se uma estabilidade nos valores, ndo ocorrendo mudangas significativas
ao longo do periodo de aplicacdo. Entretanto, no final do periodo de aplicacdo todos
os grupos avaliados mostraram um aumento neste parametro hematologico. O grupo
de machos tratados com 500 mL de ozdnio apresentou os valores mais baixos em
relagdo aos demais grupos, desde o inicio até o final do periodo de aplicacdo, porém
sempre mantendo-os dentro dos limites normais para a espécie. As fémeas tratadas

tanto com 500 como com 1000 mL de ozo6nio mantiveram valores de hemoglobina
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mais altos e acima do limite médio de controle. Ja os machos tratados com 1000 mL

mostraram valores de hemoglobina préximos ao limite médio.

48,00

46,00 -

44,00 -

42,00 -

40,00 -

Hematocrito (%)

38,00 -

36,00 -

34,00 -

32,00

— ———MT500
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—a— MT1000
—«—FT1000
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0 1 2 3 4 5 6 7 8

Periodo de aplicacdes

FIGURA 1 — Estimativas do hematocrito (%) em MT500 (machos tratados com 500
mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos tratados
com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL), durante o
periodo de aplicagdao de ozonio. LSC: limite superior de controle, LM:
limite médio, LIC: limite inferior de controle (Aplicagdes 1-9).

As discretas alteracdes observadas foram provavelmente devido a acdo do

0zOnio, ja que nao poderia ser decorrente de uma atividade fisica mais intensa que,

segundo a literatura cientifica (Pérez et al., 1997; Martinez et al., 2000; Householder

& Douglas 2005; Stoiber et al., 2005) ¢ umas das causas do aumento na concentragao

de hemoglobina pela demanda de uma maior concentracdo de oxigénio, ja que neste

estudo houve padronizacdo do exercicio fisico realizado durante todo o periodo

experimental. Sob condi¢des de exercicio, pode aumentar a concentragao de oxigénio

circulante, o que estd relacionado com o aumento na concentragdo da hemoglobina

(Mancini et al., 2003). E possivel que a ozonioterapia também melhore a distribuigao

do oxigénio no organismo, mediante o incremento na concentracdo de hemoglobina.
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TABELA 2 — Valores minimos, maximos e médios da concentracdo de hemoglobina
(g L") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 e 1000 mL de
ozonio (Aplicagdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)
0 7,30 -10,10 9,30 - 10,40 9,90 -13,1 9,00-11,40
9,10 9,90 11,07 10,13
1 8,45 —-10,35 8,80 — 10,43 9,60 — 12,63 8,78 — 11,48
9,37 9,73 10,69 10,09
2 8,40 — 10,43 9,33 -10,90 9,40 — 13,05 9,08-11,18
9,21 10,33 10,92 10,13
3 8,10 -10,28 9,28 — 10,93 9,45-11,93 9,68 — 11,68
9,25 10,23 10,53 10,49
4 8,48 — 10,28 8,95 -11,05 9,15-11,88 8,95-11,15
9,28 10,10 10,21 10,33
5 8,53 -10,18 9,00 -10,43 9,65 —-12,50 8,60 —11,20
9,19 9,91 10,73 10,19
6 8,25 - 10,65 9,48 — 11,15 9,48 — 11,95 9,05-11,93
9,34 10,48 10,63 10,48
7 8,63 -9,93 9,03 -10,20 10,30 -11,2 9,18 - 11,63
9,08 9,76 10,62 10,53
8 8,53 -9,98 9,08 — 11,00 9,65-11,28 9,10-11,78
9,13 10,23 10,22 10,69
9 8,83 -10,63 9,10-11,43 9,95 -11,65 9,78 -12,13
9,51 10,48 10,53 11,13
10 8,60 —-11,30 8,30 -12,40 9,90 - 12,80 10,20 - 12,10
9,90 10,87 11,03 11,20

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

A concentragio média de eritrocitos (x10° uL™), obtida nos animais durante as
aplicagdes do ozonio (Tabela 3), encontrou-se dentro dos valores referenciais (5,5-13
x10° uL™") para a espécie eqiiina (Schalm et al., 1975; Jain 1993; Meyer et al., 1995;
Taylor & Hillyer, 1997). No entanto, se evidencia uma tendéncia geral de aumento
dos valores médios na concentragdo deste pardmetro nas quatro combinagdes
estudadas (Figura 3).

Quando os machos foram tratados com 500 mL da mistura do gés,
apresentaram uma queda nos valores médios de eritrocitos com a terceira aplicacao,
porém estes valores retornaram para proximos aos do valor médio de controle e
alcancaram uma relativa estabilidade posteriormente. Quando tratados com a maior
dose (1000 mL) responderam com um discreto aumento, no entanto estes valores
foram inferiores ao valor médio calculado. Quando foram as fémeas que receberam a

menor dose (500 mL), estas apresentaram valores mais estdveis e proximos aos do
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limite superior de controle (LSC), diferente de quando receberam 1000 mL, quando

responderam com aumento mais evidente até o final do periodo experimental. As

fémeas tratadas com ambas as doses apresentaram os valores médios na concentragao

de eritrocitos maiores quando comparadas com os valores médios obtidos nos machos

durante todo o periodo de aplicagdo da mistura do gas.

Hemoglobina (g dL %)

11,50

11,00 -

10,50

10,00

9,50

9,00 ~

8,50

— - —MT500
— ---@--- FT500
—— FT1000
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¢ M LIC

8,00

0 1 2 3 4 5 6

Periodo de aplicacdes
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FIGURA 2 — Estimativas da hemoglobina (g dL") em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozonio. LSC: limite superior de

controle, LM: limite médio, LIC:

(Aplicagdes 1-9).

limite

interior de controle

Apesar de Schalm et al. (1975) relatar que fémeas de raga Quarto de Milha

podem apresentar valores médios na concentragdo de parametros da linha vermelha

(entre eles os eritrocitos) maiores que os dos machos da mesma raga, ¢ visivel a

diferenga da resposta a ozonioterapia entre machos e fémeas, sendo as ultimas mais

responsivas as aplicagdes de ozonio, conseguindo valores mais altos na contagem de

eritrocitos independente da quantidade da mistura do gas utilizada. Adicionalmente,

diferente do mencionado por Schalm e colaboradores em 1975, Moran & Araya
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(2003) relataram que, sob condi¢cdes normais, seria mais comum encontrar valores
maiores na concentragao de eritrocitos nos machos, por estimulo da testosterona sobre
a eritropoiese. Esta informagdo reforca o efeito da ozonioterapia encontrado nas

fémeas deste estudo.

TABELA 3 — Valores minimos, maximos e médios dos eritrocitos (x10° uL™') em
eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 e 1000 mL de ozdnio
(Aplicacdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicacdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 7,16 — 8,59 6,90 — 7,83 8,97 -9,98 6,51 — 8,96
7,66 7,40 9,32 7,44

1 7,14 —-791 6,89 — 17,75 8,53-9,39 6,88 —9,49
7,55 7,26 9,04 7,77

2 7,00 — 8,72 7,43 — 8,43 8,02 — 10,25 7,76 — 9,27
7,90 7,84 9,24 8,36

3 6,23 — 8,55 7,81 -8,11 8,87-9,16 7,55-11,15
7,26 7,92 9,04 8,99

4 6,55-8.,92 8,00 - 8,73 8,66 — 9,89 9,03 -9,84
7,61 8,26 9,31 9,38

5 7,45 — 8,85 7,57 -38,73 8,89 - 10,76 7,96 - 10,16
8,37 8,08 9,55 8,81

6 7,65 — 8,80 7,34 - 8,35 9,12 -10,07 7,77 -11,71
8,10 7,91 9,53 9,46

7 7,15-8,82 7,73 — 8,45 8,90 — 10,06 7,78 — 9,63
7,74 8,00 9,57 8,88

8 7,22 —8,13 7,86 — 8,78 8,74 — 9,57 7,87 - 10,62
7,80 8,42 9,26 9,01

9 6,88 — 8,88 7,32 -8,42 8,86 — 10,87 7,69 — 11,85
7,85 8,00 9,64 9,81

10 7,72 -9,14 7,61 — 9,81 7,80 — 11,58 8,77 — 10,54
8,29 8,61 9,56 9,88

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Ao longo do experimento, os animais ndo foram submetidos a outras
atividades ou esforgos superiores aos que estavam condicionados a trabalhar,
adicionalmente os encarregados do manejo dos animais durante as atividades
experimentais foram os mesmos durante todo o periodo experimental, inclusive ndo
foram presenciadas alteragdes climaticas. Deste modo, se descarta a possibilidade de

que o possivel aumento nos valores dos eritrocitos, assim como do hematocrito, seja
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devido a fatores mencionados pela literatura cientifica como estresse, medo,
atividades para as quais os animais ndo estavam habituados ou por mudancas
climaticas que pudessem alterar estes parametros (Gill & Wanska, 1978; Pérez et al.,
1997; Martinez et al., 2000; Householder & Douglas 2005), decorrentes de uma
contragdo esplénica. Acredita-se realmente que foi devido ao efeito exercido pela agao

de varias aplicagdes do ozonio.
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FIGURA 3 — Estimativas de eritrocitos (x10° pL™") MT500 (machos tratados com 500
mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos tratados
com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL), durante o
periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior de controle, LM:
limite médio, LIC: limite inferior de controle (Aplicacdes 1-9).

Os valores médios da contagem de leucécitos (x10° uL™) obtidos nos animais
durante as aplicagdes de ozdnio (Tabela 4), encontraram-se dentro dos limites
referenciais (5,4-14,3 leucocitos x10° uL™") para a espécie eqiiina (Schalm et al., 1975;
Jain 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).

Durante a fase inicial do periodo de aplicagdo da mistura do gés, os machos

responderam de maneira estavel quando receberam a menor dose (500 mL) e de forma
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mais varidvel quando receberam 1000 mL da mistura do gas, inclusive ambos, os
grupos de machos, com aumento na concentragdo deste parametro apds a sétima e
sexta aplicacdo, respectivamente. Além disso, os machos quando tratados com 500
mL de ozo6nio, apresentaram em geral, valores médios inferiores na concentragdo de
leucocitos (Figura 4) em relagdo aos outros grupos em estudo. As fémeas que
receberam a mesma dosagem (500 mL) apresentaram inicialmente os valores médios
mais altos e na sua maioria estes valores foram superiores ao do limite médio (LM)
quando comparados com os valores médios deste pardmetro nos eqiiinos das outras
combinagdes avaliadas (MT500, MT1000 e FT1000), exceto no sétimo e oitavo
periodos de aplicagdo da mistura do gas, onde os machos que receberam 1000 mL as
superaram. Adicionalmente, este grupo (FT500) demonstrou um decréscimo nos
valores médios particularmente apoOs a terceira aplicacdo, que se estabilizaram até a

oitava aplicacdo da mistura do gas.

TABELA 4 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentragao de leucocitos
(x10° pL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000
mL de ozonio (Aplicagdes 1-9).

Fémeas
Aplicacdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)
0 4,60 — 9,00 6,00 — 8,50 8,80 — 13,90 6,30 — 9,40
7,40 7,20 10,60 7,90
1 5,63-9,18 6,40 — 8,73 8,18 —11,00 6,60 — 9,03
7,54 7,83 9,37 7,80
2 5,6 — 8,95 7,53 -10,68 9,80 — 10,63 6,70 — 9,08
7,70 8,63 10,09 8,04
3 5,73 -8,70 6,38 — 8,95 8,05 -10,15 7,1 -9,20
7,43 7,48 9,14 8,28
4 6,08 — 8,68 7,55-9,23 7,73 — 9,68 6,67 — 8,88
7,59 8,26 8,65 8,09
5 5,45-9,88 6,35 -8,40 7,85-9,75 6,80 — 8,65
742 7,68 9,03 7,57
6 5,50-8,73 6,63 — 10,20 7,70 — 10,53 7,55-9,98
6,83 8,14 8,98 8,85
7 5,83-9,48 6,18 — 14,53 8,50-9,40 7,35 —-8,68
7,67 9,85 9,04 8,17
8 6,03-10,4 6,23 - 11,25 7,48 — 10,25 723 -94
7,99 8,83 8,63 8,03
9 5,53 -11,35 6,30 - 12,73 8,98 — 10,70 7,35-9,85
7,76 9,21 9,61 8,48
10 6,8—11,8 6,40 - 11,30 7,20 —11,30 7,6 — 9,50
8,47 8,83 9,20 8,50

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gés administrados.
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FIGURA 4 — Estimativas de leucocitos (x10° uL™") em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozdénio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicacdes 1-9).

Apesar da variabilidade na concentracdo dos leucdcitos totais observada
quando os machos receberam 1000 mL da mistura do gés, observou-se que na fase
final do periodo experimental, houve um aumento pronunciado, o que provavelmente
pode ter sido decorrente de um ferimento sofrido por um dos individuos do grupo.
Ainda assim o efeito de aumento tardio dos valores médios de leucocitos pode ser
observado em todos as combinagdes avaliadas neste estudo. A maioria dos valores
médios obtidos com a aplicagdo de 1000 mL da mistura do gas nas fémeas foram
menores que as do limite médio calculado, porém no final, apreciaram-se valores
discretamente acima dessa média.

Valores mais altos de leucocitos sao comumente encontrados nas fémeas e se
devem, em geral, a concentracdo de neutréfilos segmentados e linfocitos (Jain, 1993).
Por outro lado, sabe-se que a contagem de leucdcitos totais aumenta em processos
inflamatérios, porém também esta descrito que a ozonioterapia pode promover

leucocitose com ativacdo do sistema imune por melhorar o sistema fagocitario, pela
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acdo bactericida dos leucocitos e pela produg¢do de imunoglobulinas (Terasaki et al.,
2001). Entretanto Ohtsuka et al. (2006), mencionaram auséncia de variacdo na
contagem dos leucécitos totais apos autohemotransfusdo ozonizada em vacas com
doenca inflamatdria. Na opinido dos autores mais do que uma resposta imune celular,
a ozonioterapia acarreta uma resposta do tipo humoral e, conseqlientemente, células
especificas da linhagem branca podem ser mais frequentemente estimuladas.
Adicionalmente, segundo os autores, este tipo de resposta a ozonioterapia pode diferir
quando aplicada em animais sadios € em animais sob processo inflamatdrio. Devido a
variabilidade encontrada com relagdo ao comportamento na contagem dos leucdcitos
totais em estudos cientificos anteriores € na presente pesquisa, fica demonstrado a
necessidade de novos experimentos na area, particularmente pelo fato da
ozonioterapia estar sendo utilizada na medicina veterinaria, pelo seu efeito positivo
em processos inflamatdrios para o tratamento de metrite e retengdo de placenta
(Scrollavezza et. al., 1997), mastite (Ogata & Nagahata, 2000), flegmao interdigital
agudo (Scrollavezza et al., 2002) em vacas leiteiras e no tratamento de dor lombar em
eqiiinos (Vigliani et al., 2005).

Alguns dos valores médios da contagem de segmentados, obtidos nos animais
durante as aplicacdes de ozonio (Tabela 5), encontraram-se discretamente acima
daqueles considerados de referéncia (2,26-4,75 segmentados x10° uL™") para a espécie
eqiiina (Schalm et al., 1975; Jain 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995;
Taylor & Hillyer, 1997). A exce¢do de um animal que apresentou um ferimento no
final do periodo experimental, os demais se mostraram aparentemente sadios durante
todo o experimento. O maior valor encontrado no grupo dos machos tratados com
1000 mL da mistura do gas (MT1000) foi possivelmente decorrente do ferimento,
anteriormente mencionado em um dos animais do grupo.

Apesar das oscilagdes na contagem dos segmentados, existiu uma tendéncia a
um aumento na segunda metade do periodo de aplicagdo de ozdnio (Figura 5), com
posterior reducao, inclusive tendo transcorrido trés dias apds o término da aplicacao
do 0zdnio (periodo 10, Figura 5). Quando aplicados 1000 mL da mistura do gas, tanto
as fémeas como os machos apresentaram valores médios acima do limite médio e
superior de controle, na segunda metade do periodo das aplicagdes, porém com

redugdo subseqiiente até o final do experimento.
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TABELA 5 — Valores minimos, maximos e médios da concentra¢do de segmentados
(x10° uL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL
de ozdnio (Aplicacdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagoes T500 T1000 T500 T1000

Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max

(Média) (Média) (Média) (Média)

0 3,31 -5,59 1,98 — 3,98 3,48 —4,46 2,08 -5,04
4,64 3,24 4,20 3,79

1 4,15-491 2,56 5,28 2,35-4,08 3,50 -4,88
4,56 427 3,15 4,36

2 3,74 -492 3,63 -5,41 2,82 -5,90 4,24-4,72
4,15 4,39 4,15 4,46

3 3,83 -4,41 3,74 — 4,05 2,81 -3,76 4,78 — 5,42
4,08 3,86 3,27 5,01

4 3,82 -498 426 —5,12 3,07 -4,55 3,46 —4,98
4,46 471 3,77 4,39

5 3,90 -4,57 3,21 -4,94 3,26 5,53 3,73-4,40
4,13 4,17 4,38 4,11

6 3,60 — 3,92 4,12 -6,07 3,81 -5,15 5,13-6,70
3,74 5,11 4,30 6,11

7 4,30-5,14 4,14 -10,17 4,38 -4,70 4,52 -5,68
4,81 6,72 4,52 5,14

8 4,34 -5,69 4,16 -7,37 3,90 - 4,09 3,94 -5,59
4,92 5,93 3,97 491

9 3,66 — 5,65 3,13-8,14 2,70 — 4,82 3,86 5,42
4,44 5,41 3,95 4,86

10 4,08 -5,44 3,20-9,27 2,23 -391 3,57-5,04
525 527 3,01 4,45

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

O aumento destas células na circulagdo sangiiinea ocorre como resposta a
varios fatores, entre eles a taxa de granulocitopoiese; a liberacdo a partir da medula
Ossea; liberacdo da reserva marginal; vida média destas células e a sua migracdo aos
diferentes tecidos (Jain, 1993). A secrecdo aumentada de epinefrina, devido ao
estresse ¢ a atividade fisica prolongada ou intensa pode causar neutrofilia,
principalmente por liberacdo de células do pool marginal. Entretanto, os eqiiinos do
presente estudo mostraram-se bastante tranqiiilos durante a ozonioterapia, pelo que se
acredita que este aumento na contagem dos neutréfilos seja decorrente do estimulo
direto sobre a medula 6ssea, tal como mencionado por Remigio ef al. (1999).

Os neutroéfilos entram na circulagdo a partir da medula 6ssea, sendo a meia
vida vascular destas células entre 7 e 14 horas, em diferentes espécies animais e
humanos, para em seguida passarem aos tecidos (Jain, 1993). Assim, o aumento total

observado destas cé€lulas na corrente sangiliinea foi provavelmente decorrente da
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ozonioterapia, realizada a cada trés dias, e o seu efeito sobre a medula 6ssea. Também
foi observada uma maior resposta quando utilizada uma maior dose de 0zonio nos
eqiiinos, o que sugere uma resposta ao 0zonio do tipo dose-dependente. Esta resposta
ao ozdnio com diferentes tipos de células, tem sido descrita na literatura cientifica
(Bocci, 1994a; Plopper et al., 1994; Wright et al., 1994; Valacchi & Bocci, 1999;
Deaton et al., 2005).
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FIGURA 5 — Estimativas de segmentados (x10° uL'l) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozénio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicacdes 1-9).

Bocci (1994a) menciona que o efeito do 0zonio sobre os PMNs, se deve ao
aumento na atividade fagocitdria mediante estimulo direto do ozonio sobre estas
células para producdo e/ou liberagdo de citocinas (IFNy, TNFa e IL-8) ou mesmo
estas citocinas liberadas estimulam mais células, para potencializar a possivel resposta
imune celular e/ou humoral. Entretanto, segundo o autor deve-se ter cautela, ja que

em altas concentracdes, o 0zonio pode apresentar um efeito deletério.
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Os resultados obtidos sugerem que o ozoOnio estimula a primeira linha de
defesa organica (segmentados) sendo, no entanto, necessarias varias aplicagdes para
se conseguir este estimulo, o que reforca o efeito acumulativo da ozonioterapia,
mencionada na literatura cientifica (Bocci, 1994a; Plopper ef al., 1994; Wright et al.,
1994; Valacchi & Bocci, 1999; Deaton et al., 2005).

Os valores médios da concentragio de bastonetes (x10° pL™) obtidos nos
animais durante as aplicacdes de ozonio (Tabela 6), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (0-0,1 x10° uL™) para a espécie eqiiina (Schalm ez al.,
1975; Jain 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).

Os bastonetes (Figura 6) mostraram uma tendéncia peculiar em todos os
eqiiinos avaliados, que apresentaram a partir da primeira aplicagdo do 0zénio um
aumento na concentracdo dessas células e depois de certo niimero de aplicagdes, os
valores médios diminuiram, oscilaram e finalmente se aproximam dos iniciais,
quando cessou a aplicagdo da mistura do gés.

Os machos quando receberam 500 mL da mistura do gas mostraram valores
médios abaixo do limite médio, a excecdo de quando foi administrada a quarta
aplicacdo. Ja as fémeas com a mesma dose, mostraram valores médios acima do limite
médio de controle, entre a segunda e quinta aplica¢do. Os eqiiinos que receberam a
maior quantidade de ozonio (1000 mL), apresentaram valores médios com maiores
diferencgas entre si, superando inclusive o limite de controle superior.

Os bastonetes sdo formas imaturas de neutréfilos (Jain, 1993) e o seu
aparecimento na corrente sangiiinea nos eqiiinos do estudo, se deve possivelmente a
intensificagdo na produ¢do celular pela medula 6ssea, o que pode ser decorrente de
uma acao direta do 0zonio sobre este 6rgdo granulocitopoiético. O répido aumento na
concentragdo de bastonetes particularmente ao se utilizar a dose mais elevada do
0zoOnio, sugere uma resposta dose-dependente, tal como descrito por outros autores em
diferentes espécies (Bocci, 1994a; Plopper et al., 1994; Wright et al., 1994; Valacchi
& Bocci, 1999; Deaton et al., 2005).

Os valores médios da concentragio dos linfocitos (x10° ],LL'I) obtidos durante
as aplicacdes do ozonio nos animais (Tabela 7), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (1,5-7,7 x10° pL™") para a espécie eqiiina (Schalm e al.,

1975; Jain, 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).
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TABELA 6 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentragdo de bastonetes
(x10° uL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000
mL de ozonio (Aplicagdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)
0 0,00 - 0,00 0,00 - 0,00 0,00-014 0,00 - 0,00
0,00 0,00 0,04 0,00
1 0,000 — 0,028 0,000 — 0,022 0,000 — 0,037 0,000 — 0,045
0,009 0,013 0,012 0,015
2 0,000 — 0,043 0,027 - 0,169 0,027 -0,122 0,017 -0,091
0,019 0,110 0,074 0,057
3 0,000 — 0,098 0,053 - 0,096 0,025 -0,115 0,115-0,192
0,042 0,080 0,067 0,162
4 0,043 - 0,120 0,019 — 0,046 0,048 — 0,150 0,034 -0,155
0,085 0,035 0,092 0,092
5 0,017 -0,041 0,021 - 0,238 0,059 -0,073 0,000 — 0,054
0,028 0,135 0,068 0,024
6 0,000 -0,11 0,000 -0,414 0,000 — 0,058 0,000 - 0,135
0,042 0,164 0,027 0,062
7 0,000 — 0,058 0,000 — 0,066 0,023 — 0,085 0,000 — 0,037
0,019 0,034 0,044 0,012
8 0,000 — 0,060 0,000 — 0,028 0,000 — 0,041 0,000 — 0,037
0,037 0,015 0,022 0,012
9 0,000 - 0,041 0,000 — 0,000 0,000 — 0,054 0,000 — 0,025
0,023 0,000 0,025 0,015
10 0,00 - 0,00 0,00 - 0,00 0,00 - 0,00 0,00 - 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Ao se monitorar a resposta dos linfocitos a ozonioterapia (Figura 7) observa-se
que os valores médios de maneira geral sofreram um decréscimo na fase intermedidria
do periodo de aplicacdo. A excecdo das fémeas que receberam 500 mL da mistura do
gas, os valores nesta fase foram inclusive inferiores ao limite médio calculado. Apos
esta fase de decréscimo, ocorreu um discreto aumento na concentragao de linfocitos
com as ultimas aplicacdes da mistura do gés.

Ohtsuka et al. (2006), detectaram em vacas com processos inflamatdrios,
um aumento gradativo na populagio de linfocitos, do tipo auxiliar (CD4"), depois de
realizada autohemotransfusao. Linfocitose também foi descrita por Terasaki et al.,
(2001) apos autohemotransfusdo em bezerros, inclusive com incremento na produgao
de algumas citocinas. J& Bocci (1994b) descreve a ativacdo discreta de células

mononucleares ex vivo em humanos com o virus da imunodeficiéncia adquirida,
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esclarecendo a possibilidade de ativagcdo de linfocitos para a modulacdo do sistema

imune, inclusive com baixo risco de toxicidade.
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FIGURA 6 — Estimativas de bastonetes (x10° pL™") em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozdnio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicacdes 1-9).

ApoOs administragdo do o0zdnio, foi observado que alguns linfocitos
apresentavam granulagdes azurdfilas sugestivas de células Natural Killer (NK)
(Figura 8). Uma vez constatado este achado, foi verificada a sua freqiiéncia durante o
periodo de aplicagdes da mistura do gas (Figura 9) nos quatro grupos estudados.

O monitoramento da presenca dessas células com granulagdes azurofilicas durante as
nove aplicagdes do azonio revelou uma diminui¢do progressiva na sua freqiiéncia de
aparecimento até a quinta aplicacdo da mistura do gas, porém apds o sétimo periodo,

observou-se um aumento em todos os grupos de eqiiinos sob avaliacao.
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TABELA 7 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentragdo de linfocitos
(x10° uL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000
mL de ozonio (Aplicagdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 1,15-3,87 2,84 -3,74 3,73 -10,15 2,40-442
2,34 3,36 5,83 3,45

1 1,22 — 4,06 2,99 -3.47 429 8,36 2,22 -3,97
2,61 3,21 5,82 2,90

2 1,30 - 4,83 1,89 - 6,32 438 -6,57 1,98 — 3,86
3,06 3,56 5,49 3,15

3 1,26 —4,48 2,04 —4,30 3,76 — 6,55 1,63 — 3,80
2,82 2,98 5,44 2,55

4 1,06 —4,51 2,32 -3,37 327-6,22 2,52 -3,39
2,59 2,98 438 2,96

5 1,07 — 4,67 2,46 — 2,88 3,28-4,63 1,73 - 3,57
2,63 2,67 4,02 2,61

6 1,35-4,60 1,71 -2,98 3,13-5,97 1,76 — 2,67
2,60 2,22 4,14 2,12

7 1,18 -3,91 1,82 - 3,01 3,21 -4,39 2,33 -3,12
2,31 2,38 3,78 2,60

8 1,11 - 4,06 1,88 -2,78 3,14-597 1,89 —3,45
2,39 2,23 4,16 2,67

9 1,09 -5,19 2,65-391 3,64 -7,41 2,35-3,82
2,80 3,18 5,02 3,06

10 1,09 -5,78 1,47 - 3,96 4,39 - 8,36 2,89 -3,42
2,71 2,97 5,83 3,09

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Entre os eqiliinos que receberam 500 mL, os machos mostraram valores
maiores quando comparados com as fémeas. Quando a dose aplicada nos eqiiinos foi
de 1000 mL da mistura do gés, entre a terceira e sexta aplicagdo, os valores
porcentuais destas células se mantiveram similares entre fémeas e machos, para logo

apos a sétima aplicacdo as fémeas virem a apresentar valores médios mais elevados.
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FIGURA 7 — Estimativas de linfocitos (x10° pL™) em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicacdo de ozdnio. LSC: limite superior de

controle, LM:
(Aplicagoes 1-9).

limite médio,

LIC:
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FIGURA 8 — Linfocito com granulacdes azurofilas detectado durante o periodo de
aplicacdo do ozdnio.
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FIGURA 9 — Estimativas da freqiiéncia de linfocitos com granulagdes azurofilas (%)
em MT500 (machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas
com 500 mL), MT1000 (machos tratados com 1000 mL) e FT1000
(fémeas tratadas com 1000 mL), durante o periodo de aplicacdo do
0zonio (Aplicagdes 1-9).

O aparecimento dessas granulagdes pode estar associado ao estimulo dos
produtos de reacdo do ozdnio sobre a medula 6ssea, sendo este um dos locais de
origem destas cé€lulas. A atividade citotoxica mediada por linfécitos, envolve a
ativacdo de células do tipo T (antigeno-dependentes) e ativagdo de células NK. Estas
células da imunidade inata (inespecifica) e que se caracterizam morfologicamente por
apresentarem granulagdes azuro6filas no seu citoplasma, possuem a capacidade de
poder agir sobre células infectadas, através das enzimas contidas nestas granulagdes
(Jain, 1993). Villarrubia et al., (1996) compararam a ativacdo de linfocitos NK entre
humanos ndo infectados e infectados por Leishmania aethiopica, onde os primeiros
apresentaram ativagdo destas células apds estimulo de citocinas derivadas de
linfocitos B.

Este achado também sugere que o ozOnio ativa mecanismos de
reconhecimento na membrana celular, alertando o sistema imune innato, demonstrado
pela presenca destas células. E importante destacar, no entanto que, segundo Ohtsuka

et al. (2006), a resposta a ozonioterapia em animais sadios € mais de carater humoral,
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diferente da resposta observada em animais com processos inflamatoérios, que ¢
particularmente do tipo celular.

Os valores médios na concentracdo dos mondcitos (x10° uL™") obtidos durante
as aplicacdes do ozonio nos animais (Tabela 8), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (0-1 x10° uL ™) para a espécie eqiiina (Schalm et al., 1975;

Jain, 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).

TABELA 8 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentragdo de monocitos
(x10° uL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000
mL de ozonio (Aplicagdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 0,00 - 0,34 0,07 -0,26 0,00 - 0,46 0,00 - 0,50
0,12 0,17 0,18 0,24

1 0,06 - 0,20 0,11-0,18 0,11 -0,30 0,05 -0,26
0,12 0,14 0,18 0,15

2 0,09 -0,20 0,06 - 0,59 0,02 -0,25 0,05-10,25
0,15 0,28 0,13 0,17

3 0,12-0,22 0,10-0,37 0,12-0,18 0,18-0,28
0,17 0,25 0,14 0,22

4 0,07-0,14 0,17-0,23 0,12-0,26 0,13-0,30
0,10 0,21 0,19 0,23

5 0,07 -0,25 0,10-0,33 0,17-0,37 0,09 - 0,20
0,16 0,25 0,24 0,15

6 0,14 - 0,25 0,15-0,23 0,17-0,32 0,05-0,18
0,21 0,18 0,23 0,11

7 0,10-0,31 0,02 -0,65 0,19 -10,25 0,13-0,15
0,19 0,25 0,22 0,13

8 0,11 -0,42 0,05-0,34 0,02 -0,29 0,04 -0,14
0,27 0,16 0,13 0,10

9 0,11 -0,20 0,09 -0,32 0,04 -0,43 0,04 - 0,22
0,15 0,18 0,20 0,11

10 0,07 -0,35 0,09 -0,57 0,00 - 0,50 0,17-0,30
0,17 0,27 0,25 0,23

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Observa-se na Figura 10 um comportamento bastante variavel na concentracao
dos monocitos durante todo o periodo de aplicagdo do ozdnio. Tanto nos machos
como nas fémeas tratados com 500 mL da mistura do gas, (MT500 e FT500) existiu
uma tendéncia a aumentar a concentragdo dos mondécitos até a oitava e quinta

aplicacdo, respectivamente. A resposta observada nos machos tratados com 1000 mL,
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apesar de varidvel, ocasionou valores médios acima do limite médio calculado (Figura
10). As fémeas que receberam a maior dose (1000 mL) responderam com uma
diminuigdo ao receberem a primeira aplicacao da mistura do gas, apresentando depois
um aumento na concentragdo dos mondcitos até o quarto periodo de aplicacdo, sendo
que, posteriormente, apresentaram valores médios em decréscimo até o término do
periodo experimental. Ao retirar a aplicagdo do ozdnio, os valores médios na
concentracdo de monocitos aumentaram em todos os grupos em estudo.

Ao se monitorar a concentracdo dos monoécitos frente a administracao de
diferentes doses da mistura do gés, nota-se um aumento mais rapido na quantidade
dessas células depois de administrada a maior dose, ou seja, 1000 mL, o que sugere o
efeito dose-dependente descrito na literatura cientifica (Bocci, 1994a; Plopper et al.,

1994; Wright et al., 1994; Valacchi & Bocci, 1999; Deaton et al., 2005).
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FIGURA 10 — Estimativas de mondcitos (x10° uL'l) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozonio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicagoes 1-9).
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Os valores médios da concentragdo dos basofilos (x10° uL™) obtidos durante
as aplicacoes de ozbénio nos animais (Tabela 9), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (0-0,29 x10° uL™") para a espécie eqiiina (Schalm et al.,
1975; Jain, 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).

A excecao dos machos tratados com 500 mL da mistura do gas, que
inicialmente (até o quinto periodo de aplicag@o) apresentaram um aumento discreto na
concentracdo dos basoéfilos (Figura 11), os demais animais apresentaram diminui¢ao
na concentracdo destas células. Também pode ser observado que com o avancar das
aplicagcdes a concentragdo deste parametro tende a aumentar. Apos trés dias de haver
retirado o 0zonio dos animais, os valores médios diminuiram, exceto nas fémeas que

receberam anteriormente 1000 mL da mistura do gés.

TABELA 9 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentracdo de basofilos
(x10° pL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000
mL de ozonio (Aplicagdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 0,00 - 0,09 0,00 -0,21 0,14 -0,27 0,00 - 0,32
0,02 0,14 0,21 0,13

1 0,01 - 0,06 0,04 - 0,09 0,06 — 0,09 0,02 -0,19
0,04 0,06 0,07 0,08

2 0,00 -0,21 0,05-0,10 0,00 - 0,05 0,05 -0,12
0,10 0,07 0,03 0,08

3 0,03 -0,26 0,04 -0,16 0,03 - 0,05 0,05-0,11
0,11 0,10 0,04 0,08

4 0,02 - 0,26 0,10-0,15 0,02 -0,05 0,02 -0,19
0,10 0,13 0,03 0,11

5 0,00 - 0,26 0,06 -0,17 0,02 -0,07 0,05-0,15
0,12 0,16 0,05 0,10

6 0,02 - 0,07 0,04 -0,12 0,00-0,12 0,07-0,10
0,05 0,09 0,05 0,09

7 0,02 -0,17 0,04 -0,15 0,06 -0,18 0,00 — 0,08
0,08 0,11 0,11 0,03

8 0,03 -0,28 0,09 -0,23 0,06 — 0,08 0,00 — 0,09
0,14 0,14 0,06 0,04

9 0,00 -0,19 0,13-0,23 0,03-0,14 0,04 - 0,19
0,09 0,18 0,07 0,09

10 0,00 - 0,07 0,00-0,19 0,00 - 0,09 0,17-0,48
0,03 0,12 0,03 0,28

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gés administrados.
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Ainda ndo existem relatos sobre a relacdo especifica do 0zdénio sobre os
basofilos. Como estas células também podem ser produzidas na medula 6ssea (Jain,
1993) e devido ao efeito da ozonioterapia sobre a medula (Remigio et al., 1999), pode
haver estimulo no aparecimento dos basofilos no sangue periférico. Também ¢
possivel que haja uma associacdo com antigenicidade, por ser uma das funcdes dos
basofilos. Adicionalmente, sabe-se que a producdo de basofilos € antigénico-
especifica regulada por citocinas especificas produzidas por linfocitos T ativados

(Jain, 1993), podendo esta ativagdo ocorrer devido a exposi¢ao ao 0zonio.
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FIGURA 11 — Estimativas de basofilos (x10°> pL™) em MT500 (machos tratados com
500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos
tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL),
durante o periodo de aplicagdo de ozdénio. LSC: limite superior de
controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicagdes 1-9).

Os valores médios da concentragdo de eosinéfilos (x10° pL™), obtidos nos
animais durante as aplicagcdes de ozoénio (TabelalQ), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (0-1x10° pL™") para a espécie eqiiina (Schalm ez al., 1975;

Jain, 1993; Menesis et al., 1993, Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer, 1997).
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Tanto as fémeas como os machos permaneceram com valores estdveis nas
primeiras aplicagdes do o0zdnio (exceto FT1000), com discreta diminuicdo na
concentragdo dos eosindfilos apods a segunda aplicagcdo do ozonio, que foi seguida por
um aumento na concentra¢do destas células (Figura 12). Quando utilizada a menor
dose (500 mL de ozbnio), as fémeas comparadas com os machos que receberam a
mesma quantidade da mistura do gds, atingiram valores na concentragdo de
eosinofilos acima do limite médio de controle, com as ultimas aplicagdes do ozonio.
J& quando os eqiiinos receberam a maior dose (1000 mL), a resposta sobre a
concentragdo dos eosinéfilos foi mais evidente, atingindo inclusive valores acima do
limite médio de controle. Da mesma forma que aconteceu com a concentracdo dos
basofilos, ao cessar o fornecimento do ozoénio, as fémeas (F1000) continuaram
apresentando valores médios altos, ainda que dentro da faixa de normalidade para a

espécie.

TABELA 10 — Valores minimos, maximos ¢ médios da concentra¢ao de eosindfilos
(x10° pL™") em eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 e 1000
mL de ozonio (Aplicacdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 0,14 -0,36 0,00 - 0,60 0,00 -0,18 0,16 —0,38
0,27 0,29 0,14 0,29

1 0,12-0,32 0,07-0,23 0,07-0,18 0,25-0,35
0,20 0,14 0,13 0,29

2 0,18-0,24 0,05-047 0,13-0,27 0,11 -0,15
0,21 0,21 0,20 0,13

3 0,13-0,28 0,19-0,23 0,12-0,24 0,16 -0,41
0,21 0,21 0,19 0,27

4 0,20 -0,32 0,14 -0,32 0,10 -0,30 0,26 — 0,36
0,25 0,20 0,19 0,31

5 0,27 -0,40 0,17 -0,46 0,20-0,40 0,41 -0,67
0,35 0,29 0,28 0,58

6 0,15-0,26 0,12-0,74 0,19-0,29 0,18 -0,62
0,20 0,39 0,23 0,36

7 0,20 -0,31 0,08 -0,51 0,23 -0,65 0,20 - 0,28
0,25 0,36 0,37 0,24

8 0,16 — 0,29 0,03 - 0,54 0,21 -0,34 0,21 -0,49
0,24 0,36 0,29 0,31

9 0,19 -10,28 0,16 — 0,45 0,21 -0,43 0,32 -0,39
0,25 0,26 0,34 0,35

10 0,14 -0,48 0,00-0,53 0,07-0,11 0,08 - 0,67
0,31 0,21 0,09 0,45

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gés administrados.
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Da mesma forma que mencionado para os basofilos, como o 0z6nio atua sobre
a medula o6ssea (Remigio et al., 1999), ¢ esta ¢ responsavel pela produgdo dos
eosinofilos (Jain, 1993), ¢ possivel que o aumento na concentragdo dessas células

durante o periodo experimental seja decorrente da ozonioterapia.
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FIGURA 12 — Estimativas de eosinéfilos (x10° uL™") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicagdo de ozdénio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicagoes 1-9).

Os valores médios da concentragdo de plaquetas (plaquetas/campo), obtidos
nos animais durante as aplicagdes de ozoénio (Tabela 11), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (5-17,5 plaquetas/campo) para a espécie eqiiina (Schalm et
al., 1975; Jain, 1993; Menesis et al., 1993; Meyer et al., 1995; Taylor & Hillyer,
1997).

Ap0s as primeiras aplicacdes do 0zonio observou-se um acréscimo acentuado
na contagem das plaquetas (Figura 13) em todos os eqiiinos, independente do sexo

(fémeas ou machos) ou da dose da mistura do géas (500 ou 1000 mL) administrada,
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chegando inclusive a valores acima do limite superior de controle. Apds a quinta e
sexta aplicacdo, houve uma marcada redugdo nos valores que se aproximaram dos
iniciais. Posteriormente ocorreu oscilagdo na contagem das plaquetas, porém os
valores se mantiveram acima do limite médio ap6s o término da aplicagcdo do ozdnio.
As plaquetas tém um papel importante no que se refere a fluidez do sangue, da
mesma forma que o hematdcrito, os eritrocitos circulantes e a concentracdo das
proteinas no sangue e plasma (Birchard, 1997; Stoiber et al., 2005). Segundo Zee &
De Monte (2001), o 0zdnio age diminuindo a viscosidade do sangue e do plasma em
humanos, por reducdo das macromoléculas plasmaticas e da capacidade de formacao
de coagulo, o que pode ser constatado pelo aumento no tempo de trombina (TT), fator
von Willebrand (vWF) e do plasminogénio (t-PA), assim como pela diminui¢do do

fibrinogénio.

TABELA 11 — Valores minimos, maximos ¢ médios de plaquetas (por campo) em
eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL de ozdnio
(Aplicacdes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)
0 6,00 — 9,00 7,00 — 9,00 8,00 — 10,00 7,00 — 7,00
7,67 8,00 9,00 7,00
1 6,75 -10,00 8,25-9,50 8,00 -9,33 6,50 — 8,25
8,42 8,75 8,78 7,58
2 11,25 -13,00 9,25 -13,00 10,50 - 11,25 10,00 — 13,00
12,33 10,92 10,83 11,00
3 10,25 - 14,00 10,00 — 11,50 11,00 — 13,50 9,75 -12,25
12,00 11,33 12,42 11,25
4 11,00 — 13,00 8,75 -13,50 9,25-13,25 9,25-12,50
11,92 11,75 11,58 11,00
5 6,75 -10,25 7,00 — 10,00 9,00 — 12,50 8,25 - 15,75
8,75 8,5 11,17 10,75
6 8,00 — 8,75 6,25 - 8,50 7,25-28,75 9,00 - 9,50
8,25 7,42 8,42 9,17
7 7,75 -9,25 7,00 — 10,00 8,00 - 12,00 7,25 -9,00
8,25 8,75 9,83 8,33
8 7,75 -12,00 8,75-9,50 7,75 -10,50 9,00 — 10,75
9,25 9,25 9,33 9,75
9 6,25-11,75 8,00 — 12,25 7,50 - 10,00 7,25 -9,00
8,42 9,97 9,17 8,25
10 6,00 — 12,00 9,00 - 13,00 8,00 — 15,00 7,00 — 14,00
10,00 11,33 11,00 10,67

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.
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FIGURA 13 — Estimativas de plaquetas (por campo) em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL) durante o periodo de aplicagao de ozdénio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle

(Aplicagdes 1-9).

Também por acao direta do 0zonio sobre a membrana dos eritrocitos ocorre
aumento na fluidez da mesma e diminuicdo na capacidade de aglutinacdo dessas
células, resultando em diminui¢do da viscosidade do sangue (Bulies, 1996).

O aumento na quantidade de plaquetas por campo, presente nos animais deste
estudo pode ser decorrente da liberagdo do fator de ativacao plaquetaria (PAF) que,
segundo Wright ef al. (1994), ¢ devido a acdo seletiva do 0zdnio sobre as membranas
celulares, clivando principalmente o 4cido araquidonico e produzindo este mediador
lipidico, através da acdo das fosfolipases (PLA,, PLC, PLD).

Nao houve diferenga no comportamento com relacdo ao sexo ou dose
utilizada, sendo estes resultados diferentes dos obtidos por Wright et al. (1994), ao
estudar plaquetas in vitro de porquinhos da india (Cavia porcellus), expostas ao
0z0nio.

Ainda com relacdo a ag¢do do o0zdénio sobre as membranas das plaquetas,

Wright et al. (1994), mencionaram que ocorre um aumento na permeabilidade
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celular, que atua como um sinal para a ativacdo de processos fibrinogé€nicos. Esta
resposta pode ser direta & mistura do gas ou mesmo aos subprodutos da reagdo do
0z0nio.

E possivel que a resposta fisiologica a exposi¢do ao ozdnio seja inicialmente
de fluidificacdo do sangue, tal como descrito pela literatura cientifica (Verrazo et al.,
1994) para a espécie humana. Entretanto em eqiiinos, baseado nos resultados obtidos
no presente estudo, ¢ possivel que algum fator seja responsavel pelo aumento na
concentracdo das plaquetas, o que possivelmente contrapde os resultados obtidos em
outras espécies.

Os valores médios da concentragdo de glicose (mg dL™) obtidos nos animais
durante as aplicagdes do ozonio (Tabela 12), encontraram-se dentro dos considerados
como referenciais (75-115 mg dL™') para a espécie eqiiina (Meyer et al., 1995;
Kaneko et al., 1997).

A Figura 14 mostra claramente a reducdo na concentracdo da glicose, quando
realizada a primeira aplicagdo do ozdénio (exceto FT500), porém com discreto
aumento apds este achado nas fémeas tratadas. Em geral, apesar de algumas
oscilagdes, os valores médios da glicose diminuiram até o final do periodo de
aplicagdes. Durante a quarta ¢ nona aplicacdo observaram-se valores de glicose
abaixo do limite médio e, em ocasioes, do limite inferior de controle nos machos
tratados com a menor dose (MT500) e nas fémeas que receberam a maior dose
(FT1000).

As fémeas que receberam a menor dose apresentaram os valores mais altos na
concentragdo da glicose do que os demais grupos.

A reducao da glicose pelo 0zénio pode ser decorrente de glicolise, ja
mencionada por Bulies (1996) em humanos. Segundo Viebahn (1985), além da via
glicolitica normal através da hexoquinase, a transformag¢do metabdlica da glicose
induzida pelo 0zbénio acontece através da via do ciclo da pentose. Outro aspecto que
pode ser mencionado ¢ o aumento da atividade muscular que, segundo Mutis & Pérez

(2005), resulta em glicolise ao induzir o trabalho muscular cardiaco.
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TABELA 12 — Valores minimos, maximos ¢ médios de glicose (mg dL™) em eqiiinos
machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL de ozdnio (Aplicagdes

1-9).
Machos Fémeas
Aplicagdes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 83,00 - 132,00 80,90 — 146,00 63,90 — 87,50 75,20 - 111,00
110,67 121,97 79,17 92,07

1 90,65 — 100,50 88,30 - 106,73 92,33 — 98,50 81,73 — 93,13
93,96 98,23 94,78 86,90

2 86,65 — 99,25 96,25 — 98,00 98,75 — 110,75 89,25 - 100,50
93,97 97,17 102,75 93,83

3 82,00 — 90,25 83,25 -91,50 85,25 -111,75 86,25 - 103,00
85,75 86,58 96,83 93,83

4 82,78 — 86,78 85,50 -91,85 86,55 -96,90 78,10 — 83,30
84,35 87,94 90,82 81,22

5 78,00 — 84,00 78,00 — 85,00 83,00 - 90,25 70,00 — 85,00
81,00 82,00 87,17 78,33

6 77,00 — 82,25 76,00 — 83,50 85,50 — 87,50 78,00 — 84,50
79,08 79,50 86,50 81,17

7 76,00 — 84,00 80,00 — 109,00 82,00 — 88,00 76,00 — 92,00
79,67 90,67 85,33 85,67

8 77,00 — 83,50 79,00 — 110,25 80,25 — 88,75 77,00 — 79,00
79,50 89,83 84,17 77,75

9 75,00 — 85,00 78,00 — 98,00 86,00 — 93,00 76,00 — 83,00
80,33 85,67 89,00 79,00

10 71,00 — 90,00 79,00 — 91,00 80,00 — 88,00 78,00 — 85,00
80,00 83,00 84,00 81,67

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Os valores médios da concentragdo de fibrinogénio (mg dL™) obtidos nos
animais durante as aplicacdes de ozoénio (Tabela 13), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (100-400 mg dL™) para a espécie eqiiina (Meyer et al.,
1995; Kaneko et al., 1997).

O comportamento da concentra¢do do fibrinogénio foi semelhante nos quatro
grupos (Figura 15), revelando um discreto aumento com algumas oscilagdes ao longo
do periodo de aplicagdo do ozdnio. Nos machos e fémeas que receberam 500 mL de
ozOnio, esta tendéncia foi mais linear. Quando o tratamento foi com 1000 mL da
mistura do gas, os valores médios obtidos nos machos foram varidveis, porém os
valores finais apds a retirada do 0z6nio ainda eram superiores aos iniciais. As fémeas
que receberam 1000 mL da mistura do gés apresentaram uma reducao inicial (segunda
aplicacdo) na concentragdo do fibrinogénio, para aumentar progressivamente na fase

intermediaria do periodo experimental, a medida que eram realizadas as aplicagdes da
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mistura do gés, atingindo valores acima do limite médio de controle (LM) e

alcancando, posteriormente, valores mais estaveis.
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100,00 +

Glicose (mg dL™)

90,00 -

— — —MT500
---m--- FT500
—a— MT1000
—»— FT1000
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80,00

70,00

Periodo de aplicacdes

FIGURA 14 — Estimativas de glicose (mg dL™") em MT500 (machos tratados com 500
mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000 (machos tratados
com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL), durante o
periodo de aplicagdao de ozonio. LSC: limite superior de controle, LM:
limite médio, LIC: limite inferior de controle (Aplicagdes 1-9).

Este aumento na concentragdo do fibrinogénio com uma tendéncia a diminuir

apds a retirada da aplicagdo da mistura do gés reflete um efeito transitorio,

conseqiiente da administragao da mistura do gas, tal como encontrado por Verrazo et

al. (1995), ao realizar cinco aplicagcdes de 0zOnio, mediante autohemotransfusdo em

pacientes humanos, com doenga arterial oclusiva periférica, onde os efeitos nesta

proteina ndo eram mais observados apds 24 horas de administrado o ultimo

tratamento. Segundo os autores, esta resposta pode ser decorrente de uma alteracao

transitoria na estrutura molecular do fibrinogénio, em resposta a presenca

momentanea de radicais livres derivados da agdo da ozonioterapia.
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TABELA 13 — Valores minimos, maximos ¢ médios de fibrinogénio (mg dL™') em
eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 e 1000 mL de ozdnio.
(Aplicagoes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagoes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 120,00 — 147,60 115,90 — 123,70 132,20 — 138,50 100,70 — 132,40
131,07 119,83 135,47 116,10

1 135,75 — 144,50 113,85 -127,30 134,94 — 138,00 117,73 — 133,53
139,44 122,37 136,28 125,23

2 120,15 — 140,43 123,35 -137,95 131,90 — 139,38 112,70 — 117,65
131,59 130,56 136,17 114,75

3 125,45 - 136,68 118,50 — 209,53 139,45 — 144,58 127,35 — 153,55
129,57 159,53 141,98 139,62

4 117,70 — 146,28 121,00 — 155,70 129,45 — 135,05 129,18 — 159,25
133,43 134,91 131,54 141,24

5 121,35 - 159,48 120,15 -167,60 138,00 — 160,43 123,73 — 161,25
138,62 141,34 148,58 144,25

6 123,13 — 153,88 106,68 — 143,40 143,35 — 155,85 123,80 — 220,28
137,98 126,38 149,83 159,46

7 141,53 - 161,43 132,43 - 161,95 145,18 — 163,63 142,7 — 160,28
149,88 145,47 155,75 148,87

8 107,28 — 150,78 123,45 - 166,08 137,4 — 159,53 128,98 — 160,70
127,97 147,60 145,05 143,70

9 128,15 — 147,38 122,88 — 193,95 134,68 — 156,23 131,25 -166,43
137,88 150,54 143,44 145,74

10 110,70 — 152,20 155,20 — 227,10 99,60 — 131,40 121,60 — 164,30
133,80 186,93 118,87 143,47

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Na opinido de Senior et al. (1986), este aumento do fibrinogénio ¢ bastante
importante nos processos de cicatrizacdo. Neste sentido, o tratamento topico com
ozoénio vem sendo utilizado para a redugdo do tempo de retracdo de feridas em
diferentes espécies (Sanchez et al., 1998; Carreira & Almagro, 2000; Matsumoto et
al.,2001; Camps et al., 2003).

Os valores médios da CK (U L), obtidos nos animais durante as aplicagdes
de ozbnio (Tabela 14), encontraram-se dentro dos considerados como referenciais
(60-330 U L") para a espécie eqiiina (Meyer et al., 1995; Kaneko et al., 1997;
Radostits et al., 2002).
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FIGURA 15 — Estimativas de fibrinogénio (mg dL™") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicacdo de ozdénio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle

(Aplicagdes 1-9).

Ao se monitorar este parametro observa-se uma tendéncia variavel, mas ao

mesmo tempo similar entre os grupos. Apesar da variagdo, os valores médios

oscilaram préximos aos do valor médio de controle, demonstrando inclusive esta

variabilidade ap6s a retirada da aplicagdo do ozénio, momento no qual, os animais

que receberam a menor dose (500 mL) mostraram uma tendéncia a elevacao dos

valores médios, enquanto nos que receberam a maior dose (1000 mL) ocorreu uma

diminui¢ao (Figura 16).

Esta ¢ uma enzima muito sensivel que pode se elevar em concentragio sérica

tanto por lesdo muscular como pela reacdo na membrana celular ou pelo aumento na

permeabilidade da mesma (Martinez, et al., 2000; Hinchcliff et al., 2004). Também

pela exposicdo a radicais livres resultantes da exposi¢do ao 0zonio (Zee & De Monte,

2001; Tylicki et al., 2003).
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TABELA 14 — Valores minimos, maximos ¢ médios de creatina quinase (U LY em
eqiiinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL de ozonio
(Aplicagoes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagoes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)

0 155,00 — 239,00 174,00 — 321,00 255,00 - 618,00 169,00 — 287,00
195,67 233,00 456,67 223,67

1 174,50 — 245,75 166,68 — 279,50 202.33 - 312,67 168,00 — 281,75
201,83 234,39 254,17 212,25

2 192,88 — 353,65 137,63 — 301,45 206,33 — 426,15 209,55 -394,40
275,36 211,31 279,95 298,84

3 170,98 — 241,63 109,35 — 327,48 118,80 — 174,75 148,80 — 189,35
198,30 213,46 141,83 174,73

4 116,00 — 219,75 144,25 — 228,00 170,00 — 180,25 189,50 — 218,25
179,50 179,00 175,58 199,42

5 160,20 — 245,83 130,58 — 270,43 179,35 — 344,30 182,73 — 205,33
197,17 191,21 238,79 191,33

6 139,20 — 334,95 151,85 — 234,93 158,70 — 314,45 229,13 — 193,50
225,95 190,03 236,53 210,71

7 130,28 — 241,25 122,98 — 216,70 146,63 — 247,30 151,73 - 301,43
173,19 173,13 186,43 212,18

8 146,00 — 253,00 188,00 — 346,75 192,00 — 256,50 176,25 — 245,50
210,67 250,33 218,83 213,92

9 184,50 — 277,50 194,25 — 417,00 181,25 -216,50 162,50 — 239,75
225,25 272,17 199,17 199,00

10 221,00 — 593,00 109,00 — 191,00 197,00 — 290,00 124,00 — 185,00
361,67 153,00 243,00 158,33

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

Os valores na concentracao da CK podem retornar ao normal em 24 a 48 horas
depois de realizado o exercicio pelo animal e quando este ndo ¢ efetuado de forma
continua (Mutis & Pérez, 2005), conseqiientemente as oscilagdes evidenciadas neste
trabalho durante o periodo de aplicagdes podem ser explicadas pelo protocolo
instituido, com administracdo da mistura do gas a cada trés dias. De forma contraria,
os efeitos de membrana poderiam ser evidenciados de forma mais estavel ou
crescente, dependendo das condi¢des de trabalho e da resposta aos radicais livres

decorrentes do estresse oxidativo pelo exercicio (Martinez, et al., 2000).
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FIGURA 16 — Estimativas de creatina quinase (U L") em MT500 (machos tratados
com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL), MT1000
(machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas com 1000
mL), durante o periodo de aplicacdo de ozdénio. LSC: limite superior
de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle
(Aplicagdes 1-9).

Segundo Bocci (1994b), o trabalho cardiaco pode ser estimulado no inicio da
ozonioterapia, pelo aumento no volume circulatorio decorrente do aumento na fluidez
do sangue e/ou pela vasodilatacdo, com a liberacdo do 6xido nitrico das células
endoteliais ou mesmo pelo ajuste do diametro vascular, pelo que a resposta fisiologica
do animal se reflete no aumento do trabalho muscular cardiaco e, com isto, no
aumento na concentracdo da CK (Birchard, 1997). Entretanto, apesar de haver
ocorrido aumento na concentragdo desta enzima acima do limite superior de controle
apods algumas aplicagdes, o protocolo de aplicagdo do ozonio, a cada trés dias pode
nao ter sido suficiente para manter elevados os valores da creatina quinase.

Os valores médios da gama glutamiltransferase (U L), obtidos durante as
aplicacdes do o0zdénio nos animais (Tabela 15), encontraram-se dentro dos
considerados de referéncia (4-44 U L) para a espécie eqiiina (Meyer et al., 1995;

Kaneko et al., 1997; Radostits et al., 2002), ressaltando que o grupo das fémeas
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tratadas com a maior dose, apresentou os valores mais altos desde o inicio até o final

do periodo de aplicagdo do ozonio.

TABELA 15 — Valores minimos, maximos ¢ médios da gama glutamiltransferase (U
L") em eqilinos machos e fémeas, tratados com 500 ¢ 1000 mL de
ozonio (Aplicagoes 1-9).

Machos Fémeas
Aplicagoes T500 T1000 T500 T1000
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max
(Média) (Média) (Média) (Média)
0 4,99 — 2490 6,51 — 18,00 4,99 —5,92 9,78 —48,1
12,35 12,37 5,30 23,39
1 4,99 —2478 5,65-17,73 499 -6,10 7,72 — 46,13
11,92 11,64 5,37 21,81
2 8,48 —32.45 9,75 — 27,00 7431035 10,68 — 56,1
16,80 18,78 9,06 27,94
3 7,65 31,70 9,15-21,93 6,68 — 10,53 12,63 — 50,05
16,07 16,82 8,64 26,22
4 499 - 15,18 5,27 - 20,63 5,15-6,19 499 -334
8,48 12,69 5,53 16,00
5 5,19 -20,70 5,02 — 18,35 5,34 -5,94 6,39 - 37,6
10,63 11,98 5,69 18,13
6 5,48 — 22,18 6,03 — 22,98 5,35-5,65 7,28 — 31,23
11,26 13,92 5,54 16,26
7 4,99 — 18,33 6,06 — 15,02 5,89 — 6,09 6,12 -31,78
9,77 11,02 5,98 15,42
8 6,15-19,03 5,79 — 19,50 4,99 - 8,10 7,20 —31,28
10,51 12,81 6,30 16,09
9 5,34 -17,37 4,99 - 16,02 5,60 —15,10 6,34 — 25,53
9,45 10,85 8,85 13,09
10 5,00 - 16,20 5,00 - 12,30 5,00 — 5,24 5,00 — 22,20
10,93 9,60 5,08 11,13

T500: 500 mL da mistura do gas administrados, T1000: 1000 mL da mistura do gas administrados.

A tendéncia observada nos quatro grupos foi bastante semelhante com valores
maximos apds as primeiras aplicacdes, seguido por uma acentuada diminuicao apos a
quarta aplicagdo da mistura do gés, para em seguida se manter mais estavel até o final
do periodo experimental (Figura 17). Apds o término das aplica¢des, houve uma
tendéncia a redu¢dao na concentragdo da GGT, exceto nos machos tratados com a

menor dose (500 mL).
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FIGURA 17 — Estimativas de gama glutamiltransferase (U L) em MT500 (machos
tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com 1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL) durante o periodo de aplicagao de ozonio. LSC: limite
superior de controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de
controle (Aplicagdes 1-9).

Os eqiiinos que receberam a menor dose do 0zdnio apresentaram, na maior
parte do experimento, valores médios de concentracdo de GGT inferiores e abaixo do
limite médio de controle. Os machos tratados com 1000 mL da mistura do gas
mantiveram valores médios bastante proximos a esse limite médio, ja as fémeas que
receberam esta mesma dose apresentaram valores médios discretamente acima deste.

A avaliagdo deste pardmetro também ¢ importante no diagndstico e
acompanhamento do trabalho muscular. O aumento dos niveis de GGT sérico pode
estar associado a sobrecarga no treinamento em alguns eqiiinos. Animais com baixo
rendimento podem apresentar até quatro vezes mais aumento na concentracdo de
GGT, sem que haja evidéncia laboratorial de problema hepético. A fonte desta
atividade elevada ainda ¢ incerta, porém nota-se retorno aos niveis de referéncia com
30 a 60 dias, caso nao haja outro estimulo para sua producao (Hinchcliff ez al., 2004).

O aumento na concentragdo da GGT apos a segunda aplicacdo pode estar

relacionado com o aumento no débito cardiaco ocasionado pelo 0zonio, mencionado
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por Bocci (1994a) como decorrente do aumento da pressdo arterial, devido a liberacao
do oxido nitrico pelas células endoteliais. Segundo Birchard (1997), elevag¢dao da
pressao pode resultar em aumento no fluxo sangiiineo para o coragdo e, com isto,
maior trabalho ¢ exercido pelas fibras musculares cardiacas. Por outro lado, a
estabilizacdo dos valores médios nos animais deste estudo apds o aumento inicial
pode ser decorrente do adequado condicionamento cardio-muscular dos equinos.

Esta adaptagdo ao estresse oxidativo causado pelo 0zénio € descrito por Bocci
(2004) e Sunnen (1989), sendo fundamental que as aplicacdes sejam administradas de

forma continua e lenta e nas concentragdes adequadas (10-80 pg mL™) (Plopper et al.,
1994).
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CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo experimental e com base nos resultados obtidos

pode-se concluir que:

1.

Existe tendéncia positiva sobre os valores do hematocrito em eqiiinos expostos
a ozonioterapia, caracterizada pelo aumento deste parametro apds trés a cinco
aplicagoes.

A ozonioterapia tem efeito positivo sobre os eritrocitos de eqiiinos,
caracterizado pelo aumento na concentragdo deste parametro, particularmente
nas fémeas, apos pelo menos trés aplicagoes.

Resposta tardia, porém positiva, caracterizada pelo aumento na concentragao
dos segmentados, ¢ observada durante ozonioterapia em eqiiinos.

Resposta transitoria, porém positiva, caracterizada pelo aumento na
concentragdo dos bastonetes ¢ observada durante ozonioterapia em eqiiinos.
Independente do sexo e da dose administrada, eqiiinos expostos a
autohemotransfusdo com ozonio respondem inicialmente com aumento na
contagem de plaquetas.

Existe tendéncia positiva sobre os valores de glicose em eqiiinos expostos a
ozonioterapia, caracterizada pela diminui¢do gradativa, porém transitdria,
deste parametro a partir da terceira aplicagao.

A ozonioterapia apresenta efeito positivo sobre a gama glutamiltransferase de
eqiiinos, caracterizado pelo aumento, com posterior diminuicdo na
concentragdo deste pardmetro, apartir da terceira aplicagao.

A exposicao de eqiiinos sadios a 500 e 1000 mL da mistura terapéutica de

0zOnio, mediante autohemotransfusao nao acarreta alteracoes clinicas.
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CAPITULO IV
OZONIOTERAPIA EM EQUINOS: EFEITOS PRINCIPAIS E DA
INTERACAO DO SEXO E DOSE ADMINISTRADA SOBRE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E DA BIOQUIMICA SANGUINEA

RESUMO

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2006. Efeitos da ozonioterapia sobre parametros clinicos, hematoldgicos e da
bioguimica sangiinea em equinos. Orientadora: Maria Verdnica de Souza, Co-
Orientadores: John Jairo Hincapié, José¢ Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos
Benjamim.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, os efeitos do sexo e da dosagem de
ozOnio, sobre pardmetros hematologicos (hematocrito, hemoglobina, eritrdcitos,
leucdcitos  totais, segmentados, bastonetes, linfocitos, monocitos, basofilos,
eosinodfilos e plaquetas) e da bioquimica sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina
quinase ¢ gama glutamiltransferase), durante o periodo de aplicacdo da mistura do
gas. Para isso, foram utilizados 12 eqiiinos mesti¢os, sendo 6 machos e 6 fémeas, com
idades compreendidas entre 4 e 20 anos. Os animais foram submetidos a
ozonioterapia, mediante administragdo de 500 ou 1000 mL da mistura do géas, por via
intravenosa, a cada trés dias, por um periodo total de 24 dias. Antes, porém, foram
divididos em quatro grupos: MT500, MT1000, FT500 ¢ FT1000, sendo machos (M)
que receberam 500 mL e 1000 mL e, fémeas (F) que receberam 500 e 1000 mL,
respectivamente. Os resultados demonstraram que o sexo foi um fator de relevancia
na concentragdo dos eritrocitos (p<0,05) em resposta a ozonioterapia, sendo que as
fémeas revelaram valores médios mais altos deste parametro, independentemente da
dose de 0zonio administrada.

Palavras-chave: ozonio, cavalos, hematologia.

88



ABSTRACT

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2006. Effects of ozone therapy on equine clinical, hematological and blood
biochemistry parameters. Adviser: Maria Veronica de Souza, Co-Advisers: John
Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos Benjamim.

The objective for this study was to evaluate, in vivo, the sex and ozone dose
effects, over hematological (hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, leukocytes,
neutrophils, bands, lymphocytes, monocytes, basophils, eosinophils and platelets) and
blood biochemistry parameters (glucose, fibrinogen, creatine kinase and gamma
glutamyltransferase), during the application period. Twelve cross bred horses, 6 males
and 6 females, between 4 and 20 years old were exposed to ozone therapy through the
application of 500 and 1000 mL of the gas mixture, intravenously, every three days,
for 24 days. Four groups were conformed: MT500, MT1000, FT500 and FT1000,
which comprised males (M) and females (F) receiving 500 and 1000 mL of ozone,
respectively. The results revealed that sex was a relevant factor on the erythrocytes
blood count (p<0.05) in response to ozone therapy, where the females showed higher
mean values of this parameter, independently of the administered dose.

Keywords: ozone, horses, hematology.
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INTRODUCAO

Nado hd muitos trabalhos em medicina veterinaria avaliando os efeitos da
ozonioterapia, onde se comparem diferentes concentragdes da mistura do gas ou
diferenca dos efeitos determinados pelo sexo. Em geral, os artigos nesta area
comparam um protocolo convencional, com a ozonioterapia, demonstrando os
beneficios desse tratamento alternativo (Gracer & Bocci, 2005; Méndez et al., 2005).
Adicionalmente, a maioria dos trabalhos ¢ realizada sob condigdes in vitro (Ducussin
et al., 2003), sendo assim importante o estudo in vivo (Camps et al., 2003) tanto em
animais sadios como enfermos, ja que a resposta pode ser diferente (Ohtsuka et al.,
2006). Nesse sentido, com a finalidade de se detectar possiveis diferencas no
protocolo terapéutico da autohemotransfusdo ozonizada em eqiiinos, o objetivo deste
estudo foi verificar se existe influéncia da dose, do sexo ou interacdo destes fatores
sobre parametros hematologicos (hematdcrito, hemoglobina, eritrécitos, leucocitos
totais, segmentados, bastonetes, linfocitos, mondcitos, basofilos, eosinofilos e
plaquetas) e da bioquimica sangiiinea (glicose, fibrinogénio, creatina quinase € gama
glutamiltransferase), em animais submetidos a ozonioterapia e, com isto, poder
estabelecer se existe alguma diferenca no momento de instituir um protocolo para

fémeas e machos, segundo o efeito desejado depois de realizado o tratamento.
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REVISAO DE LITERATURA

Apesar de todos os avances relacionados com descobertas cientificas em
estudos realizados com o o0zonio médico, sdo poucos os trabalhos que comparam
resultados nos pacientes humanos ou animais em estudo, pelo sexo; porém, alguns ja
comparam diferentes dosagens utilizadas e demonstram o efeito dose-dependente do
ozonio. Desta maneira, Bocci (1994a), descrevendo possiveis mecanismos de acdo em
humanos quando instituida a autohemotransfusdo, menciona o efeito dose-
dependente, relacionando-o também com o tempo de exposi¢cdo ao gas.

Plopper et al. (1994), estudaram o sistema antioxidante em pulmdes de ratos,
fémeas e machos e, concluiram que existe efeito dose-dependente do gas e do tempo
de exposi¢do ao mesmo, na ativagdo de enzimas antioxidantes. Por outro lado, os
autores nao fizeram referéncia aos resultados obtidos com relagdo ao sexo dos
animais.

Wright et al. (1994), estudaram in vitro, o efeito do ozonio sobre a ativagdo de
fosfolipases em plaquetas de porquinhos da india (Cavia porcellus), utilizando doses
entre 0,05 e 1,0 ppm e, concluiram que houve uma maior ativacao das plaquetas
quando a maior dosagem foi utilizada.

Deaton et al. (2005), avaliaram a resposta antiinflamatdria e antioxidante em
eqiiinos sadios € com obstrucdo recorrente das vias aéreas, quando estes foram
expostos a inalacdo de ozoénio, sendo constatado que uma dosagem menor (0,25

versus 0,80 ppm), provoca uma menor lesdo no epitélio pulmonar.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhum momento do periodo experimental, os animais demonstraram
incomodo ou alteracdo do comportamento durante a ozonioterapia ou imediatamente
apos a mesma, assim como apos as atividades didrias.

Durante avaliacdo clinica diaria os eqiiinos ndo apresentaram sinais de
alteragdo, encontrando-se todos com parametros clinicos dentro dos considerados
como de referéncia para a espécie eqiiina. Os valores médios de temperatura corporal,
freqliéncia cardiaca e respiratoria foram de 37,01 °C, 34 bpm e de 24 rpm,
respectivamente. As mucosas se mantiveram de coloracdo rosaceas e umidas e a taxa
de preenchimento capilar inferior a dois segundos, tal como descrito por Speirs
(1999), para a espécie eqiiina. Entretanto, um dos animais apresentou um ferimento
acidental, que ocorreu na época da oitava aplicacao.

Um discreto aumento da freqiiéncia cardiaca e/ou respiratéria poderia ser
observado, ja que o estresse pode elevar estes parametros (Fernandes, 1997).

Durante a aplicacdo do ozdnio, foi possivel escutar, sem a utilizagdo de
estetoscopio, os movimentos intestinais dos animais, particularmente 5 minutos apos
o inicio da aplicacdo da mistura do gas. Além disso, todos os animais defecavam ao
redor de meia hora apds a aplicagdo do 0zonio, o que pode sugerir estimulo ou acio
do 0zo6nio sobre os mecanismos do trato gastrointestinal. Pérez ef al. (2003) avaliaram
pacientes humanos com a sindrome de ma absorc¢do intestinal causada por Giardia
lamblia tratados com ozonioterapia, no entanto os autores ndo mencionaram achado
semelhante ao nosso.

Alves et al. (2004), estudaram o processo de isquemia e reperfusdo no jejuno
de eqiiinos, demonstrando o efeito de protecdo tecidual do ozonio sobre lesdes de
reperfusdo no trato gastrointestinal ainda que a via de administragdo tenha sido a
intravenosa.

Nas Tabelas de 1 a 15 encontram-se os valores médios obtidos a partir de cada
pardmetro hematoldgico e da bioquimica sangiiinea dos eqiiinos avaliados, por
dosagem de ozonio (500 mL ou 1000 mL) e sexo (machos ou fémeas), nos diferentes
dias de aplicagao.

Ao se avaliar as Tabelas 1, 4, 7, 10, 11, 12 e 13 observa-se que nao houve
efeito (p>0,05) da ozonioterapia sobre os valores do hematdcrito, leucocitos totais,

linfocitos, basofilos, plaquetas, creatina quinase, e gama glutamiltransferase
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respectivamente, que fossem diferenciados pelo tratamento, sexo ou a interacao
destes. Isto pode ser constatado ao observar a semelhanga dos valores médios de cada
parametro avaliado durante todo o periodo de aplicagdes.

Ao se avaliar as Tabelas 2, 5, 6, 8, 9, 14 e 15 observa-se que houve a0 menos
um efeito (p<0,05) do ozonio em algum dos periodos de aplicagdo seja pela dosagem,
sexo ou interagdo destes sobre os valores da hemoglobina, segmentados, bastonetes,
mondcitos, eosinodfilos, glicose e fibrinogénio, respectivamente. Entretanto, este nao
foi um achado de relevancia clinica no estudo, por ndo apresentar o mesmo

comportamento nos outros periodos de aplicagdo.

TABELA 1 — Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem
de ozbénio e sexo sobre o hematdcrito (%) em cada periodo de

aplicagao.
Hematocrito (%)
Combinacgoes Periodo de aplicagdo de ozéonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 37,78 38,49 35,64 36,94 40,38 39,70 38,16 3823 38,68
T500 Fémea 38,27 40,56 39,78 39,61 39,88 41,53 41,03 39,53 42,66
T1000 Macho 37,93 39,94 41,32 42,08 40,24 40,43 40,57 42,03 41,98
T1000 Fémea 35,86 38,83 4297 42,48 40,27 43,88 41,06 40,98 45,82
Dosagem -1,13  -0,14 443 400 0,13 1,54 122 261 323
Efeito Sexo 0,79 -0,47 -2,89 -1,53 024 -2,64 -1,68 -0,13 -391
Interagdo 1,29 1,59 1,24 1,14 -027 -0,81 1,19 1,17 0,08
CV(%) 7,63 1284 930 9,03 12,40 1097 6,82 797 12,51

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variagao.

Apesar das mudangas nos valores médios ndo apresentarem significancia
(p>0,05) na maioria dos parametros avaliados, cabe ressaltar que o hematdcrito
(Tabela 1) nas fémeas, quando receberam a menor dose da mistura do gas em
avaliacdo (500 mL), apresentou-se na maioria dos periodos de aplicacdo, com valores
médios maiores do que nos machos. Quando administrados 1000 mL, os valores nao
apresentaram uma diferenga pelo sexo nem pelo tratamento (p>0,05), porém pode ser
observado, ainda que ndo significativamente uma diferenca pelo tratamento utilizado,
em que os valores médios atingidos foram, em sua maioria, superiores quando
comparados com o grupo T500. Adicionalmente, pode ser observado que para as

quatro combinacdes avaliadas, os valores médios no final do periodo de aplicagdes
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foram maiores em relacdo aos valores iniciais, demonstrando o efeito acumulativo da
ozonioterapia para este parametro hematologico. Também pode ser observado que
depois de realizados os dois primeiros periodos de aplicacao nas fémeas com a maior
dose (1000 mL), estas apresentaram valores menores, quando as mesmas foram
comparadas no periodo total, o que pode inferir uma discreta hemolise ao utilizar uma
maior dosagem nas fémeas, como ja relatado com pacientes humanos (Zimran et al.,
1999; Bocci, 2004), sem implicar risco aos pacientes sob tratamento, particularmente
se a hemodlise ¢ pequena. Adicionalmente, a partir do terceiro periodo de aplicagdo
estes animais recuperam os valores até o final do experimento. Esta auséncia (p>0,05)
da resposta a ozonioterapia sobre o hematdcrito, também foi descrita por Bocci
(2004), sendo resultante da nao modificacdo do volume eritrocitico induzido pela
terapia.

Para a hemoglobina (Tabela 2) ndo se observaram efeitos (p>0,05) da
ozonioterapia determinados pelo sexo ou pela dosagem, exceto quando realizada a
sétima aplicacdo, onde houve efeito negativo (p<0,05) do sexo, tendo as fémeas as
maiores médias, independentes da quantidade da mistura do gas nelas administrada.
Apesar de ndo haver efeito (p>0,05) do sexo nos demais periodos de aplicacao,
verificou-se esta mesma tendéncia nos valores médios do parametro ao longo do
periodo experimental quando utilizados os 500 mL de ozoénio. Quando foram
administrados 1000 mL da mistura do gés, os valores da hemoglobina das fémeas e
machos foram similares. No final do periodo experimental, com a nona aplicacao
pode-se observar um discreto aumento nos valores de hemoglobina nos animais de
trés grupos avaliados (MT500, MT1000, FT1000).

Turrent & Menéndez (2001), mais do que elevacdo ou diminui¢ao da
hemoglobina ressaltam o aumento da saturagdo desta com oxigénio, apds cinco
sessoes de ozdnio através da autohemotransfusdo em pacientes humanos em estado
critico. Esta opinido ¢ compartida por Giunta et al. (2001), que mencionaram haver
uma maior liberacdo de oxigénio para os tecidos. Estes autores ndo encontraram

influéncia do tratamento, sexo ou intera¢ao destes em humanos tratados com 0zonio.
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TABELA 2 — Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem
de ozonio e sexo sobre a hemoglobina (g dL™) em cada periodo de

aplicagao.

Hemoglobina (g dL™)

Combinacoes

Periodo de aplica¢do de ozonio

Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 9,37 921 925 928 9,19 934 908 9,13 9,51
T500 Fémea 10,69 10,92 10,53 10,21 10,73 10,63 10,62 10,22 10,53

T1000 Macho 9,73 10,33 10,23 10,10 991 10,48 9,76 10,23 10,48

T1000 Fémea 10,09 10,13 10,49 10,33 10,19 1048 10,53 10,69 11,13

Dosagem -0,11 0,17 047 047 0,09 050 029 0,79 0,78

Efeito Sexo -0,84 - -0,77 -0,56 -0,91 -0,65 - -0,78 -0,84
0,76 1,15

Interagdo 048 0,95 0,51 035 0,63 065 038 0,31 0,18

CV(%) 12,58 12,67 10,63 11,80 11,94 1185 8,29 10,46 10,59

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Gill e Wanska (1978) ao avaliarem indices hematologicos em eqiiinos da raga
PSI, observaram mudancas associadas a alteragdes estacionais onde, no inverno, os
valores de hemoglobina diminuiam em ambos os sexos. Nas condi¢des do presente
estudo ndo ocorreram mudangas bruscas na temperatura nem na umidade do
ambiente, sendo a temperatura média ao redor de 30°C, o que permitia conforto aos
animais.

Nazifi et al. (2003), também mencionaram que o sexo, assim como a idade,
ndo interferem na concentracdo de hemoglobina de eqiiinos em condi¢des normais.

Cebulj-Kadunc et al. (2002), quando avaliaram os pardmetros hematologicos
em cavalos Lipizanos em repouso, encontraram diferenga significativa determinada
pelo sexo, onde as €guas avaliadas apresentaram valores médios inferiores quando
comparadas com os garanhdes. Exce¢do foi observada nos animais com idade entre
um e dois anos, onde as fémeas apresentaram valores superiores.

Schalm et al. (1975), descrevem também que as ragas Quarto de Milha e PSI
costumam apresentar valores menores de hemoglobina nos machos. Os animais
incluidos neste estudo possuem porcentagem desta raga na sua genética, o que poderia
justificar os discretos valores mais elevados da hemoglobina nas fémeas.
Adicionalmente, os animais sdo resultado do cruzamento com a raca Andaluza que,
segundo Cebulj-Kadunc e al. (2002), apresenta valores similares de hemoglobina

com a raca Quarto de Milha.
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Na avalia¢do da concentracdo dos eritrdcitos, observa-se o efeito (p<0,05) do
sexo a partir da quarta aplicagdo do ozbénio (Tabela 3), independente da quantidade
administrada. Esta diferenga ¢ observada desde o inicio do periodo de aplicagdes
(p>0,05), no entanto o aumento (p<0,05) na concentragdo dos eritrdcitos ¢, como
mencionado acima, apenas observado a partir da quarta aplicacdo, fato a considerar
quando se deseja alcangar um efeito do 0zonio sobre este parametro. Todos os valores
ao final do periodo experimental foram maiores quando comparados com os valores
iniciais dos grupos sob avaliacao.

Segundo Bocci (1994a), os eritrocitos compreendem o principal alvo dentro da
corrente sangiiinea, devido ao contato entre a mistura do gas e as membranas destas

células.

TABELA 3 - Médias e estimativas dos efeitos principais ¢ da interagdo da dosagem
de ozodnio e sexo sobre os eritrocitos (x10° pL™") em cada periodo de

aplicacao.
Eritrocitos (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplicacdo de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 b 6 7 8 9

T500 Macho 7,55 790 7,26 7,61 837 8,10 7,74 7,80 7,85
T500 Fémea 9,04 924 9,04 9,31 9,55 9,53 9,57 9,26 9,64
T1000 Macho 726 7,84 7,92 826 8,08 791 8,00 842 8,00
T1000 Fémea 7,77 8,36 8,99 9,38 881 946 8,88 9,01 981
Dosagem -0,77 -0,47 031 0,36 -0,51 -0,14 -0,22 0,19 0,16

Efeito Sexo -1,00 -0,93 -1,43 - -
-1,41*  -0,96 149" -1,36%  -1,02 1.80"

Interacdo 049 041 0,36 0,29 022 -0,06 048 044 -0,01

CV(%) 10,49 10,27 13,54 8,53 10,72 12,76 8,94 9,61 14,80

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Os valores médios na concentragdo de eritrocitos diferenciados pelo sexo
podem estar relacionados com o componente genético dos animais deste estudo, ja
que como mencionado anteriormente, sao descendentes da raga Quarto de Milha que,
de acordo com Schalm et al. (1975), os machos apresentaram menores valores na
contagem destas células. No entanto, se comparado com os valores do hematocrito, os

dos eritrocitos se mostraram maiores nas fémeas durante todo o periodo experimental.
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Neste estudo ficou demonstrado que para se obter aumento na contagem dos
eritrocitos pela ozonioterapia, sdo necessarios pelo menos quatro periodos de
aplicacdo da mistura do gas.

E importante mencionar que quando se utiliza o o0zdnio numa dosagem
adequada, a hemdlise resultante ¢ muito baixa, tal como mencionado por Zimran et al.
(1999) e Margalit et al (2001). Segundo Verrazo et al. (1995), esta lise das células
vermelhas ¢ seletiva, somente alterando a membrana dos eritrocitos pela acdo de
produtos de reacdo do 0zonio com os fosfolipidios de membrana.

A contagem dos leucécitos totais (Tabela 4), ndo respondeu (p>0,05) a
ozonioterapia, de maneira que mostrasse alguma diferenga pelo sexo, tratamento ou a
interacao destes, sendo que as médias dos quatro grupos estudados foram similares.

Nossos resultados corroboram com os de Turrent & Menéndez (2001) e
Meéndez et al. (2005), em estudos com pacientes humanos, que nao especificam efeito
do ozdnio sobre a contagem de leucdcitos totais e sim mais especificamente sobre
determinadas células do diferencial da linha branca. Ohtsuka et al. (2006), estudando
vacas sadias e com processos inflamatorios, ndo observaram alteracdes significativas

na contagem total de leucdcitos apds autohemotransfusao.

TABELA 4 — Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem
de 0zbnio e sexo sobre os leucdcitos totais (x10° pL™) em cada periodo
de aplicagao.

Leucécitos Totais (x10° uL™)

Combinacgoes Periodo de aplicagdo de ozéonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 7,54 7,70 743 7,59 742 6,83 7,67 199 7,76
T500 Fémea 9,37 10,09 9,14 8,65 9,03 898 9,04 8,63 9,61
T1000 Macho 7,83 8,63 748 826 7,68 8,14 985 883 9,21
T1000 Fémea 7,80 8,04 828 809 757 885 8§17 8,03 848

Dosagem -0,64 -0,55 -0,41 0,05 -0,61 059 066 0,12 0,16
Efeito Sexo -0,90 -0,90 -1,25 -045 -0,75 -143 0,16 0,07 -0,56

Interacdo 093 149 046 061 08 0,72 1,53 0,772 1,29
CV(%) 17,80 16,60 15,61 13,52 18,28 19,08 27,17 2295 27,34

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacao.
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Segundo Valacchi & Bocci (1999), uma discreta diminui¢do na contagem de
leucdcitos totais pode ocorrer sem implicagdo de lesdo a estas células, apos
administracao de ozonio via autohemotransfusdo, ja que este gas induz a quimiotaxia
de células do diferencial, por estimulo de citocinas, com aumento das mesmas na
circulagdo periférica até o local do processo inflamatério. Entretanto, Bocci (1994b)
menciona uma leucocitose relativa por neutrofilia em pacientes humanos que
receberam autohemotransfusdao ozonizada.

Ao se avaliar os valores médios dos segmentados (Tabela 5) observaram-se
efeitos (p<0,05) da ozonioterapia determinados pela dosagem depois de realizadas a
terceira e sexta aplicagdes, inclusive com uma interagdo (p<0,05) destes fatores na
terceira aplicacdo. No entanto, estes efeitos ndo traduzem um comportamento

bioldgico definido e relevante, pois ndo houve continuidade.

TABELA 5 - Médias e estimativas dos efeitos principais € da interacdo da dosagem
de 0zbnio e sexo sobre os segmentados (x10° pL™") em cada periodo de

aplicagdo.
Segmentados (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplica¢do de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 456 4,15 408 446 4,13 3,74 481 4,92 444
T500 Fémea 3,15 4,15 327 377 438 430 452 397 3,95
T1000 Macho 427 439 386 471 4,17 511 6,72 593 541
T1000 Fémea 436 446 501 439 411 6,11 514 491 4,86
Dosagem 0,46 027 077 043 -0,12 1,59% 127 0,98 0,93
Efeito Sexo 0,66 -0,04 -0,17 0,51 -0,09 -0,78 094 098 0,52
Interacéo - -0,04 -0,19 0,16 -0,22 0,65 0,04 0,03
0,75 0,98
CV(%) 2349 2288 8,46 1529 1821 1555 30,16 20,05 33,12

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Margalit et al. (2001), descrevendo os efeitos terapéuticos do ozonio,
relataram sobre a importancia deste como antiinflamatorio, ja que o gas aumenta a
motilidade e adesdo dos polimorfonucleares, a partir da circulacdo periférica,
induzindo assim a uma leucocitose com neutrofilia. Bocci (1994b) ¢ Sanchez et al.

(1998) também mencionaram sobre o aumento da atividade fagocitaria destas células.

98



Ainda assim, ndo existem relatos sobre o efeito do 0zonio sobre estas células,
pelos fatores em avaliagdo contemplados neste estudo (tratamento, sexo ou interacao
destes). Existe sim um efeito do gas diretamente o sobre os neutrofilos, seja in vitro
(Bocci, 1994a) ou in vivo (Deaton et al., 2005).

Deaton et al. (2005) estudando eqiiinos sadios € com obstrucdo das vias
adreas, constataram que, ap0s exposi¢ao ao 0zonio por inalagdo, os animais enfermos
apresentaram uma resposta inflamatéria maior, determinada pela contagem de
neutrofilos em lavagens bronco-alveolares. Segundo os autores, isto refor¢a a
importancia do 0z6nio na indugdo a migragdo destas células para o local do processo
inflamatorio.

Ao se examinar os dados apresentados na Tabela 6, nota-se efeito (p<0,05) da
dosagem sobre a concentracdo dos bastonetes depois de realizada a terceira aplicacao.
Os animais que receberam 1000 mL de ozdnio apresentaram maior estimulo na
contagem destas células imaturas, o que sugere que uma dose mais elevada de ozonio
poderia induzir uma resposta mais ativa da medula 6ssea na liberagdo destas células
na circulacdo sangiiinea. A inducdo da mielopoiese ¢ sugerida por Margalit et al.

(2001), ao estudar a exposicao in vitro de neutrofilos ao ozonio.

TABELA 6 - Médias e estimativas dos efeitos principais € da interacdo da dosagem
de 0z6nio e sexo sobre os bastonetes (x10° pL™") em cada periodo de

aplicagdo.
Bastonetes (x10° uL™)
Combinacgoes Periodo de aplicagdo de ozénio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 0,01 0,02 0,04 0,08 0,03 0,04 0,02 0,04 0,02
T500 Fémea 0,01 0,07 0,07 0,09 0,07 0,03 0,04 0,02 0,03
T1000 Macho 0,01 0,11 0,08 0,04 0,14 0,16 0,03 0,01 0,00
T1000 Fémea 0,02 0,06 0,16 0,09 0,02 0,06 0,01 0,01 0,02
Dosagem 0,00 0,04 0,07 -0,02 0,03 0,08 -0,00  -0,02  -0,02
Efeito Sexo -0,00 -0,00 -0,06 -0,03 0,04 0,06 0,00 0,01 -0,01
Interacdo -0,00 0,06 -0,03 -0,02 0,08* 0,04 0,02  -0,01 -0,01
CV(%) 158,25 75,81 47,11 5947 89,29 163,48 114,51 107,28 114,90

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).
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Também houve um efeito diferenciado (p<0,05) (interacdo dos fatores) apds a
quinta aplicacdo, demonstrando que neste periodo de aplicagdo a menor dose do
oz6nio (500 mL) foi capaz de estimular mais as fémeas, enquanto uma maior dose foi
necessaria para estimular a concentracdo deste parametro nos machos. Por outro lado,
estes efeitos encontrados no terceiro e quinto periodos ndo foram observados nos
demais. Além disso, a variabilidade encontrada numa mesma combinagdo de
tratamento, sexo e periodo de aplicacao foi alta, o que confere a caracteristica uma
certa imprecisdo, pelo que se sugere um estudo mais detalhado no que se refere a este
parametro, para a verificagdo do real efeito do ozdnio determinado pelo sexo,
tratamento ou a interagdo destes, ainda que haja relatos de resposta a ozonioterapia
neste tipo de células em humanos, in vivo (Bocci, 1994b) e in vitro (Margalit, et al.,
2001).

De uma forma geral, ndo foram constatados efeitos (p>0,05) do sexo, dosagem
ou pela interagdo destes sobre a contagem dos linfécitos, tal como apresentado na
Tabela 7. Por outro lado, alguns autores (Bocci, 1994a; Sanchez et al., 1998; Terasaki
et al., 2001; Ohtsuka et al., 2006) ja relataram ativacdo de linfocitos na produgdo de
citocinas, regulando assim o sistema imune ou a resposta humoral do animal apo6s
ozonioterapia; embora ndo fizessem referéncia ao sexo, tratamento ou a interacdo

entre estes.

TABELA 7 — Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem
de 0zbnio e sexo sobre os linfocitos (x10° pL™') em cada periodo de

aplicagao.
Linfécitos (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplicacdo de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 2,61 3,06 28 259 263 260 231 239 2,80
T500 Fémea 5,82 549 544 438 4,02 4,14 3,78 4,16 5,02
T1000 Macho 321 3,56 298 298 2,67 222 238 223 3,18
T1000 Fémea 290 3,15 255 296 261 2,12 260 267 3,06
Dosagem -1,16 -0,92 -1,36 -0,52 -0,68 -1,20 -0,56 -0,83 -0,79
Efeito Sexo -1,46 -1,01 -1,09 -0,89 -0,66 -0,72 -0,85 -1,10 -1,05
Interacéo 1,76 142 153 090 0,72 082 062 0,67 1,17
CV(%) 38,52 43,75 39,47 3846 36,56 4531 3098 41,33 44,55

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variagao.
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Na Tabela 8 estd demonstrado o efeito (p<0,05) da dosagem sobre a
concentragdo dos monodcitos depois de realizada a sexta aplicagdo do o0zonio,
momento no qual com a menor dose (500 mL) foi possivel atingir maiores valores
para este parametro. Porém, assim como ocorreu com outros pardmetros avaliados,
este efeito ndo foi persistente. Ainda assim, observando os valores médios destas
células, se percebe que estes se mantiveram praticamente similares em todo o periodo

de aplicagdes.

TABELA 8 - Médias e estimativas dos efeitos principais ¢ da interagdo da dosagem
de 0z6nio e sexo sobre os mondcitos (x10° uL™) em cada periodo de

aplicacao.
Mondcitos (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplicacdo de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 0,12 0,15 0,17 0,00 0,06 021 0,19 027 0,15
T500 Fémea 0,18 0,13 0,14 0,19 024 023 022 0,13 0,20
T1000 Macho 0,14 028 025 021 025 0,18 025 0,16 0,18
T1000 Fémea 0,15 0,17 022 023 0,15 0,11 0,13 0,10 0,11

Dosagem -0,00 0,09 0,07 0,07 -0,00 - -0,01 -0,07 -0,03
Efeito 0,07

Sexo -0,03 0,07 0,03 -0,06 0,01 0,02 004 0,10 0,02

Interacdo 0,03 0,05 -000 003 009 005 007 -004 0,06
CV(%) 57,73 86,13 41,87 34,46 51,38 33,39 93,75 82,39 84,87

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Na primeira e quinta aplicagdes de o0zOnio observaram-se efeitos da
ozonioterapia diferenciados (p<0,05) pelos fatores dosagem e sexo sobre a contagem
dos eosinofilos (Tabela 9). Este efeito demonstra que as fémeas foram menos
responsivas ao aumento na concentracdo de eosindfilos durante os periodos acima
mencionados, quando foram administrados 500 mL do ozoénio. J& os machos foram
menos estimulados quando administrados 1000 mL da mistura do gés. No entanto,
este efeito ndo foi relevante e consistente, ndo ocorrendo efeitos similares durante as
demais aplica¢des do ozonio. Adicionalmente, os valores médios foram similares em

todo o periodo experimental para todos os grupos.
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A contagem de basofilos ndo resultou alterada pela ozonioterapia, de maneira
diferenciada pelo sexo, dosagem ou a interagdo destes (Tabela 10), sendo todos os
valores médios similares (p>0,05) ao longo do periodo experimental. Por outro lado,
estes resultados similares (p>0,05) podem indicar que a ozonioterapia, com as duas
dosagens avaliadas neste estudo, in vivo, ndo acarreta clinicamente, hipersensibilidade

em eqliinos.

TABELA 9 - Médias e estimativas dos efeitos principais ¢ da interagdo da dosagem
de 0z6nio e sexo sobre os eosinofilos (x10° uL™) em cada periodo de

aplicacao.
Eosindfilos (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplica¢do de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 0,20 021 021 025 035 020 0,25 024 0,25
T500 Fémea 0,13 020 0,19 0,19 028 023 037 029 0,34
T1000 Macho 0,14 0,21 0,21 0,20 029 039 036 036 0,26
T1000 Fémea 0,29 0,13 027 031 058 036 024 031 0,35
Dosagem 0,05 -0,04 004 0,04 0,12 0,16 -0,00 0,07 0,01
Efeito Sexo -0,05 0,05 -0,02 -0,03 -0,11 0,00 -0,00 -0,00 -0,10
Interagao - 0,04 -0,04 -0,08 - 0,03 0,12 0,06 0,00
0,11" 0,18"
CV(%) 4134 63,29 36,95 3513 32,60 68,56 57,14 57,03 3546

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

TABELA 10 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem
de 0z6nio e sexo sobre os basofilos (x10° pL™) em cada periodo de

aplicagao.
Baséfilos (x10° uL™)
Combinacoes Periodo de aplicagdo de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 0,04 0,0 0,11 0,00 0,02 005 0,08 0,14 0,09
T500 Fémea 0,07 0,03 004 003 005 005 0,11 0,06 0,07
T1000 Macho 0,06 0,07 0,10 0,13 0,16 009 0,11 0,14 0,18
T1000 Fémea 0,08 0,08 008 0,11 0,10 0,09 0,03 0,04 0,09
Dosagem 0,02 0,01 002 005 0,04 004 -002 -0,02 0,06
Efeito Sexo -0,03 0,03 0,05 0,05 0,07 -000 0,03 009 0,05
Interagéo 0,01 -0,04 -002 -0,02 -0,01 0,00 0,05 0,01 0,04
CV(%) 78,32 80,44 87,32 8849 79,73 60,28 77,51 81,95 69,53

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacao.
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Nao se observou resposta a ozonioterapia sobre a concentracdo de plaquetas
(Tabela 11), CK (Tabela 12) e GGT (Tabela 13) determinada pelo sexo, dosagem ou
interacao destes (p>0,05). Apesar disso, cabe ressaltar que foi observado aumento na
contagem deste pardmetro apos a segunda aplicacio em todas as combinacgdes

estudadas.

TABELA 11 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem
de 0zonio e sexo sobre as plaquetas (por campo) em cada periodo de

aplicacao.
Plaquetas (por campo)
Combinacoes Periodo de aplicagdo de ozénio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 8,42 12,33 12,00 11,92 875 8,25 825 925 842
T500 Fémea 8,78 10,83 1242 11,58 11,17 842 983 933 9,17
T1000 Macho 8,75 10,92 11,33 11,75 850 7,42 875 925 9,97
T1000 Fémea 7,58 11,00 11,25 11,00 10,75 9,17 833 9,75 8,25
Dosagem -043 -0,63 -092 -0,38 -0,33 -004 050 021 0,32
Efeito Sexo 040 071 -0,17 0,54 -233 -09 .0,58 -0,29 049
Interacio 0,76 -0,79 025 021 0,08 -079 1,00 -0,21 1,24
CV(%) 12,60 12,30 12,44 16,67 26,94 9,75 16,25 15,70 22,39

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variagao.

TABELA 12 - Médias e estimativas dos efeitos principais ¢ da interacdo da dosagem
de 0zonio e sexo sobre a creatina quinase (U L) em cada periodo de

aplicacdo.
Creatina quinase (U L)
Combinacgoes Periodo de aplica¢do de ozénio
Tratamento Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 201,83 275,36 198,30 179,50 197,17 22595 173,19 210,67 22525
T500 Fémea 254,17 279,95 141,83 175,58 238,79 236,53 186,43 218,83 199,17
T1000 Macho 23439 211,31 213,46 179,00 191,21 190,03 173,13 250,33 272,17
T1000 Fémea 212,25 298,84 174,73 199,42 191,33 210,71 212,18 213,92 199,00
Tratamento  -4,68 -22,58 24,03 11,67 -26,71 -30,87 12,84 17,38 23,38
Efeito Sexo -15,10 -46,06 47,60 -8,25 -20,87 -15,63 -26,14 14,12 49,63
Interagado 3724 -4147 -887 -12,17 20,75 - 5,05 -1290 2229 2354
CV(%) 24,10 36,59 33,37 19,84 30,55 31,16 32,74 2528 31,46

T500: tratamento com 500 mL da mistura do géas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gés.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacao.
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No caso das plaquetas, este aumento permaneceu até a quarta aplicagdo, o
pode ter ocorrido em resposta a liberagdo de fatores que estimulam a agregacao
plaquetaria, como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator
transformador de crescimento (TGF) B-1, porém sem risco de coagulagido do sangue,
tal como mencionado em humanos por Valacchi & Bocci (1999).

Ao avaliar a resposta in vitro de plaquetas de porquinhos da india (Cavia
porcellus) expostos a diferentes concentragdes de ozdénio, Wright et al. (1994),
observaram que quanto mais elevada era a concentracdo do gas, maior o estimulo para

a liberagdo do fator ativador de plaquetas (PAF).

TABELA 13 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem
de 0zbnio e sexo sobre a gama glutamiltransferase (U L) em cada
periodo de aplicacao.

Gama glutamiltransferase (U L")

Combinacgoes Periodo de aplicagdo de ozéonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 11,92 16,80 16,07 848 10,63 11,26 9,77 10,51 945
T500 Fémea 537 9,06 864 553 569 554 598 630 8,85
T1000 Macho 11,64 18,78 16,82 12,69 11,98 13,92 11,02 12,81 10,85
T1000 Fémea 21,81 27,94 26,22 16,00 18,13 16,26 1542 16,09 13,09

Dosagem 8,08 10,43 9,16 734 690 6,69 534 6,05 282
Efeito Sexo -1,81 -0,71 -0,99 -0,18 -0,60 1,69 -0,31 047 -0,82

Interacdo -8,36 -846 -841 -3,12 -555 -403 -409 -3,75 -142
CV(%) 97,23 81,09 7596 84,52 87,13 77,64 80,90 73,06 70,79

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variagao.

O aumento na concentragdo de GGT apds a segunda e terceira aplicacdo, pode
ser decorrente de esforco muscular cardiaco (Martinez, et al., 2000, Hinchcliff et al.,
2004) propiciado pela agao do 0zonio, pelo aumento do fluxo sangiiineo e, pelo débito
cardiaco, como também mencionado por Bocci (1994b) em humanos. O o0zbdnio
também pode aumentar os niveis do hormonio adrenocorticotréopico (ACTH) e
cortisol no sangue (Gracer & Bocci, 2005), ocasionando um efeito inotropico
positivo, além de aumentar a atividade hepatica pela relagao dessas substancias com a
glicogendlise neste orgdo. Cabe ressaltar que, quando utilizada a menor dose, os

valores médios de GGT foram inferiores durante o periodo experimental.
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Com relacgdo a resposta da glicose a ozonioterapia (Tabela 14), foi observada
interagdo (p<0,05) entre os fatores dosagem e sexo, sobre a concentragdo desta, apos
realizada a quarta aplicacdo da mistura do gas, observando-se que nos machos a dose
menor foi capaz de promover a diminui¢do (p<0,05) na concentracdo da glicose, ao
contrario das fémeas, que no mesmo periodo de aplicagcdo, necessitou da dose mais
alta (1000 mL) para apresentar este efeito hipoglicemiante. Além disso, foi observado
que apos realizada a sexta aplicagdo, ocorreu resposta a ozonioterapia influenciada
pelo sexo (p<0,05) sobre os valores médios da glicose, onde os machos mostraram os
menores valores médios. Como estas respostas s6 foram observadas em dois
momentos ao longo do periodo experimental, elas foram consideradas como nao
relevantes. Por outro lado, cabe ressaltar que, se observou um discreto aumento nas
fémeas, depois de realizada a segunda aplicacdo de ozonio, o que provavelmente
poderia estar relacionado a um estimulo hormonal, possivelmente associado ao
aumento de cortisol. Segundo Gracer & Bocci (2005) este efeito pode ocorrer apos

autohemotransfusdo em humanos.

TABELA 14 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem
de ozdnio e sexo sobre a glicose (mg dL™') em cada periodo de

aplicacao.
Glicose (mg dL™)
Combinacoes Periodo de aplica¢do de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 93,96 9397 85,75 8435 81,00 79,08 79,67 79,50 80,33
T500 Fémea 94,78 102,75 96,83 90,82 87,17 86,50 85,33 84,17 89,00
T1000 Macho 98,23 97,17 86,58 87,94 82,00 79,50 90,67 89,83 85,67
T1000 Fémea 86,90 9383 9383 81,22 78,33 81,17 85,67 77,75 79,00
Dosagem -1,80  -2,86 -1,08 - - 246 567 1,96 -
Efeito 3,01 392 2,33
Sexo 525 2,73 9,17 0,13 -1,25 - - 371 -1,00
4,54 033
Interacio 6,07 6,06 1,92 6,60* 492 288 533 838 7,67
CV(%) 6,82 5,80 942 423 591 355 11,00 11,21 7,75

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Aproximadamente a partir da terceira aplicagdo da mistura do gas, os valores

médios de glicose diminuiram inclusive de forma consistente nos grupos que
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receberam a menor dose, sendo claramente perceptivel que os valores médios neste
periodo foram inferiores aos iniciais, o que sugere um efeito hipoglicemiante do
0zOnio nos eqiiinos estudados, que segundo a literatura cientifica (Al-Dalien et al.,
1999; Barroetabena et al., 2002), se deve ao estimulo da utilizacdo da glicose no
metabolismo celular. Este achado deve ser levado em considera¢do quando utilizada a
ozonioterapia.

Quando avaliada a concentragao do fibrinogénio (Tabela 15) observou-se uma
resposta a ozonioterapia diferenciada pela dosagem (p<0,05), j& na primeira e segunda
aplicacdo, sendo que quando instituida apenas a menor dose, independente do sexo do
animal, se conseguiram valores médios maiores na concentragao deste parametro.

ApoOs a segunda aplicagdo, ocorreu uma interagdo entre dosagem € sexo
(p<0,05), refletindo esta os valores médios maiores nas fémeas que receberam 500
mL da mistura do gas. J4 nos machos, este efeito foi observado apds administragdo da
dose mais elevada. Entretanto, apesar dos resultados terem sido interessantes, nao foi

uma resposta consistente.

TABELA 15 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagao da dosagem
de 0zbnio e sexo sobre o fibrinogénio (mg dL™") em cada periodo de

aplicagao.
Fibrinogénio (mg dL™)
Combinacgoes Periodo de aplica¢do de ozonio
Dosagem Sexo / 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 139,44 131,59 129,57 133,43 138,62 137,98 149,88 127,97 137,88
T500 Fémea 136,28 136,17 141,98 131,54 148,58 149,83 155,75 145,05 143,44
T1000 Macho 122,37 130,56 159,53 134,91 141,34 126,38 145,47 147,60 150,54
T1000 Fémea 125,23 114,75 139,62 141,24 144,25 159,46 148,87 143,70 145,74
Dosagem -14,06" -11,23" 13,80 559 -0,81 -098  -5,65 9,14 7,48
Efeito  Sexo 0,15 5,62 3,7 2,22 -644 -2247 4,63 -6,59  -0,38
Interacdo  -3,02 10,19* 16,16  -4,11 3,53 -10,62 1,23 10,49 5,18
CV(%) 4,53 527 16,99 10,51 13,27 20,39 7,62 13,11 7,75

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
Sexo (—): fémeas; dosagem (—): 500 mL. CV: coeficiente de variacdo. * Significativo pelo teste F
(p<0,05).

Ainda assim, estes dados sdo importantes quando a ozonioterapia for utilizada
em processos de reparacdo tissular em eqiiinos, j& que o aumento na concentragdao

deste parametro ¢ fundamental para o processo de cicatrizagdo, sendo esta terapia ja

106



utilizada em outras espécies com essa finalidade (Wrigth, et al., 1994; Verrazzo, et

al., 1995; Sanchez, et al., 1998).
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CONCLUSOES

Nas condigdes da presente estudo experimental e com base nos resultados obtidos

pode-se concluir que:

1.

Existem pequenas diferencas, significativas ou ndo, nas respostas
diferenciadas pelos sexos ou dosagens estudadas, para os parametros
hematologicos (hematdcerito, hemoglobina, leucécitos totais, linfocitos,
basoéfilos, mondcitos e plaquetas) e da bioquimica sangiiinea (creatina quinase,
gama glutamiltransferase).

Em alguns parametros hematologicos (segmentados, bastonetes e eosinéfilos)
e da bioquimica sangiiinea (glicose e fibrinogénio), pode ocorrer interagcdo
entre os fatores sexo e dosagem, mas de ordem relativamente baixa.

Existe influéncia determinada pelo sexo em resposta a ozonioterapia sobre a
concentragao dos eritrocitos nas fémeas.

A exposicao de eqiiinos sadios a 500 e 1000 mL da mistura terapéutica de

0zOnio, mediante autohemotransfusao nao acarreta alteragoes clinicas.
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CAPITULO V

COMPORTAMENTO, MONITORAMENTO E EFEITOS DA
OZONIOTERAPIA SOBRE A FREQQENCIA CARDIACAE
RESPIRATORIA DE EQUINOS NO PERIODO DE RECUPERACAO

RESUMO

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2006. Efeitos da ozonioterapia sobre parametros clinicos, hematoldgicos e da
bioquimica sangiliinea em equinos. Orientadora: Maria Verdnica de Souza, Co-
Orientadores: John Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos
Benjamim.

O objetivo deste estudo foi monitorar, in vivo, o comportamento, tendéncias e
efeitos do ozonio, sobre parametros fisioldgicos, como freqiiéncia cardiaca (FC) e
respiratoria (FR) durante o periodo de recuperacdo (até 20 minutos apos a
ozonioterapia). Para isso, foram utilizados 12 eqiiinos mesti¢os, sendo 6 machos e 6
fémeas, com idades compreendidas entre 4 e 20 anos. Os animais foram submetidos a
ozonioterapia, mediante administragao de 500 ou 1000 mL da mistura do gas, por via
intravenosa, a cada trés dias, por um periodo total de 24 dias. Antes, porém, foram
divididos em quatro grupos: MT500, MT1000, FT500 e FT1000, sendo machos (M)
que receberam 500 mL e 1000 mL e, fémeas (F) que receberam 500 e 1000 mL,
respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que houve aumento na FC
(p>0,05) e FR (p<0,05) em todos os eqiiinos expostos ao o0zonio, independente do
sexo, dose ou da interacao destes fatores. Transcorridos o periodo de recuperacao, os
valores médios desses pardmetros diminuiram, o que ¢ indicio de que a terapia ajuda
no condicionamento cardio-respiratorio dos eqiiinos.

Palavras chave: oz6nio, cavalos, exame fisico, condicionamento.
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ABSTRACT

HADDAD, Melissa Alvarenga, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2006. Effects of ozone therapy on equine clinical, hematological and blood
biochemistry parameters. Adviser: Maria Veronica de Souza, Co-Advisers: John
Jairo Hincapié, José Dantas Ribeiro Filho e Laércio dos Anjos Benjamim.

The objective of this study was to monitor, in vivo, pattern, tendency and
effect of ozone therapy over heart (HR) and respiratory (RR) rates during the
recovery period (up to 20 minutes after ozone therapy). Twelve cross bred horses, 6
males and 6 females, between 4 and 20 years old were exposed to ozone therapy
through the application of 500 and 1000 mL of the gas mixture, intravenously, every
three days, for 24 days. Four groups were conformed: MT500, MT1000, FT500 and
FT1000, which comprised males (M) and females (F) receiving 500 and 1000 mL of
ozone, respectively. The results revealed an increase in HR (p>0.05) and RR (p<0.05)
in all horses exposed to ozone, independent on sex, dose or the interaction between
these factors. After the recovery period, the HR and RR mean values decreased, fact
that could imply preconditioning on the horses cardiorespiratory performance.

Keywords: ozone, horses, physical exam, conditioning.
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INTRODUCAO

Os eqiiinos sejam atletas ou incorporados em rotinas de trabalho realizam
esforcos musculares que demandam um adequado condicionamento, para evitar o
desgaste e lesdes decorrentes de um manejo inadequado.

A determinacao dos valores de freqiiéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR)
pode ser util na avaliacdo do desempenho e condicionamento fisico dos eqiiinos,
determinados em conjunto com outras variaveis. Nao existem na literatura cientifica,
artigos que demonstrem a eficacia da ozonioterapia no condicionamento de eqiiinos
atletas. Em geral, os trabalhos fazem referéncia ao condicionamento frente ao estresse
oxidativo que a terapia oferece. Em alguns aspectos, os efeitos da ozonioterapia sao
similares a aqueles efeitos decorrentes de um exercicio de baixo impacto tanto em
animais como na espécie humana. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar
0 comportamento ¢ monitorar os valores de freqiiéncia cardiaca e respiratoria, assim

como verificar os efeitos da ozonioterapia sobre estes parametros em eqiiinos.
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REVISAO DE LITERATURA

O poder oxigenante do ozdénio ¢ superior ao do oxigénio, uma vez que
estimula diferentes sistemas enzimaticos protetores do organismo (Diaz ef al., 2001).
Mais especificamente no sangue, melhora a circulacdo sangiiinea através dos
capilares, mediante discreto aumento da pressao arterial, assim como das propriedades
reologicas do sangue, aumentando a capacidade de distribuicdo e absor¢ao do
oxigénio nos eritrocitos (Pérez ef al., 2003).

Estd descrita na literatura cientifica a concentracdo terapéutica adequada do
0zonio em humanos (Bocci 1994; Al-Dalien et al., 1999; Zee & De Monte, 2001;
Tylicki et al., 2003; Zamora et al., 2005), porém a aplicagdo da ozonioterapia em
medicina veterinaria ainda ¢ muito limitada. Sabe-se dos efeitos nos aspectos
hemorreoldgicos e como esta terapia melhora a circulacdo sangiiinea (Carreira &
Almagro, 2000; Giunta et al., 2001; Bocci & Aldinucci, 2004), mas nio existem
relatos sobre a agao do 0zonio sobre parametros clinicos.

Os sinais de intoxica¢do pelo ozOnio descritos na espécie humana sdo os
seguintes: tosse, congestdo nasal, irritagdo das vias aéreas superiores, dor na regido
peitoral, dificuldade ou dor ao respirar, falta de ar, dor de cabega, fadiga, mudangas no
campo visual, epifora, diminuicdo na freqiiéncia cardiaca e na pressdo arterial. Por
outro lado, todos esses efeitos dependem da dose e da exposi¢ao prolongada ao
0zdnio (Gonzalez et al., 1999).

Além dos parametros sangiiineos basicos para a determinacdo do bom
condicionamento fisico do animal, como o hematocrito e o lactato, &€ importante o
acompanhamento do comportamento de variaveis como FC e FR, ja que estas
oferecem um panorama do condicionamento e resposta fisica do animal (Barker &
Warren-Smith, 2005; Cottin et al., 2005).

Segundo Lekeux & Art (1994), a FR reflete a troca gasosa, que ¢ a principal
funcdo do sistema respiratorio, sendo expressa pelo nimero de movimentos
respiratdrios por minuto (rpm). Na opinido de Speirs (1999), a FR na espécie eqliina
pode variar entre 18 a 20 rpm. J& Silva et al. (2005), consideram que durante o
periodo de repouso o eqiiino pode apresentar entre 12 ¢ 20 rpm.

A FC ¢ expressa pelo nimero de batimentos por minuto (bpm) (Clayton,
1991), variando entre 25 e 50 bpm no eqiiino em repouso. Speirs (1999) relata valores

entre 30 a 40 bpm para a espécie eqiiina.
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Fatores como dor, aumento da temperatura corporal e o exercicio elevam a FR
(Clayton, 1991). Ja4 a FC pode aumentar por problemas psicossomaticos (Fernandes,
1997), dor, afeccdes (Clayton, 1991), entre outros.

O exercicio de baixo impacto tem sido associado a modificagdes nos aspectos
hemorreologicos, mais especificamente na fluidez do sangue em animais sob
adequado manejo de treinamento. Durante o exercicio, ocorre a vasodilatagdo
periférica, que favorece a méxima distribuicdo de oxigénio. Entretanto, também ¢
importante que este sangue tenha a fluidez suficiente para percorrer os vasos
sangiliineos com minima resisténcia, assim a deformabilidade e agrega¢ao eritrocitaria
também tém um importante papel na melhoria da circulag@o para o tecido muscular e
outras regides em que o aporte de oxigénio ¢ fundamental para a realizagdo da
atividade fisica. Em contrapartida, o exercicio acarreta um estimulo adrenérgico que
promove a contragdo esplénica, levando ao aumento do hematdcrito, da contagem
eritrocitaria e, conseqlientemente, da viscosidade do sangue, o que pode ocasionar
redug¢do no transporte de oxigénio. Além disso, fatores intrinsecos dos eritrocitos
como agregacdo e deformabilidade, também influenciam na resisténcia do fluxo
sangiiineo (Stoiber et al., 2005). Porém, ao se aplicar 0zonio nos animais se produz
uma vasodilatacdo e, conseqlientemente, diminuicdo da agregacao eritrocitaria, pelo
que o aumento na contagem destas células ndo seria um fator limitante no
desempenho do animal. Na opinido de Birchard (1997), como o 0z6nio acarreta
aumento no fluxo sangiiineo para o coracdo, um maior trabalho ¢ exercido pelas fibras
musculares cardiacas. Nesse sentido, a freqiiéncia cardiaca poderia ser aumentada em
funcdo deste fendmeno, para favorecer o transporte do oxigénio aos tecidos, tal como
descrito por Stoiber et al (2005). Evans & Rose (1988) mencionam que o aumento da
freqliencia cardiaca em eqiiinos Puro Sangue de Corrida pode estar relacionado com o
volume de oxigénio utilizado pelo animal, sendo acompanhado por um aumento na
freqiiéncia respiratoria.

Esta descrita na literatura cientifica a concentragdo terapéutica adequada do
ozonio em humanos (Bocci 1994; Al-Dalien et al., 1999; Zee & De Monte, 2001;
Tylicki et al., 2003; Zamora et al., 2005), porém a aplicagdo da ozonioterapia em
medicina veterinaria ainda ¢ muito limitada. Sabe-se dos efeitos nos aspectos
hemorreoldgicos € como esta terapia melhora a circulacdo sangiiinea (Carreira &
Almagro, 2000; Giunta et al., 2001; Bocci & Aldinucci, 2004), assim como outros

efeitos terapéuticos ao instituir a mesma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nenhum momento do periodo experimental, os animais demonstraram
incdmodos ou alteracdo do comportamento durante a ozonioterapia ou imediatamente
apoOs a mesma, assim como apos as atividades didrias.

Durante avaliacdo clinica diaria os eqiiinos ndo apresentaram sinais de
alteragdo, encontrando-se todos com parametros clinicos dentro dos considerados
como de referéncia para a espécie eqiiina. Os valores médios de temperatura corporal,
freqliéncia cardiaca e respiratoria foram de 37,01 °C, 34 bpm e de 24 rpm,
respectivamente. As mucosas se mantiveram de coloracdo rosaceas e umidas e a taxa
de preenchimento capilar inferior a dois segundos, tal como descrito por Speirs
(1999), para a espécie eqiiina. Entretanto, um dos animais apresentou um ferimento
acidental, que ocorreu na época da oitava aplicacao.

Um discreto aumento da freqiiéncia cardiaca e/ou respiratéria poderia ser
observado, ja que o estresse pode elevar estes parametros (Fernandes, 1997).

Durante a aplicacdo do ozdnio, foi possivel escutar, sem a utilizagdo de
estetoscopio, os movimentos intestinais dos animais, particularmente 5 minutos apos
o inicio da aplicacdo da mistura do gas. Além disso, todos os animais defecavam ao
redor de meia hora apds a aplicagdo do 0zonio, o que pode sugerir estimulo ou acio
do 0zo6nio sobre os mecanismos do trato gastrointestinal. Pérez ef al. (2003) avaliaram
pacientes humanos com a sindrome de ma absorc¢do intestinal causada por Giardia
lamblia tratados com ozonioterapia, no entanto os autores ndo mencionaram achado

semelhante ao nosso.

Comportamento da freqiéncia cardiaca e respiratdria antes e durante o periodo

de recuperacdo apos a aplicacédo de 0zonio em equinos

Considerou-se tempo de recuperagdo aquele decorrido até¢ 20 minutos depois
de realizada a aplicagdo da mistura de ozonio e oxigénio.

A finalidade de se avaliar o comportamento foi verificar a existéncia de
alguma modificagdo nos parametros avaliados ao longo do tempo, para em seguida
realizar estudos mais especificos.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram a baixa (p>0,05) incidéncia

de efeito da ozonioterapia no tempo de recuperagdo sobre a FC ao longo do periodo
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de aplicagdes do ozdnio. Nota-se que o grupo das fémeas que recebeu 500 mL da
mistura do gas apresentou aumento da FC em 0,4 bpm apods o quarto periodo de
aplicagdo, e reducao em 0,3 bpm ap6s a nona administragdo do ozdnio (Tabela 1). J&
quando as fémeas receberam 1000 mL da mistura do gas, a FC aumentou em 0,8 bpm,
apos o quarto periodo de aplicagao.

Com relagdo a FR, observa-se influéncia (p<0,05) da ozonioterapia no tempo
de recuperagdao. Em todos os grupos, independente da dose e do sexo, houve uma
tendéncia ao aumento da FR no referido tempo. Estes resultados demonstram o

esfor¢o aumentado do sistema respiratorio dos animais em estudo.

Monitoramento da frequéncia cardiaca e respiratdria antes e imediatamente

apds ozonioterapia em equinos

A tendéncia dos valores médios de freqiiéncia cardiaca, antes de cada
aplica¢dao do 0zo6nio, nos quatro grupos avaliados, foi de diminuicao (Figura 1), ja que
com o passar do tempo os animais ja estavam adaptados a rotina instituida para a
ozonioterapia, que foi realizada pelos mesmos técnicos, durante todo o periodo
experimental, o que certamente reduziu o estresse nos animais, que poderia vir a
estimular, por uma descarga adrenérgica, a liberagdo de hormodnios que induziriam
uma resposta inotropica positiva (aumento do débito cardiaco e, conseqiientemente,
da freqiiéncia cardiaca), conforme descrito por Spinosa et al. (2002) e Cottin et al.
(2005).

Transcorridos até 10 minutos da administragdo do ozonio, observou-se uma
maior variabilidade nos valores médios de FC (Figura 2), inclusive com uma
tendéncia a valores maximos, considerados como normais para a espécie eqiiina, que
segundo a literatura cientifica (Speirs, 1999; Orsini & Divers, 2003) pode variar entre
28 e 44 bpm.

Todos os grupos apresentaram uma diminui¢cdo na FC apds as primeiras trés
aplicagdes, provavelmente porque ainda eram baixas as concentracdes da mistura do
gas no organismo. Adicionalmente, tanto os machos como as fémeas que receberam a

menor dose (500 mL), mostraram valores mais proximos ao limite médio calculado.
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TABELA 1 - Estimativas dos parametros freqiiéncia cardiaca (FC) e freqiiéncia
respiratoria (FR) em fung¢ao do tempo de recuperacao (T) para cada
combinagdo (tratamento x sexo) e periodo de aplicagdo.

Parametros Combinagdo Periodo de Equacgdo de Regressao R’
Tratamento x Aplicagdo
Sexo
FC MT500 1-9 Y =30,67 -
FT500 1-3;5-8 Y =34,48 -
‘9‘ ¥ = 28,6667-+0,40000*T 8’32
Y = 34,3333-0,30000*T ’
MT1000 1-9 Y = 36,40 -
FT1000 1-3:5-9 Y =37.67 -
4 ¥ =30,7778+0,76667*T 097
FR MTS500 1 Y =17,6667+0,50000*T 0,75
g ¥ = 10,6667-+0,80000*T 8@2
Y =12,3333+0,30000*T ’
4-7:9 Y'=16,93 ;
8 Y =14,3333+0,50000¥T 0,99
FT500 1;3;5-9 Y =24,99 -
i ¥ =17,3333+0,14000*T 8%
Y = 13,0000+1,10000*T ’
MT1000 1;3;7-9 Y =27,47 -
i ¥ = 13,0000+0,90000*T 9,96
¥ = 18,0000+1,20000*T 0.75
5 Y =15,6667+0,90000*T g
6 Y =12,0000+0,40000*T 1,00
FT1000 1;3;5-6 Y =27,00 -
i ¥ =12,3333+1,70000*T  0-88
Y = 14,6667+1,40000*T 0.90
7 Y=10,6777+0,80000*T (9
8 Y =13,3333+1,00000¥T 0,95
9 Y = 12,0000+0,60000*T 1,00

T = tempo de recuperagdo em minutos. MT500: machos tratados com 500 mL, MT1000: machos
tratados com 1000 mL, FT500: fémeas tratadas com 500 mL, FT1000: fémeas tratdas com 1000 mL.
*: Significativo pelo teste t (p<0,05)

Este aumento na freqiiéncia cardiaca apds 10 minutos da aplicagdo da mistura
do gas pode ser decorrente do aumento no fluxo sangiiineo, por regulagdo no didmetro

vascular. Segundo Birchard (1997), a resposta vascular, em eqiiinos, ¢ dependente de
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valores adequados de hematdcrito, débito cardiaco e de alteragdes na viscosidade do

fluxo sangiiineo.
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FIGURA 1 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) imediatamente antes de cada
aplicagdo. MT500 (machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas
tratadas com 500 mL), MT1000 (machos tratados com1000 mL) e
FT1000 (fémeas tratadas com 1000 mL). LSC: limite superior de

controle, LM: limite médio, LIC: limite inferior de controle.

A diminui¢do da viscosidade do sangue, que leva a um aumento no débito

cardiaco, ¢ decorrente da acdo do ozbénio sobre componentes celulares do sangue,

como plaquetas e eritrocitos, ativando as primeiras para a inibicdo da liberacdo de

fatores de coagulacdo, diminuindo a agregacao plaquetaria. Estes efeitos ja foram

demonstrados por Wright ef al. (1994) em cobaias, assim como por Valacchi & Bocci

(1999) e Diaz et al. (2001) em humanos. Por outro lado, os eritrocitos também sdo

afetados na sua permeabilidade de membrana, com alteracdo na sua elasticidade, o

que permite uma otimizacao da circulacdo sangiiinea, como mencionado na literatura

cientifica (Zimran et al., 1999; Gornick & Gutsze, 2000; Giunta et al., 2001). No

endotélio a reacdo ¢ para a liberacdo do oxido nitrico, permitindo uma vasodilatacao,

por atuar na regulag¢do do didmetro vascular (Bocci & Aldinucci, 2004).
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FIGURA 2 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) até¢ 10 minutos depois da
administracio do o0zdénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
LIC: limite inferior de controle.

Tendo transcorrido até 20 minutos apds a administragdo do ozonio, observa-se
que a variabilidade continua entre os grupos durante o periodo experimental, porém os
limites desta variabilidade sdo menores (Figura 3), quando comparados com os limites
da FC até¢ 10 minutos apds a terapia. Isto indica uma possivel adaptacdo a terapia,
além do que existe uma tendéncia a reducdo nos valores de FC, o que demonstra um
discreto condicionamento no esforgo cardiaco.

Evans (2000) e Goémez et al. (2004), mencionaram que a FC ¢ um bom
indicador de adaptagdo em diferentes intensidades de exercicio em eqiiinos. Na
opinido de Evans (2000) se apds 30 minutos de realizado exercicio, a FC mostra-se
elevada, ¢ sinal de estresse, seja pela ndo adaptacdo ao trabalho ou por disturbio
metabolico. Este autor descreve, em diferentes racas de eqiiinos de esporte, como um
aumento nos valores do hematdcrito, eritrocitos e hemoglobina, eleva a capacidade de
transporte de oxigénio. Sendo assim, ao aumentar o fluxo sangiiineo, a FC também

aumenta, para que ocorra de maneira mais eficiente a distribui¢do do oxigénio para os
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tecidos, principalmente para o musculo esquelético de eqiiinos de esporte e trabalho.
Adicionalmente, Evans (2000), relata a importancia da FC como fator limitante para a
determinagdo do maximo consumo de oxigénio pelo animal, ja que este, originado dos
pulmdes, serd impulsionado pelo coracdo para a circulagdo sangiiinea, para finalmente

chegar aos tecidos-alvo.
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FIGURA 3 — Estimativas da freqiiéncia cardiaca (bpm) até 20 minutos depois da
administracdo de ozonio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MTI1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
LIC: limite inferior de controle.

Gomez et al. (2004), compararam a FC de eqiiinos de salto da ragca Holsteiner,
em diferentes tempos apds realizacdo de exercicio, com os valores iniciais de repouso.
Os autores demonstraram que a FC diminuia paulatinamente no decorrer do periodo
experimental. Estes resultados indicaram a adaptagdo dos eqiiinos a exigéncia do
programa de treinamento imposto, ¢ demonstraram que quando um eqiiino sob a

mesma exigéncia de esfor¢o apresenta uma menor FC, indica que o animal esta
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impulsionando uma determinada quantidade de sangue com menor esforco,
ressaltando a sua aptidao fisica.

Teixeira-Neto et al. (2004), compararam a FC em eqiiinos de enduro, no
tempo de repouso e em diferentes tempos de avaliagdo, apds realizagdo de exercicio.
Os autores descrevem o aumento da FC apo6s a chegada dos animais ao local de
avalia¢do, porém depois de transcorridos 10 minutos, houve recuperacdao dos valores
da FC, que se assemelham aos do tempo de repouso, demonstrando o adequado
condicionamento dos eqiiinos para aquele nivel de esforco.

Monitorando a freqiiéncia respiratdria imediatamente antes da administra¢ao
do oz6nio, se observa que os valores médios se mantiveram proéximos aos valores do

limite médio de controle (Figura 4), na maior parte do periodo experimental.
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FIGURA 4 — Estimativas da freqiiéncia respiratoria (rpm) imediatamente antes da
administracdo do o0zdénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
LIC: limite inferior de controle.
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Tendo transcorrido 10 minutos da administracdo do o0zdnio observou-se
variagdo nos dados e como os limites maximos de FR aumentaram (Figura 5) com

relagdo aqueles obtidos antes da aplicagdo da mistura do gas.
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FIGURA 5 — Estimativas da freqiiéncia respiratoria (rpm) até 10 minutos depois da
administracio de ozonio em cada periodo de aplicagao. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) e FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
LIC: limite inferior de controle.

Os machos que receberam 500 mL da mistura do gés, apresentaram valores
mais baixos de FR em comparag¢do com os demais grupos em estudo. Nas fémeas que
receberam esta mesma dose a FR reduziu no terco médio do periodo experimental,
com posterior elevacao. Por outro lado, o grupo de fémeas tratadas com 1000 mL de
ozOnio, apresentaram valores mais altos de FR na primeira metade do periodo de
aplicagdes, com posterior reducdo nos valores, que se mostraram inferiores aos do
limite médio de controle.

Depois de transcorridos 20 minutos da administragdo do 0zénio nos eqiiinos,
os valores médios da FR se encontraram praticamente similares aos obtidos nos 10

minutos do tempo de recuperacdo, porém com menor flutuagdo, mostrando um padrao
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mais similar entre os grupos (Figura 6), com diminui¢do da FR ap6s o quinto periodo

de aplicagdo que, a exce¢do do MT1000, os demais grupos apresentaram valores

médios inferiores no final do periodo experimental, quando comparados aos valores

iniciais.
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FIGURA 6 — Estimativas da freqiiéncia respiratoria (rpm) até 20 minutos depois da

administracio do o0zdénio em cada periodo de aplicagdo. MT500
(machos tratados com 500 mL), FT500 (fémeas tratadas com 500 mL),
MT1000 (machos tratados com1000 mL) ¢ FT1000 (fémeas tratadas
com 1000 mL). LSC: limite superior de controle, LM: limite médio,
LIC: limite inferior de controle.

Estes dados demonstram o condicionamento dos animais, pela diminuicao da

FC anteriormente mencionada, como da FR, ja que no decorrer do periodo

experimental ocorre uma elevagdo na FC e FR até¢ 10 minutos apos a terapia, no

entanto apesar destes valores serem maiores do que os iniciais, depois de transcorridos

20 minutos, os animais recuperaram estas freqiiéncias, atingindo valores similares aos

iniciais. Com isto, demonstram a adaptagdo ao esfor¢o cardio-respiratorio estimulado

pela ozonioterapia.

Evans (2000) menciona que uma quantidade maior de oxigénio arterial

aumenta o consumo maximo do mesmo. No caso do animal em exercicio, este
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aumento na oferta de oxigénio, se deve a contra¢do esplénica, aumentando o niimero
de eritrocitos, o hematocrito e a concentragdo de hemoglobina no sangue e,
conseqiientemente, a capacidade de oxigenacao dos tecidos. Neste estudo inferimos
efeitos similares em resposta a ozonioterapia; porém, a origem dos eritrocitos
provavelmente ndo seja a contragdo esplénica, mas sim pelo estimulo do 0zo6nio sobre
a granulocitopoiese na medula 6ssea, tal como mencionado por Remigio et al. (1999).

Desta maneira esta capacidade de oxigenacdo se torna verdadeiramente
eficiente, com o aumento da freqiliéncia cardiaca, importante na impulsdo de sangue
rico em oxigénio, até os diferentes tecidos e na elevagdo da freqiiéncia respiratoria,
fundamental para a troca gasosa.

Gomez et al. (2004), acreditam que o treinamento ndo ocasione um aumento
no volume respiratorio e sim um incremento na elasticidade pulmonar, de forma que,
o tecido pulmonar otimiza a velocidade de troca gasosa alveolar, que com o tempo
acarreta aumento da amplitude respiratoria. Os autores mencionam que dentro de um
programa de treinamento, a diminuicdo da FR se deve a uma eficiente resposta
aerdbica, ja que a capacidade de oxigena¢do melhora com o aumento das células
vermelhas e de hemoglobina no sangue. Adicionalmente, a modulagdo da FR se da
por meio do equilibrio de quimioreceptores arteriais presentes na artéria aorta (para
pressdo parcial de oxigénio) e na artéria carotida (para pressdo parcial de didxido de
carbono), o que permite um intercambio gasoso mais adequado no suprimento dos

diferentes requerimentos metabolicos.

Efeitos da ozonioterapia sobre a frequéncia cardiaca e respiratoria antes e

imediatamente apds a administracdo da mistura do géas

Os valores médios de freqiliéncia cardiaca (FC) e respiratoria (FR) dos eqiiinos
sob avaliagdo, quando administradas as diferentes doses do ozbénio, durante todo o
periodo de aplicagdes, foram de 34 bpm e de 24 rpm respectivamente, sendo estes
valores considerados como dentro ou discretamente acima dos limites de referéncia
para a espécie eqiiina, que sao de 30 a 40, para a FC e de 8 a 18, para a FR (Speirs,
1999; Orsini & Divers, 2003).

Embora a freqiliéncia respiratoria estivesse um pouco acima do estabelecido

como normal, os animais ndo demonstraram sinais de desconforto durante as
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aplicacdes da mistura do gés. Adicionalmente, trabalho realizado em eqiiinos sadios
da raga Pantaneira demonstrou que estes valores podem oscilar entre 24,8 e 29,3 para
a FR no periodo de repouso (Silva et al., 2005).

Ao avaliar a freqiiéncia cardiaca, no dia da terceira aplicacdo, imediatamente
antes da administra¢do do ozonio (Tabela 2), se observam valores diferentes (p<0,05)
determinados pela dosagem, onde aqueles animais que receberiam 1000 mL da
mistura do gés, apresentaram as maiores médias. Porém, este achado ndo foi
considerado relevante neste momento do estudo, j& que os animais se encontravam em
repouso ¢ nao tinham recebido a aplicacdo do ozdnio. Estes dados demonstram a
normalidade da freqiiéncia cardiaca antes de comegar cada aplicagdo nos grupos

experimentais, o que esteve presente durante todo o periodo de aplicacdes.

TABELA 2 — M¢édias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem e
sexo sobre a freqiiéncia cardiaca (bpm) antes da aplicacdo do ozdnio,
considerando os dias de aplicagdo.

Fregiiéncia cardiaca antes da ozonioterapia

Combinacoes Periodo de aplica¢oes de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 30 32 28 30 30 26 30 30 28
T500 Fémea 40 36 30 28 30 26 30 34 34
T1000 Macho 38 34 34 36 32 30 30 38 40
T1000 Fémea 44 36 38 30 30 34 32 32 30
Dosagem 6,00 1,00 7,00+ 4,00 1,00 6,00 1,00 3,00 4,00

Efeitos Sexo -8,00 -3,00 -3,00 4,00 1,00 -2,00 -1,00 1,00 2,00

Interagao 2,00 1,00 -1,00 2,00 1,00 -2,00 -1,00 5,00 8,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gés.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).

Quando avaliada a freqiliéncia cardiaca imediatamente apods (até¢ 10 minutos) a
aplicacdo do ozonio (Tabela 3), observa-se apds a segunda aplicagdo uma resposta a
ozonioterapia influenciada (p<0,05) pela dosagem e sexo sobre os valores médios da
freqiiéncia cardiaca. Nesse sentido, quando foram administrados 1000 mL da mistura
do gas se observaram os maiores valores médios deste parametro. Com relagdo ao
sexo, as fémeas foram as mais responsivas, independente da dose utilizada, elevando

os valores médios deste pardmetro. Também foram observados em alguns momentos,
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valores discretamente acima daqueles de referéncia para a espécie. No entanto, ao
longo do experimento, este parametro se manteve com valores menores a partir do
quinto periodo de aplicagdo, quando comparados com os valores iniciais.
Adicionalmente, a FC de eqiiinos sadios das ragas Brasileiro de Hipismo, Breta, Puro
Sangue de Corrida e de eqiiinos mesticos pode chegar a 44,24+8.32, 37,81£9,72,
39,41+£7,17 e 39,37£8,60 bpm, respectivamente (Paludo et al., 2002).

TABELA 3 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem e
sexo sobre a freqiiéncia cardiaca (bpm) até 10 minutos apos a aplicagao
do o0zo6nio, considerando os dias de aplicacao.

Freqiiéncia Cardiaca até 10 minutos apos a ozonioterapia

Combinacoes Periodo de aplica¢oes de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 34 32 30 38 32 32 34 32 28
T500 Fémea 44 40 34 34 36 36 34 34 32
T1000 Macho 40 38 34 42 38 36 36 38 44
T1000 Fémea 44 44 38 40 38 42 28 36 30
Dosagem 3,00 5,00 4,00 500 400 500 -2,00 400 7,00

Efeitos Sexo -7,00  -7,00% -4,00 3,00 -2,00 -500 4,00 0,00 5,00

Interagao 3,00 1,00 0,00 -1,00 2,00 -1,00 4,00 2,00 9,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).

Apesar da baixa variabilidade nos valores médios de FC, esta pode ser um
processo de adaptacdo a ozonioterapia e decorrente de aplicagdes continuas com uma
baixa concentracdo de ozoOnio, resultando em um menor esfor¢o cardiaco. Este
processo de adaptagdo ja foi descrito por Bocci & Aldinucci (2004) em pacientes
humanos.

Gibbs et al. (1995), mencionaram que quando a freqiiéncia cardiaca nao
retorna aos seus valores normais em um determinado tempo, pode indicar inadequado
condicionamento do animal, resultando em muitos casos em fadiga muscular e,
conseqiientemente o aparecimento de lesoes.

A FC pode aumentar em decorréncia de mudancas reoldgicas no sangue,
decorrentes da interacdo dos seus componentes com o 0zonio, aumentado desta forma

a fluidez do sangue e o fluxo sangiiineo e, conseqiientemente, o debito cardiaco
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(Carreira & Almagro, 2000; Zee & De Monte, 2001; Barroetabena et al., 2002;
Machin et al., 2004). A viscosidade diminui em resposta & diminui¢do e alteracao
transitéria e estrutural do fibrinogénio, assim como devido a ativacdo das plaquetas
pelo 0zdnio, reduzindo a quantidade de célcio citosélico nesses componentes e, assim,
diminuindo a sua agregacao, além de reduzir fatores de crescimento relacionados com
a coagulacdo, como o fator de crescimento e transformacdo Beta 1 (TGFB-1) e o fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Zee & De Monte, 2001; Toros et al.,
2005). O aumento do oxido nitrico a partir das células endoteliais aumenta o fluxo
sangiliineo e a regula o didmetro vascular, o que também pode elevar o esfor¢o
cardiaco, imediatamente apds a exposicao ao ozonio (Valacchi & Bocci, 2000; Zee &
De Monte, 2001; Bocci & Aldinucci, 2004). Também existe a reagdo na membrana
dos eritrdcitos, aumentando sua filtrabilidade e melhorando sua atividade reoldgica
(Barroetabena et al., 2002).

Segundo Cottin et al. (2005), um maior alongamento das fibras cardiacas do
ventriculo esquerdo, reduz a resisténcia do miocardio, aumentando a freqiiéncia
cardiaca com conseqiiente aumento no débito cardiaco.

Depois de transcorridos até 20 minutos apos a aplicacdo do ozoénio (Tabela 4),
observou-se efeito da ozonioterapia de maneira diferenciada (p<0,05) determinada
pelo sexo, ap6s a primeira aplicacdo, momento no qual a freqiiéncia cardiaca nas
fémeas se mostrou com os valores médios mais altos, independente da dose
administrada. Apos a oitava aplicagdo, observou-se novamente efeito da terapia,
sendo neste periodo determinada por uma interacao (p<0,05) entre os fatores sexo e
dosagem; momento em que os machos apresentaram uma menor alteracdo quando
utilizada a dose de 500 mL de ozdnio. Por outro lado, este efeito foi apenas observado
em dois periodos de aplicacao, ndo sendo assim considerado relevante.

A excegao dos machos tratados com 1000 mL do ozo6nio, observou-se no final
do periodo de estudo, que os valores médios da FC foram menores do que os iniciais,
o que pode ser por adaptacao e/ou melhora no rendimento cardiaco dos animais com a
ozonioterapia. Na opinido de Gibbs et al. (1995), a determinagdo da FC no periodo de
recuperagdo apds exercicio em eqiiinos ¢ de relevante consideragdo, ja que permite

reconhecer o inicio de fadiga muscular mediante a avalia¢do da freqiiéncia cardiaca.
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TABELA 4 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interagdo da dosagem e
sexo sobre a freqliéncia cardiaca (bpm) até 20 minutos da aplicacao do
0zonio, considerando os dias de aplicagdo.

Freqiiéncia cardiaca até 20 minutos apos a ozonioterapia

Combinacoes Periodo de aplica¢oes de ozonio

Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T500 Macho 34 36 28 30 30 26 30 30 28
T500 Fémea 38 38 32 36 34 32 32 34 28
T1000 Macho 34 38 30 36 36 34 34 40 36
T1000 Fémea 40 42 34 45 32 38 32 32 28

Dosagem 1,00 3,00 2,00 7,67 2,00 7,00 2,00 4,00 4,00
Efeitos  Sexo -5,00" 3,00 -4,00 -7,67 0,00 -5,00 0,00 2,00 4,00

Interacdo -1,00 -1,00 0,00 -1,67 4,00 1,00 2,00 6,00% 4,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).

Ao avaliar a freqii€ncia respiratéria (Tabela 5), antes das aplicagdes do 0zodnio,
nao foram constatadas diferencas (p>0,05) nos valores médios dos animais em estudo,
influenciadas pelo tratamento, sexo ou a interacdo destes durante o periodo

experimental.

TABELA 5 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem e
sexo sobre a freqiiéncia respiratéria (rpm) antes da aplicacdo do
0zonio, considerando os dias de aplicagao.

Freqgiiéncia respiratoria antes da ozonioterapia

Combinacoes Periodo de aplicagoes de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 16 12 12 16 14 12 14 14 12
T500 Fémea 24 16 12 12 14 12 14 14 12
T1000 Macho 20 14 14 14 14 12 14 22 16
T1000 Fémea 16 16 16 12 12 12 12 12 12
Dosagem -2,00 1,00 3,00 -1,00 -1,00 0,00 -1,00 3,00 2,00

Efeitos Sexo -2,00 -3,00 -1,00 3,00 1,00 0,00 1,00 5,00 2,00

Interacdo 6,00 1,00 -1,00 -1,00 1,00 0,00 1,00 5,00 2,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gas.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).
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Nesse periodo de avaliagdo, os animais estavam em repouso € ndo tinham
recebido o0zbnio, por conseguinte, estes dados demonstram a normalidade da
freqii€ncia respiratdria nos animais dos diferentes grupos experimentais.

Quando avaliado o mesmo parametro até 10 minutos apds cada aplicagdo do
ozonio (Tabela 6), nota-se que quando realizada a terceira aplicacdo, existiu um efeito
(p<0,05) da ozonioterapia sobre a FR influenciado pelo sexo. Neste periodo, as
fémeas apresentaram freqii€ncia respiratoria mais elevada, sendo bem acima dos
considerados como normais para a espécie eqiiina (Speir, 1999; Orsini & Divers,
2003; Silva et al., 2005). Entretanto, este efeito somente foi constatado nesta
aplicacdo, pelo que foi considerado como de pouca relevancia, embora na maioria dos

periodos de aplicacao as fémeas apresentaram valores médios de FR mais elevados.

TABELA 6 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da intera¢do da dosagem e
sexo sobre a freqliéncia respiratoria (rpm) até 10 minutos apos a
aplicagdo do 0zodnio, considerando os dias de aplicacao.

Fregiiéncia respiratoria até 10 minutos apos a ozonioterapia

Combinacgoes Periodo de aplicagoes de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 26 16 16 22 18 14 26 20 14
T500 Fémea 40 34 37 26 26 26 44 30 22
T1000 Macho 40 20 22 38 28 16 28 44 36
T1000 Fémea 42 22 40 34 36 24 16 26 18
Dosagem 8,00 -4,00 4,67 12,00 10,00 0,00 -13,00 10,00 9,00

Efeitos Sexo -8,00 -10,00 -19,33* -0,00 -8,00 -10,00 -3,00 4,00 5,00
Interacao 6,00 8,00 1,33 4,00 -0,00 2,00 15,00 14,00 13,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gés.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).

Este aumento imediato na FR pode ter sido decorrente de uma maior
necessidade em se intensificar as trocas gasosas, processo descrito por Evans (2000) e
Gomez et al. (2004) em eqiiinos. Segundo Hinchcliff et al. (2004), isto ocorre em
eqiiinos atletas, com a finalidade de melhorar o transporte de oxigénio que aumenta
em decorréncia de um maior débito cardiaco, pelo aumento na quantidade dos
eritrocitos, o que acarreta um maior volume de oxigénio disponivel para o consumo e

distribuicao nos diferentes tecidos. Estes autores também mencionam a importancia
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do trabalho em sincronia do aparelho cardiovascular e respiratério, que permitem a
distribuicdo de oxigénio. Birchard (1997) também faz referéncia acerca do aumento
na capacidade de transportar oxigénio com o aumento do hematocrito e do débito
cardiaco, o que resulta em uma resposta respiratoria, com melhora na distribuicao do
oxigénio nos tecidos.

Ao se avaliar os valores médios da FR em até 20 minutos apos a aplicagdo do
ozonio (Tabela 7), observa-se que houve uma resposta (p<0,05) a ozonioterapia
determinada pelo sexo apods a segunda e terceira aplicacdes, periodos em que as
fémeas revelaram valores médios mais altos deste parametro, em comparacao com os
machos, independente da dose de 0zonio utilizada (500 ou 1000 mL). Apesar desta
resposta (p<0,05), somente em dois periodos de aplicagdo do o0zdnio, pode ser
constatado que os valores médios de FR nas fémeas durante quase todo o periodo

experimental, se mantiveram mais altos.

TABELA 7 - Médias e estimativas dos efeitos principais e da interacdo da dosagem e
sexo sobre a freqiiéncia respiratéria (rpm) até 20 minutos apos a
aplicagdo do ozodnio, considerando os dias de aplicacao.

Fregiiéncia respiratoria até 2(0) minutos apos a ozonioterapia

Combinagoes Periodo de aplicagoes de ozonio
Dosagem Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

T500 Macho 26 28 18 24 18 14 22 24 14
T500 Fémea 34 44 30 34 26 24 40 28 16
T1000 Macho 32 32 18 38 32 20 24 46 36
T1000 Fémea 34 50 34 40 34 24 28 32 24
Dosagem 3,00 5,00 2,00 10,00 11,00 3,00 -5,00 13,00 15,00

Efeitos  Sexo -5,00 -17,00° -14,00° -6,00 -500 -7,00 -11,00 500 5,00
Interagao 3,00 -1,00 -2,00 4,00 3,00 3,00 7,00 9,00 7,00

T500: tratamento com 500 mL da mistura do gas. T1000: tratamento com 1000 mL da mistura do gés.
* Significativo pelo teste F (p<0,05).
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CONCLUSOES

Nas condigdes do presente estudo experimental e com base nos resultados obtidos

pode-se concluir que:

1. Apos ozonioterapia ocorre aumento na freqii€ncia respiratdria, com posterior
redu¢do da mesma no decorrer das aplicagoes.

2. A quantidade de ozonio administrada por autohemotransfusdo, assim como o
sexo dos animais ndo sdo fatores relevantes que influenciam na altera¢do das
freqliéncias cardiaca e respiratéria em fungdo da ozonioterapia.

3. Animais tratados com ozonioterapia apresentam um adequado
condicionamento cardio-respiratorio, sendo possivelmente uma opg¢do para

melhorar o desempenho de eqiiinos atletas.
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